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RBsumd - Cette Qtude de la variabilite de Xanfhonionas campestris pv mdnihofis, agent de la bacteriose vasculaire 
¿cl manioc, porte sur 54 souches originaires d'Am6rique du Sud, el de 5 pays d'Afrique. bes ihoculations sur feuilles 
et sur tiges de 2 cultivars de manioc permettent de reproduire le$ differenis symptômes bbservds au champ. L'ana- 
lyse des rQsultats des inoculations montre une variabilitb impotianté de Pagreskivit& In Litrò, les souches de Xantho- 
moms campesfris pu mriihoffs soni kelativement homoghnes. Cependant, I'Qtude de leur croissance sur diff6rents 
substrats, de la reponse B une gamme d'antibiotiqddd et de la lysotypie fait apparaître une certaine variabilit6. La syn- 
thase de I'ensemble des r6sultats, par une hhalyse factorielle multiplei montre l'existence d'un facteur commun aux 
diff6rents caract6res dtudies. II existe, en particulier, une liaison entre I'agressivit6 des souches et leur comportement 
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StMmaty - Study of vatlability of a pathogenic agent XanhoritonM eitmpestrls pv manlhotk, by multiple 
; kWtÓtld flrldy!h. fhiS Study of the variability of Xanthomonag cdmpesfris jw mahihotis, dgerlt of bacterial bl@ht of 
&dsaVa, 'ddbls With 64 Strain3 #ronl SÒbth Amer/& aird hom 5 African countries. Leaf ttnd stem inoculations on 2 culti- 
: k M  df &!&Vil dI/o& thè ¡?4pkoduct/Òri of thS ¿Ih&r& symptoms observed in the field. Analysis of inoculation results 
ilIldi44 brtd ?o défin&, ddddfding tò their fiathogêriiciw; 4 groups of strains. The influence of geographical origin is vari- 
'dble.-'fof berfdiri ix3rfntridd ut cedâh area8 // Appedrs clearly, while for others it does not seem to exist. In vitro, strains 

' . ,  Bfkadhaniafi8k hmpéstrk Ijv manihotib dr& k&/atiuely homogedous. kleverfheless, the study of their growth on vari- 
ob3 sbbsfrdtes, df fh.4 response io sevbrd antibldkd and of phage typing shows variability. this Òne is not conriected 
fo fki, gddgr&hical origin. Each chàràcferistic Allows one to define a stàbld $artitioh from fhd sei of strains. nte syn- 
hesk df 911 trie kesulfd by bay dl Mu/tble Faciohid Analysis shows th8 &istend of b common facto1 to the different 
chrlrdct!ris#c$ studied. Specifically, a link ëxist3 bèbeen strains pathogenicity and iheir in vitro bèhaHour. The com- 
/j/ètd data are Showri in tables II, IV and VI. Table I/ri shows the Structure of the data table submitted to Multiple Fac- 
torial Analysis which fakes into account 4 groups o) ictive variables ( I r  affect induced by inoclilafion on 2 cultivars; 2, 
phagi Vping; 3, groWth on vàrioud subsfrafeb; 4, response fd several antibiofics) and 3 sopplementary groups 
(group4 3 grid 4 recoded fn order to mdasutxi thb influence of coding - geographical origin). figure 2 gives a factorial 
iepresdritatioh of variables: the duai representation of individuals is given in figurd 3. The first factor is correlated to 
vahablés of BllJhe groups and points ouf a struche common to the 4 active groups (this result is confirmed by indica- 
tors ic fabld VI//). 

cassaviì /jdmgenfcity / phage typing / aniildotic / factorial analysis 
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INTRODUCTION 

Le manioc est attaqué par différents ravageurs 
et pathogènes. Parmi eux, Xanthomonas cam- 
pestris pv manihotis est l'agent de la bactériose 
vasculaire du manioc, maladie provenant d'Amé- 
rique du Sud oh elle a été signalée pour la pre- 
mière fois en 191 2 par Bondar. En Afrique, cette 
maladie a d'abord été observée au Nigeria en 
1972 (Williams et al, 1973). Actuellement, elle 
est présente dans au moins 15 pays de ce conti- 
nent. 

I 

Les observations concernant la variabilité de 
Xanthomonas campesfris pv manihotis sont 
contradictoires. Certains auteurs observent une 
différence de pouvoir pathogène entre les 
souches étudiées (Bradbury, 1975, 1977; Ma- 
raite et Meyer, 1975; Maraite et a/, 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 à 
l'autre, Robbs et al (1972), Elango et al (1981), 
Manicom et al (1 981) n'observent pas de variabi- 
lité. Daniel et al (1 981) 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 à 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 dextrine, du maltose, du raffinose, du lac- 
tose. Ils notent aussi une sensibilité différente à 
certains antibiotiques. 

