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Ber. Schweiz. Bot. Ges. 89 (1/2), 105 -113 (1979)

Observations sur la culture de
Spongospora subterranea (Plasmodiophoromycetes)
en milieu gelose

par Georg Diriwächter, Gerhard Herter et Daniel Gindrat

Station federale de recherches agronomiques de Changins,
CH-1260 Nyon

Manuscrit regu le 14 decembre 1978

La gale poudreuse de la pomme de terre, provoquee par Spongospora subterranea
(Wallr.) Lagerh., presente une certaine importance en Suisse. La production de plants
indigenes de qualite peut ainsi devenir difficile lors de saisons ä climat favorable ä la
maladie. L'elimination de l'agent pathogene des plants destines ä la multiplication
permettrait d'eviter la contamination des sols non encore infestes par ce parasite.

La disinfection des plants par diverses substances fongicides telles que le formol
ou le mercure (Karling, 1968) se heurte ä la difficulty de 1'evaluation de l'efficacite
de ces traitements contre l'agent pathogene. Ce dernier n'a jamais ete isoli ni cultive
de maniere reellement satisfaisante au laboratoire et a ete considere jusqu'ä present
comme un parasite obligatoire (Jones, 1978). II n'y a done pas de methode rapide
et directe permettant d'etablir avec certitude si le champignon est vivant ou non dans
les pustules de gale, et si un traitement fongicide des plants a ete vraiment efficace.

La methode indirecte consistant ä inoculer un sol, prealablement desinfecte, avec
des tubercules malades, puis ä pieger le parasite sur les racines de plantes sensibles,
tomate ou pomme de terre par exemple (Janke, 1965), presente des inconvenients
importants. L'experimentation dure plusieurs semaines, voire des mois. Elle necessite
une place assez grande, surtout si un grand nombre d'echantillons doit etre examine.
Finalement, si eile permet de determiner l'aptitude de Spongospora ä infecter les

plantes-pieges puis ä y provoquer des lesions visibles, eile n'indique pas, en revanche,
si le champignon est vivant mais inapte ä se comporter en parasite detectable dans
les conditions experimentales.

Les donnees de Kunkel (1915) et de Piard-Douchez (1949) sur la germination
in vitro des sporocystes de S. subterranea nous ont incites ä examiner la possibility
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de cultiver ce micro-organisme au laboratoire et, par lä, de mettre au point une
methode rapide, directe et simple de determination de sa viabilite. Nous presentons
ici les resultats de nos premieres experiences sur l'isolement et la culture de S. sub-
terranea hors de la plante-höte.

Materiel et methodes

Materiel vegetal infecte

Cinq lots de tubercules de la variete Bintje, atteints de gale poudreuse, ont ete utilises
(Tableau I). Ce materiel est conserve ä 8°C jusqu'a l'utilisation.

Tableau I:

Provenance des tubercules de pomme de terre infectes naturellement par Spongospora subterranea.

Lot Provenance

F 75 Champ d'essai de la Station federale de recherches agronomiques de Changins
a La Fretaz sur Yverdon (VD), recolte du 17.8.1975.

F 76 Idem. Recolte en 10.1976.

E 75 Champ d'essai de la Station federale de recherches agronomiques de Zürich-Reckenholz
ä Emmenmatt (BE), recolte du 17.8.1975.

E 76 Idem. Recolte en 10.1976.

VT Champ d'essai de la Station federale de recherches agronomiques de Changins
au Val de Travers (NE), recolte en 10.1976.

Deux lots de plantes de pommes de terre presentant des symptömes de fletrissement et de
Chlorose du feuillage, ainsi que des lesions brunätres sur les racines, ont ete egalement examines.
Des plantes de la variete Ostara ont ete prelevees pres d'Avully (GE) le 11.7.1977. Des plantes
des varietes Bintje et Urgenta ont ete cueillies ä Nyon (VD) le 10.7.1978. Dans ce second cas,
des pustules de gale poudreuse ont ete observees sur les jeunes tubercules (Fig. 5).

