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Résumé — L'installation de 2 souches de Xanthomonas campestris pv manihotis, agressive (XCM17) et non agressi-
ve (XCM4), est suivie conjointement par numération et par microscopie électronique a balayage, sur des vitroplants de
manioc. Les observations réalisées en microscopie électronique a balayage confirment la dynamique de population
des 2 souches et permettent aussi de localiser les bactéries a la surface des tissus. Immédiatement aprés inoculation,
l'aspect et la répartition des bactéries a la surface du limbe sont identiques quelle que soit la souche. Six jours aprés
inoculation, la souche non agressive (XCM4) qui ne se multiplie pas ou peu & la surface du limbe n'entraine pas d'alté-
ration des tissus foliaires. L'observation décéle la présence d'un voile recouvrant les cellules bactériennes. Dans les
mémes conditions, la souche agressive (XCM17) se multiplie rapidement ; on note la présence d'amas bactériens a
proximité des stomates et les tissus présentent des altérations importantes.

La méthode d'inoculation mise au point sur vitroplants de manioc permet de reproduire les symptémes caractéris-
tiques de la maladie et de retrouver le comportement attendu des variétés utilisées. La culture in vitro fournit un maté-
riel commode pour I'étude par différentes techniques des premiéres étapes de l'infection.

Manihot esculenta / bactériose vasculaire / culture de tissus / phase épiphyte

Summary — Scanning electron microscopic study of the establishment of 2 strains of Xanthomonas
campestris pv manihotis on in vitro microcuttings of cassava. The establishment of 2 strains of Xanthomonas
compestris pv manihotis (XCM 17: aggressive; XCM 4: non-aggressive) on vitroplants of cassava was monitored by
counting and by scanning electron microscopy (SEM). Each strain differed in its establishment following leaf
inoculation. Aggressive strain XCM 17 multiplied rapidly, whereas non aggressive strain XCM 4 maintained its initial
population level (fig 1). Moreover, only the aggressive strain was detected at increasing levels in leaf tissues 4 days
after inoculation (fig 2).

SEM examinations confirmed the population dynamic patterns of the 2 strains. In addition, the localization of
bacterial cells and their spreading on the leaf surface were more accurately defined. Two methods were used fo
process samples: examination in fresh state with a “cryoscan” device and after glutaraldehyde—OsO, fixation followed
by critical point drying. Both methods maintained structural organization of samples, but “cryoscan” gave better
preservation of plant tissues (figs 3 and 4), than critical point drying (figs 5 and 6). The reverse was observed for
bacterial celis (figs 7 and 8). Comparing both methods, thus helped to avoid major misinterpretations.

Immediately after inoculation, the appearance and the distribution of bacteria were similar for both strains (figs 9
and 10). Within 6 days the non-aggressive strain (XCM 4) which multiplied slightly or not at all, did not lead to visible
alterations in leaf tissues (figs 17a and b). SEM revealed bacterial cells trapped under a thin layer of unknown
composition (figs 16a and b). Under similar conditions, the aggressive strain (XCM 17) increased rapidly (figs 11 and
12). Masses of bacteria were visible near stomata (figs 13, 14, 15) and well-marked lesions developed on leaves
(figs 18a and b; 19a and b).

In agreement with other studies, our results suggest the relative importance of colonization of stomata and their
surroundings in aerial bacterial infection. Here a correlation was found between strain aggressivity and colonization of
cassava leaves.

Adopting the inoculation method on vitroplants as proposed here, we were able to observe the typical symptoms of
the disease and the expected behaviour of a variety of cassava. In vitro culture provides a material suitable for
studying several steps of host-pathogen interactions by different experimental techniques.

Manihot esculenta / cassava bacterial blight / tissue culture / epiphytic phase

* Correspondance et tirés a part
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INTRODUCTION

La phase épiphylle de Xanthomonas campestris
pv manihotis, phase pendant laquelle la bactérie
survit et se multiplie en surface de I'hdte avant
pénétration dans les tissus du limbe, a d'impor-
tantes implications dans I'épidémiologie de la
bactériose (Daniel et Boher, 1978 ; Persley,
1978 ; Daniel et Boher, 1985). L'agent pathogéne
se propage ensuite dans les tissus vasculaires
(Lozano et Sequeira, 1974 ; Perreaux et al,
1978). Néanmoins, dans l'infection & Xanthomo-
nas campestris pv manihotis la bactérie peut étre
détectée dans les tiges de plants apparemment
sains et la bouture infectée est, par conséquent,
un des modes de transmission principaux de la
maladie (Boher et Daniel, 1982 ; Kwage, 1982).