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

De plus, l'existence d'une variabilité de 
l'agressivité présente 2 conséquences impor- 
tantes. Dune part, il est alys nécessaire de 
connaître la répartition géographique des 
souches en fonction de leur agressivité et d'éta- 
blir une règlementation des échanges internatio- 
naux afin d'éviter l'introduction d'une souche très 
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 A la bactériose vasculaire du manioc. 

C'est un échantillon représentatif des soucht 
de la région qui doit être inoculé lors des tests ( 
résistance. Une certaine variabilité de l'hôte dc 
aussi être maintenue en évitant la monocultu 
d'un cultivar et en conservant une collection ( 
variétés. 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

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 
teres décrits dans les paragraphes suivants. 

Agressivitk 

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

Sur feuilles, les inoculations sont effectuées sur dt 
plants de 2 mois, cultivés en pots, en perforant les e 
paces internervaires des folioles à l'aide d'un emport 
pièce de 1,7 mm de diamètre trempé dans une cultu 
bactérienne maintenue 48 h à 30 OC sur LPGA (Ric 
M, 1963). La technique utilisée est celle de Burucha, 
et Pastor-Corrales (1 981) et Endert et Ritchie (1 98 
mesurant le diamètre des lésions causées par Pse 
domonas syringae pv syringae. Après 9 j d'incubatic 
à 30 OC, 90% d'humidité et une photopériode de 12 
la surface de la lésion causée par la souche est mesi 
ree. Elle est ramenée à une couronne de surface éq1 
valente dont on calcule I'épaisseur notée en 10-5 r 
Dix répétitions par souche et par cultivar sont effel 
tuées et on calcule la moyenne des 10 mesure 
Après vérification des hypotheses de normalité I 

d'égalité des variances, l'analyse de variance monti 
une différence significative à 1% entre les moyenne 
des mesures effectuées sur les 54 souches (Grou: 
son, 1986). 

' Sur tiges, l'incubation est effectuée sur des plani 
de manioc d'un mois. La tige est transpercée, au n 
veau du deuxième entrenœud, avec une aiguille tren 
pée dans une culture bactérienne maintenue 48 h 
30 OC sur LPGA. Après 20 j d'inoculation à 30 OC, 90' 
d'humidité et une photopériode de 12 h, l'intensité d 
la maladie est notée selon I'échelle suivante : 
O : cicatrisation; 1 : zone vert olive et/ou exsudats at 
tour du point d'inoculation e 20 mm; 2 : zone vert oliv 
et/ou exsudats autour du point d'inoculation > 20 mn 
3 : au moins une feuille flétrie; 4 : dessèchement 61 
l'apex; 5 : mort du plan. 

Six plants par souche et par cultivar sont inoculé; 
Une moyenne des 6 notes est effectuée. 
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Tableau I. Références des souches de Xanfhomonas 
campesfris pathovar manihofis de la collection. 

Origine Numero Reférence Dafe 
géographique &de ORSTOM d'isolement 

Colombie 

Brésil 

Pointe Noire 

Bouenza 

Pool 

Plateaux 

Cuvette 

Bénin 

RCA 

Nigeria 

Zaïre 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 

34 
35 
36 
37 
38 

39 
40 
41 

42 
43 

44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 

ClAT 1060 
ClAT 1061 
ClAT 1120 
ClAT 1 1 1 1  
IBFF 112 
IBFF 165 
IBFF 107 
693-4 
152 
150 
798-c 
803-c 
837 
839 
840 
841 
836 
104-2 
293-1 
298-2 

386-b 
336 

589 
720-3 
721 
773-4 
770-3 
781 
775 
767 
779 
780 
716-4 

674- 1 
677-1 
676-1 
680-2 
675 

107-8 
113 
105-9 

206-1 
204-1 

276-3 
278-1 
275-2 
280-1 
274-2 
279 
312 
31 1 
309 
31 0-2 
273-3 

1974 
1 974 
1974 
1974 
1 973 
1976 
1973 
1982 
1977 
1977 
1984 
1984 
1984 
1984 
1984 
1984 
1984 
1979 
1979 
1979 
1979 
1980 
1981 
1982 
1982 
1983 
1983 
1983 
1983 
1983 
1983 
1983 
1982 

1982 
1982 
1982 
1982 
1982 

1977 
1977 
1977 

1978 
19785 . 