Mise en culture ä partir des pustules de gale sur tubercules.

Quelques jours avant la mise en culture, les tubercules sont laves soigneusement sous l'eau
courante et frottes a l'aide d'une brosse tendre. Iis sont ensuite seches a l'air du laboratoire
pendant 24 h. Les pustules de gale poudreuse sont alors raclees avec une lame de rasoir.
Le materiel ainsi obtenu est moulu au mortier et les particules de diametre superieur ä 0,5 mm
eliminees par tamisage. Cette poudre de sporocystes, qui renferme des debris de l'epiderme
de l'hote, est conservee 5 jours au laboratoire. Dans certaines experiences, cette incubation est
realisee a 5, 20 et 31°C.

L'ensemencement est pratique en deposant une tres petite quantite de poudre de sporocystes
au centre d'une boite de Petri contenant 20—25 ml du milieu gelose adequat. Cet inoculum
contient environ 40 balles, soit approximativement 8000 sporocystes. Les cultures sont laissees
au laboratoire (18—25°C).
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Mise en culture ä partir de lesions sur racines.

Les racines sont soigneusement lavees sous l'eau courante, puis essorees dans un tissu propre.
Des fragments de 3—5 cm sont places 30 a 60 secondes dans NaCIO (0,5 ou 1%). Apres egouttage
sur un papier buvard sterile, les racines sont decoupees aseptiquement en tres petits fragments
qui sont deposes ä la surface de l'eau gelosee (1,2% d'agar Oxoid No. 3 dans de l'eau demineralisee)
ou d'agar glucose ä la pomme de terre (Bacto-Potato Dextrose Agar, Difco), les cultures sont
alors laissees au laboratoire (18—25°C).

Identification de Spongospora subterranea en culture.

Dix sub-cultures sur eau gelosee en boites de Petri, primitivement obtenues a partir des
pustules de gale poudreuse sur tubercules et constitutes exclusivement d'amibes et de sporocystes
neo-formes, sont melees ä 500 g de terre desinfectee a la vapeur. Des plantules de tomate de la
variete Montfavet 63-5 au stade 2 feuilles sont plantees. Des plantes-temoins sont mises en place
dans une terre identique non inoculee. Apres 50 jours, les racines de toutes les plantes sont
examinees.

Evaluation de la croissance en milieu gelose.

Les boites ensemencees par les sporocystes sont examinees directement sous le microscope
des le 8eme jour d'incubation. Des transferts successifs sur milieux frais sont effectues a l'aide
de cylindres (7 mm de diametre) preleves dans les colonies en developpement. L'estimation
de la croissance est realisee par comptage du nombre d'amibes et de sporocystes neo-formes
autour de l'inoculum.

Les boites ensemencees par les fragments de racines sont examinees regulierement des l'appa-
rition de colonies de micro-organismes. Certaines colonies sont transferees en milieux adequats
pour determination et conservation.

Resultats

Mise en culture et croissance ä partir de pustules de gale poudreuse sur tubercules.

Des le 8eme jour apres l'ensemencement des boites de Petri, des amibes sont
observees autour des inocula des 5 souches de S. subterranea (Fig. 1, 3). Quelques
jours plus tard, Tenkystement des amibes en nouveaux sporocystes commence (Fig. 1,2),
Les sporocystes constituant Tinoculum original sont vides (Fig. 4), ce qui permet de

supposer que les amibes ont ete produites ä partir de ces sporanges de resistance.
La production d'amibes par division et celle de sporocystes se poursuivent jusqu'a
l'envahissement complet de l'agar. Des cultures ägees de 4 semaines contiennent une
grande quantite de sporocystes.

Les plantes de tomates qui se sont developpees en terre infestee par les amibes
et les sporocystes obtenus sur agar presentent des galles typiques contenant les zoo-
sporanges caracteristiques de S. subterranea. Cette donnee, jointe ä l'observation de
la disparition du contenu des sporocystes constituant 1'inoculum initial, permet de
conclure qu'amibes et sporocystes neo-formes sont des structures de S. subterranea.

