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1· LES MYCORHIZES: TYPES, ORIGll\TE ET ROLES 

1.1 Les types 

Le terme mycorhize a été proposé pour la première fois par Franck 

en 1885 pour décrire une association symbiotique qui s'établit entre 

les racines des plantes terrestres et des champignons du sol dits 

mycorhizogènes. Cette symbiose concerne environ 95% des familles 

végétales. Il existe trois types de mycorhizes: les ectomycorhizes, les 

endomycorhlzes et les ectendomycorhizes. 

Les endomycorhizes constituent la symbiose la plus répandue 

concerne environ 80% des espèces de plantes terrestres eN ewman et 

Reddell, 1987). Les structures de l'endomycorhize s'établissent après 

pénétration du champignon dans les cellules du cortex des racines. Il 

existe trois types d'endomycorhizes: 

*Les endOInycorhizes à arbuscules et vésicules qui colonisent d'une 

manière non spécifique la majorité des Angiospermes, une partie des 

Gymnospermes et les Ptéridophytes et tirent cette appellation d'une 

part, des structures formées par les hyphes dans le cortex 

(arbuscules) et d'autre part des vésicules qui constituent des 

"organes" de stockage. L'appellation récente utilise seulement 

l'adjectif "arbuscules" car des genres comme Scutellospora et 

Gigaspora ne développent pas de vésicules dans les racines CWalker, 

1995). 

*Les endomycorhizes formées par des Orchidées et dont les 

champignons appartiennent à la classe des Basidiomycètes. *Les 

endomycorhizes typiques des Ericacées et dont les champignons 

spécifiques appartiennent à la classe des Ascomycètes. Ces deux 



derniers types d'endomycorhizes forment des pelotes de mycélium à 

l'intérieur des cellules végétales. 

Les endomycorhizes arbusculaires ont fait l'objet de notre recherche 

du fait de leur importance dans la biologie des plantes, et donc 

comme facteur de productivité .. 

1.2- L'Origine 

Depuis très longtemps ta question a été posée de savoir si la plupart 

des plantes terrestres ont développé dès leur apparition l'aptitude à la 

symbiose avec un champignon, ou si la symbiose plante/champignon 

est apparue plus tard. Autrement dit, les plantes terrestres ont-elles 

développé en co-évolution avec certains champignons l'aptitude à la 

symbiose? 

Dès 1900, Stahl émit une hypothèse sur l'existence de plantes 

mycotrophes et non myc\Jtrophes. Gerdemann (1968), Trappe (1987) et 

Rémy et al. (1994) ont montré que des Ptéridophytes fossiles ont formé 

des associations endomycorhiziennes à arbuscules. Les autres types 

de mycorhizes seraient apparues plus tard chez les' espèces végétales 

concernées (Harley et Smith, 1983). 

1.3 Les rôles 

De nombreux travaux ont montré le rôle important que les 

mycorhizes jouent dans la vie des plantes. effet, elles 

interviennent au niveau de la nutrition minérale (biofertilisants), de 

la morphologie (biorégulateurs) et de la santé (bioprotecteurs) de la 

plante (Harley Smith, 1983). Pour de plus amples informations. 

voir Gianinazzi-Pearson Gianinazzi (1981), Bagyaraj (1984), Smith 

et Gianinazzi-Pearson (1988), Gianinazzi et Schuepp (1994). 



2-LES CHAMPIGNONS ENDOMYCORHIZOGENES A 

ARBUSCULES 

2.1 Cycle biologique 

Au cours de son cycle biologique, la phase racinaire, qm est la 

première étape de vie du champignon endomycorhizogène à 

arbuscules, se fait selon en deux phases (voir page 5): une 

différenciation intraracinaire dù champignon pendant laquelle des 

hyphes coenocytiques développent des arbuscules intracellulaires et 

un développement extraradiculaire d'un réseau de mycélium dans le 

sol. Une interdépendance s'établit alors entre le champignon 

endomycorhizogène et la plante: c'est la phase symbiotique. Par la 

suite, des spores sont produites en dehors ou dans la racine. E:les 

contribuent à la dissémination du champignon et représentent une 

forme de conservation. Ces spores germent en hyphes coenocytiques 

qui, à leur tour, engendrent l'infection racinaire et l'endomycorhize. 

La connalssance du cycle biologique des champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules se limite à ces étapes, car on ne 

peut cultiver ces champignons en l'absence d'une plante-hôte 

(s:(mbiotes obligatoires). Les spores des champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules sont des structures unicellulaires 

et multinucléés, (Walker 1992), C'est la couleur, la taille et la 

structure pariétale de ces spores qui a permis d'établir la 

classification des champignons endomycorhizogènes à arbuscules en 

un groupe homogène, "les G10ma1es". D'une manière générale, les 

champignons appartenant à cet ordre ont des hyphes non septés. 
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Pour permettre des comparaisons, il faut rappeller les principales 

caractéristiques du cycle de reproduction chez les Zygomycètes, 

groupe auquel les champignons endomycorhizogènes sont supposés 

appartenir. Au cours de leur cycle biologique, la r'eproduction des 

Zygomycètes se fait péT voie asexuée ou sexuée, Au cours de la 

reproduction asexuée, qui est la voie la plus répandue chez les 

Zygomycètes, la partie aérienne du sporangiophore, appelée sporange 

libère, par éclatement, des spores uninucléées qui germent en un 

hyphe non septé; celui-ci différenciera à son tour des 

sporangiophores. C'est l'exemple de Rhizopus stolonifer. 

Tl y a deux types de reproduction sexuée, Chez les espèces dites 

homothalliques, un seul mycéli um peut produire des zygospores 

sans partenaire. La zygospore peut soit donner directement un thalle 

ramifié, soit un hyphe directement porteur d'un sporange. 

Chez les espèces hétérothalliques, deux hyphes génétiquement 

différents entrent en contact et les deux cytoplasmes fusionnent. Il va 

ensuite y avoir des mi toses successives et fusion des noyaux par 

paires pour donner unE~ zygospore. La méiose suryient juste après 

formation de la zygospore, suivie bien plus tard de la caryogamie. On 

peut citer l'exemple de l'espèce Rhizopus nigricans. 

Dans ce contexte génér:::l, quelle peut être la place des champignons 

endomycorhizogènes il arbuscules? Ya-t-il effectivement des 

phénomènes de sexualité semblables à ceux observés chez les 

Zygomycètes? Dans le cas des champignons endomycorhizogènes à 

arbuscules, les spores sont maintenant considérées comme des 

chlamydospores, c'est-à-dire des spores unicellulaires asexuées 

CWalker, 1992). Cependant, Tommerup et Sivasithamparam (1990) ont 

interprété leurs observations de fusion entre les hyphes et la 
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formation de spores chez Gigaspora decipiens comme des 
, 

phénomènes de sexualité, avec formation de zygospores. Cependant, 

nous pensons que la nature homothallique ou hétérothallique chez les 

Glomales n'est pas clairement établie. 

2.2- .Mise en évidence d'anastomoses entre hyphes de champignons 

endomycorhizogènes à 2lrbuscules 

Au cours de la viE! du champignon endomycorhizogène à 

arbuscules, la spore asexuée développe un hyphe. Une fois en contact 

avec la racine de la plante, celui-ci donne à la fois des hyphes 

intraracinaires et des h~lphes extraracinaires. Ces hyphes pourraient 

alors développer des comportements parasexuels assez proches de 

ceux observés chez les Zygomycètes (Tommerup et 

. Sivasithamparam,1990) 

En effet, la morpholo e des hyphes intraradiculaires suggère 

l'existence d'anastomoses (Casana et Bonfante-Fasolo, 1982). 

Tommerup (1988) a mis en évidence chez Acaulospora laevis, Glomus 

caledonium et Scutellospora calospora le phénomène d'anastomose à 

l'intérieur d'une même espèce, observé dans tous les cas entre 

hyphes du même isolat et parfois entre hyphes d'isolats différents, ce 

qui suggère que l'homothallie de règle mais que des mécanismes 

d'incompatibilté existent. Des spores isolées du sol à des distances de 

cinq mètres donnent des mycéliums qui anastomosent à 100% alors 

que cela ne se fait qu'à 71% entre spores prélevées à des intervalles de 

150 mètres. Ce qui, selon l'application propos par les auteurs 

témoignerait d'une certaine différence génétique entre différentes 

populations géographiquement éloignées qui réduirait alors la 

fréquence d'anastomose. Mais, ces travaux n'ont reçu aucune 

confirmation d'autres laboratoires. Toutefois, des recherches 
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d'isoenzymes de la malate déshydrogénase, chez des Glomus 

géographiquement éloignés, ont révélé l'existence, selon les 

provenances, d'isoformes différentes de cette enzyme (Rosendahl, 

1989). On pourrait donc penser qu'il existe des variations 

intraspécifiques liées aux provenances et une possibilité d'échanges 

génétiques. 

2.3 La taxonomie des champignons endomycorhizogènes à 

arbuscules 

La taxonomie des champignons endomycorhizogènes à arbuscules 

est principalement basée sur la structure et la morphologie de la 

spore asexuée. Elle a fait des progrès rapides ces dernières années: 

près de 140 espèces sont actuellement décrites. 

Mais du fait qu'ils ont des hyphes non septés, historiquement, ils ont 

été placés parmi les Zygomycètes. Initialement, ils ont été classés 

dans l'ordre des Endogonales qui regroupait la seule famille des 

Endogonacées (Gerdemann et Trappe 1974; Benjamin 1979: Warcup 

et al. 1990). La famille des Endogonacées était alors composée aussi 

bien des genres Endogone et des Sclérogone que des champignons 

endomycorhizogènes (Tableau 1). En 1990, Morton et Benny ont 

proposé la classification actuelle. Cette classification, basée sur la 

morphologie, la couleur, la taille et la structure pariétale de la spore, 

sépare les champignons endomycorhizogènes à arbuscules des 

genres Endogone et des ScLerogone. Les premiers appartiennent 

désormais à l'ordre des Glomales alors que les ScLérogone et les 

Endogone appartiennent à l'ordre des Endogonales. Les Endogonales 

ne constituent alors qu'une seule famille, les Endogonacées, 

comprenant les deux genres Endogone et ScLerogone qui forment les 

ectomycorhizes, alors que l'ordre des Glomales renferme deux sous-



8 

ordres et trois familles dont les Clnq genres forment des 

endomycorhizes arbusculaires (Tableau 2). 

3-LE PARADOXE DE L'EVOLUTION ET nE L'ARCHAISME 

MAINTENU. 

L'évolution peut être comprise comme étant le changement progressif 

des caractéristiques génétiques d'une population; ce changement 

passe par la production d'une diversité génétique. Celle-ci modifie en 

permanence la valeur adaptative de la population. Le réajustement 

entre la production d(~ la .diversité et la valeur adaptative est 

permanent. La diversité apparaît par mutation, recombinaison; les 

formes locales divergent d'autant plus l'une de l'autre que l'échange 

génétique entre elles est réduit ou devient nul. La limite que peut 

atteindre la divergence est fixée par la variation de la valeur 

adaptative que la divergence va entraîner. L'équilibre entre les deux 

forces entretient la population. 

Pour les Glomales, la fonction principale, l'inféodation de ces 

champignons aux plantes terrestres depuis le Dévonien, est restée 

pratiquement invariable. Il a été avancé que ces champignons se sont 

inféodés aux plantes depuis l'apparition des plantes terrestres. En 

effet, des endomycorhizE;s arbusculaires ont été découvertes dans des 

fossiles du Devonien, Ag':aophyton (Rémy et al. 1994) et du Triassique, 

Antarcticycas (Stubblefield et al. 1987). 



Genres: Endogone 
Sclerogone 
Glomus 

Sclerocystis 
Acaulospora 
Entrophospora 
Gigaspora 
Scute/lospora 

Tableau 1: Classification ancienne des champignons 
mycorhizogènes selon Gerdemann et Trappe (1 974) 
Benjamin (1979) et Warcup (1990). 

i::. Dfl les 
:F :ri [j'ifl fi il 1 ~ ~ E I(!l 'Cl @ ~ © n &1 ç ~ ~ ~ 

Genres: Endogone et Sclérogone 

Cd 
Sous-ordre: Glomineae 

Genres: Glomus et Sclerocystis 

f~!nJ1JJ~~2~ r.:@LJ~(C!JSpDlf~(C8es 

Genres: Acau,lospora et Entrophospora 

Sous-ordre: 
!F8lnluuûLe~ 

Gigasporaceae 
(r:;; J. ri:;:' ~:q (\ Ir ':;1 f';;'" ~ <.:; 
\,~ :::;J<:;.1::J y -JU\_;---J'ZJ_0 

Genres: Gigaspora et Scutellospora 

Tableau 2: Classification actuelle séparant les Endogonales 
des Glomales (Morton et Benny, 1990) 
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Si l'inféodation aux racmes est depuis 400 millions d'années la 

condition de survie de ces champignons, on peut concevoir leur 

maintien sous forme archaïque pendant près de 400 millions 

d'années tout en ayant divergé de manière probablement importante 

entre genres, espèces el~ sans doute entre provenances, pour toutes 

séquences génomiques dont le rôle est neutre vis à vis de la fonction 

endosymbiotique. Par comparaison, la quasi-totalité des espèces 

végétales sont apparues après l'ère de développement des 

ptéridophytes. 

Normalement, la spore des Zygomycètes est uninucléée. Or celle des 

champignons endomycorhizogènes à arbuscules contient plusieurs 

milliers de noyaux (Burggraaf et Beringer 1988, Viera et Glenn, 1990, 

Bécard et Pfeffer, 1992). Quelle est donc en réalité la signification 

biologique d'une spore chez les Glomales? Réprésente-t-elle un 

individu ou une population de noyaux équivalant à un hyphe 

multicaryotique? Si des phénomènes de sexualité ou de parasexualité, 

ou même de non sexualité, concourent effectivement à 

l'établissement du mycélium fongique, quel est donc le niveau de 

variation de la population des noyaux dans une spore? Si une 

variation entre noyaux existe, conduisant à considérer l'hyphe 

mycélien et ses spores comme une population de noyaux, est-elle un 

des facteurs de l'adaptativité de ces champignons vis-vis des plantes

hôtes? Quelles sont leE' possibilités qui s'offrent à nous pour une 

analyse génétique fiable des champignons endomycorhizogènes à 

arbuscules? 



Il 

4·LA POSSffiILlTE D'UNE ANALYSE GENETIQUE OFFERTE PAR 

LA BIOLOGIE MOLECULAIRE. 

L'importance des champignons endomycorhizogènes à arbuscules 

pour la santé et la cro::ssance des plantes n'est plus à démontrer 

(Harley et Smith, 1983 ; Gianinazzi et Gianinazzi-Pearson, 1988). 

Mais une utilisation rationnelle de ces champignons pour 

l'agriculture implique un contrôle efficient de l'inoculum fongique. 

Ceci requiert une connaissance approfondie de la génétique 

(transmission et échange génétique) et de la diversité. génétique de ces 

champignons tant au niveau morphologique que moléculaire. 

Toutefois, l'analyse génétique de ces champignons est difficile, de par 

l'impossibilité à cultiver ces organismes en culture pure. D'autre 

part, il n'existe jusqu'à maintenant aucune preuve formelle 

(génétique) de sexualité ou de parasexualité malgré les résultats 

rapportés par Tommerup (1988). De plus des marqueurs 

discriminants d'espèces ou d'isolats de champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules permettraient de les identifier à 

n'importe quel stade de leur développement, par exemple au cours de 

la phase symbiotique pendant laquelle il est particulièment difficile de 

distinguer différentes espèces. 

La morphologie et la structure pariétale de la spore qui sont à la base 

de la classification et l'id entification de ces champignons peuvent être 

fortement influencés par les conditions environnementales, ce qui 

peut introduire des variations apparentes dans les populations 

naturelles (Morton et Bentivenga, 1994). 

Le développement actuel des techniques de biologie moléculaire 

devrait permettre de développer des outils efficaces de détection et 

d'identification des champignons endomycorhizogènes à arbuscules. 
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L'utilisation de la technique PCR offre cette possibilité. Les amorces 

généralement utilisées sont homologues à des régions conservées 

dans les génomes telles que les régions rD NA qui sont organisées en 

régions conservées (l8S, 5,8S et 28S) et en régions variables appelées 

ITS (InternaI Transcribed Spacer) et IGS CIntergenic Spacer). Les 

amorces issues de ces régions sont généralement appelées amorces 

universelles parce qu'elles peuvent amplifier des fragments d'ADN 

chez des organismes éloignés, étant donné que ces régions 

correspondent aux AR~ des ribosomes qui jouent un rôle très 

important au cours de la traduction. Or, il faut signaler que les 

spores des champignons endomycorhizogènes à arbuscules produites 

dans du sol en pots de culture peuvent être contaminées par d'autres 

microorganismes et en particulier des bactéries. L'ADN de la plante

hôte peut être aussi amplifié par de telles amorces. Il se pose donc un 

problème quand à l'utilisation d'amorces universelles pour 

l'identification spécifique de champignons endomycorhizogènes à 

arbuscules. Cependant, cette difficulté peut être contournée par 

l'utilisation de culture stérile d'endomycorhizes arbusculaires. En 

effet, en utilisant des cultures in vitro de racines transformées et 

endomycorhizées (Bécard et Fortin, 1988), il a été possible à Simon et 

al. (l992) d'obtenir des spores pour amplifier à partir de leur ADN, 

sans risque de contamination, une portion de la petite sous-unité 18S. 

Cela leur a permis de générer pour la première fois des amorces 

spécifiques de champignons endomycorhizogènes à arbuscules. 

En 1993, l'étude moléc'11aire des champignons endomycorhizogènes 

à arbuscules a connu un certain développement. Ces mêmes auteurs 

ont développé des amorces spécifiques de quelques espèces fongiques. 

Un alignement de séquences de la petite sous-unité 18S de différents 
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champignons endomycorhizogènes à arbuscules allait ainsi leur 

permettre d'établir une phylogénie pour ces micro-organismes 

(Simon et al., 1993). 

Des données bibliographiques nous permettent de penser à la 

possi bili té d'autres voies d' analys e des champignons 

endomycorhizogènes à c:trbuscules. En effet, le contenu en ADN par 

noyau chez Glomus. uersiforme est de 0,25pg et de 0,77pg chez 

Gigaspora margarita (Bianciotto et Bonfante, 1992). Entre ces deux 

espèces de champignons appartenant au même ordre, il existe donc 

une forte variation en contenu d'ADN par noyau. Aussi faut-il 

signaler que ces contenus sont du même ordre que chez Absidia 

glauca et supérieur à celui de Phycomyces blakeleanus, deux 

Zygomycètes dont ·les contenus génomiques en ADN sont 

respectivement 0,39 pg et 0,0304 pg. Chez A. glauca, dont le contenu 

génomique est relativement élevé, 25% du génome sont constitués de 

séquences redondantes (Wèistemeyer et Burmester, 1986). Ceci permet 

de penser que les champignons endomycorhizogènes à arbuscules 

pourraient avoir un génome en partie redondant, comme comme la 

plupart des eucaryotes supérieurs (Tansldey et Eran, 1988). A partir 

de ces considérations, nous avons pensé qu'une analyse génétique 

pourrait se faire par une étude approfondie du génome fongique en 

déterminant le niveau de redondance, et cela par la recherche de 

séquences d'ADN répétées. La mise en évidence de telles séquences 

d'ADN permettrait d'avoir non seulement des informations sur 

l'organisation du génome des champignons endomycorhizogènes à 

arbuscules, mais ouvri rait aussi une voie d'approche moléculaire 

pour la détection et l'identification des champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules in planta. 



INTRODUCTION GENERALE 



1 5 

1- LES APPROCHES MOLECULAIRES POSSlliLES 

La détection et l'identitlcation de microorganismes ont connu un 

grand bond en avant depuis l'avènement de la biologie moléculaire. 

Par exemple, l'utilisation de la technique d'analyse de la diversité 

par le Polymorphisme de Longueur de Fragments de Rectriction 

(P.L.F.R. ou R.F.L.P.) mise au point sur les plantes par Helentjaris 

et al. (1985) a permis de déceler un polymorphisme génomique et 

génétique entre différents champignons CCastle et al., 1987; Johnson 

et Lewis, 1990). Initialement, les sondes moléculaires utilisées dans 

cette technique sont issues d'une banque d'ADN génomique ou 

mitochondriale (Castle et al. 1987; Henson, 1989; Forster et Coffey, 

1992) et particulièment chez un champignon ectomycorhizien 

(Marmeisse et al., 1992) 

Un nouveau progrès va s'accomplir avec l'invention de la réaction 

en chaine de polymérisation en chaine (PCR) d'une molécule d'ADN 

in vitro (8aiki et al., 198.3; :vIuUis et al. 1986). Les études de diversité 

génétique et d'identification de différents microorganismes en RFLP 

peuvent alors se faire en utilisant des sondes produites par 

amplification par PCR comme c'est le cas pour les champignons 

ectomycorhiziens (Gardes, et al. 1990) et pour l'ascomycète G. 

graminis (Ward et Gray, 1992). 

La PCR va faire un couplage avec la R.F.L.P., qui, cette fois-ci va 

s'appeler PCR-RFLP. On peut ici éviter les étapes lourdes de 

digestion d'ADN, de transfert et d'hybridation que comporte la 

R.F.L.P. classique. On va simplement analyser le produit 

d'amplification obtenu à partir de l'ADN extrait. Une diversité peut 
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être perçue directement sur produit PCR par la taille des fragments 

obtenus. Une telle approche, a été déjà utilisé chez des champignons 

ectomycorhizogènes (Gaj~des et al. 1991; Henrion et a!., 1992). Mieux 

encore, une électrophorèse en gel d'agarose ou de polyacrylamide de 

produits d'amplification digérés par des enzymes de restriction peut 

montrer directement un polymorphisme. Cela a permis à plusieurs 

auteurs de typer (Henri on et al. 1994), détecter ou d'identifier des 

microorganismes tels que les champignons ectomycorhiziens 

(Gardes et al. 1991, Gardes et Bruns, 1993) ou des champignons 

endomycorhizogènes (Simon et al. 1992, Simon et al. 1993). 

L'utilisation de ]a technique PCR permet ainsi de faire un grand 

progrès en diagnostic moléculaire. 

En utilisant des oligonucléotides aléatoires de 9 à 1:3-mères, il est 

possible d'amplifier au hasard plusieurs fragments d'un ADN 

génomique (Williams et al., 1990). Cette technique appelée RAPD 

permet d'analyser directement sur gel, les fragments amplifiés, ce 

qui permet d'apprécier des différences de profils entre des 

organismes. Cette technique a permis à Wyss et Bonfante (993) 

d'aborder la diversité génétique entre différents Glomus, ce qui a 

permis à Lanfranco et al. (19~5) de définir des amorces spécifiques 

de Glomus. 

2-RAISONS DU CHOIX D!lJ:l\TE APPROCHE 

Dans le cas des champignons endomycorhizogènes à arbuscules, la 

technique RFLP est difficilement applicable, (que la sonde soit un 

clone génomique, du cDNA ou un produit PCR) car la source d'ADN 

fongique (spores) ne permet pas d'obtenir des quantités suffisantes 

d'ADN. La technique PCR-RFLP (RFLP sur produit PCR) est 
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envisageable, mais elle nécessite un très grand nombre d'analyses 

avec souvent un nombre important d'enzymes de restriction. 

technique RAPD ne peut être adaptée à une détection directe du 

symbionte fongique dan::, la plante infectée car des profils difIërents 

ne sont pas additifs. Tous ces obstacles nous ont condUits à la 

recherche d'une autre voie d'approche. 

L'objectif de notre' tràvail a été d'isoler des séquences répétées à 

partir du génome d'un champignon endomycorhizogène à 

arbuscules. Cela devait nous permettre de connaitre sa structure 

génomique. Les séquenc(~s répétées une fois obtenues, devaient nous 

permettre de développE~r d'une part, une approche moléculaire de 

détection du partenaire fongique dans une racine infectée et d'autre 

part, d'étudier la variabilité génétique des champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules. 

Pour cela, nous avons établi une banque de l'ADN génomique d'un 

champignon endomycorhizogène à arbusculès Scutellospora 

castanea isolé pour la première fois en France (Walker et al., 1994) 

et qui nous a servi de matériel de base. A partir de cette banque, 

nous avons recherché des séquences d'ADN répétées. Par la suite, 

des séquences spécifiques ou non de S. castanea ont été recherchées 

afin de développer def) outils de détection du champignon S. 

castanea in planta. 

Quelles sont les différentes méthodes qui permettent d'isoler des 

séquences répétées et qu'est-ce qui a justifié notre choix? 
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3- MErHODES D1SOLIDdENT DE SEQIJENCES REPETEES 

3.I-Utilisation de l'électrophorèse 

L'électrophorèse d'un ADN génomique digéré par une enzyme de 

restriction donne une traînée qui correspond à une distribution 

"Gaussienne" des fragments libérés. Mais des bandes majeures 

peuvent être observées; elles correspondent à des fragments d'ADN 

répétés. Ces bandes peuvent être excisées du gel et clonées après 

purification. Mao et al. (1994) ont ainsi isolé un fragment d'ADN 

répété d'un motif de 630 pb chez le seigle. Cette technique a permis à 

Goodier et Davidson (1994) d'isoler un élément répété détecté chez le 

saumon en utilisant l'enzyme NheI. Deux ADN satellites ont 

isolés chez la betterave par Santoni et Bervillé (1992) en utilisant 

cette technique. 

3.2-Utilisation de la centrifugation 

La technique de centrifugation sur gradient de CsCl permet de 

séparer différentes fractions de l'ADN nucléaire. Lorsqu'aucun pic 

ne peut être détecté, des composés tels que le bisbenzimide qui se fixe 

préférentiellement aux liaisons AT, ou l'actinomycine D qui se fixe 

aux liaisons GC, sont ajoutés afin d'avoir un pic surnuméraire qui 

correspond à l'ADN satellite. L'utilisation du bisbenzimi (Hoechst 

33258) a permis à Wèistemeyer et Burmester (1986) de mettre en 

évidence l'ADN répété chez le champignon Absidia glauca 

(Zygomycète). 
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3.3- Utilisation du clonal?;e génomique 

Le clonage génomique permet d'isoler des séquences d'ADN répétés. 