1979 
1979 
1979 
1979 
1979 
1979 
1979 
1979 
1979 
1979 
1979 

Tableau II. Agressivité des souches de X c pv mani- 
hofis. La mesure sur feuilles est la moyenne de 10 
mesures de surface de lésion apres inoculation en 
condition standard. La notation sur, tige est la 
moyenne de six notes d'intensité de la maladie (de O à 
5) après inoculation en condition standard. 

Mesures sur feuilles Nofafions sur fbes I 

No Cultivar Culfivar Cultivar Cultivar 
M Pembé Koussa- M Pembd Koussa- 

kanandi kanandi 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 

571 
566 
530 
O00 
687 
161 
042 
572 
062 
148 
277 
535 
501 
704 
661 
675 
733 
160 
315 
255 
51 5 
152 
322 
688 
586 
455 
694 
61 4 
360 
438 
238 
468 
381 
139 
31 5 
200 
258 
198 
082 
027 
O09 
015 
o1 1 
290 
367 
347 
267 
251 
070 
249 
382 
239 
300 
313 

121 
147 
122 
O00 
163 
059 
033 
169 
126 
040 
124 
264 
335 
134 
237 
304 
289 
21 o 
168 
089 
1 o9 
030 
o91 
25 1 
128 
170 
028 
122 
078 
140 
033 
O1 7 
038 
097 
063 
043 
032 
105 
052 
025 
O00 
004 
O1 6 
092 
029 
o1 1 
063 
052 
003 
053 
113 
096 
047 
044 

4,00 
4,50 
4,33 
0,00 
3,60 
4,67 
2,50 
4,50 
3,00 
1,50 
1,40 
4,00 
5,00 
5,00 
5,00 
4,20 
3,67 
1 ,o0 
4,33 
1,83 
4,00 
0,67 
3,17 
4,00 
4,67 
3,83 
4,50 
3,83 
4,67 
3,67 
3,00 
4,33 
4,33 
4,50 
4,67 
2,67 
4,33 
4,00 
3,67 
2,17 
O ,40 
1,67 
2'33 
3,00 
4,83 
3,60 
2,67 
4,17 
1,33 
4,33 
4,50 
3,33 
4,67 
5,00 

4,00 
4,00 
4,25 
0,50 
433 
2,33 
0,50 
3,67 
2,33 
0,50 
1,14 
3,00 
2,67 
2,67 
4,33 
2,67 
1,83 
1,50 
2,00 
2,50 
2,67 
1,67 
3,33 
4,00 
3,33 
4,33 
4,67 
3,00 
4,00 
4,00 
2,50 
3,17 
4,33 
4,17 
3,50 
4,00 
3,50 
3,83 
4,00 
3,00 
1,83 
0,50 
2,83 
4,17 
3,50 
3,67 
3,83 
3,50 
2,17 
2,50 
4,50 
4,67 
3,50 
4,33 
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Lysotypie 

A partir de feuilles de manioc atteintes de bactériose, 
de sol et de débris prélev6s sous des plants dans dif- 
férentes régions du Congo, 9 phages ont été isolés. 

L'isolement et la multiplication des phages sont ef- 
fectues dans du bouillon 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 la technique de Cuppels (1983), à l'aide dune 
souche indicatrice (la souche 17). Les boîtes de Pétri 
sont maintenues à 25 OC, cette température étant plus 
favorable à la formation de plages de lyse que la tem- 
pérature optimale de croissance de la bactérie (envi- 
ron 30 OC). 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,Ol ml de 10 dilutions des 
suspensions phagiques. Après 48 h, on compare la di- 
lution de la dernière lyse confluente à la 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 : 
+ : dernière lyse confluente au maximum une dilu- 
tion de la RTD, - : dernière lyse confluente à au 
moins 2 dilutions de la RTD (tableau 111). 

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 après autoclavage du milieu et stérili- 
sées par ultrafiltration. Dix-neuf substrats sont inclus 
chacun dans un milieu de culture. Quarante-huit 
heures après incubation à 30 OC, on mesure la crois- 
sance de chaque souche sur chaque substrat à l'aide 
d'une échelle de notation allant de O à 4. L'expérience 
est effectuée 2 fois et compte chaque fois 2 répéti- 
tions. Ce premier codage met en évidence un groupe 
de souches, prépondérant, homogène quant à la 
croissance sur ces substrats. Pour atténuer le carac- 
tère subjectif d'une notation, les notes initiales ont été 
recodées en référence à 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 qu6 celle du groupe de 
référence; = : la croissance de la souche est compa- 
rable à celle du groupe de référence (tableau IV). 