Des colonies bacteriennes sont observees sur tous les milieux examines. Elles se

developpent avec celles de S. subterranea.
L'evaluation de la croissance de colonies de 5 souches de Spongospora est

presentee dans le Tableau II.
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Tableau II:
Developpement des colonies de 5 souches de Spongospora subterranea sur eau gelosee.

Nombre d'amibes et de sporocystes presents autour des inocula ä differents moments
apres l'ensemencement *)

lere culture lere sub-culture 2e sub-culture
Souche 8 j 13 j 21 j 49 j 8j 30 j 8j

F 75 5-20 21-100 21-100 21-100 101-1000 101-1000 5-20
F 76 5-20 21-100 21-100 101-1000 21-100 21-100 21-100
E 75 5-20 101-1000 101-1000 > 1000 21-100 101-1000 21-100
E 76 21-100 21-100 21-100 101-1000 5-20 21-100 21-100
VT 5-20 5-20 5-20 21-100 101-1000 101-1000 21-100

*) Comptages extremes sur 4 cultures par souche ä chaque jour d'observation.
Ensemencements:
lere culture le 21.10.1976, lere sub-culture le 9.11.1976, 2eme sub-culture le 1.12.1976.

Une excellente croissance des colonies a ete observee tant sur eau gelosee que sur
les milieux nutritifs suivants: Standard II-Nähragar (Merck); Nutrient Agar, Lima
Bean Agar, Potato Dextrose Agar, Corn Meal Agar (Difco). Le developpement des

bacteries est plus faible sur l'eau gelosee que sur les milieux nutritifs. L'addition de

streptomycine, d'oxytetracycline ou de Chlortetracycline aux milieux reduit la
contamination bacterienne, mais la multiplication des amibes est fortement inhibee.

Des sporocystes incubes 5 jours ä 3 1°C avant l'ensemencement liberent les
amibes plus rapidement (7 j) que des sporocystes laisses ä 20 ou 5°C pendant 10 j.

Les sporocystes formes en culture produisent des amibes lorsqu'ils sont transferees
en milieu frais. Iis conservent leur pouvoir germinatif pendant plusieurs mois lorsqu'
ils sont conserves au laboratoire ou au refrigerateur (4—8°C). lis sont done equivalents
en ce sens, aux sporocystes representant la phase ultime, pulverulente, de la gale
poudreuse des tubercules de pommes de terre. Nous n'avons pas observe la germination

Planche I:

Fig. 1—4: Photomicrographies de Spongospora subterranea en culture sur eau gelosee.
Le trait horizontal represente 10 ju.

Fig. l: Aspect d'une colonie de 7 jours. Les amibes sont bien visibles a gauche et a droite
de la masse centrale constitute par l'agglutination des amibes et par des sporocystes.
Quelques-uns de ces derniers sont signales par les fleches.

Fig. 2: Sporocystes obtenus en culture.

Fig. 3: Amibe obtenue en culture. Quelques pseudopodes sont signales par les fleches.

Fig. 4: Sporocystes preleves sur tubercule de pomme de terre et places 2 jours sur eau gelosee
Le contenu a disparu et seules les parois cellulaires subsistent.

Fig. 5: Plante de pomme de terre attaquee par S. subterranea (Nyon, juillet 1978). En plus
des symptomes typiques de gale poudreuse sur le nouveau tubercule, il faut relever les
lesions graves des racines d'ou le champignon a ete isole en masse. La plante, ägee de
plus de 3 mois, est fortement rabougrie.
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des sporocystes, ni la division des amibes en l'absence de bacteries. Aucune autre
structure (zoospore ou plasmode) n'a encore ete observee dans nos cultures sur agar.
Les cultures mixtes de S.subterranea et de bacteries sont maintenues en activite sans
difficultes par transferts successifs en milieu frais (eau gelosee, par exemple) comme
toute autre culture de champignon au laboratoire.

Mise en culture et croissance ä partir de lesions sur racines.