L'ADN génomique est digéré par une enzyme de restriction. Après 

ligature à un vecteur, une transformation bactérienne est effectuée 

pour avoir des colonieH bactériennes. Une hybridation est alors 

effectuée sur les colonies bactériennes avec l'ADX total marqué. 

Différents types de signaux sont obtenus. Les fragments d'ADN 

répétés sont repérés par une forte intensité du signal d'hybridation 

du fait qu'ils sont représentés en nombre de copies élevé par rapport 

aux gènes uniques, qui ne donnent presque pas de signal. Saul et 

Potrykus (19R4), Hamer et al. (1989) ont utibsé cette technique pour 

mettre en évidence des séquences répétées. 

3.4- Utilisation de la technique PCR 

L'amplification génique en condition limitante de dKTP, permet 

d'amplifier des séquences d'un génome. L'hybridation en Southern 

des produits d'amplification avec l'ADN total marqué permet de 

répérer des séquences d'ADN répétées (Frothingham et al. 1992) 

dans l'amplifiat. Ces séquences pouvant ainsi être isolées et clonées. 

Au cours de notre étude, il n'a pas été possible de répérer des bandes 

majeures après digestion de l'ADN génomique de spores de 

champignon endomycorhizogène. Par ailleurs, les' quantités d'ADN 

n'étaient pas toujours suffisantes pour une centrifugation en 

gradient de CsCl. N OU3 avons par conséquent utilisé le clonage 

génomique et l'hybridation des inserts avec ADN génomique 

marqué pour isoler des ~;équences répétées. 



LES SEQUENCES REPETEES 
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1- LES SEQUENCES REPETEES = ROLES El' CLASSIFICATION 

1.1 Rôles 

Les gènes peuvent être définis par une fonction pour la biosynthèse 

d'un produit, qui est snit le résultat de la transcription et de la 

maturation d'ARNr, d'ARNt et d'ARNn, soit le résultat de la 

transcription, maturation et traduction via l'ARNm, en polypeptides 

et protéines. Chez les eucaryotes, ces gènes fonctionnels sont 

souvent dispersés dans une grande masse de séquences d'ADN non 

définies comme ayant un sens fonctionnel. Ce sont les ADN répétés 

et les pseudogènes. 

La théorie neutraliste o.e l'évolution (Kimura, 1983) considère que 

des séquences doivent ainsi être mises en réserve au cours de la 

diversification, jusqu'à ce qu'elles retrouvent un sens nouveau. Ce 

sens peut concerner la régulation ou le code lui-même. On peut donc 

penser que si les répétitions de séquences ont un rôle diversifiant, 

elles ont aussi un rôle évolutif (Dover G. 1982; Dover G. 1986). Elles 

sont, en tous cas, au moins témoins de la diversification, donc de 

l'effet du temps évolutif. La divergence de séquences empêche les 

hétéroduplex d'être résolus en méiose CRadman, 1991) donc la 

barrière génétique se renforce par divergence. Les caractères 

nouveaux peuvent apparaître dans un phylum à la suite de 

mutations dont la nature moléculaire n'est pas obligatoirement 

importante (Flavell, 1982). Ainsi, une mutation ponctuelle peut avoir 

un effet important sur le phénotype, créer ou non une barrière à la 

fécondation et entraîner par elle-même peu de divergences au 

niveau moléculaire (Flavell, 1982), 



22 

Les génomes procaryote~: sont les plus riches en gènes ayant un sens 

et les plus pauvres en s{!quences répétées Cl % chez Escherichia coli) 

(Biologie Moléculaire du gène, 4ème édition, Watson et al.). 

Les eucaryotes ont une complexité génomique plus élevée, ils 

contiennent donc plus de gènes ou de séquences différentes et de 

plus, le degré de répétition de certaines est très élevé (Flavell, 1982), 

Le degré de conservation des séquences uniques est grand, 

contrairement à celui des séquences répétées (Charleworth et al. 

1994), ce qui est favorable à l'idée que celles-ci sont à la fois témoin et 

cause de la diversité. 

1.2- Classification 

En fonction de leur nombre de copies et de leur organisation dans le 

génome des eucaryotes, il existe deux grandes classes de séquences 

répétées. On distingue les séquences répétées en tandem et répétées 

dispersées. 

1.2.1 Les séquences répétées en tandem 

En fonction de leur taille, il en existe trois t.'r'Pes : 

. l'ADN satellite: hautement répété et organisé en tandem, qui 

constitué de motifs élémentaires dont la taille varie de 5 3. 100bp 

(Lohe et al. 1993) 

. l'ADN minisatellite: modérement répété et organisé en tandem, 

qui constitue des éléments d'une longeur d'environ 15bp pouvant 

s'étaler sur une zone d'environ 0,5 à 30 kb. Leur nombre de copies 

est variable dans une population (Jeffreys et al. 1985). 

- l'ADN microsatellite: modérement répété et organisé en tandem, 

constitue des éléments d'environ 3bp. Leur nombre de tandems 
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(généralement de l'ordre de 100) est variable et leur localisation 

dispersée (Weber et May, 1989). 

1.2.2 les séquences dispersée" 

Modérement répétées, les séquences dispersées sont constituées 

essentiellement parles déments transposables et leurs reliques. On 

peut diviser les éléments transposables en deux groupes 

CCharlesworth et al. 1994, Daboussi et Langin): 

- les rétroéléments qui se transposent par l'intermédiaire du produit 

de la transcription inverse de leur ARN. Ce sont les 

rétrotransposons avec ou sans LTR (long repeat element). Ces gènes 

codent ou non des protéines nécessaires à la transcription inverse. 

On peut citer comme exemples d'éléments LTR, l'élément Ty 

découvert chez Saccharromyces cereuisiae (Cameron et al, 1979) et le 

grh découvert par Dobinson et al. (992) chez le champignon 

phytopathogène lvfagnoporthe grisea. Comme séquences sans LTR, 

on peut citer les séquences LINEs (Long Interspersed Elements) et 

SINEs (Short Interspersed Elements) chez les mammifères, les 

SINEs ne codant pas des protéines nécessaires à la transcription 

inverse. 

- les éléments qui se transposent directement à partir de copies 

d'ADN se caractérisent par des ITR (inverted terminal repeat) et des 

ORF Copen reading frame) codant des transposases. C'est l'exemple 

des éléments P chez Dl'osophila melanogaster CO' Rare et Rubin, 

1983). 
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2- L'EVOLUTION DES SEQUENCES REPETEES 

2.1 Les séquences répétées organisées en tandem 

Dans les séquences satellites, l'unité de répétition, qui peut être 

présente à des milliers de copies, est relativement homogène au sein 

d'une même espèce, mais des différences majeures peuvent être 

observées entre· des unités apparentées pour des espèces 

appartenant à la même famille ou au même genre. A notre 

connaissance, les unités répétées en tandem connues chez les 

champignons sont constituées par les unités d'ADN ribosomique. 

Voici quelques exemples de séquences organisées en tandem mises 

en évidence chez les végétaux. Grellet et al. (1986) ont montré que 

l'unité de 177 bp présente chez le radis à 0,6 millions de copies a 7 

d'homologie avec l'unité de 177 bp de la moutarde, mais ne s'hybride 

pas avec l'ADN du colza lorsqu'elle est utilisée comme sonde. 

Martinez-Zapater et al., (1986) ont cloné une unité de répétition de 

180 bp chez la crucifère Arabidopsis thaliana. Cette unité qui est 

présente à 4000 copies dans le génome de Arabidopsis thaliana a de 

63 à 71% d'homologie sur seulement 30 nucléotides avec l'unité 

correspondante d'autres Crucifères. 

Metzlaff et al. (1986) ont cloné et caractérisé des unités spécifiques 

de blé. Ces unités utilisées comme sondes et hybridées en dot blot sur 

l'ADN génomique de blé et de seigle montrent une spécificité vis-à

vis du génome du blé. Schweizer et al. (1988) clonent des séquences 

répétées de 162 bp et de 183 bp spécifiques respectivem<::nt de 

Lycopersicon esculentum et .solanum acaule. 
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Ces différents résultats montrent que les unités de répétition 

organisées en tandem ôvoluent de façon à être divergentes entre 

espèces et homogènes au sein d'une même espèce. Mais quels sont 

les mécanismes qui contribuent à une telle évolution? 

En 1982, Gabriel Dover définit l'évolution concertée comme étant la 

voie par laquelle ces l3équences évoluent. L'évolution concertée 

implique plusieurs mécanismes: l'amplification, les mutations et 

l'homogénéisation des séquences répétées. Cette évolution concertée 

a lieu grâce à 1) l'amplification CBenslimane et al., 1986), 2) la 

mutation, 3) la conversion CWhitehouse 1984; Dvorak et Lassner, 

1987), et 4) le crossing-over inégal (Smith, 1976). Comment ces 

différents événements S(! mettent-ils en place pour faire évoluer une 

séquence? 

L'amplification, comme son nom l'indique, produit plusieurs 

copies d'une même séquence ancestrale. L'un des moteurs de cet 

événement est la réplication par sauts (saltatory replication), qui se 

produit au hasard dans une séquence en l'amplifiant sur un brin, 

augmentant ainsi son nombre de copies (Figure 1). Si une mutation 

s'est produite dans un élément de répétition avant une réplication 

par sauts, elle pourra É:tre aussi amplifiée, ce qui entrainera une 

divergence de la séquence d'origine CSouthern, 1975 et Levlin 1987). "

Mais il faut signaler que la conversion interrépétitlOns permet le 

maintien de la séquencE d'origine. 

Après réplication d'une molécule d'ADN, les unités de répétition 

peuvent devenir des points de crossing-over. Au lieu d'avoir un 

échange reciproque entre les deux brins de chromosomes, l'échange 

s'effectuera de sorte que le nombre des unités s'accroisse sur un 
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brin et diminue sur l'autre. Ce phénomène appelé crossing-over 

inégal a été décrit par Smith (1976). Il a été démontré notamment au 
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Figure 1 : Les mécanismes affectant une séquence d'ADN repétée en tandem 
1- effet d'une amplification et d'une délétion sur la taille d'une séquence 
2- effet d'une mutation sur la composition en base d'une séquence 
3- effet de l'échange inégal sur le nombre de copies d!une séquence 
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niveau de l'ADN ribosomique de Saccharomyces cereu[swe (petes. 

1980; Szostak et al., 1980). 

Cependant, il faut aussi conceVOIr que la stabilité numérique 

intraspécifique d'un motif répété nécessite un ralentissement et 

finalement un arrêt des processus de recombinaison. La protection 

contre le crossing-over résulterait selon Radman (1991) de la 

disparition de sites de restriction où ont lieu les cassures simple 

brin initiatrices de la recombinaison (Biologie Moléculaire du gène, 

4ème édition, Watson et al.). 

2.2 Les séquences dispersées 

L'évolution des éléments transposables se caractérise par une 

replication autonome, qui permet leur excision et leur intégration à 

un autre locus. Cette autonomie de replication leur permet d'aller 

d'un chromosome à un autre en leur apportant des copies de gènes 

nouveaux (Charlesworth et al., 1994). Un élément transposable 

dénommé Impala a été cloné chez l'espèce Fusarium oxysporum 

(Langin et al. 1995). 

3-LES SEQUENCES REPETEES COMME OUTILS DE DETECTION 

MOLECUIAffiE ET O&JETS DErUDE DE PHYLOGENIE 

Les mécanismes évoqués plus haut nous font constater que les 

séquences répétées, qu'elles soient en tandem ou dispersées, 

confèrent une instabilité génomique, génératrice de diversification. 

Cela explique comment des changements peuvent être apportés et 

être perpétués dans une population. L'apparition de séquences 

nouvelles dans une population augmente l'ADN total. La 

duplication, la mutation et la conversion sont les moteurs de la 
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diversification de génomes et donc leur permettent d'évoluer en 

divergeant les uns deE: autres surtout si le flux génique entre 

indi vid us est nul. Les trans posi ti on s entrainent des 

réarrangements génomiques, apportant du coup une variation dans 

les populations. En tant que telles, les séquences répétées offrent une 

possibilité de détection de différences spécifiques, mais aussi un 

moyen d'étude de la variation dans une population d'organismes. 

3.1 La détection spécifique 

Plusieurs auteurs ont utilisé des séquences répétées comme outils 

de détection dont quelques exemples dans le règne végétal peuvent 

être cités. 

En vue de réaliser des tests rapides de reconnaissance de lignées 

d'addition monosomiques blé-seigle, une unité de répétition de 480 

~p de l'ADN spécifique de seigle (Hutchinson et al., (1985) a été 

utilisée comme sonde. La technique de criblage mise au point sur 

des racines de jeunes plantes est appelée "squash dot". 

Metzlaff et al. (1986) ont cloné quatre séquences répétées de 121 bp 

dont la spécificité vis-àvis du génome du blé a êté montrée par 

comparaison au génome du seigle. 

Après clonage de l'ADN total de Hordeum vulgare, Junghans et 

Metzlaff (1988) identifient quatre clones spécifiques du génome de 

cette espèce. Ces quatre unités de 180bp ne reconnaissent pas le 

génome du blé et du seigle par le test "Squash dot". 
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En vue de cribler des lisrnées d'addition entre Beta uulgaris et Beta 

pr9cumbens, résistantes au nématode Heterodea schachtii Schm, 

Schmidt et al., (1990) on-;: généré les séquences répétées pTS1 et pTS2 

respectivement de 135 et 162bp, et les ont utilisées en Squash dot_ 

L'obtention de séquences répétées spécifiques de Lycopersicum 

esculentum et de Solanum acaule a permis à Schweizer (988) de 

cribler les cals obtenus après fusion des protoplastes de ces deux 

espèces. 

3.2 Phylogénie 

L'utilisation de séquences d'ADN répété a permIS à plusieurs 

auteurs de faire des études de phylogénie. En voici quelques 

exemples chez des espècc:!s végétales et fongiques. 

*Chez les végétaux 

Partant de l'hypothèse que plus les espèces sont proches, c'est-à-dire 

plus elles ont une parenté phylogénétique, plus il y a d'homologie 

entre leurs ADN répétés, des expériences de cinétique de 

renaturation et d'hybridation moléculaire utilisant des séquences 

d'ADN répété ont permi:, à Flavell et al., 1977 d'établir des relations 

phylogénétiques entre le blé, le seigle, l'orge et le soja. Ce même type 

d'expériences a permis à Flavell et al. (1979) de faire des 

comparaisons entre séquences répétées chez les espèces Triticum et 

Aegilops et de montrer que les deux génomes sont très similaires. 

Par ailleurs, en utilisant comme sonde une séquence hautement 

répétée de Aegilops speltoides, ces auteurs ont pu différencier 

Aegilops de Triticum. 
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Des expériences d'hybridation moléculaire utilisant des unités de 

répétition de seigle et de blé ont permis à Grellet et al., (1986) et à 

Hallden et al., (1987) d'établir des relations entre espèces de la sous

famille des Brassicaceae. 

Afin de connaître les ongInes des blés diploïdes et tétraploïdes 

cultivés par rapport aux blés sauvages, des séquences d'ADN répété 

cloné à partir d'un blé sauvage diploïde ont été utilisées par Dvorak 

et al., (1988). En fonction du polymorphisme d'abondance de ces 

séquences (RSAP, Repeated Sequence Polymorphism Abundance) et 

leur polymorphism de longueur de restriction, il a été possible à ces 

auteurs de proposer une hypothèse sur l'origine du blé cultivé. 

Après avoir cloné et caractérisé deux ADN satellites chez la 

betterave Beta uulgaris L., Santoni et Bervillé 1992, ont montré 

comment ces deux séquences ont évolué et ont été distribuées dans la 

section uulgares. 

* chez les champignons 

En utilisant l'élément dispersé Tyl-17, cloné chez Saccharomyces 

cereuisiae, Kingsman et al., ~(1981) ont montré par hybridation en 

Southern des variations entre différents clones de S. cereuisiae . 

(Dewar et al., 1985) ont isolé une séquence dispersée dénommée 

MuR du génome de lvfu~or racemosus dont la nature transposable 

n'est pas encore démontrée. Lorsque ces auteurs ont utilisé cette 

séquence comme sonde pour hybrider l'ADN d'espèces voisines de 

Mucor racemosus, ils ont trouvé qu'elle est très conservée entre ces 

différents espèces. 
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L'analyse du retroélément dispersé appelé Grasshoper a permis à 

Dobinson et aL, (1992) de typer certains isolats de l'espèce 

Magnaporthe grisea par rapport à leur pouvoir pathogène. 

On peut supposer que des classes et des familles de séquences 

répétées divergent entre espèces et s'homogénéisent à l'intérieur 

d'une espèce à des vitesses différentes, selon leur nombre de copies, 

leur structure, leu'r répartition agrégée ou dispersée et leur fonction 

et selon les mécanismes mis en jeu, par exemple la reproduction 

sexuée. 

On peut donc envisager la recherche de séquences répétées pour 

évaluer la divergence à l'échelle taxonomique du genre ou de 

l'espèce selon leur degré de conservation. 

Il faut souligner maintenant que le génome des champignons 

connus est généralement moins riche en ADN répété que les 

eucaryotes supérieurs. La quantité d'ADN répété dans le génome 

des champignons varie de 0% (c'est l'exemple de l'Ascomycète 

Gaeumanomyces graminis)'à 25% chez le Zygomycète Absidia 

glauca (Wostemeyer and Burmester, 1986). 

Chez les plantes supérieures, beaucoup d'espèces possèdent un 

génome constitué à 70% par de l'ADN répété; Arabidopsis thaliana 

est cependant une espèc'ê: dont le génome est petit et pauvre en ADN 

répété (25% d'ADN répété dans un génome de 70000kb) (Martinez

Zapater et al. 1986). 

Plusieurs ADN répétés ont été mIS en évidence chez les 

champignons. Cameron et Elwin, (1979) ont cloné des séquences 

dispersées et transposables. Wostemeyer et Burmester (1986) ont 

montré que le génome du Zygomycète Absidia glauca, qui a un 

conlenu génomique de 0,39 pg d'ADN, a 25(11:) d'ADN répété. Par 
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ailleurs, ces auteurs ont isolé de ce champignon, un élément 

dispersé dénommé rAgl. Chez le champignon phytopathogène 

Magnaporthe grisea, deux types de séquences répétées ont été mises 

en évidence. En effet, Hamer et al. (1989) ont cloné une famille de 

séquences répétées dispersées dénommée MGR CM. grisea repeat), 

ensuite Dobinson et al. (1993) ont mis en évidence chez ce 

champignon, un retroélément à LTR (Long terminal repeat). 

Comme cela a été dit plus haut, il n'est pas encore formellement 

établi s'il existe un phénomène de sexualité ou de parasexualité 

chez les champignons endomycorhizogènes à arbuscules, malgré 

les observations de Tomrnerup (1988). 

Cependant, même s'il y avait une absence totale de sexualité chez 

ces champignons, les mutations, les crossing-over mitotiques et la 

conversion sont autant de sources de variations dans les 

populations, puisqu'ils procèdent par voie intranucléaire et 

somatique. 

Les premières estimations du contenu en ADN par noyau de 

champignons endomycorhizhiens à arbuscules donnent des valeurs 

relativement élevées CO,27pg pour G. uersiforme et O,77pg pour Gig. 

rosea (Bianciotto Bonfante, 1992). 

Ces résultats nous ont fait supposer l'existence de séquences 

d'ADN répétées et ont orienté notre choix vers leur identification 

afin de développer des outils moléculaires en vue de détecter les 

champignons endomyeorhizogènes à arbuscules in planta et 

d'étudier leur variation mter- et intraspécifique. 



MATERIELS ET METHODES 



1- MATERIEL BIOLOGIQUE 

champignons endomycorhizogènes à arbuscules utilisés sont les 

suivants: 

*Scutellospora castanea Walker (LPA4IBEGl) (figure 2A) 

*Scutellospora calospora (Nicol. & Gerd.) Walker & Sa,nders CPC19), 

:i:Scutellospora pellziCida (Nicol. & Schenck) Walkers & Sanders, 

*Scutellospora nodosa Blaszkowski (PC 282), 

*Gigaspora rosea Nicolson & Schenck (LPA23IBEG) 

*Acaulospora laevis Gerdemann & Trappe (LPA1lBEG 13) 

*Glomus caledonium (Nicol. & Gerd.) Trappe & Gerdemann (LPA12) 

*Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe 

(LP A5IBEG 12) 

Les champignons endomycorhizogènes à arbuscules sont multipliés 

sur racines de poireau, ou de trèfle. Les spores utilisées comme 

inoculum sont désinfectées avec une solution de chloramine T à 5% 

contenant 0,4% de sulfate de streptomycine. Le substrat de culture 

est constitué de 50% de terre d'Epoisses stérilisée par irradiation aux 

rayons y (10 kGy) et 50% de perlite. Les graines de trèfle et de 

poireau sont désinfectées avant germination ; ·10 jours après 

germination, elles sont transplantées dans le substrat de culture en 

présence ou absence de spores fongiques. 

1.1 Contrôle de l'infection endomycorhizienne 

Après huit à dix semaines de culture en chambre climatisée 

(Photopériode 16h; Temllérature 20-24°C; Humidité 70%), les racines 

de chaque pot sont observées pour contrôler l'infection 

endomycorhizienne. Les racines sont prélevées, lavées et digérées 

dans la potasse à lWYo pendant 10 minut.es, ('Ilsuite p\les sont. co!()rÔ0S 
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au bleu de trypan à 0,05%. Les structures fongiques (hyphes ou 

vésicules) prennent une couleur bleue et peuvent ainsi 'être observées 

au microscope (Figure 2 B). 



Figure 2 A Spores de S. castanea tamisées et triées à la loupe 

Figure 2 B : Mise en évidence des structures fongiques de Gigaspora rosea après 
coloration au bleu trypan de racine~; de poireau endomycorhizées. (h) hyphe inter
cellulaire, (a) arbuscule 
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1.2 La récolte des spores 

Les spores formées dans le substrat de culture sont recupérées par 

tamisage humide et sont contrôlées sous une loupe binoculaire et 

triées une pince. 

2-NIErHODES 

2.1. Extraction de l'ADN génomique 

2.1.1 A partir de spores fongiques 

Les méthodes de Burggraaf et Beringer (1989), Cummings et Wood 

(1989) ont été testées. Ces méthodes ne nous ayant pas donné 

satisfaction quant à la qualité de l'ADN obtenu, nous avons mis au 

point une méthode d'extraction décrite au chapitre l des résultats. 

2.1.2 A partir de racines infectées ou non 

Les racines fraîchement prélevées sont lavées et pesées. Pour 

l'extraction d'ADN, nous avons utilisé la méthode de Rogers et 

Bendish (1985). 

2.1.3 Contrôle de la qualité de l'ADN obtenu 

Après extraction, l'ADN obtenu est soumis à électrophorèse. Les 

échantillons d'ADN natifs ainsi qu'une gamme de dilutions d'ADN 

de reférence du phage lambda sont déposés dans les puits d'un gel 

d'agarose à 0.8% prépan§ dans du tampon TAE. Après 30 minutes de 

migration à 50Volts, le gel est coloré au bromure d'éthidium 

(lOOllg/l) et les acides nucléiques sont revélés par transillumination 

aux UV. Le gel est ensmte photographié. 
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2.1.4 Digestion de l'ADN par des enzymes de restriction 

Une fois que l'intégrité et la quantité de l'ADN ont été évaluées sur 

1 à 2~g d'ADN génomique sont digérés avec 10U d'enzymes de 

restriction (EcoRI, BamHI, HindIII (Boehringer). La réaction a lieu 

à 37°C pendant la nuit dans une mixture contenant le tampon de 

l'enzyme, O,004M de spermidine, (activateur), et 2~g d'albumine 

sérique bovine (capteUl; d'inhibiteurs). réaction a lieu à 37 c C 

pendant une nuit. La qualité de la digestion est ensuite contrôlée par 

électrophorèse en gel d'agarose. 

2.2 Etablissement d'une hanque génoDÙque 

2.2.1 Ligature ADN/vect,~ur pUC18 

Après avoir contrôlé la qualité de la digestion de l'ADN par l'enzyme 

de restriction, l'ADN est purifié au phénol/choloroforme pour 

éliminer les traces d'enzyme. La ligature est ensuite effectuée en 

testant différents rapports ADN total/plasmide pUC18. Celui-ci a été 

déphosphorylé par le f(lurnisseur (Appligène) et la a lieu 

dans le tampon de la lii~ase contenant lU de T4 ligase (Appligène). 

La réaction a lieu à 15°C pendant une nuit. La qualité de la ligature 

est contrôlée par électrophorèse sur gel d'agarose en comparant une 

fraction aliquote équivalente de vecteur non ligaturé et de la mixture 

réactionnelle. 

2.2.2 Transformation bactérienne 

200 ~l de cellules de E. coli DHo:5 rendues compétentes par la 

méthode de Hanahan (1985) sont décongelés sur glace pendant 

minutes. 3 ul de la réaction de ligature sont alors mélangés aux 200 

fll de bactéries compétentes. Après incubation sur glace pendant une 

heure, les cellules subü:sent un choc thermique à 42°C pendant 90 
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secondes. 800!-l1 de SOC sont ensuite ajoutés après 10 minutes 

d'incubation sur la glace. Les bactéries sont ensuite placées à 37°C et 

agitées à 200 rpm pendant une heure et ensuite des fractions 

aliquotes de 100!-ll sont étalées sur milieu sélectif LB contenant de 

l'ampicilline, du X-gal et de l'IPTG. Après une culture des boîtes à 

37°C pendant la nuit, lES colonies de couleur blanche (transformées) 

sont repiquées sur milieu LB en boîte multipuits. Après une culture 

à 37°C pendant une nuit, du glycérol (50%) est ajouté dans chaque 

puit, ensuite les boites sont conservées à -70°C en attendant d'être 

utilisées. 

2.3 Extraction de plaBmides recombinants à partir de clones 

bactériens. 

Le recombinant plasmjdique est isolé du clone bactérien par la 

méthode à l'ébullition ou alcaline CManiatis et al. 1983). L'ADN est 

extrait à partir d'une mini-préparation (5 à 10 ml) de culture de 

bactéries. L'ADN plasmidique obtenu est contrôlé sur gel d'agarose. 