Sensibíiité 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'Institut Pas- 

Tableau 111. Lysotypie des souches de-X c pv manik 
tis. 

D K C P L E I O G  

1 -  + + + + + + -  + 
2 - - - - - - - - -  
3 -  + + + + + - -  + 
4 - - - - -  + - - -  
5 - - - - - - - - -  
6 + + + + + + + -  + 
7 - - - - - - - - -  
8 + + + + + + + - -  
9 -  + + + + - - - -  

10 + + + + + + + - - 
11 - - - - - - - - - 
12 + + + + + + + - + 
13 + + + + + + + + + 
14 - + + + + + + + +  
15 - + + -  + + + + -  
16 + + + + + + + + + 
17 + + + + + + + + + 
18 - - - - - - - - - 
19 - + + + + + + + +  
20 - - - - - - - - - 
21. - - - - + + ' +  + +  
22 + + + + - - - - - 
23 - - - - - - - - - 
24 + + + + + + + + + 
25 - + - -  + + + + -  
26 + + + + + + -t + - 
27 + + + + + + + + - 
28 + + + + + + + + - 
29 - + - -  + + - I - + -  
30 - - - - - - - - - 
3 1 + + + + + + + + -  
32 + + + + + + + + - 
33 + + + + + + - + -  
34 + + + + + + + + - 
35 + + + + + + + + + 
36 + + + + + + + + + 
37 - + - -  + + + + +  
38 - + + + + + + + +  
39 - + + + + + + + +  
40 - . +  + + + + + + + 
41 - - - - - - - - - 
4 2 - - - . -  + + -  + -  
43 - + - -  + + -  + -  
44 + + + + + + + + + 
45 * + + + + + - + +  
46 + + + + + + - + +  
47 + + + + + + - + +  
48 - + + -  + + -  + +  
49 - + - -  + + - - -  
50 - - - - - - - - - 
51 + + + + + + + - - 
52 + + + + + + + - - 
53 + + + . +  + 3. + - - 
54 - + + + + + + - -  

La notation de la lysotypie est effectube en rbfbrence A la 
souche 17, dite souche indicatrice, qui a servi B isoler les 
phages. 
Notation : 
- si la souche est 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 IV. Recodage en modalités des variables Mes à la croissance sur diffbrents substrats carbonés des souches 
X c pv manihofis. 
La notation est faite en référence à un ensemble, noté MO, de 38 souches absolument identiques quant à la crois- 
sance sur ces substrats. 

N" T GA MA LA ER RI AR RA A M  XY SA RH AE GL 

No : numero de souche; T : Tho in ;  GA : Galactose; MA : Maltose; LA : Lactose; ER : Erythritol; RI : D-ribose; AR : Arabinose; RA : 
Raffinose; AM : Amidon; XY : Xylose; SA : Salicine; RH : L-Rhamnose; AE : Aesculine; GL : GlycBrol. 

teur (R : souche résistante, S : souche sensible, I : 
souche intermédiaire) (Bauer et 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 4 

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 ordonnees. Aussi 
elles seront considérées comme qualitatives et intro- 
duites au travers du codage disjonctif complet. Ce co- 
dage fait apparaître des modalités très rares : les mo- 
dalités comportant moins de 4 individus ont é{é 
éliminées, soit par regroupement entre modalités voi- 
sines, soit par suppression de l'ensemble des modali- 
tés associées au substrat ou à l'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-à-dire 
sous forme de notes. Enfin, l'origine géographique 
des souches est notée à l'aide d'une variable qualita- 

tive indiquant la région dans laquelle la souche a été 
is o Ié e. 

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,, (numériques): 
- 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 étre articulé autour de 3 thèmes princi- 
paux. 
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Tableau V. Sensibilité des souches de Xcpv manihofis aux antibiotiques. S : l'ensemble des souches est sensible ZI 
l'antibiotique, R : l'ensemble des souches est résistantà l'antibiotique, I : l'ensemble des souches a une sensibilité 
<<intermédiaire,, il l'antibiotique, V : les souches ont une sensibilitb variable il l'antibiotique. 

