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Etude sur I'association de protozoaires flagellés
a la Marchitez sorpresiva du palmier a huile

en Amérique du Sud

M. DOLLET (1) et G, LOPEZ (2)

Régumé. — Aprés la découverte de protozoawes flagellés dans les tubes criblés d’inflorescences de palmiers 4 huile du Pérou
atteints de Marchitez, une étude en microscopie électronique et en mieroscopie optique sur des échantillons venant de Colombie,
d’Equateur et du Surinam, monire qu'il existe une association spécifique protozoaires flagellés-Marchitez. La morphologie ct l'ul-

trastructure de ces organismes les classent dans la famille des
déplacent dans les tubes criblés par les pores et se retrouvent dés

Trypanosomatidae, probablement dans le genre Phytomenas. 1ls sc
les premiers stades de la maladie dans presque tous les erganes de

I’arbre. L’examen au microscope optique de frattis colorés au Giemsa ou au bleu de toluidine constitue un bon moyen de diagnostiquer

la maladie.

I. —INTRODUCTION

Depuis sa premiére apparition en Colombie en 1963,
la « Marchitez sorpresiva » appelée encore « Seca-
miento ascendente » ou ¢ Tostada », & causé de nom-
breuses pertes dans certaines plantations d’Amérique
du Sud puisqu’elle sévit également depuis 1970 au
Pérou, et depuis 1973 en Equateur (Fig. 1). Il s’agit
d’un nouveau type de maladie sur palmier A huile
africain, Elaeis guineensis, de plus de deux ans, carac-
térisé par un dépérissement brutal.

Les recherches entreprises sur la maladie permirent
d’observer qu’'une larve de lépidoptére, Sagalassa
valida, causait de nombrenx dégats sur le systéme
radiculaire de 1'Elaeis sans que l'on puisse Ilni attri-
buer un rdle exact dans 1a maladie [Genty, 19731
Et, bien que la Marchitez ait pu étre presque tlolale-
ment enrayée par des traitements réguliers d’endrine
[Lopez ef al., 1975], aucune solution n'a pu &tre appor-
tée au probléme étiologigue. La nature méme des
symptdmes, 1la rapidité de 1’évolution de la Marchitez
et son épidémiologie distinguent celte maladie des
autres dépérissements connus du palmier a4 huile ou
du cocotier.

Les recherches étiologiques ont été reprises en 1976
avec ’étude ulirastructurale. Dans le phloéme d’in-
florescences de palmiers du Pérou atteints de Marchi-
tez, des organismes d’un type jamais observé chez le
palmier 4 huile, des protozoaires flagellés, ont pu étre
mis en évidence [Dollet, 1976 ; Dollet & al., 1977].

Des organismes similaires ont été {rouvés dans des
cocotiers atteints de « Hartrot » [Parthasarathy ef al.,
1976]. Cetie maladie du cocotier an Surinam esi con-
nue depuis 1906. Mais dans ce pays plusieurs petites
plantations de palmiers 4 huile ont également été
décimées par un mal inconnu [Schut, 1876]. On peut
observer aujourd’hui de nombreux foyers de maladie
sur palmier 4 huile. Les symptdémes de ces palmiers
sont identiques & ceux des palmiers atteints de Mar-
chitez dans les Llanos en Colombie [Corrado, 1970]
et T'on peut penser qu’il s’agit du méme type de mala-
die.

Afin de vérifier s'il existait vraiment une relation
spécifigue entre la Marchitez et ces protozoaires
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FIG, 1, — Distribution géographique des maladies végétales
pour lesquelies des protozoaires flagelles ont é1é trouvés assocics
en Amérique dn Sud ; foyers de Marchitez ( Geographical disiribution
of plant diseases wiih which flagellate profozoa have been found lo be
associated in South America ; foci of Marchifez — Distribucién
geographica de las enfermedades de las plantas en kas que se encontrd
asociados protozoarios flagelados en Suramérica ; focos de Marchi-
tez) ;

1, {Principal foct of Marchitex — Principales focos de Marchitez):
2, (Phloem decay tn the coffee bush — Necrosis del Ileema/cafeio):
3. (Hart Rot/coconut — [cocotero).

flagellés, et d’essayer de trouver un test rapide ayant
valeur de diagnostic de la maladie, nous avons entre-
pris des cbservations comparées, en Imicroscopie élec-
tronique et microscopie optique, d’échantillons de
palmiers malades provenant du Pérou, de Colombie,
d’Equateur, et de Surinam.

II. — MATERIEL ET METHODES

1) Origine du matériel.

Le matériel utilisé pour nos observations provient de
diftérents endroits d’Amérique du Sud :

— du Pérou (secteur de Tocache, a4 I'est de Tingo
Maria),

~— d’Equateur (région de Quininde),

-—— de Colombie (régions de Puerto Wilches, de
Cucuta, et des Llanos orientales), et

— du Surinam (Plantation Victoria, 100 km au
sud de Paramaribo),

Les observations ont porté sur différents organes du
palmier A huile Elaeis guineensis : racines, stipe, coeur,
bases pétiolaires, inflorescences.
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2) Microscopie électronique.

Les fixations ont été failes soit sur le terrain, soit
sur du matériel envoyé en France par avion. Sur le
terrain, les échantillons sont fixés dans du glutaral-
dehyde 4 p. 100 dans du Tampon cacodylate de sodium
0,1 M de pH 7,2 {(pression osmotique égale 4 550 mil-
liosmoles) pendant 4 4 7 h 4 froid {4 4 10 °C dans un
récipient en polystyréne). Puis le fixateur est dilué
dans du Tampon cacodylate de sodium 0,1 M avec
3 p. 100 de glucose (P. 0. de 360 milliosmoles) de
maniére 4 amener la concentration finale du fixateur &
0,1-0,4 p. 100. Les échantillons sont conservés ainsi
guinze jours.

Les échantillons envoyés par avion sont fixés entre
quatre et six jours aprés leur récolte de la méme
maniére puis rincés et post-fixés immédiatement,

Dans les deux cas 1a post-fixalion se fait au tétroxyde
d’osmium 1,5 p. 100 pendant 2 h 4 freid. Puis on déshy-
drate par un gradient d’acétone et I'inclusion se fait
dans la résine de Spurr.

3) Microscopie optique.