Les techniques de culture in vitro ont été utili-
sees pour étudier certaines étapes de l'interac-
tion hoéte-parasite en conditions parfaitement
controlées (Schmit, 1978 ; Maas et al, 1985;
Rott et Chagvardieff, 1987 ; Brisset et al, 1988 ;
Hammerschlag, 1988). Néanmoins ces systémes
simplifiés ne prétendent pas représenter les
conditions microbiologiques, physiologiques et
climatiques de I'environnement naturel. Dans les
travaux présentés ici, l'installation de 2 souches,
agressive et non agressive, de Xc pv manihotis
est étudiée en axénie sur vitroplants et précisée
parallélement par une observation en microsco-
pie électronique a balayage.

MATERIELS ET METHODES

Matériel végétal

La variété de manioc, TMS 30555, utilisée dans cette
étude est originaire du Nigéria (lita, 1983). Elle est
mentionnée comme tolérante a la bactériose et a la
mosaique. En République Populaire du Congo, son
emploi est croissant dans les zones de culture du
manioc. Il a été montré in vivo (Maraite et al, 1981) et
in vitro (Verdier, 1988) que sa résistance est indépen-
dante de la colonisation des tissus foliaires. En
revanche, la propagation de l'agent pathogéne dans
les tissus vasculaires est limitée. Les vitroplants sont
obtenus selon les techniques classiques de microbou-
turage in vitro (Mabanza et Jonard, 1981). Le milieu.de
base utilisé est celui de Murashige et Skoog (1962)
supplémenté en saccharose (30 g.I''), myo-inosito!
(100 mg.I""), agar (7 g.I""), le pH est ajusté a 5,6-5,8.
L'hormone de croissance est ajoutée apres autocla-
vage (acide naphtaléne acétique 0,05 g.I”"). Les vitro-
plants sont placés en chambre climatique, a 28 °C,
sous un éclairement de 3 000 lux et une photopériode
de 16 h de jour et 8 h de nuit.

Inoculum

Deux souches de Xanthomonas campestris pv mani-
hotis sont utilisées dans cette étude, la souche XCM4,
originaire de Colombie, non agressive et la souche
XCM17, originaire du Congo, agressive sur plusieurs
variétés testées (Grousson, 1986 ; Verdier, 1988). Les
bactéries sont cultivées sur milieu LPGA (extrait de
levure 5 g, bactopeptone 5 g, glucose 5 g, agar 15 g,
eau distillée gsp 1000 ml, pH 7) pendant 48 h
puis lavées 2 fois avec un tampon phosphate stérile
(NaCl 7,2 g; Na,HPO4 2,79 g; KH,PO4 3,25 g;
pH 7,2) et centrifugées a 8 000 g pendant 10 min. Les
suspensions bactériennes sont préparées dans l'eau
distillée stérile a une concentration de 10° (ufc).mL™
d'aprés une courbe de référence (densité optique-bac-
téries viables) établie par numération sur boites.

Inoculation des plants

Les inoculations sont réalisées en condition stérile sur
vitroplants racinés Aagés de 6 semaines (stade
3-4 feuilles développées). L'inoculum calbré a
10® (ufc).mL™" est déposé au pinceau a la face supé-
rieure et inférieure des 2 premiéres feuilles dévelop-
pées (les plus agées). Les plants témoins sont traités
a l'eau distillée stérile dans les mémes conditions.
Aprés inoculation les vitroplants sont replacés en
chambre climatique dans les conditions précédem-
ment décrites.

Détermination des populations bactériennes

Immédiatement aprés inoculation puis 1,2,4,86, 8,
10 j aprés, on préléve aseptiquement sur chaque vitro-
plant les 2 feuilles inoculées. Les limbes sont placés
en agitation dans l'eau distillée stérile additionnée de
Tween 80 (0,01%, dose démontrée non toxique sur
nos 2 souches) pendant 2 h. Un dénombrement des
bactéries est effectué sur cette eau de lavage. Les
limbes sont ensuite désinfectés dans |'hypochlorite de
sodium (3%) pendant 30 s, rincés 3 fois puis broyés
dans 3 ml d'eau stérile. La désinfection tue les bacté-
ries en surface. La concentration bactérienne dans les
lavages et broyages des tissus est évaluée par la
technique des suspensions dilutions et numérations
sur boites aprés incubation 48 h a 30 °C, et rapportée
au cm? de feuille.