2.4 Purification de fragnlents d!ADN clonés 

2.4.1 méthode de "squeeze-freeze" 

La méthode utilisée est décrite par Tauz et Renz (1983). Après 

séparation de l'ADN par électrophorèse en gel d'agarose, la bande du 

gel contenant l'insert est recupérée sous UV dans un tube Eppendorf 

(1,5 ml). On ajoute ensuite une solution contena1l:t de l'acétate de 

sodimn (0,3M) et de l'EDTA OmM) et on incube à l'obscurité pendant 

15 minutes à température ambiante. Le contenu est ensuite transféré 

dans un microtube de 500 !-lI (préalabrement troué par une aiguille et 

rempli de laine de verre siliconée) qui est plongé dans de l'azote 

liquide pendant quelquE~s secondes. Le microtube est placé dans un 
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tube Eppendorf (1,5 ml) et l'ensemble centrifugé à 12000 rpm pendant 

10 minutes. L'ADN ainsi recolté est alors précipité au congélateur 

par 2 volumes d'éthanol contenant 20/lg de glycogène; le culot 

contenant l'ADN est recupéré au fond du tube Eppendorf après une 

centrifugation à 12000rpm pendant 30 minutes. 

2.4.2 Méthodes "Geneclüan" ou ''Wizard" 

L'ADN a été aussi extrait de l'agarose en utilisant le kit \Vizard de 

Promega ou le kit Genec1ean de Ozyme. 

2.5 Hybridations moléculaires 

2.5.1 Marquage de sondes à la digoxigénine 

Les fragments d'ADN génomiques purifiés après isolement sont 

marqués à la digoxigéaine selon les instructions du fournisseur 

CBoehringer) . 

2.5.2 Hybridation en Southern. blot 

Après digestion par l'enzyme de restriction EcaRI, les ADN totaux de 

spores ou de racines de poireau sont soumis à l'électrophorèse en gel 

d'agarose. Avant transfert sur membrane, l'ADN est d'abord 

dépuriné dans une solution HCL 0,25 N, dénaturé dans du NaOH 

(0,4N) et neutralisé. Le transfert sur membrane est ensuite réalisé 

dans une solution cont.:mant 0,4 M NaOH et O,6M NaCl soit par 

capillarité (Maniatis et al, 1982) ou en utilisant le système "TE 

Transvac vacuum blotting unit" (Hoefer). Après transfert, la 

membrane est immergée dans du 6XSSC et l'hybridation est 

effectuée pendant une nuit avec les différentes sondes à 10 - 50 ng ml-

1. L'hybridation a lieu ft 68°C dans une solution contenant 5XSSC, 

10% d'ag(:nt bloquant, ~ Sn8, et 0,1 d(' N-buryl sarco,Sinate. Ln 
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membrane est ensuite lavée deux fois à température ambiante dans 

du 2XSSC, O,l%SDS et deux fois à 68°C dans du O,1%SSC, O,l%SDS. 

L'ADN est révélé en utilisant la méthode de détection 

chimioluminescente du système DIG (Boerhinger). Ce système de 

détection utilise un substrat, le Lumigen TM PPD, couplé à la 

phosphatase, qui émet un signal lumineux. Ce signal est détecté au 

cours de l'exposition de la membrane pendant au moins trente 

minutes sur Hyperfilm Amersham. 

2.5.3 Hybridation en dot hlot 

2.5.3.1 Dosage de l'ADN 

Avant le dépôt en tâche de l'ADN sur membrane, un dosage 

préalable est effectué. Dans un premier temps, nous évaluons la 

quantité d'ADN en gel d'agarose par comparaison avec une gamme 

de dilution d'un standard qui est l'ADN du phage lambda. Ensuite, 

un dosage est effect lIé en minifl uorimétrie en utilisant le 

minifluorimètre TKO 100 (Hoefer scientific instruments). Comme 

témoin, nous avons utili,3é l'ADN de thymus de veau. 

2.5.3.2 Dépôt de l'ADN sur membrane 

Avant de déposer l'ADN sur membrane, la quantité voulue est 

récupérée dans un tube Eppendorf, dénaturée soit directement dans 

de la soude à 0,4N, soit à la chaleur dans un bain-marie bouillant 

pendant 10 minutes. Des dilutions sont ensuite effectuées aux 

facteurs voulus. Le dépôt sur membrane est effectué à l'aide d'une 

unité de dépôt sous vide (The convertible TM Filtration Manifold, 

BRL Life Technologies,lnc). L'ADN ainsi déposé sur membranes est 

soumis à hybridation comme décrit ci-dessus avec les différents 

inserts marqués à la digoxigénine. 



2.6 Séquençage des inserts clonés en pUC18 

2.6.1 La réaction et son principe 

L'ADN cloné en vecteur pUC18 a été séquencé en utilisant le système 

{mol DNA sequencing de Promega qui permet: d'utiliser deux 

méthodes: le marquage direct de l'ADN, qui combine le marquage, 

l'extension de l'amorce et la terminaison en une seule étape (Sanger 

et al, 1979) et celle utilisant le marquage préalable en 5' de l'amorce 

suivi dans une deuxième étape de l'extension/terminaison. Nous 

avons utilisé le marqvage de l'amorce en 5' parce qu'il permet 

d'éviter de faux amorçai~es. L'amorce est d'abord marquée en 5' par 

incorporation du 32p 

terminaison/extension 

à la T4 kinase. Ensuite une réaction de 

réalisée grâce à la "Grade Ta q 

polymerase"(Promega) qUI est une forme améliorée de la Taq 

polymerase thermostable de Thermus aquaticus. Le principe de la 

réaction enzymatique est basé sur le fait que, grâce à sa forte activité 

3', la Taq polymérase peut allonger une amorce fixée sur un brin 

d'ADN en incorporant un oligonucléotide en terminaison. Pour 

chaque olinucléotide (dNTP), un analogue (ddNTP), qui n'a pas de 

groupement 3'-OH nécessaire à l'élongation, est utilisé dans le tube 

de réaction en quantité lim~tante. La terminaison se fait donc pour 

chaque oligonucléotide (A, T, G, C). 

Le contenu de chaque tube est soumIS à électrophorèse sur de gel 

acrylamide en condition dénaturante. Après révélation de la 

radioactivité, une échelle est générée dont le pas correspond au 

nucléotide. amorces pUC18-1 et pUC18-2 situées respectivement 

à 14 et 56 pb du site EcoIU du polylinker du pUCIS ont été utilisées. 



44 

2.6.2 Electrophorese des produits de séquençage 

L'électrophorèse des produits de séquençage se fait en gel 

d'acrylamide à 6%. La solution-mère est un mélange acrylamidelbis

acrylamide (19/1), urée 42% (plv), APS 0,06% (plv) et du TEMED dans 

un tampon TBE pH 8. Le gel est coulé horizontalement sur support et 

après une heure, une pré-électrophorèse est réalisée pour chauffer le 

gel. Les échantillons S(Jnt ensuite dénaturés 2 minutes à 70°C et 

déposés chacun dans un puits. L'électrophorèse est réalisée à une 

puissance de 50 \V pendant 2 à 5 heures. Une fois l'électrophorèse 

terminée, le gel est démoulé et déposé sur papier Whatman 3MM. 

L'ensemble est ensuite séché sous vide à 80°C pendant au moins 1 

heure. Une exposition du gel est ensuite réalisée toute la nuit sur 

film Amersham. 

2.7 Choix d'amorces à partir des séquences générées par séquençage 

Dans l'objectif de générer des amorces pour PCR à partir de régions 

séquencées, un programme appelé "Amplify 1.2" (Bill Engels, 1992) 

nous a permis de contrôler en simulation, la qualité des régions 

choisies par estima tian de leur dimérisa tian, de leur 

mésappariement et de la stabilité de l'hybride formé. 

2.8 Amplification à partir d'ADN génomique 

Après le choix des amorces à partir de différents types de séquences, 

les réactions d'amplification sont réalisées après avoir déterminé la 

température de fixation (Tm) de chaque amorce p'ar la formule Tm= 

4(G+Ch2(A+T) (Suggs et al. 1981). Un programme est alors 

déterminé, qui permet une dénaturation, une meilleure fixation des 

amorces et une élongation du fragment à amplifier par la Ta q 
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po ly mé ras e. L'amplification est alors réalisée grâce à un 

thermocycleur (Minicycleur TM, MJ research ou Rybaid). 

2.9 Séquençage de produits peR 

2.9.1 Ligature des produits PCR 

Les produits obtenus par PCR ont des bouts 3' A débordants, ce qui 

rend leur clonage difficile. Afin de faciliter leur clonage, nous avons 

utilisé deux types de vecteur, le vecteur pGEM-T de Promega et le 

vecteur pT7Blue de Novagen avec des extrémités 3' T débordantes. 

Après amplification par la PCR, les produits obtenus sont séparés en 

gel d'agarose et le frag::nent obtenu est excisé du gel purifié en 

utilisant le kit Wizard PCR de Promega. Pour la réaction de ligature, 

50 du produit d'amplification sont mélangés ave~ le vecteur dans 

un rapport 1:1. Une ligature est réalisée dans 10111 après avoir ajouté 
" 

la ligase (1 U) et le tampon de l'enzyme. La réaction a lieu pendant 

une nuit à 15°C. 

2.9.2 Transformation de hactéries par les produits PCR ligaturés 

3fll de produits ligaturés sont utilisés pour la transformation de 

bactéries compétentes E. coli DRa5. Une fraction aliquote de 50 à 

100fll ensuite étalée sur milieu AXI et des clones positifs 

recherchés. Pour cela, en 'utilIsant un cure-dent, des traces de 

colonies blanches sont prélevées et homogénéisées dans 100fll d'eau 

stérile. Après avoir bien mélangé et centrifugé brièvement, 2fll de la 

solution sont transfén~s dans un tube Eppendorf contenant le 

mélange réactionnel pour la PCR. amorces utilisées sont soit le 

couple p UC18-1I2 ou les amorces qui ont servi à amplifier le 

fragment cloné. 
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2.10 Analyse de séquences 

Les différentes séquences ont été comparées à la banque des données 

EMBL ou Genbank en utilisant le programm8 "FASTA" (Pearson et 

Lipman, 1988). L'analyse des. séquences a été effectuée grâce au 

logiciel Genetics Computer Group (Devereux, Madison) version 8.0 

en se servant du système UNIX via le serveur GENOME du pôle 

Bioinformatique CNRS-INSERM de Villejuif et les logiciels 

"Amplify" "DNA strider". 

2.11 Analyse densitomét:rique 

L'analyse densitométrique des spots d'hybridation a effectuée 

grâce à l'analyseur d'images ALCATEL-TITN (Grenoble. France) 

par le système IPS (Image analysis system), 
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I-MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE D'EXTRACTION D'ADN A 

PARTffi DE SPORES 

1.1 Introduction 

Nous avons mis au point une méthode simple d'extraction d'ADN à 

partir d'un nombre relativement petit de spores qui nous a permis 

d'obtenir de l'ADN hydrolysable en quantité suffisante afin de réaliser 

une banque génomiq ue. Une spore de champignon 

endomycorhizogène à arbuscules contient plusieurs centaines à 

plusieurs milliers de noyaux (Cooke et al., 1987; Burggraaf et 

Beringer, 1989; Bécard et Pfeffer, 1993); cependant, elle est aussi riche 

en polysaccharides et en protéines (Sward, 1981). Ces polysaccharides 

et ces protéines peuvent contaminer l'ADN au cours de son 

extraction, ce qui rend les hydrolyses difficiles. Il fallait donC' 

éliminer au cours d'une étape précoce les polysaccharides et les 

protéines tout en conservant les noyaux intacts. 

1.2 Résultats et discussion 

1.2.1 La méthode d'extraction de l'ADN fongique 

Après tri de spores sous la loupe, environ 2000 spores sont récupérées 

dans un tube Eppendorf. Les spores sont lavées plusieurs fois avec de 

l'eau stérile. Elles sont ensuite broyées doucement grâce à un 

potter/Eppendorf, dans une solution contenant du Tris (50mM) pH8, 

de l'EDTA (25mM), du NaCl (50mM) et 2% de mercaptoéthanol. Une 

centrifugation de 1000 rpm pendant une minute permet d'éliminer le 

surnageant très riche en lipides et autres molécules. Nous avons 

choisi un tampon contenant du NaCI (50mM) pour conserver les 

noyaux intacts au cours du premier broyage. Une lyse de 30 minutes 

à 65°C est ensuite effectuée dans une solution contenant du tampon 



Tris (50 mM) pHS, de l'EDTA (25mM), 2o/cSDS, lo/c N

laurylsarcosinate, de la protéinase K (1mg/mIJ, et 2% de 

mercaptoéthanol. Après cette lyse, une centrifugation de 1000 rpm 

pendant une minute permet de récupérer le surnageant (lysat) 

contenant l'ADN fongique. Une deuxième lyse est ensuite réalisée 

dans les mêmes conditions sur le culot et le deuxième lysat obtenu est 

mélangé au premier dans un tube Eppendorf. Les protéines sont 

précipitées au froid (4°C) avec 0,5M d'acétate de potassium pendant 15 

minutes. Une centrifugation de 13000 rpm pendant 15 minutes 

permet d'éliminer le précipité. Le surnageant est traité dans un 

premier temps à la RNAse (3mg/ml) à 37°C pendant 10 minutes, 

ensuite au phénol, au phénol/chloroforme (1: 1) et puis au chloroforme 

afin d'éliminer les traces de protéines. Les acides nucléiques sont 

ensuite précipités avec deux volumes d'éthanol à -20°C pendant une 

nuit ou à -70°C pendant 30 minutes. Après centrifugation à 13000 rpm 

pendant 30 minutes, le culot d'ADN est lavé avec de l'éthanol 70CJc et 

séché à l'air ou au "speed vac". Il est ensuite dissout dans l'eau ou 

dans du TE. 

1.2.2 Rendement de la méthode 

L'estimation sur gel d'agarose par rapport à une gamme étalon (ADN 

du phage lambda) de l'ADN obtenu à partir des spores de S. castanea 

et Gig. rosea, donne 1,5 à 2ng par spore. Des auteurs comme 

Burggraaf et Beringer (1989) et Viera et Glenn (1990) ont estimé à des 

dizaines de milliers, le nombre de noyaux par spore des champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules. Dans le cas de Gig. margarita, 

Cooke et al. (1987) et Bécard et Pfeffed 1993) ont estimé les nombres de 

noyaux par spore comme variant de 1700 à 3850. S. castanea et Gig. 

margarita ayant des spores d'une taille comparable, on pourrait 



penser qu'elles contiennent le même nombre de noyaux. Si nous 

prenons une moyenne de 2000 noyaux par spore, nos résultats sont en 

accord avec ceux de Bianciotto et Bonfante (1992); ces auteurs mesuré 

par fluorocytométrie 0,77pg d'ADN par noyau chez Gig. margarita, ce 

qui donne environ 1,5ng d'ADN par spore. Toutefois, ces résultats 

seraient surestimés si l'on considère le nombre de noyaux estimé par 

G. Bécard (700 noyaux en moyenne pour S. castanea, communication 

personnelle) et la valeur de 0,7 ng d'ADN par spore du même 

champignon, obtenue par cytométrie en flux (Michel Hosny, 

communication personnelle). 

Notre premier objectif a été d'obtenir de l'ADN sporal de bonne qualité 

qui puisse être ensuite utilisé en clonage génomique. TI existait bien 

entendu dans la littérature une description de techniques utilisées 

par des auteurs comme Burggraaf et Beringer (1989) ou Cummings et 

Wood (989) qui permettaient d'obtenir de l'ADN à partir de spores de 

champignons endomycorhizogènes à arbuscules. Mais, cet ADN a été 

obtenu à partir d'un nombre très élevé de spores (600000 dans le cas de 

Cummings et Wood, 1989) et n'était pas facilement hydrolysable. De 

plus, l'utilisation d'un nombre très élevé de spores est susceptible 

d'augmenter les risques de contamination de l'ADN fongique, car les 

spores obtenues dans des conditions non aseptiques peuvent être 

contaminées par des bactéries vivant dans le sol. Notre technique 

nous a permis d'obtenir, à partir d'un nombre relativement faible de 

spores (2000), et en quantité suffisante, de l'ADN hydrolysable par 

certaines enzymes de restriction (EcoRI, HindIII, BamHD, pour un 

clonage génomique. Il est clair que, pour des espèces comme Glomus 

mosseae, qui ont de petites spores, il faudrait utiliser 5 fois plus de 

spores que pour S. castanea; cela conduirait à trier 10000 spores pour 

obtenir de l'ADN dans des quantités comparables. 



Notre technique nous a permIS d'obtenir pour la première fois de 

l'ADN digestible en vue de la réalisation du clonage de l'ADN d'un 

champignon endomycorhizogène à arbuscules, S. castanea (Zézé et 

al., 1994). 

2-LE CLONAGE GENOMIQUE DE L'ADN FONGIQUE 

2.1 Résultats et discussion 

2.1.1 Représentativité de la banque 

Le clonage de l'ADN de S. castanea a été réalisé avec le vecteur pUC18 

comme décrit dans Zézé et al. 1994. Pour la réalisation ,du clonage, les 

rapports suivants entre l'ADN génomique de S. cast ane a hydrolysé 

par EcoRI et le vecteur ont été essayés: (111, 211, 1OIll. Le test de la 

ligature a été contrôlé par électrophorèse sur gel d'agarose et le 

rapport 10:1 a donné le meilleur résultat (Figure 3). Cet ADN a donc 

été utilisé pour transformer les bactéries. Nous avons obtenu environ 

1000 clones recombinants après le clonage de l'ADN génomique de S. 

castanea. Désignons par L la taille approximative du génome de S. 

castanea qui est de lO9pb (Michel Rosny, communication 

personnelle). L'enzyme EcoRI utilisé pour l'établissement de la 

banque est une enzyme à 6 bases et la longueur moyenne (l) des 

fragments générés est calculée comme suit 1:( 1I4)(k4xl03pb. Si 

nous appelons N le nombre de fragments attendus générés par 

EcoRI, sa valeur est N 109pb/4x103pb environ 250000 

fragments. Nous n'avons obtenu que 1000 clones recombinants, ce qui 

représente une banque partielle. 



Figure 3 : Electrophorèse en gel d'agarose 
0,8% de produits de Iigation ADN de Scute
lIospora castanea/vecteur pue 1 8 : 
-ligne 1, ladder 1 kb 
-ligne 2, ADN total de spores de S. castanea 
-ligne 3, 20ng pUe18/EcoRI 
-ligne 4, produit de ligation, rapport 1:1 
-ligne 5, produit de ligation, rapport 2: 1 
-ligne 6, produit de ligation, rapport 10: 1 
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2.1.2 Confirmation de l'origine fongique de quelques fragments 

d'ADN de la banque 

Les spores pouvant être contaminées par des bactéries du sol, il est 

indispensable de montrer que les fragments clonés sont effectivement 

de l'ADN fongique. Le poireau étant la plante-hôte qui nous a permis 

d'entretenir S. castanea, nous avons voulu voir s'il était possible à 

l'aide de clones recombinants de détecter spécifiquement par 

hybridation moléculaire l'ADN fongique, non seulement dans la 

spore, mais aussi dans les racines infectées avec S. Castanea, en 

utilisant comme témoin des poireaux non endomycorhizés. L'ADN 

extrait de spores de S. castanea, de racines de poireau infecté ou non, 

a été hydrolysé par l'enzyme EcoRI. Après électrophorèse des 

produits de digestion et transfert sur membrane, trois clones choisis 

au hasard dans la banque CO!1tenant respectivement des inserts de 

1300, 1800 et 6400pb (tailles estimées sur gel par rapport au ladder 1 

kb) ont été marqués à la digoxigénine et utilisés comme sondes en 

Southern blot. Après hybridation avec les différents inserts marqués, 

un signal très intense, a été obtenu tant avec l'ADN sporal qu'avec 

l'ADN extrait des racines du poireau infecté avec S. castanea mais 

non avec l'ADN du poireau non infecté (voir Figure 4 et 5 dans Zézé et 

al. 1994 page 57). Cela confirme l'origine fongique de ces inserts. Nos 

résultats montrent aussi qu'il est possible de détecter le symbiote 

fongique in planta en utilisant la technique d'hybridation selon 

Southern. D'une manière générale, l'application de cette technique 

nécessite l'utilisation d'une quantité importante d'ADN. Même si la 

détection du symbiote endomycorhizogène à arbuscules in planta est 

envisageable par l'hybridation selon Southern, son application 

pourrait être sévèrement limitée par le niveau de colonisation de la 

racine par le champignon. 



111:[ 

Mycorrhiza 
111111111 

~A cloning and screening of a partial genomic library 
lm an arbuscular mycorrhizal fungus, SClitellospora castanea 
Jlpile Zézé, Hubert Dulieu, Vivienne Gianinazzi-Pearson 

Jraloirc de Phytoparasitologie INRA-CNRS, Station de Génétique et d'Amélioration des Plalllès. INRA. BV 1540. 
034 Dijon Cédex, France 

;tract. A technique has been developed to efficient
~xlract purified, restrîctable genomic DNA [rom 
rcs of diffcrcnt arbuscular mycorrhizal fungi in or
la bcgin delailed investigations of the genome of 
Glomales. The protocol yielded variable amounts 
)NA depending on the fungal species; for SClilello
ra castanea and Gigaspora rosea it reached values 
.5-2 ng/spore. EcoRI digests of DNA from S. casla· 
\Vere clol1ccI into 8 and about 1000 recombi
! DNA clones \Vere obtained. or those screened, 50 
lainecl inserts of 500-7000 bp. Sclcctcd inscrts de
.cd DNA scqucllœs from S. œsrunea spores or 
ls infcctcd by this fungus, but not from nonmycorr
l! roots. This is the tlrst report of a partial genomic 
ary from an arbllSClllar mycorrhizal fungus. 

r words: SCllie//ospora casianea - Arbuscular my
rhiza - Genomic library 

ro!lllction 

ngi bclonging to the Glomales (Zygomycetes) re
Juuce by the formation of large, multinucleate 
lres on mycelium developing from an arbuscular 
corrhiza of a preceding culture, These spores, which 
: considered asexual except for one species (Tom
TUp 1 have becn estimated to contain several 
lilsand nuclci (Cooke et al., 1987; Burggraaf and Ber
:cr 1989; Viera and Glenn 1990; Bécard and Pfeffer 
'I~), Thus they are efficient in maintaining and trans-

genetic information to subsequent generations 
,1 no doubt contril!ute to the ubiquity of the Glo
lks, as weil as 10 tbeir apparent stability during coe
';ution in association \Vith many different plants 
1'1n011 199Da,b) NUI11erous attempts to asymbioti
Il:' culture axenic mycelium of Glomales have been 
'\\lcccssfui (Hepper 1984; Williams 1991) and conse-

quently the genetics of these fungi remains a matter of 
speculation. Taxonomie diagnosis of the Glomales ~as 
relied entirely on the morphologieal characteristics of 
spores (Walker 1992), but molecular 
through recombinant DNA or PCR techniques no\\ of
fer alternative strategies for detailed studies of their 
genetie variability and phylogenetic relationships (He
witt et aL 1991). They also open up possibilities of ap
preciating polymorphie variabilily between isolale~ of 
a same species. and of obtaining specifie probes for 
rapid identification of arbuseular mycorrhizal (..\\1) 
fungi within hosl which is virtuallv i 
at present. 

Extraction of genomic DNA t'rom spores of ll~e 
Glomales is possible (Burggraaf and : Si:)'}: 

CUlllmings and \Vood 1989: Simon et al. 1 \\'aler-
man and Dales 1993). and amplification of D0'A by 
PCR using oligonucleoticle primers has recenlly been 
achieved (Simon et al. 1992: Waterman and Dalès 
1992; Wyss and Bonl'ante 1993). Up to now. no i:'enes 
have been cloned from AM fungi. nor have RFLP 3:13-
lyses been published. although DNA has been Iso!:1lc'd 
in a form digestible by restriction enzymes a pro-
cedure requiring a very number spores 
(600000) (Cummings and Wood 1989). ln Ordé! to De
gin cletailed investigations of the fungal genome in the 
Glomales, we have: (1) developed a protocol for cfii
eient extraction of restrictable DNA from spore~: ) 
c!onecl D:-IA from Scwe{{ospora castallt'a Walke! 
(Walker et al. 1993) to obtain a partial genomic library: 
(3) characterizecl several DNA lnserts for ir size 
and specitïcity vis-à-vis fLlngal DNA [rom 5pnr(' or 
myeorrhi7.31 rOOls. 

\laterial and mcthods 

ON/\. of se\c~a: Al\! fun,,! L\: iL'!1 

(LPA2). S. CO\"{iII/('(/ \\'alke~ rosl'(/ '.;iéu[.,ul1 c\: 

Schcllck (LPA23). 1\\0 I{I"'!.' C 
8: Trappe (LI';\:. Ii['mes \d:lèh ",Ière 

wCI-sicvcd l'rom pOL cullul":s \\ iCi] A/llulI1 !,orrlUl1 L.. ,:,;I!eCil'd Ill· 
(iivltJuallv' ilnd sur:ilee \lèll!:lèd (C;iillllnaJ:I.I·!'car\(lr1 !.'i.li l')'U! 
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About 2000 spores were gently crushed in 50 mM Tris pH 8.0, 
i5 mM EDTA, 50 mM NaCi (TE) and 2% mercaptoethanol. The 
suspension was centrifuged for 1 min at 1000 g to separate the 
c1oudy, IIpid-rieh supernatant from the broken spore walls with 
which many nuclei remained associated. The spore walls and nu
cid were suspended in a lysis buffer (50 mM Tris pH 8.0,25 mM 
EDTA, 2% SDS, 1 % laury! sareosinate, 1 mg ml ~ 1 Proteinase K, 
2% mereaptoethano!) for 30 min at 65° C to extract and lyse the 
nuc1ei. The lysate was centrifuged for 1 min at 1000 g and tbe 
supcrnatant recuperated. Spore walls were treated again with tbe 
Iysis buffer and the two supernatants combined, Proteins were 
precipitated for 15 min on ice with 0.5 M potassium acetate and 
centrifuged down for 15 min at 13 000 g. Nucleic acids contained 
in the supernatant were treated with DNAse-free RNAse A 
(3 mg ml 1) for 10 min at 37° C then purified t\Vice \Vith phenol, 
once \Vith 1:1 (v:v) phenol:chloroform, and once \Vith chloro
form, The purified DNA \Vas precipitated in 2 volumes of ethanol 
at - 20° Cor -700 C, centrifuged, washed \Vith 70% ethanol. air
dried and resuspended in TE buffer or sterile \Vater. The quality 
ofDNA obtained From spores of the five different arbuscular my
corrhizal fungi \Vas tested by digestion with diffcrent endonu
cleases (BamHl, EcoRl, Hindlll) follo\Vir:g the protocol indi
cated by the supplier (Boehringer-Mannheim). 