Trois types d’examens ont été réalisés

a.— examens de coupes faites 4 main levée dans
des apex racinaires au niveau du cylindre central,
ou dans les pétioles d’inflorescences sans aucune colo-
ration ;

b. -—— examen direct d’une goutte de jus oblenue en
pressant fortement I’échantillon avec une pince;

. —examens de frottis faits 4 partir de pétioles
d’inflorescences de la zone méristématique, ou de la
base de la fléche. Aprés avolr extrait 4 l'aide d’'une
pince une goutte de jus, déposée sur une lame, on
laisse sécher A Uair puis on fixe ar méthanol 100 p. 100
et on colore ensuite an Giemsa 1/10 dans du caco-
dylate de sodium 0,5 M pH 7,2 pendant 30 mn; on
examine aprés lavage,

III. — RESULTATS

1) Microscopie électronique.

Dans tous les échanlillons provenant de différents
palmiers présentant les symptdmes caraciéristiques de
Marchitez, nous avens pu observer au niveau des tubes
criblés des pétioles des jeunes inflorescences (5 a
15 em) le méme type d’organismes, en nombre varia-
ble, allant de l'unité jusqu’a occuper tout 'espace
cellulaire d’un tube criblé (Fig. 2, 3, 4, 5). Ces orga-
nismes sont entourés d’'une membrane tapissée inté-
rieurement de microtubules (Fig. 7). On note parfois
un prolongement de ces organismes par un flagelle
dont les microiubules sont structurés en neuf grou-
pes de deux microtubules en cercle autour de deux
autres centraux (Iig. 6, 8). A l'intérieur de ces orga-
nismes on reconnait, sur certaines ceupes, une masse
dense correspondant 4 un noyau, de nombreux corps
d’inclusion cytoplasmiques de nature indéfinie et une
masse d’aspect fibrillaire dense aux électrons cor-
respondant a de I’'ADN, le kinétoplast des protozoai-
res flagellés (Fig. 2 4 5, Fig. 8). On note parfois deux
noyaux dans un méme organisme, probablement en
voie de division.

On peut voir sur certaines coupes, des organismes
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FIG. 2, 3, 4, 5. — Protozoaires flagellés dans des pétioles d’inflo-
rescences de palmiers atteints de Marchitez du Pérou [2, 3, 4] et de
Colombie [5] {Flagellafe protozoa in the inflorescence stalks of palms
suffering from Marchitez in Peru [2, 3, 4] and Colombie [5] — Pro-
tozoarios flagelados en los peciolos de inflorescencias de palmas que
padecen Marchitez en ¢l Perii [2, B, 4] v en Colombia [5]);

n = noyau (nuelews — nuclen) — p = plaslides {plastids — plas-
tidos) — Pp = P. proeléine (P. profein — P. proteina) — c = cel-
lule compagne {companion cell — célula companera) — fléche = fla-
gelle (arrow : flagellum ; Mlecha = {lagelo).

(Fig. 2 1 x 8500; fig. 3 : x 3250, fig. 4 : x 3000; fig. 5:
2 500).

I...FIGL')G' — Détail de la figure 5 (Delail of fig. 5 — Delalle de la
Fig. )

mt = microtubules (microtubnles) — F = flagelle (fagcllum —

{laggllo)o—o)pF = poche flagellaire {flagellale pocket — bolsa {lagelar)
» 15 000).

engagés dans les pores des tubes criblés dans les jeunes
inflorescences de palmier, leur diamétre variant en
moyenne de 0,5 4 1,5 micron et celui de ces orga-
nismes de 0,6 a 1,2 micron, leur déplacement d’une
cellnle 4 T'autre doit pouvoir se faire assez aisément
(Fig. 7, 8, 9). Ces passages relativement faciles explique-
raient le nombre assez élevé de cellules infectées. Dans
les échantillons de Colombie 10 4 50 p. 100 des faisceaux
ont été trouvds infectés et leur nombre varie entre 50
et 80 p. 100 pour ceux du Pérou. Parmi les faisceaux
libéro-ligneux restant, nombreux sont nécrosés rap-
pelant certaines figures décrites dans les plantes infec-
tées par des mycoplasmes.

2) Microscopie optique,

a) Frottis.

Au grossissement 1000, i Vimmersion, on dis-
tingue trés bien les protozoaires flagellés, par leur
noyau et leur kinétoplaste (Fig. 10f); mais on peut
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FI(x, 7. — Coupe passant juste au-dessus d'un pore d’une cellule
eriblée par lequel passent dune cellule 4 Pautre des protozeaires
Section jus! above the pore of a sleve tube through which pretozoa pass
rom one cell to another — Corte exactamente encima de un poro de
célula cribosa por el que pasan protozoarios de une célula a otra) ;

P = pore (poro) —mt = microlubules (microlubulos) (x 24 000).

FIG. 8. — Coupe passant au niveau d'un pore dans lequel s’enga~
gent 2 protozoaires. La double fléche indique Ies mierotubules d'un
flagelle en coupe transversale présemntant les 9 groupes de microtu-
bules caractéristiques {Section through a pore which 2 proefozoa are
entering ; the double arrow indicales the microlubules of a flagellum
in cross secfion showing the 9 groups of characlerisfic microfu-
bules — Corie encima del nivel de un poro en el que sstan pene-
trando dos protozoarios ; 1a doble flecha indica microtubules de un
flagelo en un corte transversal que muestra les 9 grapos de micro-
tubulos caracteristicos) ;

ei = corps d’inclusions (inclusion bodies — cuerpos de inclusio-
nes) {x 15 000).

déja les repérer au grossissement 400. A noter que I'on
peut simplifier 1a procédure de préparation des frottis
en colorant directement aprés séchage de la goutte 4
I'air, pendant dix minutes, tout en obtenant des résul-
tats significatifs. Mais on peut mienx définir 1la forme
des protozoaires (pour en faire les mesures) avec une
coloration au bleu de toluidine (Fig. 10) qui colore
également noyaux et kinétoplastes, on une coloration
de Gram. Avec cette derniére, en particulier, on dis-
tingue trés hien les enroulements en spirale de ces
organismes (Fig. 10¢). Les formes fines allongées pré-
sentent souvent deux ou trois tours de spire autour de
leur axe longitudinal.

Les autres colorations essayées (coloration au lugol,
4 I’hématoxyline ferrique, par la méthode de Bai-
langer) donnent de moins bons résultats.

