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Etude des modes de survie de l’agent causal de
la bactériose vasculaire du manioc, Xanthomo-
nas campestris pathovar manihotis

Jean-François DANIEL Bernard BOHER

P. N’DONGO L. MAKOUNDOU

Laboratoire de Phytopathologie, Centre ORSTOM de Brazzaville, Rép. Pop. du Congo

RÉSUMÉ L’analyse des mécanismes pouvant assurer le maintien de l’agent causal de la bactériose vasculaire du manioc
(Manihot esculenta Crantz), permet d’expliquer le caractère endémique de cette maladie dans de nombreuses
zones de culture ainsi que l’apparition d’épidémies dans des régions indemnes. Parmi ces mécanismes, deux
sont essentiels : la capacité du pathogène d’avoir une phase épiphyte et celle de se conserver dans les tissus de
l’hôte. Les débris végétaux, le sol, les plantes adventices ne semblent pas être des sites privilégiés pour la conser-
vation de la bactérie. Le rôle des insectes reste à préciser mais ne doit pas être négligé.

Mots clés additionnels : Survie épiphyte, insectes, semence, distribution dans la plante.

SUMMARY Some aspects of survival of Xanthomonas campestris pv. manihotis, the causal agent of cassava
bacterial blight.

Analysis of the mechanisms ensuring persistence of the causal agent of cassava bacterial blight explains the fact
that this disease is endemic in numerous regions and causes sudden outbreaks in healthy zones. Two

mechanisms are essential : the capacity of the pathogen to have an epiphytic phase and its conservation in
host tissues. Debris, soil and weeds are not of major importance for the survival of the pathogen, but the role
of insects should not be neglected.

Additional key words : Epiphytic survival, insect, seed, distribution in the plant.

1. INTRODUCTION

La bactériose vasculaire du manioc (Manihot escu-
lenta Crantz), provoquée par Xanthomonas campes-
tris pv. manihotis, est une maladie grave qui sévit
dans toutes les zones de production de cette impor-
tante culture vivrière (Afrique, Amérique du Sud,
Asie). La symptomatologie, la distribution et l’inci-
dence de l’affection ont été particulièrement étudiées
mais en ce qui concerne la survie du parasite peu de
résultats sont disponibles (IKOTUN, 1976 ; PERSLEY,
1978).
Le fait que la maladie, apparemment absente dans

une région, s’y développe sous une forme explosive
par une brusque apparition de symptômes pose le pro-
blème de l’origine et de la conservation de l’inoculum
primaire. Cet article fait le point de deux années de
recherches (1981, 1982) sur la survie de X. c. pv.
manihotis en République Populaire du Congo plus

précisément dans la région du Pool où la maladie est
endémique.

Il. MATÉRIEL ET MÉTHODES

A. Protocoles d’analyses

Les analyses visant à l’étude des modes de survie de
la bactérie sont hebdomadaires et utilisent, pour la
recherche de la contamination externe, la technique de
lavage par agitation (3 h à 4 °C) dans de l’eau distillée
stérile additionnée de Tween 80 (1 p. 1 000). La taille
de l’échantillon analysé et le volume de l’eau néces-
saire au lavage sont déterminés comme suit :
- Feuilles : 20 feuilles d’âge identique prélevées

sur 10 plants pris au hasard et lavées dans 500 ml.
- Fleurs femelles : 100 fleurs dans 100 ml.
- Fruits : 50 fruits verts dans 500 ml.
- Graines : 100 graines dans 100 ml.



En ce qui concerne la contamination interne des

semences, 100 graines sont désinfectées superficielle-
ment avec une solution de chlorure de mercuré à
1 p. 100 pendant 15 mn, puis rincées 3 fois avec de
l’eau distillée stérile. La dernière eau de rinçage est
utilisée comme contrôle pour la désinfection. Les grai-
nes sont ensuite broyées dans 200 ml d’eau distillée
stérile. Ce broyat est utilisé pour la détection du

pathogène sur milieu nutritif. Le taux de contamina-
tion interne étant parfois faible, pour augmenter le