For cloning, DNA from S. caSlanea was completely digesled 
with EcoRl and digests were ligated overnight at 15" C with Eco· 
RI ucphosphorylated pUC18 plasmid in the ratio 10: 1. Compe
(ent E. coli DHcômcrAB cells \Vere prepared according ta Hana
han's (1985) procedure using RbCh and a 200-fLl ccII suspension' 
\l'as mixed \Vith 3 f.L1 (0.1 fLg) of pUC18-ligated DNA. Transfor
mation was achicvcd by a 90·5 heat shock at 42° C and ccII ex
pression induced by shaking (200 rpm) for 1 h at 37" C. Aliquots 
(100 Id) \Vcrc plaled out on Luria Br(Jth agar containing 50 fJ.g 
ml 1 ê\mpîcillin, D,lM isopropyl-i3-D-thiogalactopyranoside and 
0.1 M Xgal. Recombinant clones were screened for inserts: plas
mius we~e extracted by mini-preparation using the boiling proce
dure dcscrib.:d by Maniatis et al. (1982) and, after EcoRl diges
tion, inserts \Vere separated From the pUCI8 on a 0.8% agarose 
gel. 

Several inscrts were isolated by the frce7.e-sequecze tech
aiql1e (Maniatis ct al. 1982) and invcstigated for their corre
spondencc ta fungal DNA sequences by Southern analysis, DNA 
\Vas cxtracted from root systems of 8- to 10-week-old mycorrhizal 
anu l1onmycorrhizal AlJium porrum using the CTAB method 
(Rogers and Bcndich 1985). Aliquots (15 f.Ll=l f.Lg) of insert or 
of total DNA frOIll S. caslanea spores, mycorrhizal or nonmycorr
hi?al roots of /llliWll pormm \Vere labeled with digoxigenin ac
coruing to the protocol of the Boehringer Research Center (Kit 
no. 1093657), modified for the washing step after antibody bind
ing. Extractcd Inserts or DNA from spores or roots \\'crc 
separated on 0.8% agarose gel and after depurination in 0.25 M 
HCI, DNA was transferred ta a Bioprobe Biohylon Z + mem
brane in 0.4 M NaOH and 0.6 M NaCi using a TE 80 Transvac 
vacuum blotting unit (Hoefer), The membrane was briefly 
washed in 6 x SSC buffer (instead of 2 x SSC as indicated by the 
supplier) and hybridized overnight at 68° C with 10-50 ng ml- I 

digoxigenin-Iabelled DNA in 5 x SSC containing 10% blocking 
solution, 2% SDS and 0.1% N-Iauryl sarcosinale. Unbound 
probe was removed by washing the membrane t\Vice for 5 min at 
[oom temperature in 2 x SSC, 0.1 % SDS and t\Vice for 15 min at 
:,3'C in 0.1 x SSC, 0.1 % SDS. Hybridized DNA was revea1cd 

chemiluminesccnt detection as described by the supplier 
Researlh Centre Kit no, 1093657), exccpt that the 

membrane \Vas washed t\Vice for 3 h in 0,1 M maleic acid, O.lS M 
NaCl, 0.3% Tween 20 at room temperatllre, bcfore incubating in 
tl:c AMPPD substrate, The membrane \Vas then exposed for 1 Il 
on an Amcrsham Hyperfilm. 
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Fig. 1. DNA extracled from spor.:s of cas la Il t'<1 

(tom: 1) and Gigospora msea (lalle 2) and e;eèlrophorc:sed 
through a 0.8% gel. Adjacent lanes of lhe \\Çfe 
10aded \Vith 20, 40. 80 and 100 ng lambda O:\.A (III Il es 3-ï) 

Results and discussion 

The simplified protoco.l described here for 
genomic DNA from spores yielded variab\ç amounls 
of DNA, depending on the species of .:"\1 fungus. 
\Vhen cxlracts [rom spores o[ S. castanca or (J, rosca, 
for example, were compared \Vith D~A from lambda 
phage (Fig. 1), values were estimated to reach approxi
mately 1.5--2 ng DNA/spore. Although there are indi
rect estimates suggesting that large spore Glomales 
species can contain tens of thousands of nuclei per 
spore (Burggraaf and Beringer 1989: Viera and Glenn 
1990), numbers obtained by direct obscf\ation of 
stained nuclei give more realistic \allles ranging from 
1700 to 3850 (Cooke et al Bécard and Pfefier 
1993). Taking an average value of 2800 together \Vith 
f1uorocytometric measurements of nuclear DNA con
tents for G. IIwrgarÎw (up ta 0.77 pg per nucleus. Bian· 
ciotto and Bonfante 1992). this givcs approximaleiy 
2 ng DNA/spore, This is close to the amount of DNA 
extracted from G. rosea or S, CaS[{/l1ea, unclerlininrè the 
efficiency of the extraction procedure described here, 
The high DNA yield obtained after lysis is no doubt 
due to a large proportion of the nuclei being associated 
with, or adhering to, the inner surface of the spore 
wall, as suggested by previous light and electron micro
scope observatiom (Sward 1981; Bianciotto and Bon
fante 1992). 

The DNA obtained from the different [ungi \\as di-
gested three restriction enzymes; an exampJe is 
en in Fig. 2 of EcoRI digests for [ive fungi. Spores of 
the Glomales are rich in lipids, polysaccharides :ll1d 
proteins (Sward 1981) which can contaminate DNA 
during extraction and make for difficuJties in obtalnllw 
restri~lable DNA. In the two-step procedure \\e ha\'~ 
developed, low-density spore componcnts are elÎmÎ
nated after crushing the spores. Moreover' the proto
col requires far fewcr spores than that Lw 
Cummings and Wood (1989) and the reslflcled D\'A 
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Fig. 2. EcoRI uigc~ts of 
300 ng tOlal DNA from 
spores of differenl arbuscu
lar mycorrhizal fungi ekc
trophoresed lhrough a 0,8% 
aga rose lane 2, S caSla-
nea; !ane G, rosea; falle 4, 
G. margorila; lane 5, Acau
losporo !aevis isolate LI'A 1; 
lane 6, A. laevis isolale 
LI'A26; !ones J, 8, l-kb 
DNA ladder 
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A 

_<l 

.. <1 

3 

1 I:~.L\ Eleclrophorcsis il 08% <ll!arosc gel of diffcrcnt-
1 •• '!J ~4ueezc-freczcd inscns DNA) fro~ the genornic 
~\A lihrarv of S. caSlanca, B hvbridization of i\ \Vith 
r.~\l\igenin~labeled total DNA [rom S, c(1~lallea spores, LI/I1e J, 
\:01': 111111' 2, 6400 br: II/ne 3, 1800 br: II/ne 4, 1300 bp: lal/c 5, 
1lllhr: fOllel 20()() br: !(/11(: 7, 1500 br: hllle 8, l-kb DNA lad· 
le' Tllé signais obtainl!d (afl()\\'s) corrc.spond to the MOO-br, 
'Hl!>!, itno 40()()·bp in,cns 

obtaincd has bCCIl succcssfuliy uscd to clone genorni;:: 
DNA frorn S, caslLlllca, 

A random library of aboUl 1000 recombinant D;";A 
clones was obtaincd From the EcoRI-digested DNA of 
S, caSIallca, and of 70 that were screened, 50 con[a1l1èd 
inserts ranging [rom 500 ta 7000 bp (resu:ts 110t 

shown). Since spores can be contaminated by bacteria, 
seven of the clones \Vith inserts ':Jetween .500 and 
6400 bp (Fig. 3A) \Vere invèstigated for their corre
spondence to fungal sequences, In a first approach. the 
inserts shown in Fig. 3A were hybridized with total 
oxigenin-!abe!cd nuclear DNA frorn S. Ulslanea spores, 
The inserts gave different hybridization intensities and 
threc showed a significant (1300 4000 bp, 
6400 bp: Fig, 38), suggesting that they could re"rcsent 
repeated DNA sequences present in a high copy nUIJ;
ber in the fungal genome, In a second approach, t\\O of 
these inserts (1300bp, 6400bp), and a third nSUObpJ 
which also strongly hybridized with total spore DNA 
(results not shown), were labeled with digoxigenin and 
hybridized with an EcoRI digest of DNA from è!thèf 
S, caS{{/llea spores. nonmycorrhizal roots or 5, caslanea
infected roots of A/hum parr/III/. The i300-bp J. 
1S00-bp (pSC2) and 6400-bp inserts 
hybridizccJ with Eco RI fragments of corresponding 
sizes extracted from spores or mycorrhizal roots îFig'. 
4, 5), None of the inserts gave a hybricJization 
with EcoRI-cJigested DNA [rom nonmvcorrhizal roots. 
even though a~ significan t amoùn t -f-lg) was loaded 
onto the gel (Fig. 4). The similar hybridization patterns 
obtained with pSC1, pSC2 and pSC3 using both spores 
or mycorrhizal roots c1early shows that they reprèSèI1t 
DNA sequences [rom S, caslanea. The fact that none of 
the selected inserts hybridized \Vith sequences of Eco
RI-digested DNA from nonmvcorrhi?al roots ot AI
lium porrwll suggests that they can be used ta 
cally detect the presence of the fungal genomè Hl 

roots. 
In conclusion, this is the first report of clolling of 

genomic DNA from an AM [ungus and ilS use to 

for fungal tissue \Vithin roots. F~rlher screening oi otl1-
er recombinant DNA clones :rol11 the partial genomic 
library is presently under \Vay, Preliminarv re~ult5 inei
ca te that some of the inserts arè specifie to 5 cusraliCt/ 
whilst others hybridizc with sequences [rom otbèr gen
era of the Glomales. Species- or isolatc-speciflc DN.c\ 
sequences should allow the identification of fungi in 
planta, whilst aspecific [ungal DNA clones oifèr thè 
possibility of applying RFLP ana directly tu 111\

corrl1izal tissues, Since [umù in the Glomates :\re lIll

culturab1e organisms, the u~e of mvcorrhizal We)lS will 
eliminatc problems associated \\'ith spore 
(production, isolalloll, ouanllty) and rcpresent' ~l po
tential new tool [or ng polymorphism l!l onk! 
to definc the taxonomie or plnlogenctie 
within this [lingal gr'ollp 

AI'kt/Ol,'i<:df?C/1i{,I1IS, The "uilwrs \! 
Fourmani1 {or lcchnical ",sista~cc and J 
graphy, This work "as II\' sUP:'\1!lcd 
gognc (proÎeet EPl<. \ and Ille \!iniqf\ ()~ Sc;c:nr,: 
sc,m:h ;"Hl l'Iil'ncr re,lIlIClli,,::, ('()l~ d'!\i,;rl' (['r,lll\ 1"\ 1,1 
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2 3 2 3 2 3 2 3 

-- -, --
Fig, 4. A Electrophoresîs through a 0.8% 
agarose gel of EcoRI-dîgested DNA from 
nonmycorrhizal Allium porrum roots . --

A B a b 

2 2 2 2 

"'Î.'~'.' ., 

A B a b c 

Fig. 5. A Elcctrophoresis through a 0.8% agarosc: gelaI' Eco RI
digeslc:d DNA (3.5 ~g) l'rom Aitil/Ill porrum roots infected with 
S. caSlallCII (flllle 2); 11111(' l, l-kb DNA ladder. fi Southern hybrid
ization or A \Vith the digoxigeni:1-labeled pSCI-1300-bp (a), 

i)OO-bp (1)) and pSC3-6400-bp (c) inserts (arrows) from the 
parl1al gcnol11ic O! S. casrallCil 
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I.METHODES SPECIFl(~UES 

1.1 Isolement de séquenees repétées 

La recherche de séquences repétées se fait en utilisant différentes 

méthodes, comme nous l'avons présenté dans le chapitre "Choix 

d'une approché ID.oléculaire". Un échantillon de 23 clones a été 

choisi au hasard dans la banque de S. castanea. Après extraction des 

plasmides par la méthode à l'ébullition, ou de la lyse alcaline, ceux

ci sont digérés par l'enzyme EcoRI, soumis à une électrophorèse en 

gel d'agarose 0,8% et ensuite transférés sur membrane. L'ADN total 

de spores de S. castanea marqué à la digoxigénine a été utilisé 

comme sonde. Les hybridations ont été réalisées à 68°C pendant une 

nuit. La figure 4 illustre le type de résultats obtenus avec ce procédé. 

1.2 Recherche de séquences répétées spécifiques 

1.2.1 Utilisation d'ADN totaux comme sondes 

L'ADN total de spores de quatre espèces appartenant aux principaux 

genres des Glomales : A. laevis, G. caledonium, Gig. rosea et S. 

castanea a été extrait, marqué à la digoxigénine et utilisé comme 

sonde sur un échantillon d'inserts soumis à électrophorèse et 

transférés sur membrane. Comme précédemment, l'hybridation est 

réalisée pendant une nuit à 68°C. Cette expérience nous a permis de 

présélectionner une série de fragments spécifiques ou non de S. 

castanea. 
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Figure 4 : A) Electrophorèse en gel d'agarose de 16 clones recombinants de la banql 
Scutellospora castanea après digestion par EcoRI. La bande constante représente 

1(1 taille (2,7kb) du vecteur pUC18. Les inserts ont une taille· qui varie de SOObp à 8kt 
La ligne 1 7 représente le ladder 1 kb. 

8) Hybridation après transfert sur membrane avec l'ADN total de S. castanea marqué 
la digoxigénine : certains inserts donnent un signal intense (voir lignes 2, 4, 9, 12, 1 
210rs que les autres ne répondent pas ou faiblement (ligne 1 6): 

A. laevis 

Gig. rosea 

G. caledonium 

S. castanea 

Séquence SCl 

-. - • 

•• . .. 
• . ,_ .... 

Figure 5: Hybridation d'ADN totaux de différents genres de 
champignons endomycorhizogènes à arbuscules avec le fra
gment SCl marqué à la digoxigénine. La dilution des ADN 
totaux et de SCl est réalisée au facteur 2 de 60ng à O,082ng 
Une réponse n'a été obtenue qu'avec l'ADN de S. castanea. 
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1.2.2 Utilisation de la technique de dépôt en tâche d'ADN totaux 

Les ADN totaux des spores de quatre champignons: A. laeuis, G. 

caledonium, Gig. rosea et S. castanea sont dilués successivement 

selon· les rapports 1/2 ou 1/3 et déposés sur membrane. Après 

extraction des plasmides, digestion par EcoRI et électrophorèse, les 

inserts sont récupérés par "Squeeze freeze", marqués à la 

digoxigénine et utilisés comme sondes. Des inserts non marqués ont 

servi de témoin et ont été déposés sur membrane après dilution. 

2-RESUL TATS 

l-Isolement de séquences répétées 

23 inserts pris au hasard dans la banque génomique de S. castanea 

ont été hybridés avec l'ADN total de S. castanea marqué à la 

digoxigénine. La figure 4 montre un exemple d'hybridation. Après 

hybridation, 14 inserts ont donpé un signal d'hybridation à intensité 

moyenne ou forte (voir Tableau 3, dans Zézé et al. à la page 94). Les 

neuf autres inserts n'ont donné aucun signal détectable. Ces 

résultats nous ont permis de retenir les inserts ayant donné un 

signal pouvant correspondre à des séquences répétées. 

2-Recherche de séquenCt~ repétées spécifiques ou non de S. castanea 

Les hybridations utilisant les ADN totaux marqués à la digoxigénine 

de A. laeuis, G. caledonium, Gig rosea nous ont permis de mettre en 

14 inserts parmi lesquels 4 s'hybrident aussi bien avec l'ADN 

d'autres espèces que celui de S. castanea et 10 inserts s'hybrident 

seulement avec l'ADN de S. castanea. Comme l'indique le tableau ~3 

page 94, les inserts de 8. castanea SCl? et SC22 s'hybrident aussi 
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avec l'ADN total de Gig. rosea. Le fragment SC3 s'hybride aussi bien 

avec l'ADN total de A. laevis qu'avec celui de G. caledonium, tandis 

que l'insert SC4 est reconnu par les quatre ADN totaux marqués. 

Pour neuf inserts, nous avons obtenu un signal fort après 

hybridation avec l'ADN total de S. castanea. Cela' suggère que ces 

séquences pourraient être représentées dans le génome de S. 

castanea en nombre de copies élevé. Nous nous sommes servi de ces 

neufs inserts comme matériel de base en vue d'ldentifïer des 

séquences répétées spécifiques ou non de S. castanea en utilisant la 

technique de dépôt en tâc:he. 

Les neuf inserts ont étc marqués et utilisés comme sondes sur les 

ADN totaux dilués des différents champignons. La figure 5 montre 

que l'insert SCI ne s'hybride qu'à l'ADN total de S. castanea, 

E:uggérant qu'il pourrai": s'agir d'une séquence spécifique du genre 

Scutellospora. Un autre insert (SC4) reconnait tous les ADN totaux 

quatre espèces testées (Figure 6), confirmant les résultats 

obtenus en utilisant les ADN totaux comme sondes. 



G. caledonium • • • 
S. castanea • • • 

Gig. rosea • • • 

A. laevis • • • 
Séquence SC4 -e • • • 
Figure 6 : Hybridation en Dot blot d'ADN totaux de différents 
genres de champignons endomycorhizogènes à arbuscules avec 
la séquence SC4 marquée à la digoxigénine. Les ADN totaux sont 
dilués au facteur 2 de 600ng à 4 ng sauf celui de G. ca/edonium, 
qui va de 300ng à 2ng et SC4 de 2ng à O,0078ng. Des réponses 
positives sont obtenues avec tous les champignons utilisés. 
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3-DISCUSSION ET CONCLUSION 

De 23 clones étudiés, 14 nous ont donné des signaux intenses avec 

l'ADN total de S. castanea. Nous avons donc une fréquence de 14/23 

en terme de séquences repétées. Ce qui est relativement important. 

Ceci laisse supposer qUé le génome de S. castanea pourrait contenir 

des séquences repétées dans une proportion de l'ordre de 50%. 

La recherche de séquences spécifiques de S. castanea par la 

technique de dépôt en Wches nous a permis de repérer une séquence 

(SCl) qui reconnait spécifiquement le génome de S. castanea. 

L'hybridation s'est effec~:uée en conditions stringentes ; cela n'exclut 

donc pas que la séquence SC1 soit présente du génome des autres 

espèces testées. Mais dans ce cas, l'homologie n'est pas suffisante 

pour que l'ADN hybride résiste aux lavages à la température de 

68°C. SC1 pourrait être le résultat d'une évolution rapide qui lui 

aurait permis de diverger et n'être présente que dans le génome de S. 

castanea. Ce niveau de diver'gence pourrait donc être exploiter pour 

rechercher des variations à l'intérieur de l'espèce castanea. 

La même technique de dépôt d'ADN en tâche nous a permIS 

d'identifier un autre type de séquence (SC4) qui reconnaît tous les 

ADN totaux fongiques testés. Cela suggère que cette séquence est 

présente dans le génome de tous les champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules étudiés. Selon son degré de 

conservation qui est vraisemblableemnt plus élevée que celle de la 

séquence SC1, cette séquence SC4 pourrait être utilisée pour étudier 

des variations intergénériques ou interspécifiques. 
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1-CARACTERISATION D'UNE SEQUENCE REPETEE ET 

UTILISATION EN DETECTION SPECIFIQUE 

1.1 Introduction 

Ayant montré que parmi les quences repétées, certaines sont 

spécifiques du champignon endomycorhizogène à arbuscules S. 

castanea, nous avons entreprepris de caractériser de façon plus 

approfondie une d'entre elles et de l'utiliser ensuite comme outil de 

détection de ce champignon in planta. En effet, la démonstration que 

les séquences répétées peuvent être utilisées comme des outils de 

détection spécifique a été faite chez les plant,es (Junghans et 

Metzlaff,1988; Schweizer, 1988; Schmidt et al. 1990). Au cours de cette 

étude, nous avons voulu démontrer la faisabilité d'une telle approche 

}Jour la détection spécifique in planta de champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules. L'utilisation rationnelle de ces 

champignons en agriculture implique de savoir contrôler 

efficacement l'inoculum fongique de même que son évolution dans le 

sol. La connaissance approfondie de la diversité génétique de ces 

champignons au niveau moléculaire devrait permettre d'obtenir des 

marqueurs discriminants d'espèces ou d'isolats de champignons 

endomycorhizogènes en vue de les identifier à n'importe quel stade 

de leur développement et notamment au cours de la phase 

symbiotique. 

1.2 Résultats 

1.2.1 Caractérisation de la séquence SC1 

La séquence de S. castanea SC 1 s'étant montré spécifique de l'espèce, 

nous avons décidé de la caractériser en utilisant trois techniques: 

(i)l'hybridation en dot en vue de déterminer le nombre de copies, 
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(ii)l'hybridation en Southern en vue de déterminer le type 

d'organisation de cette séquence dans le génome de S. castanea et le 

séquençage complet qui nous a permis de déterminer son 

organisation nucléotidique. 

1.2.1.1 Estimation du nombre de copies de la séquence SCI dans le 

génome de S. castaiïeci 

L'hybridation en "dot blot" réalisée sur ADN total de spores de 

différentes espèces de champignon endomycorhizogène à arbuscules 

en utilisant comme sond.e le fragment SCI marqué à la digoxigénine 

(Figure 5) nous a permis, après traitement des spots par analyse 

d'images, de déterminer le nombre de copies de la séquence SC1 

dans le génome de S. castanea. On détermine une courbe 

densitométrique des spots obtenus avec la séquence SC1 comme 

étalon, ce qui donne directement la valeur correspondante en 

quantité d'ADN, par intrapolation des valeurs de DOl (densité 

optique intégrée) des signaux obtenus par rapport à celles de la sonde 

SCI. Ainsi, le signal obtenu avec 60ng d'ADN total de S. castanea 

correspond à 0,24ng de l'insert SC1. Ce qui donne comme proportion 

de fragments homologues à SCI 0,24/60 = 0,004. Ceci correspond à 

0,4% du génome de S. castar;,ea. En considérant 1pg comme proche 

de la masse du noyau de S. castanea, nous obtenons 0,004xl09 = 4106 

séquences homologues de SC1 dans le génome de S. castanea; cela 

correspond à 4106/1200 2500 copies de la séquence SC1 par noyau. 

1.2.1.2 Organisation de la séquence SCI dans le génome de S. 

castanea 

Pour montrer commen t la séquence SC 1 est organisée dans le 

génome de S. castanea, 1,5~g d'ADN total de spores de S. castanea 
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sont digérés par EcoRJ. Après migration sur gel, les produits de 

digestion sont transférés sur membrane et hybridés avec la séquence 

SCI marquée à la digoxigénine comme sonde. Après hybridation, 

troix types de bandes ont été obtenus (Figure 7). Un correspondant à 

la taille de la séquence SCI (1200bp), un autre à 3500bp et un dernier 

à 6500bp. De tels résultats mettent en évidence la présence 

vraisemblable de tfoix familles de la séquence SCI. En plus, nous 

n'obtenons pas un signal en dessous de 1200bp ce qui pourrait faire 

penser que SCI serait l'unité de base. 

1.2.1.3 Séquençage et analyse de SCI 

En vue de faire une étude plus approfondie de la séquence SCI, un 

séquençage complet a été réalisé. Cela nous a permis de déterminer 

la taille exacte de la séquence SCI qui est de 1202bp (Figure 8). Des 

séquences de 5 à 15bp orientées dans le même sens et réitérées au 

moins une fois (répétées directes) ont été mises en évidence. La 

recherche de cadres de lecture ouverts (ORF) en utilisant le 

programme "DNA strider"n'a pas donné de résultats significatifs. 

Par ailleurs beaucoup de codons stop ont été mis en évidence. Cette 

séquence ne coderait donc pas pour une protéine. Elle pourrait être 

hétérochromatique comme le sont certaines séquences d'AD~ 

répétées en tandem. 
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1.2.2-Utilisation de la séquence SC1 comme outil détection de 

&utellospora castanea in planta 

1.2.2.1 Test de détection spécifique du genre S. castanea sur l'ADN 

total de spores par hybridation moléculaire en Dot et Southern blot: 

Par une première approche (Figure 5), nous avons pu mettre en 

évidence par hybridation en dot blot que la séquence Sel reconnaît 

l'ADN de Scutellosporo. malS non celui des autres espèces testées 

c'est-à-dire A. laeuis, Gig. rosea, G. caledonium. En vue de 

confirmer ce premier T'ésulLat, l'ADN total de ces quatre espèces de 

champignons endomycc·rhizogènes a été extrait de spores. Après 

hydrolyse avec l'enzyme EcoRI et électrophorèse sur gel d'agarose, 

les produits ont été transférés sur membrane et hybridés avec 

séquence Sel marquée il la digoxigénine. Seul l'ADN de spores de S. 

castanea a été reconnu (Figuré 7). 