Traitement statistique

Pour chaque interaction souche x variété étudiée, 100
vitroplants sont inoculés. On fait 9 répétitions pour
chaque observation (2 feuilles). Pour comparer les
valeurs des moyennes des populations bactériennes a
la surface des feuilles, nous avons utilisé le test de
Student (Schwartz, 1969).

Microscopie électronique a balayage

Les 2 premiéres feuilles développées (inoculées et
témoins) sont prélevées et découpées stérilement en
fragments d'environ 1cm? (10 échantillons) aux temps



Installation de X campestris pv manihotis sur vitroplants de manioc 95

0,2 et 6 jours aprés inoculation. Les échantillons sont
observés selon 2 méthodes différentes, a I'état hydraté
(dispositif cryoscan) et aprés déshydratation selon la
méthode du point critique. Dans le 1¢f cas, les tissus,
congelés a l'état frais dans du fréon (refroidi par de
l'azote liquide) puis métallisés immédiatement sous
vide dans un sas adjacent a la colonne du microscope,
sont introduits dans celle-ci et observés. Dans le 2¢
cas, les échantillons sont fixés pendant 2 h a 4 °C
dans une solution de glutaraldéhyde a 4% dans un
tampon phosphate (25 mM, pH 6,5) puis, aprés 6
lavages dans le tampon, post-fixés 1 h dans une solu-
tion de tétroxyde d'osmium a 1%. Les tissus déshydra-
tés par I'éthanol (30°, 50°, 70°, 95°, (3x100°)) puis par
l'acétone pur anhydre sont séchés, selon la méthode
du point critique (fluide intermédiaire : dioxyde de
carbone) et métallisés a I'or sous vide. Le microscope
utilisé est un Jeol JSM 35, opérant a 20 kV.

RESULTATS

Dynamique des populations

Sur tous les vitroplants inoculés avec la souche
agressive on observe, 4 a 5 j apres inoculation,
I'apparition de taches translucides sur les feuilles,
évoluant en petites plages nécrotiques. Tous les
vitroplants inoculés avec la souche non agressi-
ve ne présentent aucune lésion, ce qui confirme
les observations faites sur plantes en pots
(Grousson, 1986).

Le nombre de bactéries a la surface des
feuilles varie au cours du temps (fig 1). Cette
évolution est trés différente pour les 2 souches.
La souche agressive (XCM17) se multiplie rapi-
dement alors que la souche non agressive
(XCM4) se maintient a son niveau d'origine. La
comparaison des moyennes du nombre de bac-
téries a la surface des feuilles montre une diffé-
rente significative entre les 2 souches.

La souche non agressive (XCM4) n'a pas
été détectée dans les broyats de feuilles. En
revanche la souche agressive (XCM17) y est
détectée a partir du 4° jour apres inoculation et
s'y multiplie rapidement (fig 2). Les prélevements
avant le 4° jour sont négatifs.

Microscopie électronique a balayage

Morphologie des tissus sains et des cellules
bactériennes

Au cryoscan, sur tissus frais, I'aspect et I'organi-
sation des surfaces foliaires apparaissent bien
conserves. A la face supérieure, les tissus sont
constitués de cellules épidermiques d'aspect
lisse et bombé. Elles présentent au niveau des
nervures une forme allongée et un revétement

8r Logyg ufcem™

—
o) 2 4 6 8 10

Temps (Jours)

Fig 1. Dynamique de Xanthomonas campestris pv maniho-
tis, souche agressive XCM17 (——) et non agressive XCM4
(- - -), & la surface des feuilles. Apparition des symptémes
(=»). I : écart type.

8r L()glou.f.c.cm'2

Temps(Jours)

Fig 2. Evolution au cours du temps de la population bacté-
rienne, souche agressive XCM17, a lintérieur des feuilles.
1: écart type.

cuticulaire plissé. Les stomates sont disposeés le
long des nervures principales et secondaires
(fig 3).