Sur ces frottis les formes les plus nombreuses sont
les formes allongées fines (85 p. 100 du total environ),
Des mesures faites sur 117 de ces formes pour les
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échantillons de Colombie et sur 70 pour les échantil-
lons de Surinam donnent une longueur moyenne du
corps de 10 4 12 p pour les protozeaires de Surinam
et de 12 4 20 p pour ceux de Colombie (Fig., 11). Des
mesures complémentaires sur différents échantil-
lonnages permettront de dire ultérieurement si cette
différence est significative. Ces formes se rencontrent
dans tous les types d'orgames examinés : racines,
zone méristématique, base de la fléche, pétiole d’in-
florescence. Mais il existe aussi, principalement dans
les racines, des formes rondes ou ovoides de 2 4 3 mi-
erons de diameétre avec un noyau et un kinétoplaste
(Fig. 10c, d, g, k) sans flagelle ou avec un, parfois
deux flagelles. Enfin, il existe une gamme de formes
intermédiaires entre ces deux types, formes trapues
avec flagelle, de 3 4 10 microns de longueur et de 2 &
0,5 microns de largeur.

IL’existence dans un méme palmier de formes rondes
aflagellées (formes Leishmania) et de formes allon-
gées avec un flagelle (forme Leptomonas) suggere
qu’il existe un cyele complet de ces protozoaires dans
le paimier,

b) Bxamen d’une gouite de jus.

L’examen direct d’une goutte de jus de palmier
malade obtenue en pressant une racine, permet
d’observer au grossissement 400 en contraste de
phase, oun en lumiére directe en colorant légérement au
Iugol et en jouant sur le condenseur, des formes allon-
gées mobiles. La meobilité provient du flagelle qui est
animé d’'un mouvement de va-et-vient de part et
d'autre de T'axe lomgitudinal de lorganisme. Les
formes rondes aflagellées semblent immobiles. Les
flagellés des racines sont tounjours mobiles aprés
4-5 jours de voyage avion (transport Colombie-
France} ou aprés 8 jours au réfrigérateur.

: 1 1 . . Lo ’ - E

FIG. 9. — Déformation, élongation des prolozoaires pour passer &
travers les pores des tubes eriblés (Deformafion, elongetlon of the
prafozoa to get through the pores of ike steve tibes — Deformacidn, elon-
gacién de prolozoarios que pasan a traves de los poros de los tubos
cribaosos) ;

pm = pellicule membranaire (membrane pellicle -— pelicula de
Ia~ membrana) — mt = microtubules (mierotubules) — P = pore
(poroy — largeur du pore entre les 2 fléches (widih of the pore bef-
?Jcen _}'henz)arrows — anchura del poro entre las 2 flechas) = 180 nm
x 27 400).



Retour au menu

212 —

Oléagineux, Vbl. 33, n® 5 — Mai 1978

FIG. 10. — Frottis sur lames & partir de racines de palmiers atteints de Marchitez de Colombie [b, ¢, d, g, k] ¢l du Surinam [a, e, f] avee
différenles eoloralions : blen de Toluidine {a, b, ¢, d, g h], coloration de Gram [e], Giemsa [{] (Smears on slides laken from roots of palms suffering
from Marchilez in Colembiq [b, c, d, g, h] and in Surinam [a, e, [] using differerd dyes : loluidine blue [a, b, ¢, d, g, 1|, Gram coloring [e] Giemsa

If]

Frotis en laminas a partir de la raices de pelimas que padecen Marchitez de Colombia [b, ¢, d, g, h] ¥ Surinam |a, ¢, f] con diferentes colo=

raciones : azul de Toluidina [a, b, ¢, d, g, ], coloracion de Gram [e], Giemsa [[]);
— grosses fleches (large arrows — {lechas gruesas) = formes rondes avec 2 flagelles (round forms with 2 flagella — lormas redondas con

2 flagelos} ;

— astérisques (aslensco) — formes arrondies sans flagelle (round forms withou! flagellu — formas redondas sin fagelo) ;
—- petites Méches (small arrows — flechas pequenas) : photo e = enroulements d’une forme allongée (rolled, clongated shapes — erosca-

mientos de una forma alargada);
(% 1300)

¢} Bxamen de coupes fraiches.

L’examen de coupes faites 4 main levde au niveau
du phloéme dans le ¢cylindre central des racines, per-
met l'observation i imimersion des protozeaires fla-
gellés dans les tubes criblés. Certains tubes criblés
sont entiérement remplis de forimes rondes de 2 a
3 microns qui semblent englobées dans nne substance
visqueuse. On peut observer parfois dans une méme
cellule des formes allongées et quelques formes tra-

pues ou arrondies.

CONCLUSION. DISCUSSION

Les protozoaires flagellés n’ont jamais cuvert la
voie 4 une nouvelle discipline en phytopathologie.

-Pourtant, ils sont connus depuis longtemps [Lafont,
1909] comme parasites de certaines plantes a Iatex. Ils
se multiplient dans les tubes laticiféres de ces plantes
et il semble que dans certains cas, les euphorbes, ils
entrainent un dépérissement caractéristique de la
-plante [Lafont, 1909, 1910; Franca, 1911, 1914].

Au cours de cette étude sur la Marchitez du pal-
-mier 4 huile en Amérique du Sud (Colombie, Equa-
teur, Pérou) et sur un dépérissement du palmier &
huile sinon identique du moins trés proche de la
,Marchitez, au Surinam, nous avons pu mettre en €vi-
-dence I'association spécifique de protozoaires flagellés
4 ce dépérissement brutal, En revanche, aucun orga-
.nisme de ce fype n'a pu éire mis en évidence sur des
.palmiers afleints par d’auires mealadies, ou sur des pal-
miers sains.
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FIG. 11, — Histogramme des longueurs des flagellés filiformes
sur frotiis colorés au bleu de méthyléne ou par une coloration
de Gram sur des échantillons de Colombie (Llanos) et de Surinam.,
Les lormes rondes ou ovoldes ne sont pas prises en considéralion
{Histogram of the lengths of the fllifarm flagelia in smears colored with
methylene blue or a Gram coloring from samples faken in Colombie
{Llanos) and Surinam. The round and oval forms are nof studied —
Histograma de las longiludes de flagelos filiformes en irotis colo-
reados con azul de metileno o con una coloracién de Gram en mues-
Iras de Colombla (Llanes) ¥ Surinam. No se tiene en cuenta las for-
mas redondas u ovoides) ;

1. longueur du corps sans flagelle (lergih of bodp withoul flagel-
fum — longitud del cuerpo sin flagelo),

2, longueur totale avec flagelle (folal lengih wilk flagelium — lon-
gitud total con {flagelo).