1.2.2.2-Mise au point d'amorces pour la détection spécifique de S. 

castanea par PCR 

1.2.2.2.1 Détermination des amorces 

Dans un premier temps, un séquençage partiel des deux brins du 

fragment Sel a été réalisé dans le but de générer des amorces 

utilisables en PCR pour la détection spécifique de S. castanea in 

planta. Pour cela, des régions des parties séquencées ont été choisies 

comme amorces. Mais avant toute manipulation in uitro, la qualité 

des amorces a été contrôlée par simulation sur ordinateur en 

utilisant le programm(~ "amplify 1. 2" (Bill Engels, 1992). Cela 

permet de voir si les deux amorces choisies ne forment pas de 
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dimères et si l'hybride est stable. Ensuite, en utilisant le programme 

FASTA (Pearson et Lipman, 1988) nous avons pu voir que les 

amorces choisies ont très peu d'homologies avec des séquences 

connues de données. Nous avons ainsi déterminé deux amorces: 

·SCI·I 5' TTTCGCTCA:'\.TGCATGCC 3' 

·SCI·2 5' CAC'ITAGGTGTTTAGCAGG 3' 



A l 2 3 4 5 B 1 

• 

• • 

2 4 5 

• -
• 

Figure 7: A) Electrophorèse en gel d'agarose 0,8% de 1,5jJg 
d'ADN de différents champignons endomycorhizogènes à 
arbuscules digérés par l'enzyme EcoRI: 
ligne l, l kb ladder 
ligne Z, A. laevis 
ligne 3, Gig. rosea 
ligne 4, G. caledonium 
ligne 5, S. castanea 
B) Hybridation en Southern après transfert sur membrane de 
(A) avec le fragment SCl marqué à la digoxigénine. On note 
une réponse qu'avec l'ADN de S. castanea sur trois bandes 
(1300bp, 3500bp et 6500bp) 



51 AATACATACG T?J.CATTACA AATCATATCT F.ATGCT.i\J...CG CTF_è..?F.TTTT 

101 TAATTCGCC.i\ AATATGATCC GTTGGAAAAT AGTTG.::I .. l, ... ::I.JI .. G l'...7!..CTTp.G.7!.J'-.G 

8Cl-2 
151 GCTTGTCAGT TCCAGTA)\TT GCTAAGCACT TAGGTGTTTA GCAGGTCCTC 

201 TGTGGGTCGA GTTCTCA.~i\C F..ATTTCAAA .. '\ GTATGGCTGT GTTG.~i\G.;:'_è..T 

251 TACC.i\CCACT TTTAGGTAGA ACTCGTTTAT TGAATp.Tl'.GA T'GACATp]"],..A 

301 TATCTCAA?..A CTTTAATG?.1, .i\GAA.i\GACCG GATTGGTATT TATp.TGAGTT 

351 ?CAATTAG?..A .i\TCGA.i\CTCT GGTTAGGACA CA.::I ... 7!..ATTAGT CTTGCil..AGAC 

451 TTATACATAT AT1DCATATA ATTTl,TTTTA TTGGTATATA TTp.CTF.TTCT 
pç 

501 AACTAT?TAC AGJ.TTTT2AA A.À.CTTGCp ... '\T .'\.i\M,TTG."'.c.;. Gp.G.l1TGGTTC 

DD ü.ç DE DD ME 
551 CTTGTTCGAT 

601 TGTTTGACGA ATCTA.i\Tl".GT TCTTTGCTTA TCAGATCTGT TGTTTCAATG 

651 CTTCCATCTA TT'1'TACl'.7TG GTTTTCTTTT GGCCTGTl>..AG AA..';"~TTA;:'_i\A 

PF 
701 TATTTAATAT GATTTTTTTA AA7AAAMTT ATATTil.CAAT AT.7!..F.JI.TATGC 

751 AAA?..ATTTTA CCTCGAGCTT GATTATAATT GTCAACACAT TTCCGGCA.~P. 

801 TATTAATAAA ATCTTGGCCC TCTTGGTTTC AACTTGTGGG TTACAATTTT 

851 TTTCGGAACC AGTTGAGGCA AACTCTTGGA TCCTATTTAA CCTCTTTTTT 

901 TTGTTGGGAG CAJ,CCTACTC GCGTA.i\ATAT GT7TATTp..AG A.::I ... ll.CTTCA.ù.C 

951 TTATGGTTCA GTCC7'TTTTT TACGCTICCP. CGTGGAGGTG TA7TTGGf..TT 

1 Cl 0 1 GGCGAAGAAC AGTCTT7GGC CATAAATTTT TGT.!..GGGCJLZ; ACT'1'p..AAC.i\T 

8C1-1 DG 
1051 GTCATACCAT AG'l'GGGGCAT GCATTGAGCG AAAACTTJ\..AT .'"-.z....i\GGCGTTG 

1101 GAAAAAGCCG ACJ.,TTGCJ\A.!J,. TATTAATCAA ATAATGTACT GTAGTAACAC 

1151 AAAAA7TCTT TT'l'ATACATC TAATCITACT GAf..ATC.i\ATp. ACTTATCGp..A 

1201 TT 

Figure 8 Caractérisation de la séquence SC1. Les motifs répétés 

directs sont marqués en gras et en itallique. Les amorces SC1-1 
et SC1-2 sont indiqués en gras. 
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1.2.2.2.2 Test de la spécificité des amorces SCI·I et SCI-2 sur ADN 

sporal de différentes espèces de champignons endomycorhizogènes 

La spécificité de la séquence SCI vis-à-vis de Scutellospora a été 

démontrée par hybridation en dot et Southern. Mais en vue de 

trouver des amorces dont la spécificité est dirigée vers le génome de 

S. castanea, il fallait aussi éprouver non seulement de l'ADN 

génomique d'autres genres, mais aUSSI d'autres espèces du genre 

Scutellospora. Après extraction de l'ADN sporal de différentes 

espèces de champignons endomycorhizogènes à arbuscules, une 

amplification a été réalisée avec le couple d'amorces SCl-l et SCl-2. 

Cela Cl pennis de démontrer leur spécificité (Figure 9). 

1.2.2.2.3 Détection spécifique in planta de S. castanea 

La spécificité des amorces SCl-l et SCl-2 a été démontrée vis-à-vis de 

l'ADN sporal de S. castanea comparativement à l'ADN de plusieurs 

espèces y compris d'autres espèces de S cutellospora. En vue de 

montrer la possibilité d'utiliser: ces amorces en détection spécifique 

in planta, l'ADN de racines de poireaux infectées par plusieurs 

espèces de champignons endomycorhizogènes a été utilisée en 

amplification. Comme témoin négatif, l'ADN de poireau non infecté 

a été utilisé. Seule une amplification a été obtenue avec l'ADN de 

racines infectées par S. castanea (Figure 10) 

1.3 Discussion et conclusion 

Le clonage de l'ADN du champignon endomycorhizogène S. 

castanea nous a permis d'isoler quelques séquences repétées du 

génome de ce champignon. Le criblage d'un échantillon de 23 clones 

a donné 9 clones contenant des séquences fortement repétées qui ont 

servi de base pour l'isolement d'une séquence repétée parmi celles 
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Figure 9 : Test de spécificité des 
amorces SC1-1 ~t SC1-2 sur ADN 
totaux de spores de : 
-ligne 2, A. laevis 
-ligne 3, Gig. rosea 
-ligne 4, G. caledonium 
-ligne 5, S. calospora 
~ligne 6, S. pellucida 
-ligne 7, S. nodosa 
-ligne 8, S. castanea 
-ligne 9, racines de poireau infectées 

par S. castanea 
-ligne 10, contrôle négatif 
-lignes 1 et 12, 1 kb ladder 

1 L 



détectant spécifiquement S. castanea. Dans un premier temps, cette 

détection spécifique a été mise en évidence par hybridation en dot sur 

ADN totaux de spores de quatre espèces de champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules représentant les quatre 

principaux genres à savoir A. laeuis, Gig rosea, G. caledonium et S. 

castanea. Ensuite, nous avons confirmé ces résultats par hybridation 

en Southern blotet, nous sommes allés plus loin dans cette 

confirmation en testant huit espèces (voir Figures 9 et 10) grâce à 

l'utilisation de la PCR. L'intérêt de la mise au point d'outils de 

détection des champignons endomycorhizogènes à arbuscules, c'est 

de pouvoir les détecter à tout moment de leur cycle biologique. Les 

amorces SC1-1 et SCl-2 nous ont permis d'atteindre ce but. 

Pour montrer que la non-amplification de l'ADN des autres espèces 

fongiques n'était pas due à des phénomènes d'inhibition, des 

amorces universelles (NS3 et NS6) ont été utilisées sur ces mêmes 

ADN. Une amplification a été obtenue attestant de la bonne qualité de 

l'ADN. Ainsi le but principal de ce travail qui était de mettre au point 

des outil s de détecti on moléculaire de champignons 

endomycorhizogènes in planta à partir de séquences repétées a été 

atteint. Les techniques d'hybridation en dot et en Southern 

nécessitent une quantité importante d'ADN. Or, il est souvent 

difficile d'obtenir suffisamment d'ADN à partir de spores en vue 

d'appliquer ces deux techniques. Pour contourner cette difficulté, il 

s'est avéré nécessaire d'appliquer une technique (PCR) pour laquelle 

la présence d'une petite quantité d'ADN suffirait à la détection du 

fragment fongique. Ceci est d'autant plus important que le 

champignon peut être à l'état de trace dans la racine si celle-ci a été 

inoculée récemment. 

Grâce à la PCR, nous avons pu 
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Figure 10 : Amplification test d'ADN 
obtenus à partir de racines de poireau 
infectées par différents champignons 
endomycorhizogènes à arbuscules. 
-ligne 2, mycorhize à A. laevis 
-ligne 3, mycorhize à Gig. rosea 
-ligne 4, mycorhize à G. mosseae 
-ligne 5, mycorhize à G. caledonium 
-ligne 6, mycorhize à S. pellucida 
-ligne 7, mycorhize à S. nodosa 
-ligne 8, mycorhize à S. calospora 
-ligne 9, mycorhize à S. castanea 
-ligne 10, Témoin sans ADN 
-lignes 1 et 11, 1 kb ladder 

1'+ 
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montrer que nos amorces pouvaient détecter spécifiquement le 

champignon S. castanea même à partir d'une très faible quantité 

d'ADN de ce dernier. 

Ces résultats avec ceux du chapitre II ont fait l'objet d'un article 

intitulé 'Evidence for repeated DNA sequences in the arbuscular 

mycorrhizal fun gal genome and use for specifie identification of 

Scutellospora castanea in planta." Soumis à Applied and 

Environmental Microbiology. Voir pages 76-100. 
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A highly repeated DNA sequence from the genome of an arbuscular 

mycorrhizàl fungus (AMF') has been isolated and characterized. This 1.3 kb 

sequence (SCI), with approximately 3600 copies, represents about 0.4 % of the S. 

castanea genome. The sequence was shown to be a &uteUospora-specific probe 

in Southern and dot blot hybridizations. After partial sequencing of PSCI, 

primers were generated àlld used to specifically amplify a 950 bp fragment 

from spores of S. castanea or A. porrum infected roots. No amplification 

products were obtained with DNA from spores or intraradical mycelium of 

other arbuscular mycorrhizal ftmgi of the same and different genera. 

Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), forming symbiotic associations 

with the roots of most plants, belong to the order Glomales (Zygomycetes) (20). 

These associations, called mycorrhizas, are involved in plant nutrient uptake 

and water absorption (12). AMF are unculturable organisms for which no 

sexual stage has been clearly defined in their life cycle. Identification and 

classification of At\1F are based solely on the morphology and structure of their 

vegetative spores, which are multinucleate organs and the only form under 

which individual species can be isolated (33). However, the criteria used for the 

identification of these fungi (spore morphology, wall characteristics) can be 

influenœd by environmental conditions and spore maturity (21), introducing 

problems for accurately identifying field populations. Furthermore, it is 

extremely difficult to distinguish between AMF species during the symbiotic 

mycelial phase within root tissues 0). Consequently, there is a real need to 

develop reliable tools for the detection and identification of these fungi at all 

stages of their life cycle. 

The development of polyrnerase chain reaction (PCH) technology offers 

new possibilities for the detection and identification of such unculturable 

microorganisms (28, 32, 35). AmplificRtion primer:;; for PCH. Rrc generally 



homologous to conserved sequences, the most frequently used being those in 

the rDNA genes. These are organized in conserved regions (18S, 5.8S and 28S) 

and in variable (InternaI Transcribed Spacers) as weIl as intergenic 

nontranscribed spacers. Universal prim ers generally used for amplification of 

rDNA genes can amplify sequences of these regions in most o:r:ganisms (2, 3, 9, 

10, 17, 34). Since AMF spores can sometimes be contamÎnated by other 

organisms in soil, such primers have to be employed with great precaution. To 

overcome this problem, Simon et al. (28) used rDNA from axenically produced 

spores to design k\fF-specific primers in the Small Subunit (SSU) to propose a 

phylogeny for these fungi (27). Furthermore, SSU sequence alignement has led 

Lü the construdion of sorne A:VIF genera-specifie primers for detection and 

identification within root tissues (29). 

\Ve have adopted cloning of genomic DNA from AMF as an alternative 

approach to develop AMF species-specific probes. In prev'Îous work, a partial 

library of genomic DNA was obtained from the AMF Scutel!ospora castanea 

Walker, and preliminary evidence was obtained for the existence of repeated 

DNA sequences within the genome of this fungus (36). Repeated DNA 

sequences other th an rDNA genes can be used as markers within or among 

species depending on their rate of divergence (6, 7, 8). Certain are shared by 

related species whilst others, considered as specific repeats, are only conserved 

at the species level and can be used for diagnostic purposes (4, 5). In the 

present work, we have isolated a repeated DNA sequence from the partial 

genomic library of S. castanea. \Ve have shown by Southern and dot blot 

hybridization that this sequence is Scutellospora-specific, sequence analysis 

was conducted to design S. castanea-specific primers from this sequence for 

detection by PCR of tbis fungus in colonized roots. 
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MATERIALS AND l\1ETHODS 

Materials. Different AlVIF were used in the present study: Scutellospora 

castanea sp.Walkèr (BEG1), S. calospora (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders 

(BEG32), S. pellucida (Nicol. & Schenck) Walkers & Sanders (INVAM 337), S. 

nodosa Blaszkowski (BEG4), Gigaspora rosea Nicolson & Schenck (BEG9), 

Acaulospora laevis Gerdemann & Trappe (BEG 13), Glomus caledonium (Nicol. 

& Gerd.) Trappe & Gerdemann (BEG20) and G. mossae (Nicol. & Gerd.) 

Gerdemann & Trappe (BEG 12). Allium porrum L. was inoculated with spores 

of each fungus at planting of 10-day old seedlings in a neutral soil for S. 

castanea, Gig. rosea, G. caledonium, and G. mosseae, or in an acid sandy 

]oam soil for S. calospora, S. pellucida, S. nodosa and A. laevis. 

DNA isolation. Spores of the AMF species were wet-sieved from pot 

cultures with A. porrum, collected individually, surface sterilized (11) and 

DNA was ~xtracted as previously described (36). Total DNA was extracted from 

washed root systems of 8 to 10 week-old mycorrhizal and nonmycorrhizal A. 

porrum according to Rogers and Bendich (23). DNA was then quantified in gel 

or by a minifluorimetric method (TKO 100 mini-fluorimeter, Hoefer scientic 

instruments). 

Screening for repeated DNA sequences. The EcoRI genomic library from 

S. castanea in pUC18 (36) was screened for repeated DNA sequences. Since in 

preliminary experiments no prominent bands could be detected in an agarose 

gel after digestion of total genomic DNA of S. castanea with EcoRI, a procedure 

adapted from the shot gun cloning method (24) was used. A random sample of 

23 clones from the genomic library was chosen as starting material. Plasmids 

were extracted by mini-preparation using the boiling procedure (18), and after 

digestion, inserts were separat(~d from the pUC18 in a 0.8% agarose gel and 

transferred to a Bioprobe Biohylon z+ membrane. Hybridization was carried 

out at 68°C with total DNA from spores of S. castanea, A. laevis, Gig. rosea and 



G. caledonium labeled with digoxigenin following the Boehringer (Mannheim) 

proto col. 

Selection of a Scutellospora-specific probe. Total DNA (60ng) from spores 

of four species representing different genera of AMF CA. laevis, Gig. rosea, G. 

caledonium) S. castanea) were tlerially diluted 1/3 and blotted onto a Bioprobe 

Biohylon Z+ membrane according ta the manufacturer's procedure. Inserts 

isolated by squeeze-freeze (18) were digoxigenin-Iabeled according to the 

Boehringer Mannheim protocol and used as probes. After overnight 

hybridization at 68°C, filters were washed twice [) min. at room temperature in 

2xSSC/0.1%SDS and twice 15 min. in 0.1 %SSC/0.1 %SDS. 

Sequence characterization. DNA (1.5!-lg) from spores of the different A;'!IF 

species was hydrolysed with EcoRI endonuclease, separated in a O. 8% agarose 

gel, transferred onto a Bioprobe Biohylon Z+ membrane and hybridized with a 

Scutellospora-specific digoxigenin-labeled DNA fragment overnight at 68°C. 

Sequencing of the Scutellospora-specific DNA fragment was carried out using 

a Promega {mol sequencing kit with 32p end-labeled primers. After mini

preparation using the boiling procedure, the insert cloned into the EcoRI site of 

pUC18 was used as template for sequencing reactions using pUC18 universal 

primers in both directions. Primers were designed using the program 

"amplify 1.2" and synthetized by Eurogentec (parc scientifique de la croix 

rouge, Belgium). 

PCR amplification. A 50 !-lI reaction mixture contained 10 l-1::Yl of each 

primer, lU of Taq polymerase (Appligene), 250 !-lM deoxynucleotide 

triphosphates and 1.5 mM MgC12. One ng of the Scutellospora-specific plasmid 

or 5 to lOng of total DNA from spores or roots were used as templates. For the 

am-phflcation reaction, the thermal cycling parameters were an initial 95°C 

denaturation for 2 min., 50°C annealing for 55 sec. and 72°C elongation for 1.5 

min. followed by 30 times 9(5 denaturation for 55 sec., 52°C annealing for 55 

sec. and 72°C elongation for 1.5 min .. Universal primers NS3 and NS6 (34) 
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were used as positive controls of amplification. The PCR reaction was 

performed with a Combi thermal reactor (Hybaid). 

P~TS 

Selection of repeated DNA sequences from S. castanea. In arder to screen 

for repeated DNA sequences in the S. castanea genome and appreciate the level 

of cross-hybridization witn allier AMF genomes, total digoxigenin-Iabeled 

genomic DNA from S. castanea, A. laevis, Gig. rosea and G. caledonium was 

hybridized in Southern blots to a random sample of 23 inserts. Out of these, 14 

inserts gave detectable signaIs either with total genomic DNA from S. castanea 

or wit.h genomic DNA from the three other fungi (Table 1). The remaining 

inserts gave no detectable signaIs with the fungal genomic DNA suggesting 

that they may represent single copy genes. With S. castanea genomic DNA, 

nine inserts gave high signal intensity and five a moderate signal, even with 

genomic DNA from the three other fungi. Of the 14 inserts which gave a 

detectable signal, ten hybridized only with S. castanea genomic DNA, two 

(SCI7 and SC22) cross-hybridized with Gig. rosea genomic DNA, one (SC3) 

cross-hybridized with A. laevis and G. caledonium DNA and one (SC4) with 

DNA from aIl fungi. The 10 inserts which only hybridized with S. castanea 

genomic DNA may be specifie ta the genome of Scutellospora. As can be seen 

from the example given in Fig. 1, a number of recombinant plasmids from the 

partial genomic library of S. castanea carried inserts which gave a high signal 

intensity in Southern hybridization with total genomic DNA from S. castanea 

spores. Out of the 23 recombinant plasmids screened, a total of nine inserts 

gave a strong signal, suggesting that these could be in high copy number in the 

S. castanea genome. As our aim was to use repeated DNA sequences, these 

inserts were chosen as starting material for screening of S. castanea-specific 

sequences. 
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Detection of a Scutellospora-specmc sequence. The nine plasIlÙds expect€d 

to carry repeated DNA sequences from S. castanea were investigated for the 

presence of a Scutellospora-specific sequence in dot blot analyses. Most of the 

nine inserts used as probes cross-hybridized with the other genomes of A:VIF, 

but "vith a lower signal intensity. One insert (SCI) from one recombinant 

plasmid (pSCI) hybridized with DNA from S. castanea but not "yi th DNA from 

A. laeuis, Gig. rosea or G. caledonium, suggesting that it could be a 

Scutellospora-specific fragment (Fig. 2). This specificity was confirmed by 

Southem analyses of total DNA of the four genera of AMF (Fig. 3A) probed v,ith 

digoxigenin-Iabeled SCI; the same specificity for Scutellospora DNA as in dot 

blot hybridization was obtained (Fig. 3B). No signal could be detected with fungi 

from the genera Acaulospora) Gigaspora and Glomus. The specificity of the 

SCI sequence towards the Scutellospora genome was obtained under highly 

stringent conditions in both dot blot and Southern analyses. 

SCI sequence characterization. The Southern blot of EcoRI digests of S. 

castanea (Fig. 3A) hybridized with SCI revealed three bands: a 1.3 kb fragment 

(corresponding to the size of SCl), another 3.5 kb fragment and a 6 kb one 

3B). The fragments detectable at higher molecular weights (3.5 kb or more) 

could result from incomplete hydrolysis, indicating that the repeated SC l 

sequences may be linked in long tandem arrays. However, there is a 

discrepancy between the signal estimated as corresponding to 1.3 kb and the 

next one (3.5 kb), which suggests that there exists at least two different faIlÙlies 

of repeated sequences showing homology "'vith the SCI fragment. 

The SCI sequence was üwIated by the "squeeze-freeze" method after 

EcoRI digestion of the plasmid pSCI and separation in an 0.8% agarose gel. 

After minifluorimetric quantification of SCI and genomic DNA from different 

AMF, seriaI dilutions were realized. DNA was denatured, dot blotted onto a 

membrane and hybridized with digoxigenin-labeled SCI. Copy number of SCI 

in the S. castanea genome was estimated from densitometric analyses of the 



dot blot signaIs (Fig. 2). The signal intensity obtained with 60ng of total DNA 

corresponded to that of 0.24ng (If SCl, that is 0.4% of the S. castanea genome. 

Assuming a genome size of 1 pg for S. castanea (14), this value represents 

approximately 3600 copies of SC 1 per nucleus. 

Generation of SC l-specific primers for S. castanea detection by PCR. A 

partial restriction map was established after digestion of SC l with different 

restriction enzymes (Fig. 4).By 'partial sequencing using pUC18 forward and 

reverse primers, a 196bp stretch was identified on one strand and a 212 bp one 

on the other. These sequences did not show strong homology to any sequence in 

the EMBL gene bank. Primers SC1-1 5' TTTCGCTCAATGCATGCC 3' and 
, 
" 

SCl-2 5' CACTTAGGTGTTTAGCAGG 3' corresponding to portions of the 

sequenced regions (Fig. 4) were synthesized. 

ln order to verify the results obtained by dot blot and Southem assays and 

to test primer specificity for S. castanea, DNA from spores of seven species of 

AMF including different species of Scutellospora were used for PCR analyses 

with primers SCl-l and SCl-2. After 30 cycles, an expected 950bp product was 

only obtained with DNA from 8. castanea spores (Fig. 5, lane 8). In order to 

assess the specificity of the primers towards S. castanea during mycorrhiza 

formation, DNA from S. custanea-mycorrhizal A. porrum and from 

mycorrhiza obtained by infecting A. porrum roots with different AMF, 

including other Scutellosporu species, was used as template. DNA from 

nonmycorrhizal A. porrum was used as control. Only DNA from S. castanea-

infected A. porrum roots was amplified using primers SC1-1 and SCl-2 (Fig. 5, 

lane 9 & Fig. 6, lane 9). No PC.R products were produced during amplification 

of DNA from uninfected A. porrum nor from other mycorrhizas. PCR products 

were obtained from all DNA using the universal primers NS3 and NS6 (Fig. 7), 

confirming that any non-amplification of DNA was not due to inhibitors 

present in the samples. 
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DISCUSSION 

In this paper, we describe the use of a repeated DNA sequence screened 

from a partial genomic library as a reliable tool for AMF species-specific 

detection in infected roots. It i8 the first bme that a repeated DNA sequence 

other than rDNA (28) has been eharacterized in AMF and subsequently used as 

a species-specific probe. The specificity of the repeated DNA sequence SC 1 

towards S. castanea spores in either dot and Southern analyses, or by PCR 

amplification, confirms preliminary observations of its ability to detect S. 

castanea in A. porrum mycorrhjza using Southern analyses (36). 

DNA probes corresponding to repeated DNA sequences have been 

constructed for plant species like barley (15), wheat (19) and for Beta 

procumbens (26), and Stradford et al. (31) have used species-tandem repeatE as 

diagnostic probes for cyst nematodes. When a DNA or RNA sequence is specifie 

to a particulàr organism, it can be used for PCR detection of this organism. 

Schesser et al. (25) and Henson et al. (13) used a specifie mitochondrial DNA 

sequence to generate primers to detect G. graminis in infected wheat. Since dot 

and Southern analyses require more DNA than PCR amplification. we 

sequenced SC1 in order to generate prim ers for PCR detection of traces of 

fungal DNA in roots. The primers SC1-1 and SCl-2 did not amphfy DNA from 

spores of Scutellospora other than S. castanea, nor from roots infected by other 

species of AMF. Compared to dot and Southern analyses, which require at 

least 60ng and 1.5~g, respectively, PCR detection was far more sensitive since 

we could detect 1 ng of S. castanea DNA when mixed with 20 ng of DNA from 

roots of nonmycorrhizal A. porrum (data not shown). These results show that 

species-specific primers can be generated which will be particularly useful for 

the maintenance and control of inoculum quality, and serve as reliable tools for 

detection and identification of the fungus throughout its life cycle. 

The cloning of genomic DNA also offers the possibility of prospecting 

genome structure. Out of the 22, clones analysed From 8. rastanea, nirw gan' :1 
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high signal intensity in hybridization with genomic DNA suggesting that they 

are in high copy number in the S. castanea genome. The ratio of nine repeated 

DNA fragments out of 23 indicates that a high proportion of total genomic DNA 

is in high copy number, so that a large part of S. castana genome could be 

redundant, like that of higher eukaryotes (30). The Sel sequence has 3600 

copies in the fun gal genome whÎch is considerably higher than the 90 copies 

calculated for rDNA repeàtsÎnthis fungus (22). When hybridized \vith Sel, the 

EcaRI digests of S. castanea gave distinct, irregularly separated bands, which 

may indicate that the Sel sequence is organized in at least two families 

arranged in tandem arrays in the S. castanea genome. A similar distribution 

of the moderately repeated sequence R8 . .1 has been reported for the tobacco 

genome (16). For comparison, HB.l has 1600': copies per tobaceo haploid genome 

and represents O. 3% of this genome. 