A la face inférieure, les stomates sont répartis
sur toute la surface du limbe et sont entourés de
cellules digitées (fig 4a et b).

Par la méthode du point critique, l'organisa-
tion des tissus est conservée mais la turgescen-
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Fig 3 a 6. Morphologie des tissus sains de manioc préparés au cryoscan ou par déshydratation selon la méthode du point critique.

nv : nervure ; st : stomate ; cd : cellules digitées.
Fig 3. Cryoscan. Face inférieure du limbe.

Fig 4. a: Cryoscan. Face inférieure du limbe. b : agrandissement montrant un stomate entouré de cellules digitées.
Fig 5. Déshydratation selon la méthode du point critique. Face inférieure du limbe. Noter I'altération de la turgescence des cellules

digitées et dans une moindre mesure du stomate.

Fig 6. Déshydratation selon la méthode du point critique. Stomate de la face inférieure du limbe. La déshydratation induit une défor-

mation modérée des parois de l'ostiole.

ce des celiules épidermigues est altérée (fig 5
et 6).

Au cryoscan les tissus végétaux sont correcte-
ment préservés, mais les bactéries présentent
des déformations et un affaissement qui rendent
leur observation difficile (fig 7). Au contraire, par
la méthode du point critique, la morphologie des
bactéries parait mieux conservée (fig 8).

Répartition et évolution de la population
bactérienne

Immédiatement apres inoculation, les 2 souches,
isolées ou en groupes de quelques bactéries dis-
persées sur l'ensemble des cellules épider-
miques, présentent une répartition identique
(fig 9 et 10). L'observation a 2 | n'apporte pas
d'information supplémentaire. Six jours apres
inoculation, les clichés confirment I'augmentation
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Fig 7 et 8. Aspect des bactéries (b) selon la technique de préparation employée.

Fig 7. Cryoscan. Les cellules apparaissent partiellement aplaties et déformées.

Fig 8. Point critique. La forme des bactéries n'apparait pas modifiée.

Fig 9. et 10. Répartition des bactéries a la face inférieure du limbe de manioc, immédiatement aprés inoculation. Préparation des
échantillons selon la technique du point critique. La répartition des bactéries apparait homogeéne a la surface du limbe. b : bactérie ;
st : stomate.

de la population bactérienne uniquement pour la
souche agressive (XCM17) et permettent de
préciser sa localisation, en particulier au niveau
des stomates (fig 11 et 12). Le cliché 13 montre
des bactéries dans la chambre sous-stomatique.
Elles sont regroupées en amas importants asso-
ciant cellules et fibrilles (fig 14 et 15).

La souche non agressive (XCM4) ne se multi-
plie pas, les bactéries sont difficilement identi-

fiables et apparaissent le plus souvent voilées
par un composé de nature et d'origine indétermi-
nées (fig 16a et b). -

Aspect des tissus aprés inoculation

Les tissus inoculés avec la souche non agressive
ne présentent pas de modification de structure et
de turgescence, quelle que soit la méthode utili-



Fig 11 & 16. Observations des tissus préparés par déshydratation selon la méthode du point critique.

Fig 11. Amas bactérien (=») a proximité de l'ostiole (o) & la face inférieure. La prolifération des bactéries sur un c6té de l'ostiole sug-
gére un début de colonisation de la chambre sous-stomatique.

Fig 12. Concentration bactérienne (=») de la souche agressive (XCM17) dans les dépressions entourant un stomate (st) de la face
inférieure du limbe de manioc 6 j aprés inoculation. ab : amas bactérien.

Fig 13. Détail de la colonisation bactérienne. Plusieurs bactéries (b) sont visibles (=) & lintérieur de la chambre sous-stomatique
(cs).

Fig 14. Détail d'une microcolonie bactérienne.

Fig 15. Cellules bactériennes (b) & la surface inférieure des feuilles. On note la présence de fibrilles reliant entre elles bactéries et
surface foliaire (=»).

Fig 16a et b. Souche non agressive (XCM4) a la face inférieure des feuilles 6 j aprés inoculation. Les bactéries (b) restent a I'état
isolé ou groupées par 2 & 3 et sont recouvertes d'un composé de nature indéterminée (= ). a : & proximité d'un stomate (st) ; b : sur la
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sée (fig 17a et b). Six jours aprés inoculation
avec la souche agressive XCM17, les tissus sont
trés altérés et présentent des déchirures impor-
tantes. On note un affaissement des cellules épi-
dermiques et des lésions au niveau de la cuticule
(fig 18a et b, 19a et b).