Par leur morphologie, leur taille {Franca, 1920],
leur ultrastructure [Paulin et Mc Ghee, 1971] ils res-
semblent aux protozoaires flagellés des plantes a
latex. Ils penvent é&tre eclassés dans la superclasse
Mastigophora, dans V'ordre Kinéfoplastida et dans la
famille des Trypanosomaiidae. On peut'les ranger, en
attendant les compléments d’études nécessaires, dans
le genre Phytomonas créé en 1909 par Donovan pour les
organismes découverts par Lafont. Mais sans oublier
qu’ils différent du phytomonas des euphorbes sur un
point essentiel, celui de lenr localisation dans la
plante : tube laticifére dans les plantes a latex et
phloéme dans le palmier. On ne connait actuellement
que deux autres cas de maladies associées & ce Lype
d’organismes intraphloémicques, tous deux également
localisés dans le Nord de " Amérique du Sud (Fig. 1).
N s’agit de la nécrose du phleéme du caféier étudiée
par Stahel [1931, 1932, 1933] puis par Vermeulen
[1963] et du Hartrot du cocotier [Parthasaraty ef al,,
1978] (*).
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Les travaux sur la maladie du caféier n'ont jamais
pu aboutir 4 la démonstration de la pathogénicité des
phytomonas, aucune culture n’ayant pu &ire cbtenue.
Dans le cas des Euphorbes les essais de cultures sont
restés trés longtemps, incertains, mais récemment
Mc Ghee et Postell [1977] viennent de réussir la cul-
ture de Phytomonas davidi, ce qui cuvrira slirement la
voie & d’autres succes.

On peut penser que pour les organismes vivant au
nivean du phloéme le probléeme sera plus difficile
dans 1a mesure ol ce milieu a des composantes chi-
miques et physiques bien spéciales, Cependant nous
avons pu dans nos premiéres tentatives maintenir
assez facilement en survie ces protozoaires dans divers
milienx : lait de noix de coco immature (10 4 90 mn),
lait de eoco additionné de sérum de poulain désactivé
(vf¥), lait de coco additionné de milieu de culture de
spiroplasma citri [Saglio ef al., 1971] (1 4 8 h) ou sur
milieu diphasique constitué de gélose au sang de
mouton et de lait de coco (1 4 12 h).

Il est donc impossible dans 1'état actuel de nos
études d’assurer que ces Trypanosomatidae consti-
tuent 'agent causal de la matadie. Mais leur nombre
élevé dans des palmiers en tout début de symptdmes,
la présence de nécroses au niveau des faisceaux libéro-
ligneux, et leur association spécifique aux symptémes
de Marchitez, font penser qu’ils sont a l'origine de ce
dépérissement, La piésence de protozoaires flagellds
en microseopie optique sur un frottis sur lame réalisé 4
partir de racines de palmier constitue d’ailleurs une
excellente méthode de diagnostic facilement réali-
sable. Des expériences entreprises au Pérou avec des
traitements chimiothérapiques ¢t en Colombie avec
Ia recherche du vecteur nous apperteront sirement
des renseignements essentiels dans cette étude qui
ouvrira probablement les portes A un nouveau domaine
de la phytepathologie.
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SUNMMARY

Study of the association of flagellate protozoa and Mar-
chitez sorpresiva in South American oil palms.

M. DOLLET and G. LOPEZ, Oldagineuz, 1978, 32, Ne &,
p. 209-217.

After the discovery ol Nlagellate protozoa n the sieve tubes
of inflorescences from oil palms sullering from Marchilez in
Peru, a study with electron and optic microscope of samples
from Colombia, Ecuader and Surinam showed Lhal specific
association exists between flagedate protozoa and Marchitez.
The morpholegy and ultraslruclure of these organisms class
them in the Trypanosemaiidae lamily, probably of genus
Phytomenas. They move around in the sieve Lubes through
Lhe pores and are found al the firsl stages of the disease in
virtually every organ in the tree. The optic microscope exa-
mination of smears colored with Giemsa or toluidine blue is a
good method of diagnosing the disease.

RESUNMEN

Estudio de la asociacién de protozroarios flagelados con
la Marchitez sorpresiva de la palma de aceite en
Surameérica.

M. DOLLET y G. LOPEZ, Oléaginenz, 1978, 33, No 5,
p. 209-217.

Después del descubrimicnto de protozearios flagelados en
los tubos eribosos de inflorescenelas de palmas de aceile en
Perii que padecian Marchilez, un estudio de microscopia elec-
lrénica ¥y microscopia optica sobre muestras procedentes de
Colombia, Ecuador y Surinam, mueslra gue hay una asocia-
cidn especifica entre los protozearios flagelados v Ja Marchi-
tez. Per su morfologia ¥ su ultragstructura, se debe clasificar
estos organismos denlro de la familia de Trypanesomalidae, ¥
probablemente deutre del género Phyfomonas. Viajan deniro
de los tubos cribosos atravesando los poros, ¥ a parlir de los
primeros estados de la enfermedad se los encuentra en casi
todoes los 6rganos del 4rbol. El examen con microscopio éplico
de frotis coloreades con Giemsa o con azul de loluidina €3 un
buen medic para diagnoslicar la enfermedad,

Study of the Association between Flagellate Protozoa and
Marchitez sorpresiva in South American Oil Palms

I. INTRODUCTION

Sinee it was first seen in Colombia in 1963, Marchilez sor-
presiva, also referred o as « Secamiente ascendente » or ¢ Tos-
tada », has caused heavy losses on cerfuin plantalions in South
America. Since 1970 it has been rife in Peru, and since 1873
in Eewador (Fig. 1). If 15 a new lype of disease in the African
oil palm Elaeis guincensis, aflacking planis over lwo gears ald
and cansing sudden wilting.

Research conducled on this disease showed that the laroa of a
Lepidoptera Sagalassa valida, did greal damage lo lhe rool
system of the Elaeis. buf no definitive role in the disease could
be aftribuied fo if [Genly, 1973). And although Marchilez has
been rearly wiped out by regular endrin (reaiments [Lapex et al,,
18751, the etiological problem remamns unsolved, Bul the noture
of the sympioms, the rapidity of the disease’s evolution dand ils
epidemrology distinguish it from other known wills of lhe oil
palm or coconut.

The efiological researeh was resumed in 1976 with the ullra-
struetural study. In the phloem of the palm inflorescences in Peru
affecled by Marchilez erganisms never before seen on oil palms,
flagellate protozoa, were isolafed [Dollel, 1876 ; Dollet et al.,
1877]. Simular organisms were found in coconuls affecled by
« Hart Rot » [Parthasarathy et al., 1976]. This coconul disease
in Surinam hoas been known since 1908, but several small oil
palm planiation in that couriry have also been decimated by an
unknown disease |Sehut, 1976] ; today many foci of oil palm
disease may be observed. Their symptoms are identical to 1hose
of palms suffering from Marchifezr in the Liunos in Colombia
[Corrado, 1970, and it may be thought that if is the same Iype
of disease.