seuil de détection, le broyat est clarifié par centrifuga-
tion (1 500 g, 10 mn). Le surnageant est précipité à
l’acétone (50 p. 100) puis centrifugé (15 000 g, 20 mn).
Le culot ainsi obtenu est suspendu dans 5 ml d’eau
distillée stérile et filtré sur millipore noir non fluores-
cent (HABG, pore de 0,45 pm). Le filtre est ensuite

traité selon la technique d’immunofluorescence indi-
recte.
- Débris végétaux : des échantillons de 10 g de

débris végétaux (feuilles et pétioles) récoltés au hasard
à la surface du sol de la plantation sont broyés dans
100 ml d’eau distillée stérile. Ce broyat est utilisé pour
la recherche de X. c. pv. manihotis.
- Sol : 50 g de sol exempt de débris végétaux sont

prélevés au niveau de l’horizon superficiel (sur une
épaisseur de 10 cm) et homogénéisés dans 500 ml

d’eau distillée stérile. Les échantillons sont ensuite
traités selon la technique de BOLHOOL & SCHMIDT

(1970).
- Insectes : les insectes sont lavés individuellement

dans 30 ml d’eau distillée stérile (contamination
externe) puis disséqués afin d’extraire le tractus intes-
tinal. Ce dernier est dilacéré dans de l’eau pour la

recherche du parasite. Pour certains lots d’insectes le
tractus intestinal est fixé pour être inclus à la paraf-
fine, coupé sériellement et fixé sur lames (PURVIS et
al., 1966). Les lames, traitées selon la méthode
d’immunofluorescence indirecte sont observées sous

lumière ultraviolette.
- Analyse topographique de la présence de X. c.

pv. manihotis dans les tiges : des plants entiers présen-
tant les symptômes de la maladie sont découpés en
fragments de 10 cm de long. Chaque fragment est

tranché longitudinalement en 4 morceaux qui sont mis
dans 50 ml d’eau distillée stérile à 4 °C pendant 24 h.
L’eau est ensuite analysée pour la présence de la bac-
térie. Sa localisation dans les tissus est faite après
inclusion des échantillons dans la praffine par coupes
sérielles au microtome, fixation des coupes sur lames
et traitement de ces dernières par la technique
d’immunofluorescence (HOCKENHULL, 1978).

B. Méthodes de détection

La détection du X. c. pv. manihotis à partir des
eaux de lavage ou des broyats est réalisée selon

2 méthodes :

1) Dilutions sérielles de la suspension initiale et éta-
lement sur boîtes de milieu L.P.G.A. (extrait de
levure 5 g, bacto-peptone 5 g, glucose 5 g, agar 15 g,
actidione 50 mg, eau distillée 1 000 ml, pH 7,2).
La lecture des boîtes et le comptage s’effectuent

après 72 h d’incubation à 30 °C.

2) Dépôt et fixation sur lames de microscope de
parties aliquotes (0,05 ml) de la suspension initiale et
de la dilution 10-’. Dans le cas des suspensions de sol
et de broyats de graines (recherche de la contamina-
tion interne), des aliquots de 2 et 5 ml sont passés sur
filtres Millipore noirs non fluorescents (HABC, pores
de 0,45 pm). Les filtres sont ensuite traités selon la

technique de BOLHOOL & SCHMIDT (1973) ; sur les
lames et les filtres on pratique l’immunofluorescence
(FAURE et al., 1977), en utilisant un antisérum de

lapin obtenu après injections intraveineuses de bacté-
ries tuées par la chaleur selon le protocole d’immuni-
sation décrit par BOLHOOL & SCHMIDT (1973), et un
sérum de mouton anti IgG de lapin (Institut Pasteur
Production).
La spécificité de notre sérum a été testée sur 50 sou-

ches bactériennes provenant du sol, du tractus intesti-
nal d’insectes et des tissus de manioc &mdash; une seule sou-
che a réagi positivement mais sa morphologie et sa

taille permettent de la différencier facilement de X. c.

pv. manihotis.
L’observation se fait en épifluorescence (Leitz

orthoplan, lampe HBO Osram, Ploemopak excitation
BP 450-490, arrêt LP 515).