DISCUSSION

La méthode classique d'analyse de population
utilisée ici associée a I'observation microsco-
pique permet de comparer le comportement
d'une souche agressive et non agressive de Xc
pv manihotis en condition d'axénie. La technique
d'inoculation utilisée permet de reproduire les
symptémes caractéristiques de la maladie avec
la souche agressive et confirme que la souche
non agressive n'entraine aucune réaction déce-
lable de la plante. Des résultats analogues ont
été obtenus sur plantes en serre (Grousson,
1986).

L'application conjointe de 2 méthodes de pré-
paration des spécimens (cryoscan et point cri-
tique) compense les altérations induites par 'une
ou l'autre méthode sur la morphologie des bacté-
ries et la structure des tissus végétaux. Une
démarche comparable a déja été employée pour
d'autres études (Schmit, 1978) et son intérét sou-
ligné par Petrolini et al (1986). La méthode du
point critique n'est pas tres favorable a I'observa-
tion des cellules végétales mais pourrait étre
améliorée en modifiant la molarité du tampon uti-
lisé ou la durée de fixation des échantillons.

La souche agressive de Xc pv manihotis
(XCM17) trouve au cours de l'installation sur les
feuilles de vitroplants des conditions favorables a
une multiplication active et peut étre détectée i
des niveaux et dans des délais comparables a
ceux établis dans le cas d'autres associations
étudiées in vitro (Gardan et Pruvost, 1987). En
revanche, la souche non agressive de Xc pv
manihotis (XCM4) se comporte comme une
souche indifférente : absence de symptomes,
maintien de la population & son niveau d'origine.
Cette souche, pour des raisons non déterminées
(déficiences nutritionnelies, sensibilité a des inhi-
biteurs), n'exprime pas ses capacités de multipli-
cation bien qu'elle manifeste sur milieu artificiel
une vitesse de croissance comparable a celle de
la souche agressive.

L'examen microscopique confirme la différen-
ce fondamentale entre le niveau de population
des 2 souches, la répartition et I'aspect des bac-
téries. Pour la souche non agressive, |'observa-
tion d'un nombre réduit de cellules bactériennes
dispersées par 2 ou 3 est en accord avec I'ab-

sence de multiplication & la surface des feuilles.
Nos résultats confirment les observations en
immunofluorescence de Daniel et Boher (1981)
montrant le regroupement fréquent des bactéries
en petits amas, préférentiellement situés a la
face inférieure dans les dépressions du limbe
avoisinant les nervures et les cellules digitées de
'épiderme. Cette étude montre la présence de
microcolonies (souche agressive) colonisant pré-
férentiellement les abords des stomates, de l'os-
tiole et de la chambre sous-stomatique. Des
observations comparables ont été faites sur des
feuilles de pécher infectées par Xanthomonas
campestris pv pruni (Miles et al, 1977) et sur
feuilles de concombre inoculées avec Pseudo-
monas syringae pv. lachrymans (Yamanaka et al,
1980). Nous avons constaté un déroulement
comparable de linfection avec des sites préfé-
rentiels de multiplication, sans mettre en éviden-
ce une extrusion ostiolaire aussi abondante que
celle observée par Miles et al (1977).

Toutefois, a un stade plus avancé, la poursuite
d'une multiplication intense dans la chambre
sous-stomatique pourrait aboutir aux figures
d'extrusion décrites ailleurs. Dans le cas étudié,
la forme des amas et leur localisation suggérent
plutét une invasion de proche en proche, inva-
sion qui peut se traduire aussi bien par une intru-
sion que par une extrusion ostiolaire. Une pro-
lifération des bactéries dans la chambre sous-
stomatique pourrait étre l'origine de ['infection
des parenchymes et des tissus vasculaires. Un
tel systéme in vitro, ol les blessures d'origine
extérieure sont contrélées, offre d'ailleurs d'inté-
ressantes possibilités d'étude pour cette étape.