Famille Dénomination Sigle du Charge du ßéaction de 
commune disque disque X cv pv manihotis ' 

Béta lactamines 

Aminosides 

P hénicoles 

Tétracy ciines 

Macrolides 

Polypeptides 
Nitro-furanes 
Quinolones 

Antibactériens 
divers 

Pénicilline G 
Pénicillines A 
Ampicilline 
Amoxicilline 
Carbénicilline 
Ticarcilline 

Pénicillines NI 
Méticilline 
Oxacilline 

Céfradine' 
Céfalotine 
Céfaloridine 
Céfazoline 
Céfotaxime 
Céfuroxime 
Céfoxitime 
Latamoxef 
Streptomycine 
Kanamycine 
Néomycine 
Framycétine 
Paromycine 
Tobramycine 
Amikacine 
Gentamicine 
Sisomicine 
Chloramphénicol 
Thiamphénicol 
Chortétracycline 
Oxytétracycline 
Déoxycycli n e 
Minocycline 
DMCT 

Macrolides 
Erythromycine 
Spiramycine 
Midécamycine 

Lincosamides 
Lincomycine 

Streptogramines 
Virginiamycine 
Pristinamycine 
Bacitracine 
Furanes ' ' 

Acide nalidixique 
Acide pipémidique 
Rifampicine 
Novobiocine 
Nitroxoline 
Fosfom ycine 
Vancom ycine 
Métronidazole 

Céphalosporines 

PEN 

AMP 
AMO 
CAR 
TIC 

MET 
OXA 

CFA 
CTN 
CFR 
CFZ 
CTX 
CXM 
CXT 
MOX 
STR 
KAN 
NEO 
FRA 
PAR 
TOB 
AKN 
GEM 
SIS 
CMP 
TH I 
CLT 
OXT 
DOT 
MIN 
DMT 

ERY 
SPI 
MID 

LIN 

VIR 
PRI 
BAC 
FUR 
NAL 
PI 
RFA 
NOV 
NIB 
FOS 
VAN 
MOL 

15 UI 
1 O0 pg (333 UI) 
1 O0 pg (333 UI) 

15 1.19 

V 

V 
V 
S 
V 

R 
S 

R 
V 
V 
R 
V 
v 
V 
S 
S 
S 
I 
I 
S 
S 
S 
S 
S 
S 
R 
S 
S 
S 
S 
S 

S 
S 
V 

R 

V 
S 
S 
V 
I 
,S 
S 
S 
S 
R 
S 
R 
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Tableau VI. Réponses des souches X c pv manihotis aux antibiotiques, présentant une variabilité. 
S : la souche est sensible à l'antibiotique. R : la souche est resistante à l'antibiotique. I: la souche possède une résis- 
tance interm6diaire. 

PEN AMP AMO TIC MZ CTN CFR CTX CXM CXT MID VIR FUR 

l 

1 
.2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 
51 
52 
53 
54 

R I R R 
I S R S 
R R R S 
I S S S 
I I R S 
R R R R 
R I S S 
R R R S  
I S S S 
I I R S 
R R R S 
R R R R 
R R R R 
R R R S 
R R R S 
R R R S 
R R R S 
R R R S 
R R R R 
R I I S 
R R . R  R 
R R R S 
R R R R 
R R R R 
R R R R 
R R R S 
R R R S 
R R R R 
R R R R 
R R R R 
R R R R 
R R R R 
R R R S 
R R R '  S 
R R R R 
R I R R 
R I I R 
1 R R S 
R I R R 
R I R S 
I S S S 
R R R S 
R I R S 
R R ' R  R 
R R R R 
R R R R 
R R R R 
R R R R 
R R R R 
I S S S 
R R R R 
R R R R 
R R R R 
R R R R 

R S R I  R 
R I  R I  R 
R I  R I  R 
S I  s s s  
R I  R I  R 
R I  R I  R 
R I  R S R  
I I R I  R 
S I  s s s  
S I  R I  R 
I I R I  R 
R I  R I R 
R R R I  R 
R I  R I R 
R I  R I R 
R I  R I R 
R I  R I  ' R  
S I  R I  R 
R S R I  R 
R S I  I R 
R I  R I  R 
I I R I  R 
R I  R I  R 
R I  R I R 
R 1  R I  R 
I I R I  R 
R I  R i  R 
R I  R I  R 
R I  R I  R 
R I  R I  R 
R I  R I  R 
R I  R I  R 
R ' I  R I  R 
R I  R I R 
I I R I R 
R I  R I R 
R S I  S R  
S I  R I I 
R I  R I R 
S I  R S R  
I I R S S  
R I  R I  R 
S I  R S I  
R I  R I R 
R I  R I  R 
R r l  R I  R 
R I  R I  R 
R I  R I  R 
R I  R I  R 
S I  R S R  
R I  R I R 
R I  R I  R 
R I  R I R 
R I  R I  R 

I R R 
I R R 
I R R 
S S R 
I R. R 
I R R 
S R R 
1 R R 
S s' s 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
1 R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
1 R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 
S R R 
I R R 
I R R 

S R R 
S S R 
1 R R 
S R R 
I R R 
I R R 
1 R R 
I R R 
I R R 
I R R 
S R R  
I R R 
I R R 
I R R 
I R R 

R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
I 
I 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 
R 

1 
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1 Tableau VII. Structure du tableau de données. 