Diverses colonies bacteriennes et fongiques sont observees des le 3eme jour.
Quelques champignons pouvant etre consideres comme agents pathogenes eventuels
sont identifies sur la variete Ostara: Colletotrichum coccodes (Wallr.) Hughes,
Macrophomina phaseoli (Maubl.) Ashby, Fusarium culmorum (W.G. Smith) Sacc.
et Pythium sp. Nous observons, en outre, de larges colonies translucides, incolores,
ressemblant ä des colonies bacteriennes. Examinees au microscope, elles se revelent
etre des colonies amibiennes parsemees de structures semblables aux sporocystes
de S.subterranea. Transferrees en milieu frais, ces colonies presentent des caracteres
culturaux identiques ä ceux de S.subterranea. Nous considerons alors qu'il s'agit
de ce micro-organisme.

Une grande abondance de colonies semblables sont egalement obtenues des
Varietes Bintje et Urgenta, sur les racines desquelles aucun autre agent phytopatho-
gene connu n'est detecte.

Dans les deux cas, les colonies de Spongospora ne se developpent qu'en presence
de bacteries.

Discussion

Nous avons montre que les sporanges de resistance, ou sporocystes, de Spongospora
subterranea preleves dans les pustules pulverulentes sur tubercules et places ä la surface
d un milieu gelose tres simple liberent des amibes. Celle-ci se multiplient alors par
division, puis s'enkystent pour former de nouveaux sporocystes. Nous confirmons
et completons ainsi les anciennes observations de Kunkel (1915) et Celles, plus
recentes, de Piard-Douchez (1949). Ces deux auteurs ont souligne l'irregularite dans
le taux de germination des sporocystes sur agar. Nos resultats montrent, en revanche,
que meme si certains sporocystes ne germent pas, chaque inoculum constitue de
quelques milliers d'entre eux donne naissance ä une colonie amibienne. Cinq lots de
tubercules infectes naturellement ont fourni chacun un clone de S.subterranea sans
aucune difficulte. Apres plus d'une annee de conservation ä 8°C, les tubercules
recoltes en 1975 ont fourni des colonies du parasite.

Bien que ni les structures flagellees, ni les plasmodes de S. subterranea n'aient ete
encore observes dans nos cultures, le micro-cycle „sporange-amibe-sporange-amibe"
obtenu in vitro fournit l'evidence que cette Plasmodiophorale n'est plus ä considerer
comme un parasite obligatoire. D'autre part, sa mise en culture aisee ä partir des
racines de pommes de terre est, ä notre connaissance, la premiere mention de
l'isolement direct sur milieu nutritif d'une Plasmodiophorale ä partir de la racine
de la plante-höte.
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Les resultats presentes dans ce travail ouvrent la voie ä plusieurs champs de recherche,
tant sur le plan fondamental que sur celui de l'application pratique.

L'etude du cycle de developpement de S.subterranea et d'autres Plasmodiophorales,
encore incompletement connu, sera peut-etre plus aisee in vitro que sur les plantes-
hötes. Les zoospores et les plasmodes de ces micro-organismes pourraient etre obtenus

sur agar. Bien que nous ayons souvent observe des agglutinations d'amibes (Fig. 1),

nous n'avons pas pu mettre en evidence la presence de plasmodes. Les amibes agglu-

tinees ont, jusqu'ä present, fourni des nouveaux sporocystes.
Le röle des bacteries dans la nutrition des Myxomycetes, classe ä laquelle von Arx