(1} Department of Virology, I. K. H. 0., Ceompared Pathology
Research  Stalion I, N, R, A.-C, N.R.S8., 30380-Si-Christol-les-
Alés  (France),

(2) Phytopathology Service, Industrial Agraria La Palma Ap.
adreo. 1585, Bucaramanga (Celombia).

M. DOLLET (1) and G. LOPEZ (2)

To verify o specific relalionsfup befween Marchilez and lhe
flagellate prolozon, and fo find a rapid and valid lest for diagnos-
ing the disease, we conducled compared observalions under
electron microscope and oplic microscope of samples from sick
palms from Peru, Colombia, Ecnador and Swrinam.

H, MATERIALS AND METHODS

1) Origins of the material,

The material used in our observations came from the following
sources in South America :

— Peru (Tocache sector. east of Tingo Maria),

— Feuador (Quininde region),

— Colombia (Puerlo Wilehes, Cucuvla, and easlern Llanos
regions),

— Surinam (Planlalion Vicforia, 160 Ekilomefres south of
Paramaribn ).

Observations were madde on various organs of Elaeis guineensis
eit palms : rools, irunk, bud, leaf bases, and inflorescences.

2) Electron Microscopy.

Fizalions were made either in the field or on maleriel sent by
air to France.

In lhe field, samples are fized in 4 p. 100 glutaraldehyde in a
sadium cacodylate buffer ; 8.1 M of pH 7.2 fosmofic pressure
53¢ mulltosmoles ) for 4 lo 7 hours af 4 fo 10 °C in a polystyrene
recipient, Then the fizalor is dilufed in a ecacodylule buffer
8.1 M with 3 p. 100 glucose (OP 360 milliosmoles) so as lo
bring the final concenfralion of the fixator to 0.1-6.4 p. 100. The
samples dre kept in this state for fiffeen dags.

The sumples sen! by air le France are flved belween 4 and
& days after their collection in lhe same way, then rinsed and
past-fired immedialely.
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In beth cases, posi-fization is in 1.5 p. 166 vsmiun fetroxide
for two hours. ehilled. The samples ure lhen dehydraled with an
acetorte gradieni and inserled in a Spurr resin.

3) Optic microscopy.

Three Iypes of examinafion were carred ouf :

a. — cross-sections of rool apexes taken slraight away n the
central cglinder, or (n the inflorescence statks {wrthow! dyeing) ;

b. — direct examination of « drop of sap oblained by pres-
sing the sample hard nuth o pincers ;

¢. — examination of smears from he inflorescence slalks in the
merislemalic zone or ai the base of the spear. Afler having exiroel-
ed a drop of sap with pincers and placed il on « sltde 1l 15 air-
dried and then fived 1n 100 p. 109 methanol and dyed with Glemsa
/10 in sodium cacodylate 9.5 M pH 7.2 for ihirly minules. It
is wushed and then examined.

III. RESULTS

I) Elecfronic micrescopy.

In all samples from different palms wilh symploms charae-
teristic of Marchiiez, we found the same type of organtsms in the
steve tubes of the stalks of young inflorescences (& to 15 em) ;
the rumbers varied from a single unil to sufficient lo fill the enlire
cell espace of a steve fnbe ( Fig. ¢, 3, 4, §). These organisms are
surrattnded by a membrane lined with microtubules (Fig 7).
Someiimes 1t 15 noled that these organtsms are prolonged by o
Jlagellum of which the microtubules are consiructed in nine groups
of two microfubules in a cirele cround the two cenlral ones (Fig. G
and 8). In cerfain inferior sections of these organisms o dense
mass corresponding fo a nucleus, numerons eyfoplasmic wnclusion
particles and a dense fibriltary mass with electrons correspond-
ing to ADN, the kinetuplast of the flagellate prolozea (Fig. 2
to 5, and 8), are all noted. Somelimes {wo nucleii are noted in
one organism, probably preparing lo divide.

In cerfain sections, organisms can be seen wn lhe pores of
the sieve tnbes of young eil patm inflorescences which have
a mean digmeter of 6,5 and 1,5 microns and the diameler of the
orgunisms being 9.6-1.2 microns, they must be able to pass from
one cell to another easily, and this would explain the rother high
namber of infected cells. In the Colombran samples, 16-50 p. 109
of the bundles were found lo be infected, and the rale was 50-
86 p. 100 in Peru. Among the remaining basl bundles, many
are decayed, recalling certain figures deseribed in planis infected
by mycoplasms (Fig. 7, 8, 2.

2} Optic microscepy.
a) Smears.

Enlarged 1,000 times and immersed, flagellate prolozoo are
easily distinguished by their nucleus and kineloplas! [ Fig.
10 f). They can already be seen enlarged 486 (imes. Il is to be
noted thai the preparalion of the smear can be simplified by
direct dyeing afler drying the drop of sap in the afr for 10 minules,
and still produce significant resulls. Buf the form of the protozoa
can be betier defined for measuremeni with totuidine blue dye
{fig. 10} which dyes the nneclens and also the kinetoplasls, or
with @ Gram coloring, With the lafter in parlicular spiral convo-
lutions of Lhese organisms can be clearly distinguished ( Fig. 10e).
The fine elongated forms often make two or lhree spiral turns
around their longitudinal acis. Other dyes tried (lugol, ferrous,
femaloxyline, Bailanger method) give less salisfaclory resulls.

In the smears lhe most numerous forms are the fine elongaled
ones, (about 85 p. 100 of the lolal}. Measuremenls laken on
117 of these forms for the Colombian samples and on 70 for Lhe
Surinam samples give an average body length of 10-12 @ for
ihe Surinam protozod and 12-26 u for those of Colombin ( Fig. 11}.
Complementary measurements on various samplings will show
ullimately whether or not the difference is significani. These
forms are found in all tgpes of organ examined - rools, merisle-
matic zone, spear base, inflorescence sfalks. Bul we also find
mainly in the rools, round or vvel forms 2-3 microns In diame-
ter, with a nuecleus and kineltoplast (Fig. 10c, d. g, h) wilhou!
flagellum or with one — somefimes (wo. Last, there is « range of
infermediary forms belween the two lypes — squat, with flagel-
fum, 3-16 microns long and 2-05, miecrons wide.

The presence of several forms tn one palm — round without
Jflagellum (Leishmania form), elengaled with flagellum {Lep-
tomonas form) suggests thal these prolozoa go through a com-
plele cyele in the palm.

b) Examination of a drop of sap.