III. RÉSULTATS

A. Survie comme épiphyte

1. Sur les organes aériens du manioc

Les résultats des analyses de la microflore épiphyte
du manioc menées pendant 4 années successives

(DANIEL et aL, 1978 ; DANIEL & BOHER, 197ô ; §
DANIEL & BOHER, 1985) montrent que, dans les plan-
tations présentant ou ayant présenté les symptômes de
la maladie, X. c. pv. manihotis est détecté au sein de
la microflore du phylloplan du manioc. Son absence
dans les plantations saines indique que cette bactérie
n’est pas un composant normal de la microflore du
manioc. L’agent pathogène possède la capacité
d’avoir une phase épiphyte (LEBEN, 1965) au cours de
son cycle, laquelle doit être relayée par une phase
parasitaire.

L’étude de la dynamique des populations épiphytes
montre que le taux de X. c. pv. manihotis en saison
des pluies reste à un niveau élevé malgré d’importan-
tes variations (fig. 1-1). En saison sèche (mai-août) on
assiste à une baisse générale des populations épiphy-
tes, qui se traduit pour le pathogène par un faible
niveau de population (103-104 germes par organe) avec
parfois une disparition temporaire (fig. 1-1). Ces

interruptions dans la détection du pathogène, compte
tenu de leur caractère momentané, pourraient être

expliquées par le seuil de détection de nos méthodes
(10z-103 germes par la méthode de comptage sur boî-
tes, 103-104 germes par la technique d’immunofluores-
cence indirecte). Pendant la période de transition

(saison sèche-saison des pluies) avant l’apparition des
premiers symptômes, on note une augmentation des
populations de X. c. pv. manihotis jusqu’à atteindre
des niveaux similaires à ceux détectés en saison des

pluies.



Si on établit la relation entre la dynamique des
populations et le cycle phénologique de la maladie, on
constate que la population de X. c. pv. manihotis est
maximale en saison des pluies, période où s’exprime la
maladie et où se fait la dissémination. Cette période
correspond, pour le parasite, à une phase de multipli-
cation épiphyte (constitution de l’inoculum nécessaire
au déclenchement de l’infection) et à une phase para-
sitaire avec induction des symptômes et colonisation
de la plante. En saison sèche, période caractérisée par
un arrêt de l’expression de la maladie, la population
régresse pour atteindre et se maintenir à un niveau de
103 à 1(f germes par organe, c’est ce que nous appel-
Ions la phase de survie épiphyte. Pendant la période
de transition saison sèche-saison des pluies, le patho-
gène entre dans une phase de multiplication épiphyte.
Cette phase permet la reconstitution au niveau de

l’appareil aérien de l’inoculum primaire nécessaire à
l’apparition des nouveaux symptômes (fin octobre-
début novembre).
La présence de la bactérie peut être mise en évi-

dence au niveau des jeunes inflorescences, des fleurs
femelles et des fruits (fig. 1-2, 1-3, 1-5). L’analyse des
populations en fonction des saisons montre qu’on
retrouve le pathogène en saison sèche uniquement sur
les feuilles et les fruits. Ces organes semblent donc
constituer les sites privilégiés pour sa survie épiphyte.

D’autre part, il est important de noter que la capa-
cité de la bactérie d’avoir une phase épiphyte se

retrouve aussi bien chez les cultivars sensibles que
tolérants.

2. Sur les organes aériens d’autres plantes

Dans les plantations de manioc affectées par la

maladie, nous avons recensé la présence de X. c. pv.
manihotis au sein de la microflore épiphyte d’une
plante cultivée (Manihot glaziovü Mueller von Argau),
sur laquelle la bactérie possède aussi une phase parasi-
taire et de quelques plantes adventices : Celosia

trigyna L. (Amaranthacées), Eupatorium odoratum L.
(Composées), Fimbristylis hispidula (Vahl.) Kunth.

(Cypéracées), Mariscus sumatrensis (Retz) Raynal
(Cypéracées), Phyllanthus amarus Schum. & Tonn.

(Euphorbiacées) et Hymenocardia acida Tul. (Euphor-
biacées).
Le caractère épisodique des analyses faites sur ces

plantes ne nous permet pas de préjuger de leur rôle
dans la survie du parasite en saison sèche. Cependant
d’après les travaux d’ELANGO (1981) en Colombie,
certaines Amaranthacées et Composées pourraient, en
saison sèche, jouer le rôle de plante réservoir et favo-
riser, en saison des pluies, la contamination des plants
de manioc qui sont dans leur voisinage.