(1967) rattache les Plasmodiophorales, est bien connu. Des cultures axeniques de

Physarum polycephalum ont ete realisees en substituant aux bacteries certaines
substances telles que l'hematine (Ross, 1964). II devrait etre possible d'obtenir ainsi des

cultures pures de S.subterranea et d'autres Plasmodiophorales.
L'obtention massive de Spongospora ä partir des racines lesees des plantes de

pommes de terre des varietes Bintje et Urgenta presentant des symptömes severes de

rabougrissement et de Chlorose du feuillage associes ä une forte pourriture de l'appareil
souterrain (Fig. 5), et l'absence de tout autre agent pathogene decelable, suggerent

que ce parasite pourrait intervenir dans une maladie de pourriture des racines de la

pomme de terre. Sa croissance sur des milieux d'isolement geloses a pu passer inaperpue
jusqu'ä ce jour, en raison de l'aspect „bacterien" des colonies examinees ä l'oeil nu.
II est probable que ces colonies sont le plus souvent negligees par les phytopatholo-
gistes recherchant des colonies fongiques myceliennes. Cela est egalement vraisem-
blable pour d'autres Plasmodiophorales.

Sur le plan pratique, finalement, nous montrons qu'il est possible de mettre au

point une methode simple et rapide pour l'examen de la viabilite du champignon au

niveau des pustules de gale poudreuse sur les tubercules. La recherche d'un moyen
de disinfection des plants assurant une efficacite complete serait alors grandement
facilitee.

Resume

Les Plasmodiophorales ont ete considerees jusqu'ä present comme des parasites

obligatoires des Spermaphytes, des Pteridophytes, des Algues et des Champignons.
Les spores de resistance (sporocystes) de Spongospora subterranea (Wallr.)

Lagerh., l'agent de la gale poudreuse de la pomme de terre, germent sans difficulte
sur des milieux geloses simples. Les amibes ainsi formees constituent des colonies
melees ä des bacteries. Elles s'enkystent, apres quelques jours, sous la forme de

sporocystes qui, transferees en milieu frais, liberent ä leur tour des amibes. Ces

cultures peuvent etre maintenues indefiniment par transferts successifs en milieu
gelose.

Les cultures du champignon, ses amibes et sporocystes sont decrits et illustres.

L'importance de la germination des sporocystes in vitro pour revaluation de produits
de desinfection des plants, destines ä l'elimination du parasite, est soulignee.
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Zusammenfassung

Beobachtungen an Kulturen von Spongospora subterranea (Plasmodiophoromycetesj
aufAgarsubStraten.

Die Plasmodiophorales gelten bis heute als obligate Parasiten von Blütenpflanzen,
Farnen, Algen und Pilzen.

Dauersporen von Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerh., dem Erreger des
Pulverschorfes auf Kartoffel keimen auf einfachen Agarmedien aus. Die
ausschlüpfenden Amöben bilden Mischkulturen mit Bakterien. Sie bewegen sich einige
Tage auf dem Agar und bilden dann Zysten, die nach Überimpfung auf frisches
Medium wieder mit Amöben auskeimen. Durch periodisches Übertragen lässt sich
der Pilz während einer unbegrenzten Zeit in Kultur halten.

Kulturen des Pilzes sowie Amöben und Zysten werden beschrieben und abgebildet.
Die Bedeutung der Keimung für den Test von Kartoffel-Knollenbeizmitteln zur
Bekämpfung des Parasiten wird diskutiert.

Summary

Observations on cultures of Spongospora subterranea (Plasmodiophoromycetes)
on agar substrates.

Previous workers have considered the Plasmodiophorales to be obligate parasites
of higher plants, ferns, algae and fungi. However, resting spores (sporocysts) of
Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerh., the causal agent of powdery scab of potato,
germinated readily on simple agar media. They produced amoebae which formed
colonies, mixed with colonies of bacteria. After a few days, some amoebae encysted
to form new sporocysts, which in turn produced amoebae when transferred onto
fresh medium. These cultures were kept going indefinitely on agar medium by serial
subculture. Colonies, sporocysts, and amoebae of S. subterranea are described and
illustrated. The importance of these findings for the evaluation of chemicals to
control the pathogen on seed-potato tubers is emphasized.

Nous remercions la Federation Suisse des Selectionneurs de son appui financier, le Prof.
H. Kern, le Dr. J. Munster et le Dr. B.D. Harrison de leurs suggestions au sujet du travail ou du
manuscrit, et le Dr. R. Pezet de son aide dans les travaux photographiques.
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