Direci examinaiion of a drop of sick palm sap oblained by
pressing (% 466 in phase contrast or in direct light, slightly
dyed with lugel and adjusiing the condense) shows elongated

— 215.

mobile forms. Mebility is due (o the [lagetium, which wags
back: and farth either side of the longitudinal axis of Lhe orga-
rmusm. The round, ajlagellale forms appear I[nunobile. Reol
[lagellates are always mobile affer 2-5 days'air (ransporl { Cotom-
bia-France ), or afier 8 days under refrigeration.

¢} Examination of fresh sections.

Examination of sectrons taken strafghi {rom the phlvem n the
central eylinder of lhe roots allows flagetlale prolozea in siene
{ubes lo be observed under {mmersion. Some steve tubes ave
entirely filfed with round forms of 2-3 microns which seem lo be
coated with a viscous substance. Semelimes both the long forms
and a few squal or round ones ¢nn be seen.

CONCLUSION-DISCUSSION

Flagelldie protozod have never led lo a new field of resetich in
phytopathology, yet they have been known for a long lime | Lafonl,
1949] lo be parasies of certain latex planls. They muliliply in
ihe lacliferots tubes of Lheses plands, and seem In cerlain cases,
such as thal of the Euphorbiacae. to cause willing in the plant
[Lafont, 1909, 1910 ; Franea, 1911, 1914].

Through this study on oil pelm Marchilez in Soulth America
{Calombla, Ecuador, and Peru} and on an oil palm will in
Sarinam idenfical or al least very close fo if, we were able lo
show a specific associalion belween flagellale prolozoa and this
sudden wilting. On the other hand, no erganism of Lhis kind
was seen on healthy palms o those suffering from another
disease

fn their morphology, lheir stze [Franca, 1920], and their
ullrastucture [Paulin and Me Ghee, 1971], they resemble the
frageliate protozaa found tn lotex planis. They may be descril-
ed as belonging fo the super-class Mastigophora, order Kine-
toplastida and the famuly Trypanosomalidae. Unfil the further
stirdies required are completed, we shall place them n lhe genus
Phytomonas created by Donovan tn 1909 for the organisms
discovered by Lafoni. Of course they differ from the phylomonas
of Euphorbes in one essenlial manner, namely their localizalion
in the plant : the lactiferous hubes in lalex plants, the phloem
in the ol palm. Al the presenl tune only two other diseases are
known to be associaled with this tgpe of inlraphloemic organism,
both limited to northern South America as well { Fig. 1}. They
are phloem rol in the coffee-bush studied by Siahel [1931, 1832,
1943], then by Vermeulen [1963] and Hart Rol in the coconul
[Parihasaraly et al., 1376| (*).

Research on the coffee-bush disease has never proved the patho-
genucily of the phylomonas, since no enlture could be oblained.
In the ease of the Euphorbes efforts fo culfnre remained incon-
clusive for a long time, bt recenlly, Me Ghee and Postell [1977)
succeeded in oblaining a Phytomonas davidi erliure, which
will eertarnly open the way le furlher progress.

Il may be throught lhat for organisms living af phivemn level
the problem will be more difficult 1n so far gs this mediom has
very specific ehemical and physical componenis. However in
otir first atfemnpls we were able lo keep this prefozoa alive without
much difficully in several media : immalure coconut mtk 18-
90 mn ), coconuf milk reinforced with deactived foal serum (vjv),
coconut mitk reinforced with Spiroplasma citri cullure medtum
[Saglio et al., 1971] [1-8 hours) or in « diphasic medium of
gelose with sheep’s bloed and coconut mitk (1-12 hours).

It is thus impossible al the present time fo demonsirale from
our siudies thal these Trypanosomatidae are the causal agent of
the disease. Bul therr high number in paims with eurly symp-
loms, the rof in the basl bundles and their specific associalion
with Marchilez sympioms lead us lo believe that they are the
ortgia of this will. The delectron of flugellale profozed in a smear
under oplie microscope is an excelleni and easy method of diag-
niasis. Chemtco-therdpeuttc experiments in Pern and researeh
in Colembia for the veclor will surely provide vilal information
for this study. whick will prebably open up ¢ new field of phy-
topathology.
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Estudio de la asociacion de protozoarios flagelados

con la Marchitez sorpresiva

de la palma de aceite en Suramérica

I.— INTRODUCGCION

Desde que se observé por primera vez en Colombia en 1963,
la « Marchitez sorpresiva » que también se llama « Secamiento
ascendente » 0 « Tostada », ocasiond muchos estragos en cierlas
plantaciones de Suramérica, puesto gquc también se manifiesta
en Pertt desde 1970 ¥ en el Ecuador desde 1973 (Fig. 1). Se
trata de un nuevo lipo de enfermedad de la palma africana,
Elaeis guineensis, de mas de dos afios, que se caracteriza por
un marchitamiento brusco.

Las investigaciones iniciadas sobre la enfermedad mos-
iraren que una larva de lepidéptero, Segalassa valida, cansaba
muchos dafios en el sistema radicular del Elaeis, pero no se
podia determinar su funcién exacta en la enfermedad [Genty,
1973]. Y a pesar de haberse corlado la Marchitez casi Lotal-
mente mediante tratamientos regulares de cendrin [lopez g
al., 1975], no se encontrd ninguna solucién al problema de
etiologia. Sin embargn, por la propia indole de los sintomas,
por la rapidez de la evolucién ¥ por su epidemiologia, esta
enfermedad resulta ser diferenie de Tos demés marchitamientos
conocidos de la palma de aceite o del cocotero.

En 1976 se reanudaron las investigaciones etinlégicas con el
estudio ultraestruclurai. En el floema de inflorescencias de
palmas del Pert que padecfan Marchitez, se descubrié orga-
nismos de un Lipo que nunca se habia observado en la palma de
aceite,737;] cran protozoarios flagelades [Dollet, 1976 ; Dollet gy
al., 1977].

Se enconlrd organismos similares on cocoteres que padecian
« Hartrot » [Parthasarathy y al., 1976]. Esta enfermicdad del
cocoterc en Surinam es conocida desde 1906, pero en este
pais una enfermedad desconocida también alosé varias plan-
laciones pequefias de palma de aceite [Schul, 1976]. Hoy en la
palma de aceite se observan muchos focos de enfermedad ;
por ser los sinlomas 1dénticos a los de las palmas que padecen
Marchitez en los Llanos en Colombia [Corrade, 1970], conviene
pensar que estamos ante el mismo tipe de enfermedad.