Groupes actifs Groupes supplt5mentaires i ! 
~~ 

Groupe 1 2 3 4 5 6 

Type agressivité lysotypie substrats antibioitiques  substrats antibiotiques origine 

Nombre de 4 9 9 11 9 11  1 
variables 

Nombre de 4 18 17 24 9 11 10 
colonnes 

54 souches 

- Quelles sont les souches qui se ressemblent et 
celles qui diffèrent si l'on considère l'ensemble des 4 
caractères (agressivité, lysotypie, croissance sur diffé- 
rents substrats carbonés, sensibilit6 aux antibioti- 
ques) ? 
- Quels sont, globalement, les groupes de va- 

riables qui se ressemblent ? Deux groupes se res- 
semblent s'ils induisent la même structure sur I'en- 
semble des individus, c'est-à-dire si 2 souches 
proches pour l'un sont aussi proches pour l'autre. 
- Même si, globalement, les groupes ne sont pas 

très proches, certains d'entre eux posshdent-ils des 
facteurs communs ? Si ces facteurs existent, quels 
sont-ils et quelle est leur importance relative dans 
chaque groupe ? (Par facteur, on entend l'ensemble 
des coordonnées des souches le long dune direction 
quelconque d'un espace défini par un ensemble de 
variables. Un facteur est dit commun i3 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 être traité par l'analyse 
factorielle multiple (AFM). Cette méthode fournit des 
résultats qui correspondent aux principaux thèmes de 
la problématique énoncée précédemment. En effet, 
elle permet de réaliser l'analyse factorielle d'un en- 
semble d'individus décrits à la fois par des groupes de 
variables quantitatives et des groupes de variables 
qualitatives. Elle construit une représentation graphi- 
que des proximités entre groupes et met en évidence, 
s'ils existent, une suite de facteurs communs aux 
groupes. Cette méthode est décrite en détail par Es- 
cofier et Pages (1 988). 

J 

RÉSULTATS 

Les valeurs propres de l'analyse globale 

, Le cœur d'une AFM consiste en une ACP cen- 
trée réduite des 4 groupes actifs dans laquelle 
chaque variable est affectée d'un poids destiné à 

équilibrer l'influence des groupes. Ces 4 groupes 
permettent de construire un nuage des souches 
(dans l'espace défini par l'ensemble ,des co- 
lonnes actives) appelé nuage moyen en ce sens 
qu'il réalise un compromis entre les 4 nuages 
que l'on peut construire à partir de chacun des 
groupes. 

La première valeur propre vaut 2,5. On sait 
que la valeur maximale qu'elle peut atteindre 
dans le cas limite où ce facteur coïncide 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 
l'inertie totale) et un deuxième beaucoup plus 
faible (10% de l'inertie totale). Les autres fac- 
teurs représentent chacun moins de 8% de 
l'inertie 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 l'ensemble des 4 thèmes 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 róle de fac- 
teurs communs. La méthode fournit aussi, asso- 
ci6e & chaque variable générale, des variables 
canoniques (une par groupe) qui peuvent être 
considérées comme l'expression du facteur com- 
mun dans chacun des groupes. Techniquement, 
ces variables canoniques sont des projections 
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des nuages de souches caractérisés chacun uni- 
quement par un groupe, qui, à la fois, correspon- 
dent à des directions d'inertie importante et sont 
liées au facteur commun. 

Le tableau des corrélations entre les variables 
canoniques et les variables générales (tableau 
VIII), indique, pour chaque groupe actif, les cor- 
rélations entre 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 (première variable générale) et son 
expression dans le groupe 1 (première variable cano- 
nique du groupe 1). 
Les 4 coefficients associés au premier facteur sont 
suffisamment élevés pour que l'on puisse considérer 
ce facteur comme commun aux 4 groupes. 

Facteur 7 Facteur 2 

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- 
mière variable générale de I'AFM et les 3 premiers 
facteurs de l'analyse factorielle séparée de chacun 
des groupes. 