In conclusion, sinee repeated DNA sequences are the major source of 

variation between species, and if they are a common charaeteristic of the 

genome of AMF, they could represent a potentially useful source for generating 

specifie primers and probes for either genetic studies or identification of AlvlF 

in natural populations. 
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FlG 1: A) A random sample of 16 plasmids from the S. castanea partial genomic 

ilbrary hydrolysed with EcoRI. Variable sizes of fragments are obtained. The 

constant band (2.7 kb) is the plasmid pUC18. 

B) Hybridization of the filter corresponding to (A) with total digoxigenin-Iabeled 

DNA from spores of S. castanea. 

FIG 2: Dot blot hybridi:?;ation of DNA from spores of different genera of AMF probed 

with the S. castanea fragment SC 1 labeled with digoxigenin. Total DNA from spores 

of a: A. laevis, b: Oig. rosea, c: G. caledonium, d: S. castanea and e: SC 1 DNA, 

serially diluted from 60 ng ta 0.082ng. 

FIG 3: A) EcaRI digests of L5jlg total DNA from spores of different Al\1F 

clccLrophorescd through 0.8% agarose gel. Lane 1: A. laevis; lane2: Oig. rosea; lane 

3: G. caledonium; lane 4: S. castanea; and lane 1: 1 kb ladder. 

TI) Southern hybridization of the filter corresponding to (A) with digoxigenin-labeled 

Sel. 

FIG 4: Partial restriction map of the 1.3 kb insert with location and direction of 

primers SC1-1 and SC1-2 used in this study. 

FIG 5: Specifie amplification of S. castanea DNA with primers SC 1-1 and SC 1-2. 

DNA templates from spores: lane 2, A. laevis; lane 3, cig. rosea; lane 4, G. 

('oledol/ium; lane 5, 8. calospora; lane 6,8. pel1ucida; lane 7, S.:·llodosa; lane 8, S. 

l'([stunea; lane 9, S. castanea-infected A. porrum; lane 10, Nonmycorrhizal A. 

porrl1ln; lane Il, Negative control; lanes land 12, l kb lacicier. 
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FIG 6: Amplification of DNA from A. porrum roots infected by different AMF. Only 92 

DNA from S. castanea-infected A. porrum is amplifted, Lane 2: A. laeuis; la ne 3: 

Oig. rosea; lane 4: G. mossae; lane 5: G. caledonium; lane 6: S, pellucida; lane 7: .), 

nodosa; lane 8: S. calospora; lane 9: S. castanea; lane 10: Negative control; lanes 1 

and Il: 1 kb lnddcr. 

FIG 7: Control of the qua!ity of DNA from A. porrum roots infected by difTerent 

AMF using universal primers NS3 and NS6. AU DNA tested is amplified. Lane 1: A. 

laevis; la ne 2: Gig. rosea; !ane 3: G. cale.donium; lane 4: S. pellucida; !ane 5: S. 

nodosa; 1ane 6: S. calosporrr, 1ane 7: S. castanea; lane 8: Nonmycorrhiza! A. porrum: 

lane 9: negalive control; lane 10: 1 kb !adder. 



TABLE 1: Results of Southern hybridization of different inserts with digoxigenin-Iabeled 
genomic DNA from spores of 5. castanea, Gig. rosea, A. laevÎs and G. caledonium 

Clones Sizes of 

inserts(hp) 

pSCl 1300 
pSC2 1800 
pSC3 6400 
pSC4 1500 
pSCS 500 
pSC6 1800 
pSC7 4000 
pSC8 2000 
pSC9 1500 
pSC10 3000 
pSC11 1800 
pSC12 1900 
pSC13 1600 
pSC14 7000 
pSC15 1000 
pSC16 4000 
pSC17 3500 
pSC18 500 
pSC19 600 
pSC20 1000 
pSC21 500 
pSC22 4000 
f'l~r?? 2000 t""v .............. ...., 

Hybridization using: 

S. castanea Gig.rosea A. faevis G. cafedonium 

+t 
+t 
+t 
+t +t 

+t 

+ 

+ 

+ 
+ 
+t + 
+t 

+t 

+t + 
+ 

+ high or moderate signal 
no signal 

+ + 
+ + 



A B 
12 J 4:; 6 7 l:S 9 1011121314151617 1234567891011121314151(;: 

[fI8-.. -
... 

FIGURE 1 



a 
b 

c 
d •• 

e .~_ ••••• 

FIGURE 2 



A 1 2 3 4 5 

FIG1.JRE 3 

B 1 

-
-• 

2 3 -+ 5 

-
• 



i 111 
-----...... 
SCI 1 

FIGURE 4 

0.1 kb 
..
SCI-2 

3' 



FIGURE 5 



! 2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 

+-950 br 

FIGURE 6 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 lO 

~lkh 

FIGURE 7 



rrw "rnITrUJID)Œ IID~~ ~l~~1JJmlNCCŒ IRiJ]lIPrn;~lf&;]; Œ1J:! IIDII§IP~~rn;m; 

CClBIrn;~ lLQŒ§lFlECCD~ §([}IJJ1!W:JLiLl{J)§JP({))!1U-l ([}iM3ffANlJi& ~ 

lIDJE"'l1'rrgCC1rlI<rDN l])Jj CC~·ll' ~~TI' CCiliIug~ lIDQJ::,U,rùl'®];[g CŒOO~J{lli~ 

IP&m IID@~ IB3ILCQ)~f ŒlI' IPAffi M 1rŒCCJJJNII~UTilii wCCl& 



i 
1 

1 

\ 

1 

IVl 

l·CARACTERISATION D'UNE SEQUENCE REPETEE ET 

AMPLIFICATION PAR LA TECHNIQUE PCR 

1~ 1 Introduction 

Les séquences répétées peuvent non seulement être utilisées comme 

outils de détection mais aussi comme marqueurs d'évolution CFlavell 

et al. 1977; Santoni et 13ervillé, 1992). Au cours de la recherche de 

séquences répétées chez S. castanea, nous avons pu mettre en 

évidence une sé'qiienëe'présente aussi dans le génome d'autres 

espèces de champignons endomycorhizogènes à arbuscules. Nous 

avons voulu utiliser cette séquence pour étudier une possible 

variation intergénérique entre champignons endomycorhizogènes à 

arbuscules. Du fait des difficultés d'application de la technique 

RFLP sur ADN total de spores (pour les ra.isons évoquées 

précédemment), nous avons adopté une autre stratégie. Après 

séquençage complet de la séquence dénommée SC4, des amorces ont 

été déterminées qui nous ont permis d'amplifier une portion de cette 

séquence chez différents genres de champignons 

endomycorhizogènes. Du fait qu'elle a été caractérisée comme une 

séquence dispersée et qu'elle a été détectée chez les différentes 

espèces de champignons endomycorhizogènes étudiées, nous l'avons 

baptisée Mycdire pour (Mycorrhizal fungi dispersed element). 
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1.2 Résultats 

1.2.1 Caractérisation de la séquence Mycdire 

La caractérisation de la séquence Mycdire a été réalisée par 

(i)l'hybridation en dot qui nous a permis de déterminer le nombre de 

copies de cette séquence dans le génome de: A. laeuis, Gig. rosea, G. 

caledonium et S. castanea, (ii)l'hybridation de Southern qui nous 

permis de déterminer l'organisation de l'élément Mycdire dans le 

génome de S. castanea, (iii)le séquençage complet de l'élément 

Mycdire qui nous a permIS de déterminer son organisation 

nucléotidique. 

1.2.2 Estimation du nombre de copies de Mycdire dans chaque 

génome 

L'hybridation en dot des ADN totaux extraits de spores des espèces 

A. laeuis, G. caledoniUln, Gig. rosea et S. castanea (Figure 1 page 

126) permet de déterminer le nombre de copies de Mycdire dans le 

génome de chacune de ces espèces. Après traitement des spots par 

analyse d'images, une courbe densitométrique étalon est déterminée 

avec la séquence Mycdire. Nous intrapolons ensuite comme nous 

l'avons fait au chapitre précédent pour avoir la valeur en ng d'ADN 

des spots inconnus. Le nombre de copies dans chaque génome est 

alors déterminée comme suit:'· 

Glomus caledonium 

75ng d'ADN génomique donnent une quantité équivalente de 0,08 ng 

de la sonde. Donc la proportion de séquences homologues à la sonde 

est: 0,079659/75= 0,00106. Ce qui correspond à 0,1 % du génome de G. 

caledonium. En estimant à 0,3 pg (Michel Rosny, communication 

personnele) la quantité d'ADN par noyau chez de G. caledonium la 
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proportion de séquences homologues de i\1ycdire est 0,00106 x 

0,3109= 318000 pb. Le nombre de copies de Mycdire est donc estimé à 

318000/1428 = ~ 

$cutellospora castanea 

150 ng d'ADN génomique donnent une quantité équivalente de 0,06 

ng de la sonde. Donc la proportion de séquences homologues à la 

sonde est: 0,059286/150 = 0,00039, soit 0,039% du génome de S. 

castanea. En estihiahfla quantité d'ADN par noyau chez S. castanea 

à 1 pg (Michel Rosny, communication personnelle), la proportion de 

séquences homologues e~.t donc de 0,00039 x 109 ce qui donne 395240 

pb. Le nombre de copies de ft1ycdire est donc estimé à 395240/1428 = 

'l!IL. 

Gigaspora rosea 

150 ng d'ADN génomique donnent une quantité équivalente de 0,058 

ng de la sonde. Donc la proportion de séquences homologues à la 

sonde est 0,058/150=0,00039, soit 0,039% du génome de Gig. rosea. En 

estimant la quantité d'ADN par noyau chez Gig rosea à 0,57 pg 

(Michel Rosny, communication), la proportion de' séquences 

homologues est: 0,00039 x 0,57109= 222300pb. Le nombre de copies de 

Mycdire est donc estimé Èl 220400/1428= lQJ1 

dçaulospora laevis 

150 ng d'ADN génomique donnent un signal équivalent à 0,068 ng de 

la sonde. Donc la proportion de séquences homologues à la sonde est: 

0,068566/150= 0,00046. Ce qui correspond à 0,046% du génome de A. 

Laeuis. En estimant la quantité d'ADN par noyau chez A. laeuis à 

0,67 pg (Michel Rosny, communication personnelle), la proportion 
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de séquences homologues est: 0,00046 x 0,67109= 306261pb. Le nombre 

de copies de Mycdire est donc estimé à 306261/1428 = 214. 

1.2.1.2 Organisation de M.'Ycdire dans le génome de S. castanea 

En vue de montrer l'organisation de la séquence Mycdire dans le 

génome de S. castanea~ 1 ~g d'ADN total de spores est digéré par 

l'enzyme EcoRI. Après électrophorèse et transfert sur membrane, 

une hybridation e"sfefteetuée avec la séquence Mycdire marquée à la 

digoxigénine. Une traînée a été obtenue après hybridation montrant 

que la séquence Mycdire est dispersée dans le génome de S. castanea 

(voir Figure 2 page 127). 

1.2.1.3 Séquençage et analyse de Mycdire 

Après séquençage complet de l'élément Mycdire, la détermination 

en bases donne 76% de A+T et 24% de G+C. En utilisant le 

programme "repeat" du logiciel GCG via le serveur génome à 

Villejuif, il nous a été possible de déterminer cinq séquences répétées 

directes et deux répétées inversées. En outre, sept variantes de la 

séquence ARS qui confère une autonomie de réplication chez 

Saccharomyces cerevisiae ont été détectées dans cette séquence 

(Figure 3 page 128). Par ailleurs, nous avons mis en évidence 

l'existence de séquences d'ADN appelées (Centromeric DNA 

element) CDEI {G/A)TCAC(G/A)TG} et CDEIII (TTCGAA) qui sont 

caracéristiques des séquences d'ADN centromérique chez S. 

cerevisiae. Ainsi deux CDEI parfaits ont été mis en évidence aux 

positions (724-731) et (874-881) et un CDEIII avec un mésappariement 

en position (506-512). 
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1.2.2-Détection de la séquence Mycdire dans le génome de quelques 

espèces de champignons endomycorhlzogènes à arbuscules par la 

technique PCR 

1.2.2.1 Choix des amorces 

Le choix des amorces S'E:St fait comme précédemment en utilisant le 

programme "Amplify" pour rechercher les dimères et la stabilité 

des hybrides. 

La qualité des amorces dénommées 

-Myc! 5' TCATAAAATITIAATIGGTG 3' 

-Myc2 5' TAAT'ITI'CAGGTAAAGATGG 3' 

a été ainsi déterminée. 

1.2.2.2 Amplification de l'ADN total de spores de A. laevis, Gig. 

rosea,·G. caledonium, S. pellucida et S. castanea 

Une fois les amorces testées, une amplification a été effectuée sur 

ADN total de spores de différents champignons endomycorhizogènes 

à arbuscules en vue d'amplifier la région correspondante de 

l'élément Mycdire dans le génome de ces champignons. Comme le 

montre la Figure 4A pa!~e 129, une amplification a été obtenue avec 

l'ADN des espèces testées. Nous nous attendions à un fragment de 

1056 bp. Lorsque les produits d'amplification ont été soumis à 

électrophorèse d'agarose 0,5% Nusieve), un fragment d'une telle 

taille a été obtenue avec les espèces Gig. rosea, G. caledonium, 8. 

castanea et S. pellucida comme produit majeur. Mais l'espèce A. 

laevis a donné un fragment de 569 bp comme produit majeur. En 

plus de ce fragment de 1058bp, des fragments mineurs de petites 

tailles (600bp et 400bp) ont été obtenus chez Oig rosea) G. 

caledonium, S. castanea et S. pellucida. Un fragment mineur de 
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même taille que le fragment majeur de A. laevis a été obtenu aussi 

chez S. castanea. 

1.2.2.3 Relations entre l'élément Mycdire et les portions 

correspondantes amplifiées chez les autres espèces 

1.2.2.3.1 Identification des produits d'amplification 

Pour montrer la relation entre les différents produits d'amplification 

obtenus, nous avons' procédé à l'hybridation moléculaire des 

produits d'amplification avec la séquence Mycdire. Après 

électrophorèse, les produits d'amplification ont été transférés sur 

membrane Biohylon Z+. Ces produits ont été alors hybridés avec 

l'élément EcoRI (Mycdire) de S. castanea. La Figure 4B page 129 

montre que les produits majeurs (l058bp) de Gig. rosea) G. 

caledonium) S. castanea èt S. pellucida donnent un signal 

d'intensité très fort comparativement au produit majeur de A. laevis 

qui donne un signal presque inexistant. Les produits de 600 bp de 

Gig. rosea et de G. caledonium donnent des signaux d'intensité 

moyenne, mais plus fort que le signal obtenu avec le produit majeur 

de A. laevis. La bande mineure de 400bp n'a donné aucun signal. 

1.2.2.3.2 Séquençage comparé des produits d'amplification 

Pour faire une analyse plus approfondie, les produits majeurs de A. 

laevis, G. caledonium et de Gig. rosea ont été clonés et séquencés sur 

300bp sur chaque brin. Une comparaison a été effectuée dans les 

régions homologues de ['élément Mycdire de S. castanea. Lorsque 

nous comparons les 300 bases de Gig rose a et de G. caledonium avec 

Mycdire, nous trouvons une homologie d'environ 97% (voir Figure 5, 

page 130). Cette comparaison montre donc que l'élément Mycdire de 
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S. castanea est très fortement conservé chez les espèces Gig. rosea et 

G. caledonium. Les produits de 600 bp des espèces Gig. rosea et G. 

caledonium donnent des signaux relativement forts. Ce fragment 

pourrait être sous-famille relativement conservée de l'élément 

Mycdire. 

Nous avons pu obtenir le séquençage complet du produit majeur de 

A. laeuis. La comparaison de ce produit avec l'élément Mycdire en 

utilisant le programme de comparaison "besfit", qui est un logiciel de 

comparaison qui offre le meilleur alignement possible, donne 65% 

d'homologie sur 341bp ce qui pourrait expliquer le faible signal 

d'hybridation obtenu. 

3 Discussion et concltL'.don 

L'hybridation en dot blot d'ADN totaux nous a permis de mettre en 

évidence l'élément Mycdire comme étant présent dans le génome des 

différentes espèces tesüSes. Une hybridation en Southern de l'ADN 

total de spores de S. castanea a permis de déterminer que cette 

séquence est dispersée. C'est une séquence de 1428bp riche en A+T. 

Nous avons mis en évidence des répétés directs et inversés et la 

présence d'un élément homologue à la séquence ARS 

(AlT)TTTAT(AlG)TTT(AlT) de S. cereuisiae (Broach et al. 1993) 

connue pour conférer une autonomie de réplication. La comparaison 

de la séquence Mycdire aux séquences de la banque de données 

(EMBL genbank) avec l'algorithm FASTA (Pearson et Lipman, 

1988), a revélé 53,5% d'homologie sur 886bp de la séquence ACARS 

d'Acremonium chrysogenum, qui possède une autonomie de 

réplication et une capacité de transformation (lsogaï et al. 1987). La 

localisation de l'élément Mycdire dans le génome de S. castanea 

n'est pas encore établie. Mais en utilisant l'algorythme FASTA, 
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nous avons constaté que Mycdire possède 51% d'homologie avec 1200 

bp d:un élément centromérique de Schizosaccharomyces pombe 

dénommée SPCEN2C. Des ADN centromériques de S. cerevisiae ont 

été bien étudiés et sont caractérisés par la présence de trois éléments 

conservés appelés CDE (Centromeric DNA element) (Hieter et al. 

1985) appelés CDEI {(G/A)TCAC(GIA)TG} et CDEIII (TTCCGAA) 

séparés par un troisième, CDEII qui a 86-88bp et qui est très riche en 

A+T. Comme l'indique la figure 3 page 128, nous avons mis en 

évidence deux CDEfpa.'naits aux positions 874-881 et 724-731. Un 

CDEIII avec un mésappariement apparait à la position (507-512). 

Tous ces résultats nous font penser que l'élément Mycdire serait un 

élément centromérique. De plus la séquence anSl de Aspergillus 

nidulans} qui possède une autonomie de réplication et une capacité 

de transformation, est située à proximité d'un centromère (Cullen et 

al. 1987) 

La mise en évidence de cet élément chez les champignons testés par 

la technique d'hybridation en dot nous a permis de déterminer le 

nombre de copies de cet élément qui varie de 164 à 280. Ceci 

représente 0,042% du génome de A. laevis et de S. castanea et 0,082% 

du génome de Gig. rosea et de G. caledonium. 

Ne pouvant entreprendre des études RFLP sur ADN total, des 

amorces ont été déterminées à partir de la séquence Mycdire. Celles

ci nous ont permis d'amplifier des portions de cet élément chez les 

espèces testées. L'analyse directe des produits PCR confirme le fait 

que cette séquence dü;persée serait organisée en sous-familles. 

Différentes sous-familles apparaissent chez toutes les espèces 

analysées. Les réponses intenses obtenues après hybridation de 

Southern des produits PCR confirment le fait que l'élément lvlycdire 
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est très conservé chez Oig. rosea, G. caledonium, S. pellucida et S. 

castanea mais non chez A. laeuis. 

Le séquençage comparé des produits majeurs obtenus après 

amplification par PCR montre effectivement que cet élément est 

fortement conservé chez des espèces comme Gig. rosea, G. 

caledrmium, S. pellucida et S. castanea alors que la portiqn amplifiée 

chez A. laeuis n'a que 615% d'homologie. Ces résultats indiquent que 

l'élément Mycdire- êi3Ctrès conservé chez Gig. rosea, G. caledonium, 

S. pellucida et S. castanea. 

L'élément Mycdire possède des ARS, ce qui pourrait conférer une 

autonomie de réplication à cette séquence. Des séquences 

comportant des ARS ont été caractérisées et utilisées comme vecteur 

de transformation chez A. nidulans (Cullen et al. 1987) et chez A. 

chrysogenum (Tokao et. al. 1987). Cet élément Mycdire ouvre par 

conséquent une voie pour la construction d'un vecteur de 

tranforma tion. 

L'élément transposable MGR du champignon Magnaporthe grisea a 

été utilisé pour discriminer en~re les espèces pathogènes et les non 

pathogènes (Hamer et al. 1989). On pourrait donc envisager de 

rechercher une corrélation entre le pouvoir endomycorhizogène 

d'un champignon symbiotique et la présence de l'élément Mycdire. 

L'élément lvlycdire est conservé chez les différents champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules étudiés. Or ces champignons sont 

supposés appartenir à des genres différents. Ces résultats soulèvent 

les questions posées par Morton (1990) quant à la conception du 

genre et de l'espèce chez ces champignons. Une élucidation devrait 

être apportée en s'adrEssant à un nombre élevé de champignons 

endomycorhizogènes. l\1ais la nature transposable de l'élément 
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Mycdire pourrait expliquer ces résultats. Simmons (1992) a montré 

que l'élément transposable hobo est très conservé entre espèces de 

Drosophile. Des observations similaires ont été rapportées pour 

l'élément transposable mariner en comparant trois espèces 

différentes de Drosophile (Maruyama et al. 1991). ~a divergence 

d'éléments d'insertion se situe entre 0 et 0,3% chez des souches de E. 

coli (Lawrence et al. 1992). 

Capy et al. (1994) soulèvent la question d'une phylogénie étrange, non 

conventionnelle,' des "éléments transposables, non conformes aux 

phylogénies établies par les méthodes morphologiques ou 

moléculaires utilisant des séquences d'ADN fonctionnelles. En effet, 

l'élément mariner est présent avec 96% d'homologie chez des genres 

comme Drosophila mauritania et Zaprionus tuberculatus 

(Maruyama et al 1991), deux espèces appartenant à des genres ayant 

divergé voilà 70 million::: d'années (Beverley et al. 1984). Mais quand 

des espèces comme Drosophila mauritani et Drosophila tsacasi qui 

appartiennet au même genre sont comparées, on a seulement une 

homologie de 89%. Comment pourrait-on expliquer une telle 

co n tradiction? 

Capy et al. (1994) propose l'hypothèse d'un transfert horizontal des 

éléments transposables. 

Les phylogénies existantes des champignons endomycorhizogènes à 

arbuscules montrent que le genre Glomus a divergé depuis très 

longtemps des genres Gigaspora et Scutellospora. Nos résultats 

montrent que les séquences Mycdire de G. caledonium, S. castanea 

et Gig. rosea se ressemblent et sont différentes de celle de A. laevis. 

Des transferts horizontaux pourraient expliquer ces résultats. 

Si l'on s'appuie sur cette hypothèse, l'élément Mycdire peut donc être 

utilisé pour faire unE~ étude de dynamique de communautés 
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naturelles de champignons en jouant sur la présence de cet élément 

chez trois genres ou son absence chez Acaulospora. 

Avec un nombre de copies moyen d'environ 200, on pourrait aussi 

disposer de loci potentiels distribués de manière aléatoire dans 

chacun des génomes afin de développer des marqueurs spécifiques 

monolocus. 

Les résultats obtenus ont été rassemblés dans un article intitulé: 

Mycdire, a dispersed repetitive DNA element present in the genomes 

of arbuscular mycorrhizal fungi ; cet article est soumis à Gene. 

Pages 112-130. 



! 

à 

112 

A soumettre à Gene 

Mycdire, a dispersed repetitive DNA element in genomes 

of arbuscular mycorrhizal fungi 

(Glomales; genome structure; conserved dispersed element; peR; sequence 

analysis) 

Adolphe Zézé*, Hubert Dulieu, Diederik van Tuinen and Vivienne 

Gianinazzi-Pearson 

Laboratoire de Phytoparasitologie INRA-CNRS, SGAP, INRA, BV 1540, F-

21034 Dijon Cédex, France 

Correspondence to: H. Dulieu, Laboratoire de Phytoparasitologie INRA-CNRS, SGAP, INRA, BV 1540, 

F-21034 Dijon Cédex, France. Tel: (33)80633156; Fax: (33)80633263; e-mail: Dulieu@epoisses.inra.fr 

*Address after 30 June: Department of Soil Science, Waite Campus, University of Adelaide, Glen 

Osmond, South Australia 5064, Australia 

Abbreviations: PCR: polymerase chrun reaction; Ilg: microgram; ng: nanogJ'am; pg: bp: base 

prur; kb: kilobases; Ill: microliter; !-lM: micromolar; LPA: Laboratoire de Phytoparasitologie: BEG: 

European Bank of Glomales; SDS: sodium dodecyl sulfate; SSC: Sodium citrate; EDTA: 

diamine tetraacetic acid; TlŒ: TriH acetic acid EDTA; IPTG: -!)-D-thiogalactopyrancsicle: Xgal: 

5 bromo-4-chloro-3-indolyLp-D galf ctopyranoside 
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SUMMARY 

An EcoRI 1428b1)' A+T~·tich, dispersed and moderately repetitive element 

(Mycdire: Mycorrruzal fungi dispersed repetitive element) has been identified 

in the genome of Scutellospora castaneaJ an arbuscular mycorrhizal fungus. 

After partial sequencing of this element, prim ers were designed and used in 

l'CR Lo amplify portions of this clement in species of arbuscular mycorrhizal 

fungi belonging to four different genera of Glomales. Southern blot analysis of 

the peR products showed that this sequence is organized in different 

subfamilies. Sequence analyses of the main PCR product showed that this 

element was highly conserved in the five species of arbuscular mycorrhizal 

fungi examined. EMBL database comparisons indic8.ted that Mycdire presents 

sorne homologies with the autonomously replicating, A+T-rich element 

(ACARS) from Acremonium chrysogenum, which has a transformation 

capacity, and contains seven copies of a previously reported autonomously 

replicating sequence (ARS) from Saccharomyces. cerevisiae. 
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INTRODUCTION 

Arbuscular mycorrhizal fungi are unculturable organisms, belonging to the 

order Glomales (Zygomycotina) and forming symbiotic association with the 

roots of most plants (Morton, 1990). This symbiosis is common to at least 80% 

of terrestrial plant famihes and is important for its roie in plant nutrient 

uptake and water absorption (Harley and Smith, 1983). Arbuscular 

rnyçorrhizal fungi already existed in the Ordovician (Remy et al. 1994) and 

have persisted through evolution with the appearence of new land plants. The 

genetics of these fungi, 'and the adaptative mechanisms which have allowed 

arbuscular mycorrhizal fungi to maintain similar mutualistic funchons with 

many terrestrial plants are ùnknown. Arbuscular mycorrhizal fungi typically 

develop large, unicellular, multinucleate, asexual spores during their life-cycle 

(Walker, 1992), but the fact that they cannot be grown vtithout a host plant 

has hampered investigations oftheir genome. Bianciotto and Bonfante (1992) 

have estimated DNA content per nucleus to 0.27pg and 0.77pg for the two 

species Glomus uersiforme and Gigaspora margarita, respectively, and there 

lS preliminary evidence for the existence of repetitive DNA sequences in the 

genome of an arbuscular mycorrhizal fungus (Zézé et al. 1994). This, together 

with their large genome sizes has led us to postulate that a proportion of the 

genome of arbuscular mycorrhizal fungi may be as repetitive DNA, as IS 

common in eucaryotes (Transkley and Eran, 1988). 