A fin de verificar si efeclivaunente habia una relacion espe-
cifica entre la Marchitez ¥ estos prolozoarios flagelados, pro-
curando enconlrar una prueba rapida que tenga el valor de
un diagndstico de la enfermedad, iniciamos observaciones
comparadas en microscopia electrémica y microscopia dptica,
sobre muestras de palmas enfermas procedenles del Pert,
de Colombia. del Ecuador y de Surinam.

11, — MATERIAL Y METODOS

1) Origen del material.

El material que utilizamos en nuestras observaciones pro-
cede de varios lugares de Suramériea :

— Peru {4rea de Tocache, al estc de Tingo Maria),

— Ecnador (regién de Quininde),

— Colombia (regién de Puerlo Wilches, Cucuta, Llanos
orientales),

— Surnnam (Plantacién Victoria, 100 kilémetros al Sur de
Paramaribo).

Las observaciones se refieren a diferentes drganes de la
palma de aceile Elneis guineensis, como raices, estipe, cogollo,
bases peciolares, inflorescencias.

2) Microscopia electrénica.

Las fijaciones se realizaron bien sea en el sitio, 0 en material
enviado a Francia por via aérea. En el sitio las muestrag son
fijadas en glutaraldehido 4 2% en un tapdn de cacodilato sodice
0,1 malécula gramo y 7.2 de pH (presmdn osmndtica 550 mil-
lomoléculas/gramo) durante 4 a 7 horas en frio (1 a 10 °C en
un recipiente de poliestireno), diluyéndose luego el fijador en
un tapon de cacodilalo sédico 0,1 molécula gramo con 3 %%
de glucosa (presién osmétiea 360 millomoléculas gramo),

(1} Departamento de Virologia, 1. B. FI. O., Estacién de Investi-
gaciones de Patologia comparada, I N, R. A.-C. N. R. 5., 30380
St-Chrislol-lez-Alés  (France).

(2) Servicio de Fitopatolegla, Industrial Agraria La Palma 5. A.,
Apartado Aéreo 1535-Bucaramanga {Colombin).
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para que la concentracidn final del fijador viniera a ser de
0,1-0,4 %, Asi se conservan las muestras durante 15 dias.

Las muestras enviadas por via aérea son fljadas de 4 a
6 dias después de la cosecha de la misma manera, ¥ luego son
enjuagadas y postfijadas inmediatamente.

En ambos casos se realizé una postfijacion con Tetréxido de
osmio 1,5 % duranle dos horas en frio, desludratando Tuego
mediante un gradiente de acetona y realizando la inclusidn
en resina Spurr.

3} Microscopia optica.

Se realizo 3 tipos de exdmenes :

. —examen de los cortes hechos a mano aizada en Apices
radicales a nivel del cilindre central, o en los peciolos de inflo-
rescencias desprovistas de coloracion ;

b. — examen direclo de una gota de zumo obtenida estru-
jando tuertemente la muestra con una pinza ;

c. —examen de [rolis realizados a partir de peciolos de
inflorescencias en la zona del meristema o de la base de la
flecha. Después de extraer una gota de zumo con una pinza,
se la coloca en una ldmina, dejdndola secar al aire, luego se la
fija con metanol 100 %, se la colora con Giemsa 1/10 en caco-
dilato sédico 0,5 molécula gramo y 7,2 de pH durante 30 minu-
tos, Despuéds de lavaria se procede a examinarla.

1. — RESULTADOS

1) Microscopia electrénica.

En todas las mueslras procedenles de diversas palmas con
sintomas caracteristicos de Marchitez, a nivel de los tubos cri-
bosos de los peciolos de inflorescencias jovenes (53 a 15 cm),
observamos un nimero variable del mismo tipo de organismos,
comprendido entre une solo ¥ un nimero lan grande que lle-
gaban a occupar lodo el espacio celular de un tubeo cribose
(Fig. 2, 3, 4, 5). Una membrana cuyo inlerior es revestido por
microtubulos (Fig. 7), rodea dichos organismos (Fig. 7). A
veces se observa que estos organismos son prolongados por un
flagelo cunyos microtubulos son estructurados dentre de nueve
grupos de dos microtubulos que rodean a otros dos microtu-
bulos cenlrales (Fig. 6 ¥ 8). Dentro de lales organismos ciertos
cortes muestran una masa densa que correspende a un nvicleo,
muchos cuerpos de inclusién ctioplasmica de indole poeo
definida, ¥y una masa densa para los electrones v de aspecto
fibrillar que corresponde al ADN, y es el kinetoplast de los
prolozoarios flagelados (Fig. 2 a 5 ¥ 8). A veces se notan dos
niicleos dentre del mismo organismo, que probablementie se
halla en vias de division.

En ciertos cortes se observan organismos metidos en los
poros de los tubos cribosos de las jovenes inflorescencias de
palma, cuyo diametro suele variar de 0,5 a 1,5 micrones ; ef
didmetro de dichos organismos varia de 0,6 a 1,2 micrones, h
han de poder viajar bastante facilmente de una célula a otra,
lo cual explicaria el namero bastanie elevado de células infec-
tadas. En las muestras de Colombia se encontrd 10 a 50 9
de hacecillos infectados, y el niimero de los mismos varia de
50 a 80 % en las del Perfi. Muchos hacecillos liberolefiosos que
quedan estén con necrosis, y se parecen a ciertas figuras des-
critas en las planlas infectadas por micoplasmas (Fig. 7, 8, 9).

2) Microscopia éptica.
a) Frotis,

La inmersién con aumento 1 000 permite dilerenciar per-
fectamenle los protozoarios flagelados, por cl nteleo y el kine-
toplasto (Fig. 10f). Ya se puede idenlificarlos con aumento
100. Es de notar que se puede simplificar el proceso de pre-
paracién de frotis sin dejar de obtener resullados significati-
vos, coloreando directamente previo secamiento de la gota al
aire durante diez minutos. Pero se puede definir mejor la
forma de protozearios para medirlos, mediante una colora-
eién con azul de loluidina (Fig. 10), que también colora los
niicleos y los kinetoplastes, o con coloracién de Gram. Esta
especialmenle permite diferenciar muy bien los enroscamienlos



Retour au menu

QOléagineux, Vol. 33, n° 5 — Mai 1978

de estos organismos en forma de espiral (Fig. 10¢). Las formas
finas alargadas muestran a menudo dos o tres vueltas de
espira alrededor de su eje longitudinal. Se probé otras colo-
raciones (con lugol, con hematoxilina férrica, con el método de
Bailanger), pero los resultados no fuerom tan satisfactorios.