Comme le soulignent Miles et al (1977),
Yamanaka et al (1980) ainsi que Roos et Hat-
tingh (1983), les amas bactériens accumulés a la
surface du limbe seraient des sources supplé-
mentaires d'inoculum.

Nos travaux montrent que la souche agressive
est associée a une structure fibrillaire compa-
rable a celle observée dans les cavités stoma-
tiqgues infectées par Pseudomonas syringae pv
morsprunorum (Roos et Hattingh, 1983). Avec la
souche non agressive, nous avons mis en évi-
dence l'existence d'une structure non fibrillaire
voilant l'inoculum dispersé sur I'épiderme. Ces
observations sont a rapprocher de celles faites
par Mew et al, 1984, dans le cas de bactéries
avirulentes de Xanthomonas campestris pv ory-
zae a la surface des feuilles de riz.

Sans présumer du mécanisme en cause, on
peut rapprocher ces observations de celles effec-
tuées, en microscopie électronique par transmis-
sion, a lintérieur des tissus, par Sequeira et al,
1977, Sing et Schroth, 1977, Jones et Fett, 1985.
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Fig 17a et b. Morphologie des tissus infectés par la souche non agressive XCM4, face inférieure des feuilles 6 j aprés inoculation. On
n'observe pas d'altération marquée des tissus (voir par comparaison les photos 18a, 18b et 19a, 19b). a : tissus observés au cryos-
can ; b : tissus traités par la méthode du point critique. Les cellules épidermiques apparaissent moins turgescentes.

Fig 18a et b. Morphologie des tissus de la face inférieure du limbe aprés 6 j d'infection, par la souche agressive (XCM17). a : déshy-
dratation par la méthode du point critique; b : observation au cryoscan. On observe un collapsus des premiéres assises cellulaires
(= ). Ces régions correspondent aux premiers symptdmes décelables a l'observation visuelle.

Fig 19a et b. Agrandissement au niveau d'une lésion, 6 j aprés inoculation par la souche agressive (XCM17), face inférieure du limbe,
tissus préparés selon la méthode du point critique. a : on note des déchirures de I'épiderme (=) ; b : affaissement des cellules stoma-

tiques (= ).
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CONCLUSION

Notre étude confirme la place accordée a la colo-
nisation des stomates et de leurs abords pour le
développement et la dissémination de l'infection
par les bactéries phytopathogénes épiphylies
(Miles et al, 1977 ; Bashan et al, 1981 ; Huang,
1986) bien que Mew et al (1984) ainsi que Mans-
velt et Hattingh (1987) aient fait remarquer que
cette colonisation n'était pas toujours détermi-
nante. Le regroupement des bactéries agres-
sives en amas associés par un matériel fibrillaire
s'observe également dans d'autres cas d'infec-
tions. Il s'apparente aux formations décrites en
bactériologie médicale, vétérinaire et végétale
pour d'autres couples hotes-pathogénes et pour
des tissus physiologiquement différents (Mathys-
se et al, 1982 ; Costerton et al, 1987). De tels
aspects semblent caractériser les réactions
homologues et les différencient nettement des
réactions observées pour les souches non agres-
sives.

Le systéeme expérimental adopté révele bien
ces différences dans le cas du manioc. Pour
d'autres associations : Xanthomonas ampelina-
vigne (Ride et Bouquet, 1987), Erwinia amylovo-
ra-pommier (Paulin et Duron, 1986), I'utilisation
de systémes expérimentaux simplifiés (vitro-
plants, cals) permet d'identifier les souches bac-
tériennes d'aprés leurs caractéristiques de pou-
voir pathogene. La microscopie électronique
confirme qu'il existe dans le cas présent une cor-
rélation entre agressivité et colonisation.

On peut conclure que le systéme utilisé est
adéquat pour juger du pouvoir pathogéne des
souches de Xc pv manihotis (sauvages ou cons-
truites) tout en tenant compte du fait que le crité-
re de colonisation épiphylle n'est pas obligatoire-
ment corrélé a linduction de symptémes. En
outre, ce systéme permet une approche simplifi-
catrice certes mais pratique pour ['évaluation du
comportement variétal, et peut trouver sa place,
comme dans le cas d'autres études, dans les dif-
férentes étapes de sélection de plantes résis-
tantes aux maladies (Ingram, 1980; Daub,
1986 ; Hammerschlag, 1988).
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