\Ve recently isolated a tandemly organized, repetitive DNA sequence (SC 1) 

specifie to the mycorrhizal fungus Scutellospora castanea Walker (BEG1) 

which could be used for identification of the symbiotic fungus in colonized 

roots CA. Zézé, M. Hosny H. Dulieu and V. Gianinazzi-Pearson, submitted). 

The aim of the present work was to describe a dispersed repetitive DNA 

element (lv[ycdire) which was previously isolated from a partial genomic 

library of S. castanea and detected in the genorne of four genera of Glomales 

(Zézé et al. 1994), 
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EXPERIMENTAL AND DISCUSSION 

(a) Isolation of Mycdire and determination of genomic organisation 

Amongst repeated DNA sequences detected during prelirninary screening of a 

partial genomic library from the arbuscular mycorrhizal fungus S. castanea 

(Zézé et al. 1994), the Mycdire sequence, previously identified as SC4 for S. 

castanea clone 4, hybridized with DNA from aIl Glomales tested, indicating 

that it is present in the different genomes (Fig. 1). In order to estimate the 

copy number of this non-specifie element in the genome of S. castanea, the dot 

blot shown in Fig. 1 \vas analyzed by an image analyser. The integrated area 

of each spot was determined by comparison to the signal given by the lvfycdire 

sequence as reference. Doing this, 150ng of the genomic DNA of S. castanea 

gave a signal equivalent to that of 0.06ng of the Mycdire sequence, indicating 

lhat lhis accounts [or O.OLVk! of S. castanea genome. Assuming a genome size 

of 1pg for S. castanea (A. Zézé, M. Rosny R. Dulieu and V. Gianinazzi

Pearson, submitted), this represents about 250 copies of the clement. 

Repetitive DNA in not unusual in fungi and contents can be as high as 25o/c in 

the genome of the Zygomycotina Absidia glauca (Wbstemeyer and Burmester, 

1986). In other fungal genomes, repetitive rDNA aione can account from 

0.65% in Achlya bisexualis (Jaworski et al. 1973) to 2.49c for Saccharomyces 

cereuisiae CSchweizer et al. 1969). 

In or der to obtain information about the distribution of the repetitive element 

Mycdire in the genome of S. castanea, a Southern blot hybridization was 

realized with 1t.tg of EcoIU digests of DNA from spores of S. castaneCL. After 

hybridization, a smear was 0btained (Fig. 2) suggesting that Mycdire is 

randomly dispersed throughout the S. castanea genome. Dispersed repetitive 

DNA sequences have been characterized in the genomes of other fungi 

including the Zygomycotina Mucor racemosus (Dewar et al. 1985) after 

genomic cloning, and some have been shawn to represent transposable 

elements (Cameron et al. 1979; Dobinson et al. 1993). 
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(h) Mycdire sequence analyses 

InternaI prim ers were used to get the complete sequence of lvlycdire. As 

can be seen in Fig. 3, it is a 1428 bp sequence, 76% A+T-rich, and contains five 

perfect direct repeats (DA, DB, DC, DD, DE) and two imperfect (lA and lB) 

inverted repeats. The analysis of the sequence Mycdire shows the presence of 

seven copies of sequences th?t have 10 out of Il bases of homology to a 

previously reported core of an autonomously replicating sequence 

{(AlT)TTTAT(AlG)TTT(AJT)} called ARS which has an autonomously 

replicating function in Saccharomyces cerevisiae (Broach et al. 1983). Further 

comparison of the Mycdire sequence with DNA sequences in the EMBL 

genebank using FASTA algorythm (Pearson and Lipman 1988) revealed 

53.5% identity in 886bp ta the sequence ACARS from A. chrysogenum, which 

is also an autonomously replicating sequence (Isogai et al. 1987). These 

results suggest that Mycdire could contain autonomously replicating 

sequences (transposable-like elements) which might make it useful as a 

vehicle for transformation. Such vehicles have been constructed for A. 

nidulans (Cullen et al. 1987) and for A. chrysogenum CIsogai et al. 1987). 

Furthermore, the dispersed repetitive element MGR, which is a transposatle

like element, has been used to discriminate the virulent strains of the rice 

pathogen Magnaporthe grisea from nonvirulent strains CRamer et al. 1989). 

Centromeric DNA from S. cerevisiae have been weIl characterized and consist 

of three conserved elements called CDEl {(G/A)TCAC(G/A)TG}, a 86-88bp 

A+T-rich region called CDEII and another called CDEIIl {TTCCGAA} (Rieter 

et al. 1985). As shown in Fig. 3, the Mycdire element contains two perfect 

CD El at positions 724-731and 874-881 and one CDEIIl region with one 

mismatch occur at position 506-511. The sequence ans1 fromA. nidulans has 

been shown to have a centomeric proximal location CCullen et al. 1987), but 

this sequence contained no convincing CDEI sequence element and one 
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CDEIII with one mismatch, A+T rich and contained direct repeats. Moreover, 

the anS1 sequence has been found to have an autonomously replicating 

function because of the presence of the ARS element from S. cerevisiae. 

The location of the Mycdire element in the A.l\1F genome is not known but aU 

these results suggest that the Mycdire element may possibly be related to a 

centromeric element which could have an autonomously replicating function. 

(c) peR amplification of a portion of 1I1ycdire in other arbuscular 

mycorrhizal fungal genomes. 

The results obtained by dot blot analyses indicated that Mycdire is present 

in the genome of other arbuscular mycorrhizal fungi (Fig. 1). In order to 

eonfirm this result, a set of primers called Myel (5'TCA TAA AA T TTT AAT 

rfGG TG3') and Myc2 (5'TAA TTT 'l'CA GGT A.% GAT GG3') was designed 

and used in a peR reaction (Fig 3). DNA from spores of five different species 

CA. laevis, Oig. rosea, G. caledonium, S. pellucida and S. castanea) served as 

template. Mter a peR reaction of 30 cycles, an expected 1058 bp product was 

obtained for Oig. rosea, O. caledonium, S. castanea and S. pellucida, whilst A. 

laevis yielded a 569 bp (determined after sequencing) product (Fig. 4A). In 

spite of the stringent conditions, additional smaller fragments were obtained. 

Two small fragments (400 and 600bp) were present in the genomes of Oig. 

rosea, O. caledonium, S. castanea and S. pellucida, but absent from A. laevis. 

A faint band of the same size as that of A. laevis appeared in S. castanea. In 

order to determine whether these small fragments were subrepeats of the 

lv1ycdire element, the peR products were hybridized with the l\1.ycdire 

sequence. The 1058 bp fragments from Oig rosea, O. caledonium, S. castanea 

and S. pelluc-ida gave a high signal intensity after hybridization. Howèver, a 

low but distinct signal was obtained either with the 569 bp fragment from A. 

laevis or the small fragment (600bp) in the other speeies but not with the 400 
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bp fragment (FigAB). These result.s c1early indicate that the Mycdire element 

is present in the genomes of Gig. rosea, G. caledonium, S. castanea and S. 

pellucida, and that the small fragments in these fungi represent subfamilies 

of the Mycdire element. The 569 bp fragment in the A. laevis genome could be 

a subfamily of the Mycdire element in spite of the low signal obtained after 

hybridization. 

(d) Relationship between Mycdire and the corresponding regions 

amplified in different species 

In order to determine the degree of similarity of the lv[ycdire sequence in 

other arbuscular mycorrhizal fungi used in this study, the main peR product 

0058 bp) from Gig. rosea and G. caledonium was partially sequenced on both 

strands, and the 569 bp fragment from A. laevis totally sequenced. By 

comparison with the corresponding regions of the Mycdire element from S. 

castanea, the fragment from Gig. rosea and G. caledo'}ium showed high 

similarity (97%) with the original Mycdire region (Fig. 5). The 569 bp 

fragment from A. laevis only showed a homology of 65% to the Mycdire 

element on 341bp, which could explain the lower hybridization signal in Fig. 

4B. 

The conservation of this element in different morphological genera underlines 

the question of the concept of genera and species of AMF (Morton 1990). 

However, such high conservation is characteristic of transposable elements in 

other organisms. For example, the transposable element mariner in 

Drosophila shows a very low sequence divergence CMaruyama et al. 1991). 

Drosophila mauritani and Drosophila tsacasi, two species belonging to the 

same genera show 89% h(lmology in the element mariner whilst there is 96% 

homology between Drosophila mauritani and Zaprionus tuberculatus 

(Maruyama et al. 1991) two species which have diverged 70 millions years ago 

(Beverley and Wilson 1984), Similar observations have been made for 
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insertion elements whic:h diverge very slowly between E. coli strains 

(Lawrence et al. 1992). Capy et al. (1994) have proposed horizontal transfer to 
.. 

explain strange phylogeny of transposable elements and this could be a 

hypothesis for the conservation of the Mycdire element in A..\'1F. However, a 

greater number of species have to be used to verify or not such a hypothesis. 

Nevertheless, the availability of such an element, especially one closely 

related to an autonomously replicating element, would be of considerable 

value in molecular studies of population dynamics of A...\1F. 

(e) Conclusions 

(1) A repetitive DNA sequence (Mycdire), dispersed throughout the S. 

castanea genome, represents 0.04% of this genome and about 250 copies per 

getlomc. 

(2) The Mycdire element is weB conserved in four species of arbuscular 

mycorrhizal fungi belonging to three genera of Glomales. 

(3) The Mycdire element con tains three variants of the ARS sequence of S. 

cereuisae and has 53.5% similarity with the ACARS sequence from A. 

chrysogenum, suggesting that autonomously replicating sequences or 

transposable-like elements may exist in arbuscular mycorrhizal fungi 

genomes. 

(4) The Mycdire element may be a centromeric element. 
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LEGENDS AND FIGURES 

Fig.1. The pUC18 plasmid containing the Mycdire oLS. castanea was 

hydrolysed with EcoRI, and electrophoresed in a 0.8% agarose gel. The 

Mycdire insert was isolated from the gel by the "squeeze-freeze" method (Tauz 

and Renz, 1983). Total DNA was extracted from spores of different genera of 

arbuscular mycorrhizal fungi (Zézé et al. 1994) and serially diluted two fold 

from 300 ng to 2 ng for GLomus caledonium Nicolson & Gerdemann (LPA12) 

(a) and from 600 ng to 4 ng for 'Scutellospora castanea Walker (BEG1) (b) 

Gigaspora rosea Nicolson & Schenck (BEG9) (c) and Acaulospora laevis 

Gerdemann & Trappe (BEG 13) (d). The Mycdire sequence from S. castanea 

was serially diluted two fold from 2 ng to 0.008 ng. DNA was blotted onto a 

Bioprobe Biohylon z+ membrane according to the manufacturer's procedure. 

The Mycdire sequence was digoxigenin-labeled according to the Boehringer 

Manheim proto col and used as a probe. After overnight hybridization at 68°C, 

the filter was washed twice 5 min. at room temperature in 2XSSC/0.1%SDS 

and twice 15 min. in 0.1%SSC/0.1%SDS. The copy number in the S. castanea 

genome was determined by quantification of the hybridization signal using 
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image analysis (Alcatel-TITN, Image analysis system Grenoble, France) and 

the Mycdire sequence as reference. 

Fig. 2. A) DNA from spores of S. castanea lane 2 (500ng) and lane 3 (l,ug) was 

hydrolysed with EcaRI endonuc1ease, separated in a O. 8% agarose gel, 

transferred onto a Bioprobe Biohylon Z+ membrane and (B) hybridized "\-vith 

the digoxigenin-labeled Mycdire fragment overnight at 68°C. Lane l, lkb 

ladder (Gibco BRL) ... 

Fig.3 Sequencing of the Mycdire DNA element was carried out using a 

Promega {mol sequencing kit with 32p end-Iabeled primers. After mini-

preparation using the akali lysis followed by Quiagen (Quiagen Ine) 

purifîcation, the insert c~oned into the EcaRI site of pUC18 was used as 

template for sequencing reactions using pUC18 universal primers in both 

directions. InternaI primel's were chosen on both strands and used to complete 

the sequence of the Mycdire element. Sequence analysis was performed using 

the Genetics Computer Groups version 8.0. The symbols DA to DE and IR in 

italic marked above identify direct and inverted repeats respeetively. The 

sequences underlined \Vith arrows indicate the S. cereuisae ARS 

{(AJT)TTTTAT(NG)TTT(AfT)} variants identified. Primers MYé1 and Mye2 are 

indicated in boldo CDEI and CDEIII regions were identified using the program 

"Amplify" (Bill Engels, 19B2). Identified CDEI regions are located at positions 

724-731 and 874-881 and CDEIII at position 506-511. 

Fig.4 A) A 50 Jll reaction mixture contained 10 ~M of each primer (Mycl and 

Myc2), lU of Taq polymerase (Appligene), 250 ~M deoxynucleotide 

triphosphates and 1.5 mM MgC12. 5 to 10 ng of total DNA from spores were 

used as templates. For the ampl1fication reacLion, the thermal cycling 
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parameters were an initial denaturation at 95°C for 2 min., annealing at 53°C 

for 55 sec. and elongation at 72°C for 1.5 min. followed by 30 times 

denaturation at 93°C for [;5 sec., annealing at 52°C for 55 sec. and elongation 

at 72°C for 1.5 min .. After amplification with primers Myc1 and Myc2, the 

PCR products were separated by electrophoresis on a 1.5% Nusieve agarose 

gel made up in 1xTAE. After staining with ethidium bromide, the DNA was 

visualized un der ultra violet light. Lane 1, A. laeuis,; lane 2 Gig. rosea ; lane 3, 

G. caledonium ; lane 4, S. castanea ; lane 5, S. pellucida ; lane 6, negative 

control; lane 7, 1khlàddè. 

B)After denaturation in NaOH (OAN), the PCR products were transferred 

onto a biohylon z+ membrane using the TE 80 transvac vacuum blotting unit 

system (Hoefer scientific instruments) and hybridized overnight at 68°C \\rith 

the digoxigenin-labeled Mycdire sequence from S. castanea as in Fig. 1. 

Fig.5 Comparison of 280 nucleotides on the 5' strand of Gig. rosea, G. 

caledonium and their corresponding region of the Mycdire sequence from S. 

castanea. After electrophoretic fractionation of different PèR prodllcts on 1.5% 

Nusieve (FMC Bioproducts) agarose gel, the band of the expected size using 

the primers Myc1 and Myc2 were excized from the gel and purified using the 

Promega "wizard kit". The fragment from each species was cloned into the 

pT7Blue vector according to the manufacturer (Novagen). The ligation was 

performed at 15°C oVI~rnigh~ in the presence of lU ligase. After 

transformation of E. coli (DHa5) competent cells CPromega) with 3 III of 

ligated product, aliquots of 50-100 III were plated on ampicillin selection 

media containing IPTG and Xgal. White colonies were resuspended in 100 ~tl 

of sterile water and 2 III were used in a PCR reaction with Myc1 and Myc2 

primers, as described above. Positively amplified clones were checed by 

controlling insert sizes a::ter electrophoresis on an 0.8% agarose gel. Mini

preparation of positive clones was performed by the alkali lysis followed by 
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Qiagen mini column puriGcation. Sequencing was then performed using the 

dideoxy chain terminating method. The sequences were compared with the 

EMBL database using FASTA (pearson and Lipman, 1988). The alignment of 

sequences were performed using the CLUSTAL V multiple sequence 

alignment. 
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AATTCGATAA ACpAAl'lAATT TATAll.TAAAA ACCAGTT1'TC TP.TCATMA 

MYCl 
51 ATTTTAATTG GTG1'T'~TAGA AATTTJI)l.JI.AG T1'TTTCAAAA T1',1''::::!-.'';:::'.; 

Je 1 AATTAi\GAAA GTTTAJAA.A.A AATTCTTA1'T GGTTT.AGT":'T T'h TT:-;'.;'.l 
DA DA 

151 AAAAACTAGA TATTAl.TTGA GT.AAM,TTTT GTATTCT!\AA AATTTTGi.=O.:. 

IR 
201 AGAAGAACAA GTAAMATCT TAATAAAAT<GTTAAAA.AA<!.VJ,.;P.r.r.A 

DB DC DB :<iiE-
51 ATAAA.AAA.CG 'l'ATTT1'TTTG ATATATTTTT 'l'fl.ACATC'1'AT TTr';TG'::'.=OC; 

DC 
01 TA,CTAT.ATTT GGTG'rl.TAAT ATATTTT'I'AA GGAT."TTATA 1>T1,TCGC;:: 

35 ATGGCGATGT A'I'CGCCACC'1' TCTGATCAAC CAATTAGAAT GCAGGJI.7CAG 

40:. G'I'GTI,ATGTG AJI';\'I''I'CAl\GC GATTA'I'GATT TT'.:'TTTCMili !\.;TCGGT'1'.::'.T 

50 ATTCTTTTCG AA.':"TT1TGGA TTJI.GAACCTC TTTATTAAAG CGCCCTJI.C;::C 
DD DD 

55 TAAÇCÇTAAC CTAACCCTCA CCCTAACCCT AAATTAACGA A TIl.h TEC? 

601 TTGTTTTGAT TTCATGTTJI.C ACCAGATCTT ATAGGGTGCG TT.è.T."'.TCC;C;' 

651 TATGTGAAAA :.(:TAAJAAAT TCTATTTTTA A'I'ACTi\TATT TATAC:-."'::'f.GT DE< DE 
701 ATATACACTA Tl'~TAllfTATA TACATCACGT GACCGTGTTT ATACJ\CGGTG 

751 TGTACA.AATA GAP.AT1CTCT TP..AAAGAATA ATATTAl~TTA TCTAATTATT 

801 TTTTTATTAA AATTl'lTCTTj;rTTTTAATA TATATA.*T j\TAT.è.Jl.~ 

8 AACTTTTTTC CCTTT1 TTAA AAAATCACAT GATT1'TTGTT l'..C'1'TCTi1'T;'. 

90 ATAAP..ATTTT TTATTTGF.AT TTTAAAATCA ATCC'1'AT1'TA 1'A~T.;;l\CTTC 

951 ACCATATAGT ATTTTITAAA .'\TTCTATGCT GTAAAAT":',M\ TATTF .. "'.T~T'l' 

1001. ATTAATAGTT TAA.AACATTG eTP:rTCCTAT AACTTTTTA~' GAAGT~l~:=.;; 

MYC2 
1051 CCCTTTTTTA TA 1'TGI.TTCT TAGACTTAAC CATCTTTACC TGAAAATTAA 

101 TAATACATAT TA1'1'T'}'CATA TAATTj\TCGC T':'CA1'TATX." AACCAAT:f.J,T' 

1 l TCTAACCAAT ATTC':'IACCT TTCTTTTCAA ATTTCTCTGT TCTAJ·.J..TGAS 

12 l AACAATTATT TG)\TTCTGTA ACCTCAACAC CATTACTATT 

251 GCTT1'GTTAT GT::::CCC:TGATTTTGCTGTCT CTATCTTTTG A T'Al,'CCTj·.G": 

01 CCGTTTTTTG ?C::'ATrATAG CATTCTCAGT AGAl'iliA'."'rcc J...C.è..J...TC!-.!-.TC 

IR 
l TCTTTTTTTC AC2APJ.TJ..:-:G CCTGG.i\TTGT TGTTAAGAT':. -::CTC;·.;:'.':G':::':' 

FIGURE 3 
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TT'AAGTC'l'AAGAA TCAA'l'A':AAAAAAGGGTGAAAACTTC.A, T AAAAAGTTA ,'l\GGAA TAGe 

TTAAGTCTAAGAATCAATATAAAAl\AGGGTGAAAACTTCATAAAAA.GTTATAGGAAT.A,GC 
TTAAGTCTAAGAATCAATATAAAAAAGGGTG.A,AAACTTCATAAAAAGTTf..TAGG.L,ATAGC 
*******~******y****~********************************** ****** 

AATGTTTTAAACTN'TAATl".AAATTAATATT,'ATTTTACAGTATAG.L,A:'TTTATAA_L,ATA 
AATGTTTTJl.AACTN''';'AATAAAATTAATATTTATTTCACAGTATAGAATTTTAT.A,AAl'.TA 
AATGTTTTAAJI..CTN'TAATl-.A.AATTAATATTTATTTTACAGCATAGAATTTTATAAAATA 
************** ****j**************** **** ***~~*~++********* 

CTATN:'GGTGA.AGT"AATA1'AAATAGGATTGA?TTTAAAl,TTCACATAAAAAA~TT7T.A,T 

C'fATATGGTGJl.AGT'.'AATATi\l'-.ATAGGATTGATTT";'AAAATTCACCTAAAAAA~TTTTAT 

CTATATGGTGAAG?r.'AATATAAATAGGATTGATTTTAAAATTCAAATAAAL,AAATTTTAT 
**************,"***************************** 

TAAAAGAAGTA.ACAl.A.A,A.TCATGTGA??1'TTTAAAAAAGGG'I'AAAAAAG:'?AAAA?TATA 
?A.AAAGAAGTl'.ACG1.AAATCATGTGATTTTT-AAA,.L,AAGGGTAAAAAAGTTAAl'À~TATA 

TAÀ~"GAAGTAACAJ.AAATCATGTGATTTTT'l'AAAAAAGGG'l'AAAAAAGTTAAAATTATA 

************* ,.**************** *********************** **** 

TA?TTTATATATA';:"'AAAAA.AA-GA?AAATTT 
TA ?TT AA TATATA T~ 'AAAAAAAAGA T AAAT?T 
TATTTTATATATATnAAAAAAAAGATAAAT~ 

FIGURE 5 
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Les objectifs majeurs de ce travail ont été d'une part, la mise au point 

d'une approche moléculaire d'identification de champignons 

endomycorhizogènes in planta et d'autre part, la recherche d'un 

marqueur génomique pouvant permettre des études de variation. Les 

séquences répétées sont largement citées dans la littérature quant à 

leur utilisation comme outil de diagnostic et d'étude de variation et 

de phylogénie, notamment chez les végétaux (Schmidt et al. 1990 ; 

Santo ni et Bervillé 1992). 

Dans un premier tèmps; hous avons cloné l'ADN génomique d'un 

champignon endomycorhizogène, S. castanea. Mais cela a necessité 

la mise au point d'une technique simple d'extraction d'ADN à partir 

de spores de champignons endomycorhizogènes à arbuscules. La 

mise au point de cette technique constituait une étape importante car 

il fallait obtenir de l'ADN hydrolysable pour atteindre notre premier 

objectif, l'établissement d'une banque génomique. 

La technique d'extraction nous a en effet permis d'obtenir de l'ADN 

hydrolysable à partir de spores de champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules. L'ADN de spores de l'espèce S. 
" 

castanea, digéré par EcoRI a été cloné en vecteur puC18. Cela nous a 

permis d'obtenir environ 1000 clones recombinants. 

Les spores des champignons endomycorhizogènes à arbuscules 

pouvant être contaminées par d'autres micro-organismes du sol, il 

nous est apparu nécessaire, avant l'initiation de toute étude, 

confirmer l'origine fongique de quelques inserts de la banque. Pour 

cela, après digestion par EcoRI des ADN totaux de spores de S. 

castanea, et de racines de poireau infectées par cette même espèce, 

une hybridation moléculaire utilisant la technique de Southern a été 

réalisée en se servant de quelques inserts de la banque. L'ADN de 
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poireau a été utilisé comme témoin. Nous avons alors confirmé que 

les Înserts testés appartiennent effectivement au champignon. 

Cette partie d'expérimentation nous a aussi montré que la détection 

du symbiote fongique peut se faire directement en Southern blot sur 

ADN total de racines infectées. Mais cette détection nécessite un effet 

endomycorhizogène très important de la part du champignon. 

La deuxième grande ligne directrice de nos recherches a été la 

recherche de séquences répétées dans la banque génomique de S. 

castanea. Des hyblidations utilisant l'ADN total de spores de S. 

castanea sur des clones de la banque nous ont permis de répérer des 

séquences répétées. Au total, 23 clones ont été testés. 14 ont donné des 

signaux dont 9 avec des signaux très intenses. 

Nous nous sommes orientés vers ces 9 clones très répétés en vue de 

rechercher des séquence,s spécifiques ou non de S. castanea. Une fois 

répérés, ces deux types de séquences devaient nous permettre de 

développer d'une part des outils de détection spécifique de S. 

castanea in planta et d'autre part, la mise en évidence d'un 

fragment pouvant être présent chez les différentes espèces testées en 

vue d'une étude de variation intergénérique. 

La technique d'hybridation en dot d'ADN totaux de différents 

champignons endomycorhizogènes à arbuscules utilisant ces neuf 

séquences nous ont permis de montrer l'existence de certaines 

d'entre elles, qui ont donné des réponses de type spécifique vis-à-vis 

de S. castanea et d'autres des réponses non spécifiques, 

reconnaissant tous les champignons testés. Deux séquences SC 1 et 

Mycdire donnant respectivement une réponse spécifique ou non ont 

été choisis pour la suite de notre travail. Avant leur utilisation en 

détection spécifique iil planta (SC 1) et en étude de variation 

intergénérique (Mycdire), une caractérisation de ces deux séquences 
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a été effectuée. La technique d'hybridation en Southern nous a 

permis de montrer que la séquence SCI est organisée en tandem 

dans le génome de S. castanea alors que la séquence Mycdire est 

dispersée. Le séquençage complet a permis de mettre en évidence des 

séquences repétées directes dans la séquence SC1. Aucun cadre de 

lecture ouvert (ORF) significatif n'a été mis en évidence. De 

nombreux codon stop ont été mis en évidence et aucune protéine 

ccdée par cette séquence n'a été mise en évidence. Ce qui nous fait 

penser qu'elle constituerait une séquence de structure de 

l'hétérochromatine comme le sont certaines séquences repétées en 

tandem. La caractérisation nucléotidique de l'élément Mycdire nous 

a permis de mettre en évidence de courtes séquences repétées 

directes et inversées. Une séquence conférant une autonomie de 

replication (ARS) a été mise en évidence. Des éléments 

caractéristiques d'ADN eentromérique de S. cerevisiae CCDE) ont été 

mis en évidence. Ces résultat.s indiquent que l'élément Mycdire 

pourrait être une séquence centromérique ayant une autonomie de 

replication et de transformation. 