En tales frotis las formas més numerosas son alargadas y
finas (representan poco més o menos 85 9 del tolal). Medidas
realizadas en 117 de estas formas en muestras de Colombia, ¥y
en 70 de las mismas en muesiras de Surinam, indican que la
longitud promedia del cuerpo es de 10 a 12 g por los proto-
zoarios de Surinam, ¥ de 12 a 20 p. por los de Colombia (Fig. 11).
Medidas complementarias en diversos muestreos permiti-
ran decir en lo sucesivo si esta diferencia es significativa.
Se encuentra estas formas en todos los tipos de érganos exa-
minades : raices, zona del meristema, base de la flecha, peciclo
de inflorescencias. Pero hay también, especialmente en las
raices, formas redondas u ovoides de 2 a 3 micrones de diametro
con niicleo y kinetoplasto {Fig. 10¢, d, g, 1}, sin flagelo o con él,
a veces con dos, Por ultimo, hay una serie de formas inter-
mediarias entre estos dos tipos ; consisten en formas achapar-
radas con flagelo, de 3 a 10 micrones de largo y 2 a 0,5 micrones
de ancho,

La existencia en una misma palma de formas redondas sin
flagelo (formas Leishmania) y de formas largas con flagelo
(forma Leptomonas), da a pensar que existe un cicle completo
de estos protozoarios en la palma.

b) Examen de una gota de zumo.

El examen directo de una gota de zumo de palma enferma
obtenida estrujando una rafz, muestra con aumento 400 en
contraste de fase, o en la luz directa coloreando levemente con
lugol y utikizando el proyector, formas largas mdéviles, La movi-
lidad se debe al flagelo que es animado por un movimiento de
vaivén de una parte ¥ otra del eje longitudinal del organismao.
Las formas redondas sin flagelo parecen inmdviles. Los fla-
gelos de las rafces siempre son mdviles después de 4 o 5 dias de
viaje en avién (con motivo del transporte de Colombia a
Francia), o después de 8 dias en la nevera.

¢) Bxamen de cortes frescos.

La inmersién de cortes hechos a mano alzada al nivel del
floema en el cilindra central de las raices, muestra que hay pro-
tozoarios flagelados en los tubos cribosos. Giertos tubos cri-
bhosos estan completamente llenos de formas redondas de 2 a
3 micrones que parecen englobados en una substancia wis-
cosa. A veces en una misma célula se gbservan formas alar-
gadas y algunas formas achaparradas o redondas.

CONCLUSION-DISCUSION

Los protozoarios flagelados nunea dieron lugar a unanueva
disciplina en fitopateologia, ¥ sin embargo hace mucho tiempo
que se sabe que son parasitos de ciertas plantas de latex [Lafont,
1908]. Se multiplican en los tubos laticiferos de dichas plantas,
y parece que en ciertos casos (en los euforbios), producen un
marchitamiento caracteristico de la planta [Lafont, 1909,
1210; Franca, 1911, 1914].

Durante este estudio sobre la Marchitez de la palma de
aceite en Suramériea (Colombia, Ecuador, Pertt) ¥ sobre un
marchitamiento de la palma de aceite no idéntico sino por lo
menos muy parecide a la Marchitez en Surinam, logramos
demostrar la asociacién especifica de protozoarios flagelados
con este marchilamiento brusce. En cambio no se erconird
ningtin organismo de este lipo en palmas que padecian ofras
enfermedades, o en palmas sanas.
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Por su morfologia, su dimensién {Franca, 1920], su ulira-
estructura [Paulin y Mc Ghee, 1971], se parecen a los proto-
zoarios flagelados de las plantas de latex. Se puede clasifl-
carlos dentro de la superclase Mastigophere, dentro del orden
Kinelaplastida y dentro de la familia de Trypenosomatidae.
Hasta 'que sea disponible el complemento de estudios se puede
colocarlos dentro del génere Phyiemonas creado por Donovan
en 1909 para los organismos descubiertos por Lafont. Ahora
bien no hay que olvidar gue se diferencian del phytomonas de
los euforbios en un aspecto esencial, que es el de la ubicacién
en la planta, o sea en el tubo laticifero de las plantas de latex,
v en el floema de las palmas. Ahora sélo se conoce otros dos
casos de enfermedades asociadas con este tipo de organismos
inlrafloémicos, ambos ubicados en ¢l MNorte de Suramérica
{Fig. 1). Se trata de la necrosis del floema del cafeto estudiada
por Stahel [1931, 1932, 1933] ¥ luego por Vermeulen [1963], ¥
del Hartrot del cocotero [Parthasaraty g al., 1976) (*).

Los trabajos sobre la enfermedad del cafeto nunca permi-
tieron demosirar el caridcter patégeno de los phylomonas,
porque no se pudo obtener ningin cultivo. En el caso de los
Euforbios los ensayos de cultivos quedaron dudosos durante
mucho tiempo, pero Mc Ghee y Postell [1977] acaban de
acertar a cultivar Phylomenas davidi, lo cual seguramente
dara lugar a otros éxitos.

Conviene pensar que el problema serd mas dificil en el caso
de los organismes que viven a nivel del floema, en la medida
en que este medio tiene componentes quimicas y fisicas muy
especiales. Sin embargo, con motive de nuestros primeros
intentos logramos mantener estos protozoarios bastante
facilmente en condiciones de supervivencia y en diversos
medios : leche de nuez de coco 51n madurar (1.a 90 mn), leche
de coco a la que se agragd suere de potro desactivade (vfv),
leche de coco a la que se agregd medio de cultivo de spiro-
plasma citri [Saglio y al., 1971] (1 a 8 horas), ¢ en medio difa-
sico constituido por agar-agar o sangre de carnero ¥ leche de
coco (1 a 12 h). O sea que considerando el estado actual de
nuestros estuclios es imposible afirmar que estos Trypa-
nosomatidae constiluyen ¢l agente causal de la enfermedad.
Pero considerando lo numerosos que son en palmas cuyos pri-
meros sintomas empiezan a manifestarse, ademas de la pre-
sencia de necrosis a nivel de hacecillos liberolefiosos y de la
asociacién especifica de lales organismos con los sintomas de la
Marchitez, conviene pensar que este marchitamiento se ori-
gina de ellos. Ademas la presencia de protozoarios flagelados en
microscopia éptica en un frotis en una ldmina, sacado de raices
de palma, constituye un excelente método de diagndstico
facil de realizar. Experiencias iniciadas en Perti con trata-
mientos de quimioterapia, y en Colombia con la investiga-
cidn del vector, seguramente traerdn informaciones esenciales
en este estudio que probablemente dara el paso a un nuevo
campo en fltopatologia.
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