B. Survie dans les tissus de la plante-hôte

L’utilisation de la technique classique d’isolement
sur milieu nutritif et de la détection par la méthode
d’immunofluorescence indirecte permet de démontrer
la présence du parasite dans les tissus de l’hôte non
seulement pendant la phase parasitaire dynamique
(saison des pluies) mais aussi pendant la phase d’arrêt
de l’expression de la maladie (saison sèche).
Tout au long de la saison sèche les résultats à l’iso-

lement montrent que la bactérie se conserve dans le

système vasculaire de la tige, dans les coussinets pétio-
laires, au niveau des chancres et dans les tissus morts
des rameaux desséchés. L’analyse par fragments des
tiges de pieds entiers de manioc permet, d’une part,
de constater que, pendant la saison sèche, la bactérie
est présente d’une manière discontinue mais à tous les
niveaux des tiges aériennes et même dans les tiges sou-
terraines et les tubercules et que, d’autre part, dans un
plant partiellement contaminé, les parties apparem-
ment saines peuvent héberger la bactérie (fig. 2). Dans
les tiges, l’étude fine en immunofluorescence de la
localisation du parasite dans les tissus macroscopique-
ment sains montre que la bactérie est présente dans les
gros éléments réticulés du xylème sous forme d’agré-
gats de corps bactériens noyés dans un mucus légère-
ment fluorescent. Dans les régions de la tige où l’on
observe un brunissement, X. c. pv. manihotis est

détecté dans des poches de lyse qui s’étendent aux
autres tissus du bois, au parenchyme cortical et même
à la moëlle.
La conservation d’une population endophyte

importante permet d’expliquer la contamination des

rejets qui apparaissent au démarrage de la végétation
un peu avant les premières pluies. On distingue en
effet, à la fin du mois d’août, sur certains rejets, des
microlésions, d’où exsude un mucus bactérien qui,
disséminé par l’eau de pluie et les insectes, contribue à
l’augmentation du niveau des populations épiphytes
du parasite. La présence de l’agent pathogène dans les
tissus de l’hôte permet par ailleurs la dispersion de la
maladie par le transport et l’utilisation de boutures

contaminées ; il en est de même pour sa présence dans
la graine qui fait l’objet du paragraphe suivant.

C. Survie dans la semence

Des populations importantes du parasite sont pré-
sentes, pendant toute la saison des pluies sur les fruits
(fig. 1-5) et les graines (fig. 1-6) du cultivar étudié
« Maloenda ». La contamination interne de la
semence par des populations viables et pathogènes est
démontrée, après désinfection de surface et élimina-
tion du tégument externe, par l’isolement de la bacté-
rie à partir du broyat des tissus (fig. 1-7). L’emploi de
la technique de concentration des broyats de graines
décrite plus haut, couplée avec la détection par immu-
nofluorescence, a prouvé que la graine était contami-
née intérieurement pendant une grande partie du cycle
de la plante (fig. 1-7, I.F. détection).

L’observation de coupes sérielles de graines conta-
minées naturellement, traitées selon la méthode de
l’immunofluorescence indirecte, indique que X. c. pv.
manihotis est présent dans la plupart des tissus

(embryon, endosperme, téguments et caroncule) avec
une fréquence plus grande au niveau de la caroncule
et dans les téguments internes richement vascularisés.

D. Survie dans les débris végétaux et dans le sol

Chez le manioc, plante pérenne, la chute des feuilles
est un phénomène constant. Une fois au sol, elles peu-
vent se conserver pendant plusieurs mois. La recher-
che du parasite dans ces débris permet de mettre en