Facteur I Facteur 2 Facteur 3 

Groupe 1 - 0,811 + 0,167 + 0,006 

Groupe 3 - 0,819 + 0,073 + 0,078 
Groupe 4 + 0,813 ' - 0,061 + 0,018 

Groupe 2 + 0,71 O + 0,038 + 0,009. 

Groupe 5 - 0,755 + 0,256 - 0,134 
Groupe 6 + 0,824 - 0,067 - 0,006 

La première 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- 
réle au deuxième facteur qui n'est donc pas un 
facteur commun. 

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

Coordonnées et aides à l'interprétation des 
groupes actifs et supplémentaires 

Les 7 groupes peuvent être représentés dans un 
espace euclidien par des points dont la proximité 
traduit la ressemblance entre les structures défi- 
nies sur l'ensemble des souches. A la limite, 2 
points sont confondus si les nuages de souches 
associés à chacun des 2 groupes sont identi- 
ques ou homothétiques. Le graphique de la 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 Faxe s est aussi 
égale à la contribution du groupe j à l'axe s de 
l'analyse globale. II en résulte que ce graphique 

a G2 

G I  

G5 
O G 1  

G3 
G 4 *  G6 

1 FI O 

Fig 1. Representation des groupes par les 2 premiers axes 
factoriels. GI : <<agressivité,> (variables numériques); G2 : 
4ysotypie>B (variables qualitatives); G3 : croissance sur dif- 
ferents substrats>> (variables qualitatives); G4 : sensibilité 
aux antibiotiques. (variables qualitatives); G5 : <croissance 
sur différents substratsip (variables numériques); G6 : 
e.ensibilit6 aux antibiotiques. (variables numbriques); G7 : 
-origine geographique. (variables qualitatives). La proximité 
entre 2 groupes s'interprète comme une ressemblance entre 
les structures sur les individus definies par chacun des 
groupes. Par construction les coordonnees sont comprises 
entre O et 1. 
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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 l'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 

fig 1, les groupes 3 et 5, d'une part, et les 
groupes 4 et 6, d'autre part, sont très proches. 
Rappelons qu'ils concernent les mêmes thèmes 
sous la forme de codages différents. Le reco- 
dage n'a pas bouleversé la structure des indivi- 

Les variables (fig 2) E 

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 : 
e Agressivité : 
Sur tiges du cultivar M'Pembé : T : MP 
Sur tiges du cultivar Koussakanandi : T : K 
Sur feuilles du cultivar M'Pembé : F : MP 
Ces variables sont corrélées positivement au 

1 important dans chacun des groupes. Sur cette 

I 

I dus. 
~ 

premier facteur 

F1 

FK 

Mzr 

CFR 

G. 
o TICS 

f i n  AM> 
P- 

E. 
L K- C- I- PENi 

AMPS 

AMO 

Ø 1 

UdMR PElrli I+ K+ Lc 
C+ 

E+ 
TIC[ P+ 

' i3 
AE-. 

G+ 

b 

F2 

AMPi 

CFRs 
Mzs 

CXMS 

GLÆ 

I 

l 

i 
I 

I 

i Fig 2. Représentation des variables actives sur le premier plan factoriel. La coordonnée dune variable est le coefficient de corrbla. 
tion avec cet axe. i 

i 
I i 
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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 : 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 : I+ 

Croissance sur différents substrats : 
- Corrélation négative avec le premier facteur 
Glycérol : GLc 
Rhamnose : RHc 
Témoin : TC 
Erythritol : ER< 
Salicine : SAC 
Arabinose : ARC 
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 à la Céfuroxine : CXMs 
S à I'Amoxicilline : AMOS 
S à la Céfotaxime : CTXs 
S à I'Ampicilline : AMPs 
S à la Midécamycine : MlDs 
- Corrélation positive avec le premier facteur 
I à la Céfuroxine : CXMr 
R à I'Amoxicilline : AMOr 
I à la Céfotaxime : CTXi 
R à 1'Ampicilline : AMPr 
R à la Midécamycine : MlDr $ 

L'axe 1 peut être schématisé par les opposi- 
tions suivantes : 

- Faible agressivité 
- Résistance aux phages 
- Hétérogénéité pour la croissance sur différents 
substrats carbonés 

- 

- Sensibilité aux antibiotiques 

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

i- 

Les individus 

Le nuage nioyen (fig 3) 

Les règles d'interprétation de la représentation 
du nuage moyen sont exactement celles de 
I'ACP. On considère les individus selon leur posi- 
tion sur l'axe 1. 

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

On peut illustrer la signification de l'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 très faiblement (41, 4) agres- 
sives. Elles sont résistantes à au moins 7 
phages. Leur croissance est hétérogène pour au 
moins 7 substrats. Elles sont sensibles à au 
moins 5 antibiotiques. 