La détection spécifique de S. castanea, en utilisant la séquence SCl, 

s'est faite à plusieurs niveaux, par: (i)hybridation en Southern blot 

d'ADN de racines infectées par S. castanea d'ADN totaux obtenus à 

partir de spores et Cii)utilisation de la technique PCR, en utilisant des 

amorces obtenues de la séquence spécifique SC1. En utilisant les 

amorces mises au point SC 1 et SCl-2, il nous a été possible de 

détecter le symbiote fongique S. castanea au cours de ses deux 

phases de vie, la phase sporale et la phase symbiotique. 

L'hybridation en "dot blot" d'ADN totaux de différents champignons 

endomycorhizogènes nous a permis de montrer que la séquence 

Mycdire est présente dans les génomes des espèces testées. La 
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variation de cette séquence a été recherchée entre différents genres. 

Ne pouvant appliquer la technique RFLP sur ADN génomique, des 

amorces ont été mises au point à partir de cette séquence. Leur 

utilisation en peR sur ADN génomique de différents genres de 

champignons endomycorhizogènes à arbuscules nous a permis 

d'amplifier une portion de cette séquence. En vue de savoir les 

relations qui pourraient exister entre l'élément Mycdire de S. 

castanea et les portions amplifiées chez les autres genres, une 

hybridation en Southern utilisant cette séquence comme sonde sur 

les produits amplifiés a été réalisée. Les réponses fortes obtenues 

avec les produits de Gig. rosea, S. pellucida et G. caledonium, 

indiquent que l'élément Mycdire est très conservé chez ces espèces, 

mais pas chez A. Laeuis, qui n'a donné qu'un signal faible. Le 

séquençage comparé dc~, produits d'amplification nous a permis de 

confirmer ces résultats. 

En conclusion, cette étude a permis de cloner, pour la première fois, 

l'ADN génomique d'un champignon endomycorhizogène à 

arbuscules et de mettre en évidence l'existence de séquences repétées 

dans son génome. La possibilité d'utiliser une séquence repétée 

comme outil moléculaire de détection des champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules in planta a été démontrée. 

La séquence Mycdire q\l.Î possède une séquence conférant une 

autonomie de replicatioll pourrait être d'un intétêt particulier pour 

la mise au point d'un vecteur de transformation comme cela a été 

fait pour des champignons comme A. nidulans et A. chrysogenu m. 

La présence de la séqw:nce ARS fait de cet élément une séquence 

transposable. L'étude de variation entreprise a mis en évidence une 

conservation presque parfaite de cet élément entre des genres de 
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champignons endomycorhizogènes à arbuscules appartenant à des 

genres différents. Mais ces résultats ne sont surprenants car des 

résultats similaires ont déjà été obtenus avec d'autres organismes 

par d'autres auteurs (Lawrence et al. 1992 ; Maruyama et al. 1991). 

Ramer et al. (1989) ont utilisé l'élément transposable conservé de 

Magnaporthe grisea pour différencier les pathogènes du riz des non 

pathogènes. L'élément Mycdire pourrait être utilisé comme 

marqueur du pouvoir endomycorhizogène des symbiotes fongiques. 

Par ailleurs, l'élément Mycdire pourrait être utilisé comme 

marqueur d'étude de la dynamique de populations naturelles de 

champignons endomycorhizogènes à arbuscules. 

Au cours de cette étude, le clonage génomique, couplé aux 

techniques de PCR et de séquençage nous a permis de développer 

une approche moléculaire de détection d'un champignon 

endomycorhizogène à arbuscules in planta. Dans l'article suivant 

:in ti tulé "Biodiversity and characterization of arbuscular 

mycorrhizal fungi at the molecular lever" un aperçu général sur les 

différentes techniques moléculaires utilisables pour la 

caractérisation et l'étude de la biodiversité des champignons 

endomycorhizogènes à arbuscules est donné. 
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Introduction 

Biodiversity witllÎn a biological group provides the basis for distinguishing members into 

genera and spccics according to taxonomie criteria, and betwcen individuals within a spccics 

depending on more detailed differences at the genetic level. Diversity between occurs 

aner a genetic barrier has been created eithcr by a gcographie or genctic impcdance of gene 

Dow. Divergence can continue by nucleotide substitutions and by mutations in a broader 

sense (deletions, translocations, duplications), and resulting diversity can be evaluated at the 

molccular level and used as a phylogenetic character. Diversity at t11e subspccies level is a 

function of both mutation rates and gene Dow betwcen individuals. 

VariabilÎty in arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can be apprcciated at different levels 

(Giovannetti and Gianinazzi-Pearson, 1994" but up to date evaluation of their genetic 

diversity has relied mainly on morphological and structural features of asexual spores 

Rosendahl et al., this volume). Spore characteristics can, however, vary depending on 

environ mental factors and on the physiological status of the fungus. Moreover, it is not 

possible to differentiate betwccn AMF at the subspccies level, due to the general absence of 

sexual reproduction and to the recalcitrance of these fungi to grow in the absence of a host 

plant. For these different reasons, bioehemical and moleeular wols offer a valuable 

alternative to resolve taxonomie issues, and to address the question of biodiversity at. 

different taxonomie levels. 
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Possible sources of genetic diversity in AMF 

In the actual state of knowledge, AMF are considered to have originated between the 

Ordovician and Lower Devonian, 400-500 Myr ago, from a corn mon anccstor in the 

Glomaceae (Berbee and Taylor, 1992; Pirozynski and Dalpé, 1989; Simon et al., 1993a). 

Divergence with evolution has led to what are presenùy recognized as three families, six 

genera and sorne 130 species in the order Glomnles (Morton and Benny, 1990; Walker and 

Trappe. 1993). Apart from one report (Tommerup, 1988), scxual reproduction is not known 

for Glomnles and there is presently no information concerning plasmogamy. karyogamy nor 

meiosis in these fungi. However, this does not nccessarily mean that genetic Oux between 

individuals of the same species is absent or limited, since sexuality or parasexuality could 

exist but be very simple and limited to the formation of a coenocytic myccli!Jm containing 

nuclei of different origins. AMF have an aseptate, multinucleate mycclium which originates 

from an asexual. muhinucleate spore. SaprophytÎc development of the fungus in soil is 

extremely limited, whereas it is abundant both within root tissues and soil once the 

symbiosis is established. Vegetative hyphal anastomosis occurs in saprophytic and 

symbiotic mycelium of AMF (Casana and Bonfante-Fasolo, 1982; Hepper and Mosse, 

1975; Tommerup, 1988; unpublished observations) and provides opportunities for somatic 

reassortment of nuclei, also during growth in the root cortex. It has been suggested that 

hyphal incompatibility arising between isolates due to geographic distancing could be one 

I1lcchanism contributing to localized genetic differences between AMF populations 

(fommerup, 1988). 

As no uninucleate stage is known for AMF, il would he reasonable to assume that hyphae 

harbour a heterogeneous population of nuclei which would be subjcct to random genetÎc 

drift. If there is no sexual or parasexual reproduction in AMF, variations due to spontaneous 

aUelic mutations in the population of nuclei in any one spccies would tend to become 

homogenous during repeated divisions and sporulation. The latter could then be considered 

sim ply as a sort of 'packaging' of a sample of nuclei into a limited space. In this case, 

diversity would become important between species originating from different soils or 

geographical regions, since the species would have a clonal origin, with random divergence 

and no gene Oow. If sexual or parasexual reproduction occurs, nucleotide substitution 

frequency will remain the same but exchange of genetic material will he possible, leading to 

an increasing diversity in genotypes within a same species or group. 

In either situation, the theoret:ical models for origin and scattering of diversity can be 

bascd on those of population genetics (Spiess, 1989). In order to clone a unique genotype of 

the nuclear population, the genetic drift during sporulation has to he taken into consideration. 



Estimates of numbers of nuclei in spores of different glomalean fungi give extremely high 

values of between one and several thousand per spore (see in Giovannetti and Gianinazzi

Pearson, 1994). However, it is not known whether nuclei within a spore originate from a 

small number which subsequently divides, or whether the entire population migrates directly , 

from the vegetative mycelium. This is pertinent since the possibility of genetic drift would 

depend on the sire of the sample of nuclei. Using a model genotype of one locus and two 

alleles, p and q respectively, the probability of the frequency of either p or q evolving 

towards 1 or 0 will be greater if the number of original nuclei in the spore is small. If there is 

such a random drift phenomenon with sporulation, several reinoculation cycles starting from 

a single spore will inevitably 1ead to cloning of one of the single nuclear types (p or q). If, in 

contrast, the population of nuclei in one spore represents the nuclear diversity of the mycelia 

from which they have aH originated, repeated reinoculation with a single spore is likely to 

maintain diversity. The analysis of nucleotide sequence divergence through a number of 

generations starting from a single spore should make it possible to detect an eventual genetic 

drift and estimate its amplitude. 

Estimations of DNA contents of nuclei indicate values from 0.25 pg for Glomus 

versiforme to 0.77 pg for Gigaspora mnrgarita (Bianciotto and Bonfante, 1992), but there is 

no information as to whether the amplitude of such variation could be due to polyploidisation 

or to amplification of certain DNA sequences (repeated sequences) without changes in the 

overall information contained within the genome. Estimates of thermal reassociation curves 

of DNA that has been split and denatured could help to answer this question (Britten and 

Kohne, 1968). 

The genetks of AMF may be relatively simple but it is difftClllt to analyse. "The 

development of molecular approaches represents a powerful alternative towards 

understanding biodiversity in these unculturable organisms. 

Analysis of diversity in AMF nt the molecular level 

The study of biodiversity requires tools which provide criteria for defining and resolving 

biological groups at different taxonomie levels, and different techniques can be applied to 

analyse genetic diversity depending on the level to be considered.ln the case of anarnorphic, 

mitotically reproducing fungi that do not undergo sexual reproduction, like AMF, molecular 

characters offer extremely interesting possibilities for addressing problems of diversity 

complexity and phylogenetic relationships. 

Isozyme analysis Information on the genetic and nuclear condition of a fungal isolate 

can be obtained from isozyme analyses. Isozymes are proteins having the sarne enzymaLÎc 
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activity but coded by different alleles at a same genetic locus (allozymes) or by separate 

genetic loci. This gives rise to a different tertiary structure of the protein and consequently 

different electrophoretic mobilities in gels (Micales et aL, 1986). Allozyme bands migrate 

closely together whilst isozymes encoded by different loci occur in different regions of gels. , 

A number of isozyme systems has been studied in AMF and it has been suggested from 

analyses of banding patterns that these fungi may be haploid (Rosendahl and Sen, 1992). As 

tIle banding patterns represent direct gene products, they can reveal genetic differences 

betwecn closely related fungi. Isozyme analysis has been applied particularly to members of 

the genus Glomus and, as can be seen in Figure l, variations in allelic and locus isozyme 

banding patterns occur between species and isolates. It is interesting to observe an apparent 

genetic diversity between isolates recognised as G. mosseae and of different geographical 

origin, as previously reported by Hepper et al. (1988a). However, the amplitude of isozyme 

variability depends very much on the enzyme in question (fig.1), so that unambiguous 

gen~tic analyses based on isozyme expression in fact requires testing of a large number of 

different enzyme systems. The usefulness of isozyme pattern variability as a taxonomie 

criterion in conjunction with morphological'characters is discussed more fully elsewhere 

(Roscndahl and Sen, 1992; Rosendahl et aL, this volume). 
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Figure 1. Esterase (A) and malate dehydrogenase (B) isozyme activities of different Glomus species. ExtraclS 
in lanes from 1) G. intraradices. 2) G. fistulosum, and 3) G. claroideum (DK, S. Rosendahl), 4) G. 
geosporum (lJK. J. Dodd), 5) G. coronarum (1, M. Giovannetti), 6-7) G. mosseae (lJK. Rothamsted), 8) G. 
mosseae (DK). Data kindly provided by S. Rosendahl. . 

DifferentiaI expression of alleles or loci at different stages of development or due to 

dissimilar nuclear conditions can give rise to variations in isozyme banding patterns. For 

example, Hepper et al. (1986) reported expression of a peptidase locus in symbiotic 

mycelium. but not in spores, of IwO Glomus species. Nevertheless, sorne diagnostic 



isozyme bands are stable under variable growth conditions which makes them potentially 

useful tools for monitoring otherwise morphologically-indistinguishable AMF in combined 

infections CHepper et al., 1986, 1988b; Rosendahl et al., 1989) 

Nucleic acid analysis. Methods for analysing diversity at the nucleic acid leve\ 

essentially screen for substitutions, insertions, deletions or rearrangement of groups of 

nucleotides. Initially, the molecular techniques used were based on electrophoretic profiles 

of genomic DNA digested by restriction enzymes and revealed by hybridization with cloned 

DNA fragments (Restriction Fragment Length Polymorphîsm: RFLP). Research Înto 

diversity at the genomic level in AMF was, until recenùy, harnpered by the problem of 

obtaining sufficient arnounts of digestible DNA required for this type of analysis. Hpwever, 

this field of research is gaining interest with the development of new molecular techniques 

such as enzymatic amplification of DNA (Saiki et al., 1985; Mullis et aL, 1986) or the 

polymerase chain reaction (PCR), which have completely modilled nucleic acid analyses and 

studies of biodiversity (Gibbons, 1991). With this new technology, it has been possible to 

have access to the DNA molecule and to the genetic code of organisms for which only 

minute arnounts ofDNA are available, and even from fossil species. 

Random Amplified DNA Polymorphism· Due to the development of PCR it is now 

possible to analyse and characterize a species at the DNA level starting from a small amount 

of material such as a single arbuscular mycorrhizal fungal spore. The Random Amplified 

Polymorphic DNA (RAPD) method uses short arbitrary primers to arnplify DNA fragments 

by PCR and analyse them clectrophoretically (Williams et aL, 1990). Depending on the 

primer used, the banding pattern of DNA fragments varies and can be species-specific. 

Wyss and Bonfanle (1993) used the RAPD approach to detect polymorphism between AME 

They showed that similarity in banding profiles obtained after RAPD amplification was 

greatest in spores of a same isolate and least between different species. The advantage of this 

method is that it does not require preliminary knowledge of a DNA sequence, 2S the DNA 

fragments are randomly amplified. This method has nevertheless several serious drawbacks. 

Since the primers used are not specifie, the DNA present in any contaminating organism can 

lead to amplification of a DNA fragment and so give unspecific banding patterns. This is of 

particular concern for arbuscular mycorrhizal research, as the fungi cannot generally be 

produced axenically so that bacterial contamination is difficult to avoid. Furthermore. this 

method cannot be directly used to identify the fungi within roots because of Interference by 

plant DNA. Nevertheless, recent reportS have shown this method to be more sensitive than 

the use of isozymes (Wang et aL, 1993) and it can lead ta the isolation of specîfic DNA 



fragments for which corresponding primers can be generated. Such primers can then be used 

in combination with PCR-RFLP analysis of variability or, if species-specific, as probes to 

detect a given fungus. 

PCR-RFLP One possible way to overcome unspecific amplification of DNA is to use the 

technique of PCR-RFLP. In this, a specific DNA fragment is digested, after PCR 

amplification, by several restriction enzymes. Variations in nucleotide sequences willlead to 

a different restriction pattern after electrophoresis of the digestion products, if the differences 

are located within the restriction site of an enzyme. Instead of randomly amplifying a 

fragment using one arbitrary primer as for RAPDs, two primers specifically flanking the 

DNA region of interest are used. This requires knowledge of the target DNA sequence, or at 

least of the primer regions, in order te synthesize corresponding prim ers. The choice of the 

target DNA will depend on the presence of conserved nucleotide sequences to allow binding 

of ùle primers, and of non-conserved sequences for the detection of ',ariability between 

genomes. This fe;lture is generally the property of multicopy genes. 

Ont> of the main targets for studies of variability and biodiversity in genomic studies are 

Ùle ribosomal genes. These multicopy genes are made up of three coding regions of different 

sizes (l8S, 5.8S and 25-28S), separated by two non-translated sequences (intra-genic 

transcribed spacers: ITS). The coding regions have been sufficiently conserved during 

evolution to enable the design of specific primers for the ribosomal gene. The ITS 

sequences, separating the 5.8S region from the 18S and 25-28S regions, are very variable 

and can be used to differentiate between closely related species (White et al., 1990). The ITS 

regicns have been used to identify ectomycorrhizal fungi by PCR-RFLP (Gardes ct aL, 

1991), and to design taxon-specific primers (Gardes and Bruns. 1993). The first gene of 

AMF to be sequenced was the complete region coding for 18S rRNA subunit from Glomus 

intraradices and Gigaspora margarita (Simon et al., 1992). By comparing the sequences 

obtained with known 18S rRNA sequences from other fungi, these authors were able to 

generate a primer specific for AMF. This primer simplified subsequent work as the problem 

of contamination by DNA from other organisms was eliminated. Using this primer in 

combination with universal primers, almost complete nucleotide sequences for the 18S gene 

were obtained for twelve different AMF (Simon et al., 1993a). Variability and similarity in 

these sequences were used to analyse phylogenetic relationships between the fungi, based on 

the fact that the rate of nucleotide substitution is correlated with divergence between species. 

The resulting phylogenetic tree was congruent with the classification of the AMF established 

on morphological diversity. It also concords with the hypothesis that the ancestral form of 

AMF was Glomus-like, originating with the appearance of vascular land plants and 



subsequently diversifying into the presently recognized different families of Glorno.les. More 

rccently, the technique of Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) has been 

applied to AMF in combination with taxon-specifie primers (Simon et al.. 1993b). This 

technique not only opens the possibility of identifying AMF in root tissues but also of , 

detecting more punctual variations in the genome, since it enables separation of DNA 

fragments which have undergone point mutations (Hayashi and Yandell, 1993). 
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Figure 2. PCR·RH_P analyses of me 5' end of me large rRNA 28S gene subunit of (1) Glomus mosseae (F. 
C. Leyval). (2) G. mosseae ({]K, Romamste~) and (3) G. vesiculiferom. Fragments were obtained after no 
digestion (A) and after digestion by Hinf 1 (TI) or RSA 1 (C). Molecular weight markers (lkb laddcr) <J,1). 

The large 2S-28S rRNA subunit gene is also s,uitable for studies of variability and for 

phylogenetic comparisons. This gene possesses a common conserved core, which in 

eukaryotcs is interspersed with 12 (labelled Dito D 12) divergent and more rapidly evolving 

domains (Hassouna et al., 1984; Michot and Bachellerie, 1984). The variability of several of 

these twelve domains has been used for phylogeny studies of FusarÎum (Guadet et al., 

1989). Starting from a single AMF spore, we have analysed by PCR-RFLP an amplified 

portion of the large subunit rRNA gene, covering the domains Dl and D2locatcd near the 5' 

end of the subunit, in two isolates of Glomus mosseae and in G. vesiculiferum. A variability 

in length of the amplified fragment was observed belween G. vesiculiferum and G. mosseae 

(fig.2A). Digestion by different restriction enzymes gave banding patterns which clearly 

dîfferentîated the two species (fig.2B and C), whereas the two G. nwsseae isolatcs could oc 
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Figure 3. Two single spores of (A) Glomus flWsseae (F. C. Leyval) and (B) G. flWsseae (DK. Rothamsted) 
subjected lO PCR-RFLP analyses as described În Figure 2. 

distinguished after digestion of the amplified fragment by only one out of rune enzymes 

tested (fig.3). Although it is necessary to screen a large number of restriction enzymes, these 

preliminary results indicate that the 28S rRNA subunit gene may be sufficiently variable in 

AMF to permit differentiation between isolates of speèies defrned on a morphological basis. 

DNA cloning: Random cloning of genomic DNA fragments representing sequences of 

intcrest caTI bc used lo obtain probes ta detect variability between genomes. Recent progress 

has been made in our laboratory in the extraction and cloning of genomic DNA from AMF 

using a relatively low number of spores (500-2000), and partial genomic libraries of two 

species have been established in plasmids or phages (Uzé et al., 1994; P. Franken 

unpublished results). Screening of a partial genomic library of Scutellospora castanea has 

indicated the existence of repeated DNA sequences in moderate or high copy number within 

the fungal genome. Species-specific and non-specifie DNA cloned fragments have been 

identificd and sorne sequenced with the aim of obtaining primers specifie to Scutellospora 

castanea and primers with a broader specificity (unpublished results). The availability of 

taxon-specifie primers will enable the detection of AMF directly in root extracts, whereas the 

non-specifie primers will provide a means for detecting variability betwecn AMF spccies by 

PCR-RFLP. For example, amplification products from different AMF obtained with a pair 

of 20mer primers designed from the sequence of a random clone from S. castanea and 

digested by the restriction enzyme MboI give a banding profile showing differences between 

S. castanea and the other species tested (figA). The use of partial genomic libraries to 

generate specifie or non-specifie primers or to analyse DNA sequence variability is not as 



straight forward as the techniques described above as it requires prelimînary cloning, 

screening and sequencing clones of interest, but it does offer the possibility of exploring 

different parts of Ùle fungal genome. 
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Figure 4. reR-RH.p analyses after amplification with primers deduced from a clone of a partial genomic 
lihrary of Scure/lospora casranea. Fragments from the genomic DNA of Acaulospora leavis (l). Glgaspora 
rosea (2), Glomus caledoniculIl (3) and SCUfellospora casranea (4) were obtained afler no digestion [A] or 
digestion wilh MboI after amplification [D]. Molecular weight marker (100 bp ladder) (Ml 

Conclusions 

ln studies of biodiversity, no one character can give an accurate picture of the amplitude of 

variation within a given population or taxon, and for AMF there exists no one criterion for 

taxonomy and phylogeny Ùlat is infallible. Different types of characters have to be analysed 

separately ùlen compared ta each oÙler, and it is necessary to be aware that whilst molecular 

data may he congruent with morphological characters, contradictions may weil arise (Kohn. 

1992). Furthermore, Interpretations of diversity in molecular characters, and in particular 

DNA sequences, have to bear in mind that each analytical melhod is focused on a limited 

portion of Ùle genome and that !iule is known about how different regions of the fungal 

genome evolve relative to each other, nor of the pressures thal may be selecùvely affecùng 

change. ln conclusion, knowledge of the genetics and the genome complexity of AMF 

would greatly contribute to a fuller understanding of their biodiversity. In the absence of 

such information, molecular techniques provide the opportunily of better appreciating 
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genomic variability and of evaluating the magnitude of diversity within this group of obligate 

symbionts. 
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., SUMMARY 
"' f. " 

Arbuscular myccorhizal fungi iGlqm~le~};areoljHgate sYmbionts·.which .. are very' 
important for the d~vel~pment.'Jri,ct the>hëalth· ofJând plants. Knowledge ofthesefungi 

~. ....1.' " .... ~ .. ~ •. '. ~ ",' f" \......... • • 

at the niolecular level is still paor, dùeto thé irfàbility to cûlture. them withqut the hast 
plant. Develapment' of an' effici~nt~te'ehniq'4e for;extracting DNA .f:rom. spores. of 
arbuscular mycarrhizal fungi· hàs .e~ablèd··the···e~tàbiishment··of. a, partiaI··genoIllic 

,library of the specjes ScutellosPQraèastanea> Molecularhybridization was used to . 

screen this library for repeab3dDNA .$eq~~rices.Aseq~en'Ce'(SCt) specific to thés. 
. . . . ' .. - .. - '-, . , 

castanea genome and another one present in genQIlles offoutgenera(Mycdire)were 
obtained by Southern anddot'blot hYbI1;CÙzatioDpfa ~ar.apleqf r~p~atedDNA~equenCés 
with tatal digoxigenin-labeled','bN,A ftom.S ... castan:ro, Gigasopora rO~~f1",Acaulospora 
laevis and Glbmus caledoni,u~':'1fhl~:'~~'~f.ttC~ii~âtiôn ofS01~~o.we;~,>t~~t this 
sequence is organized, in tandem array,~ pOssesses direct repeats 'anil:,do,esnot ~(;de for 

. any knowIi protein. Itcould ther~farebe anelem~nt ,oftheheterochrô~aii:Îi'structur'e. 
" The'Mycdire sequenèe was snawn. to be adispe('s€d,repeat~d ,el~ment. !Vhiclil)6SSeSS~s 
aùtonomously ~eplicati~g sequ~nces (ARS) J:l,nd' cêntromeÎî.~DNA'·êl$rient~(Ch~); , 

. '," ,< " .-' } ',,:-- ,':,,-, '~."'~', -~''''''-',<:,:,''- -'~ -"~,~-'\:'~-' 
thissuggests that the Mycdirè sequenceèouldbe.à c€mttomeric~~elijmen:t:witliân 
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autanamously replicating functÎ'op. .. ', /.. .' . . 

In ardeI ta· apply' the PCR te,chn~qù.e for Sp~,~ific,de:tection. of S.,castanea, fi set of 
primers was deduced from'lhe:$G1.'S'eguence,whichspècifically amplifled DNA ors. 
castanea from spores or from î~fe,::ted··r~ots.· '.' . 

U sing a 'set of primers 'dèrived from ,the Myédire sequence,it. was possible to amplify 
DNA fi'()!n spores of A.laeuis, Cl .. caÙdo~ium;Gig., rqs.ea, S.' pelllfcidaand S .. 
castanet... and fallow the variation of this" sequence in the' génomes of these species. ' 
After sequencing and coroparison'l)f PCRProdl1ctsfrom the l'rfycdire seq~e:ri.ce, it was 

• .•.. '..:: . . . 1', .• ..• 

shawn tnat this èlement isw:ell consefV~dirittte 'genomes ofGC~ calédoTJ.ïùm, Gig. 
rosea, S.'pellùCida ànd$. çastaneà wfïlI~jt,has,èfivèrgêd iIi the genome,.ofA.laevis.. 
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