évidence un taux de contamination élevé pendant
toute la saison des pluies et le début de la saison sèche
(fig. 1-8). Ensuite, quand la saison sèche est installée,
il décroît sensiblement avec de fréquentes disparitions
du parasite. Le seuil de détection sur milieu LPGA,
pouvant être relativement élevé (104 germes/g de

débris), car fonction de l’abondance de la microflore
annexe, pourrait expliquer ces absences. Les analyses
par immunoflorescence confortent cette hypothèse par
leurs résultats positifs lorsque la détection sur LPGA
est impossible à cause du niveau de la microflore

d’accompagnement.
Les observations faites pendant 3 années et dans

plusieurs champs indiquent que la conservation de X.
c. pv. manihotis dans les débris pendant la saison
sèche ne s’effectue pas toujours sous la forme d’une
population élevée, comme la figure 1-8 le montre. La
conservation du pathogène dans les débris est fonction
du taux de contamination des feuilles qui sont tom-
bées et aussi de la présence plus ou moins tardive des
symptômes foliaires en fin de saison des pluies. Ces
2 facteurs dépendent essentiellement de la localisation
géographique de la plantation, du cultivar et des con-
ditions climatiques.
Au laboratoire, des échantillons de débris fortement

contaminés maintenus à la température de 25 °C et à

70 p. 100 d’humidité peuvent héberger le parasite pen-
dant au moins un an, la bactérie gardant son pouvoir
pathogène.
Dans les sols exempts de débris végétaux, l’applica-

tion de la technique de BOLHOOL & SCHMIDT (1970)
ne permet pas de détecter l’agent pathogène à l’excep-
tion de populations résiduelles. X. c. pv. manihotis
semble n’avoir qu’une phase transitoire dans le sol, ce
qui le range dans le groupe 1 de la classification de
BUDDENHAGEN (1965).

E. Survie dans les insectes

Les analyses de lots d’insectes provenant de l’ento-
mofaune du manioc tout au long de son cycle cultural
nous ont permis de recenser 6 espèces parmi lesquelles
on peut mettre en évidence la présence externe et

interne de X. c. pv. manihotis. Parmi ces insectes, 4
sont du type broyeur : Chrysolagria cuprina Thom-
son, Gonocephalum simplex Fab., Ischnothrachelus
sp. Thomson, Zonocerus variegatus L. et 2 du type
piqueur : Pseudotheraptus devastans Distant et un

hétéroptère non encore identifié (tabl. 1).
Les bactéries présentes sur ou dans les insectes sont

viables et gardent leur pouvoir pathogène. Dans le cas





du criquet, Zonocerus variegatus, le parasite suit le

transit complet dans le tractus intestinal et se retrouve
dans les fécès. La récolte de fécès de Z. variegatus
dans des plantations contaminées montre que l’agent
pathogène est souvent présent dans les déjections de
l’insecte. Des essais préliminaires sur la conservation
de X. c. pv. manihotis dans les fécès nous donnent

une survie de 2 mois environ dans les conditions du

laboratoire (25 °C, 70 p. 100 d’humidité).
C’est en saison des pluies, période où s’effectue la

dissémination, que l’on recense le plus grand nombre
d’insectes porteurs. Au coeur de la saison sèche,
période où l’on n’observe pas de lésions foliaires en
cours d’évolution, le parasite a été détecté chez le cri-
quet Z. variegatus. Ce résultat suggère que X. c. pv.
manihotis pourrait survivre et même se multiplier
dans le tractus intestinal de cet insecte, lequel assu-
rerait indirectement la conservation d’un inoculum

potentiel.

IV. CONCLUSION

Les résultats des études sur les modes de survie de

l’agent causal de la bactériose vasculaire du manioc,
X. c. pv. manihotis, démontrent que cette bactérie

dispose de plusieurs mécanismes qui assurent son

maintien dans les plantations et expliquent le caractère
endémique de la maladie dans de nombreuses zones de
culture. Deux de ces mécanismes jouent un rôle pré-
pondérant au cours du cycle de la maladie. Le premier
concerne la capacité du parasite de se maintenir en
tant qu’épiphyte au niveau du phylloplan. Le
deuxième est lié à la conservation de la bactérie dans
les tissus de la plante.
En saison sèche, période caractérisée par l’arrêt de

l’expression des symptômes, l’agent pathogène survit
en épiphyte au niveau du phylloplan (en particulier
au niveau des feuilles) et dans les tissus de la plante.
Pendant la période de transition saison sèche-saison
des pluies (fin août-septembre) les populations de

parasite en phase épiphyte se multiplient et produisent
un inoculum important avant l’apparition des symptô-
mes (fin octobre-début novembre). D’autre part, avec
la reprise de la végétation (généralement fin août), les
populations de parasite présentes dans les tissus indui-
sent des lésions sur les tiges des jeunes repousses et le
grand nombre de germes contenus dans les bactério-
glées produites au niveau de ces lésions favorise la
contamination des jeunes organes. Cette contamina-
tion associée à la multiplication épiphyte participe à
l’installation de l’inoculum nécessaire à la réappari-
tion des symptômes.