A l'opposé sur l'axe 1, les souches 24, 13 et 
14 s'ont très agressives. Elles sont sensibles à 
au moins 8 phages. Leur croissance est classée 
homogène sur 9 substrats. Elles sont résistantes 
à au moins 1 O antibiotiques. Ces 3 souches s'op- 
posent aux 3 souches précédentes (41, 4 et 7) 
du point de vue de chaque groupe. 

L'hétérogénéité- des souches croît des coor- 
données positives aux coordonnées négatives. 
La répartition des souches sur le plan suggère 
l'existence d'un ensemble de souches, de coor- 
données positives, relativement homogènes 
selon tous les points de vue. La confrontation de 
ce plan factoriel avec l'origine des souches (ta- 
bleau I) montre que le lieu d'isolement n'est glo- 
balement pas lié aux principaux facteurs de 
variabilité. Toutefois, il existe quelques origines 
dont les souches sont relativement regrou- 
pées (Grousson, 1986). C'est le cas du Zaïre 
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Fig 3. Representation du nuage moyen des individus sur le plan des deux premiers axes factoriels. 

! 

? 

dont 9 souches sur les 11 sont très proches sur 
le plan 1-2. I *  

La representation simultanee (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 
même cadre, une représentation approchée de 

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 à 
partir du nuage moyen oÙ elle est définie par 
l'ensemble des 4 groupes de caractères et par 
ses projections à partir des 4 nuages définis par 
un seul groupe de caractères. Seul le premier 
facteur, commun aux 4 groupes, est intéressant 
dans cette analyse. Les caractéristiques des 6 
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Fig 4. ReprBsentation simultanbe des souches 41, 4, 14, 7, 
13 et 24 sur le premier axe factoriel. L'axe est reproduit 3 
fois pour Bviter des superpositions. E : souche decrite par 
l'ensemble des groupes des variables. 2 : souche dtScrite par 
les seules variables du groupe 2. 

I 

O 

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

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

Le gradient d'hétérogénéité mis en évidence à 
partir du nuage moyen s'accompagne, parallèle- 
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 très voisines alors que les 
souches 41, 4 et 7 ont des coordonnées très va- 
riables. Cette observation peut être faite pour 
chacun des groupes. 

DISCUSSION ET CONCLUSION @ 

Le resultat essentiel de cette analyse est la mise 
en évidence d'une variabilité de Xanthumnas 
campestris pv manihotis. Cette variabilité appa- 
raît relativement limitée, ce qui explique qu'elle 
ait pu passer inaperçue. Par exemple, sur 48 an- 
tibiotiques testés, seulement 11 mettent en évi- 
dence une réponse variable des souches. Par 
ailleurs, l'analyse montre qu'il existe un groupe 
de souches homogène et, seul un échantillon- 
nage très diversifié peut montrer une variabilité. 

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

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

La liaison entre l'agressivité et la résistance 
aux antibiotiques d'une part, et la sensibilité aux 
phages d'autre part, ne semble pas pouvoir être 
expliquée par un mécanisme physiologique au 
niveau de Xanthomonas campestris pv manihotis 
mais par un phénomène de lysotypie adaptée. 
Les phages, virus isolés ZI partir de feuilles, de 
débris ou de sol prélevés dans des parcelles 
contaminées, ont une probabilité plus grande 
d'être en présence d'une souche agressive et 
donc d'être adaptés à ces souches. Afin de tes- 
ter cette hypothèse, il serait intéressant d'es- 
sayer d'isoler des phages dans des régions où la 
bactérie est peu présente (zones forestières 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 homogènes du 
point de vue de leur croissance sur différents 
substrats. Aucun mécanisme biologique ne 
semble pouvoir, à lui seul, expliquer le phéno- 
mène. En revanche, l'hypothèse d'une origine 
géographique commune plus ou moins eloignée 
dans le temps rend compte de cette conjonction. 
En outre, cette dernière hypothèse 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 préc6dentes 
doit être rapproché du fait que les souches 
agressives, sensibles aux phages, résistantes 
aux antibiotiques sont peu variables du point de 
vue de l'ensemble de ces 3 critères comme du 
point de vue de la croissance sur différents subi 
strats. Ceci suggère l'existence d'un ensemble 
homogène de souches s6lectionnées et d'un en- 
semble hétérogène de souches sauvages. Une 
étude des relations sérologiques des souches 
permettrait de valider ou non cette hypothèse. 

- 
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