Les causes de la réactivation des populations
endophytes au moment du redémarrage de la végéta-
tion sont encore inconnues. Il est important de noter
que, compte tenu du mode de multiplication du
manioc (par voie végétative), la conservation du para-
site dans les tissus de l’hôte et sa réactivation au
moment du redémarrage de la végétation peuvent
expliquer l’apparition de la maladie dans les nouvelles
plantations et, en particulier, dans les zones indemnes
par introduction de boutures contaminées.

La recherche du parasite dans des plants entiers, et
notamment dans les tiges destinées à la production de
boutures, montre que la bactérie se distribue dans
toute la plante et ce de manière discontinue. Aussi une
méthode de tri sanitaire des boutures basée sur

l’aspect macroscopiquement sain ou par des analyses
au laboratoire (isolements, détection par immunofluo-
rescence) ne sont pas fiables. La production de maté-
riel sain ne peut être réalisée qu’en utilisant la culture
in vitro (méristèmes, micro-boutures) après contrôles
bactériologiques.
Le rôle des débris végétaux du sol, dans le maintien

de la maladie d’un cycle cultural à l’autre, paraît, par
contre, beaucoup moins important.

Les débris végétaux jonchant le sol pendant toute la
saison sèche peuvent permettre la survie de popula-
tions importantes mais uniquement dans des planta-
tions fortement contaminées. Les conditions de faible
humidité sont favorables à la survie du parasite dans
les débris végétaux de manioc et, par contre, la con-
servation est mauvaise dans les conditions de forte

humidité. C’est une des raisons invoquées par PERS-
LEY (1978) pour expliquer l’absence de bactériose vas-
culaire dans les régions forestières.
La présence et la conservation de la bactérie dans la

semence impose, bien que la graine soit peu utilisée
par l’agriculteur, que des mesures soient prises pour
éviter les échanges de semences et que l’emploi de la
technique de culture in vitro soit généralisée pour
l’échange de matériel végétal.
Le problème posé par la contamination de la graine

n’est pas encore résolu. La forte population de X. c.

pv manihotis à la surface du fruit et la présence de la
bactérie dans les tissus de celui-ci suggèrent une péné-
tration au cours de la maturation ou bien une conta-
mination par le système vasculaire ; cette dernière

hypothèse est appuyée par nos observations sur la pré-
sence préférentielle de l’agent pathogène dans les vais-
seaux du tégument interne. La contamination pourrait
s’effectuer pendant la fécondation par l’intermédiaire
des grains de pollen qui peuvent héberger la bactérie
en surface (ELANGO & LOZANO, 1980).

L’association insectes-bactérie dans le cas de la
bactériose vasculaire, comme dans celui d’autres
affections bactériennes (LEACH, 1964, MILLER &

SCHROTCH, 1972) joue un rôle important dans la dis-
sémination. En ce qui concerne la survie, la détection
de X. c. pv. manihotis dans le tractus intestinal de Z.

variegatus au coeur de la saison sèche, période sans
symptômes, suggère que les insectes pourraient aussi
jouer un rôle dans la conservation. La dynamique des
populations montre que le parasite est en situation
défavorable en saison sèche où il se maintient à un
niveau de population faible. Ce point du cycle biologi-
que du parasite est important car il peut permettre
d’orienter une lutte chimique préventive visant à
atteindre l’inoculum épiphyte au début de sa phase de
multiplication et, par conséquent, à limiter l’incidence
de la maladie.

Les divers mécanismes de conservation que nous
avons évoqués dans cet article permettent à la maladie
de se perpétuer d’un cycle cultural à un autre et expli-
quent le caractère endémique de cette bactériose. De
plus, la conservation de l’agent pathogène dans les tis-
sus de l’hôte, ainsi que sa capacité de multiplication



épiphyte, permettent d’interpréter le phénomène des
explosions de la maladie dans des zones indemnes par
introduction de boutures contaminées.
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