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1- LES MYCORHIZES: TYPES, ORIGll\rE ET ROLES

1.1 Les types

Le terme mycorhize a été proposé pour la premiè~'e fois )8.r Franck

en 1885 pour décrire une association symbiotique qu\ s'ét'3.blit entre

les racines des plantes terrestres et des champignons cu sol dits

mycorhizogènes. Cette .(~ymbiose concerne environ 95% dl!s familles

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

endomycorhizes et les ectendomycorhizes.

Les endomycorhizes constituent la symbiose la plus répandue; elle

concerne environ 80% des espèces de plantes terrestres (Newman 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 endomycorhizes 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 récent.e utilise seulement

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

Gigaspora ne développent pas de vésicules dans les racines (Walker,

1995).

*Les endomycorhize~ 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

ii
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derniers types d'endomycorhizes forment des pelotes- de mycélium à

l'intérieur des cellules végétales.

Les endomycorhizes arbusculaires ont fai t 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 la question a été posée de savoir si la plupart

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

symbiose avec un champignon, ou si la symbiose plar; te/champignon

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

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

symbiose?

Dès 1900, Stahl émit une hypothèse sur l'exist~nce de plantes

mycotrophes et non mycotrophes. Gerdemann (1968), Trappe (1987) et

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

des associations endomycorhiziennes à arbuscule~. Les autres types

de mycorhizes seraient upparu'es plus tard chez lE':> 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. En effet, elles

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

la rr orphologie (biorégulateurs) et de la santé (bioprotecr.eurs) de la

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

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

et G anina'i:zi-Pearson (988), Gianinazzi et Schuepp (994).
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2·LES CHAMPIGNONS ENDOMYCORHIZOGENES A

ARBUSCULES

2.1 Cycle.biologique

Au cours de son cyde biologique, la phase racmmre, qui est la

première étape de vie du champignon endomycorhizogène à

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

différenciation intraracinaire du 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. Elles

contribuent à la dissémination du champignon et représentent une

forme de conservation. Ces spores germent en hyphes coenocytiques

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

La connaIssance 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-h3te

(symbiotes obligatoires). Les spores des chan: pigne ns

endomycorhizogènes à arbuscules sont des structures uni CI llulai ~es

et multinuc1éés, (Walker '1992). C'est la couleur, la taille et la

structure pariétale de ces spores qui a permis d'ét :tblir la

classification des champignons endomycorhizogènes f~ arbw cules en

un groupe homogène, "les Glomales", D'une manière 'génÉrale, .I es
~

champignons appartenant à cet ordre ont des hyphes non ser tés,---
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Pour permettre des com.paraisons, il faut rappeller les :,rincipales

caractéristiques du cycle de reproduction chez les Zy;omycètes,

groupe auquel les champignons endomycorhlzogèn~Eison: supposés
"

appartenir. Au cours de leur cycle biologique, la rcprod uetioE des

Zygomycètes se fait péT voie asexuée ou sexuée. Au c )Urs de la

reproduction asexuée, qui est la voie la plus répandu ~ chez les

Zygomycètes, la partie aérienne du sporangiophore, appelé: 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.

Il y a deux types de reproduction sexuée. Chez les espèces dites

homothalliques, un seul mycélium peut produire des zygospores

sans partenaire. ~a zygospore peut soit donner directement un thalle

ramifié, soit un'? hyphe directement portê'U'f11'un sporange.

Chez les espèces hétérothalliques, deux hyphes génétiquement

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

ensuite y avoir des mitoses successives et fusion des noyaux par

paires pour donner unE: zygospore. La méiose survient juste après

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

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

Dans ce contexte génércl, quelle peut être la place des champignons

endomycorhizogènesù arbuscules? Ya-t-il effectivement des

phénomènes de sexualité semblables à ceux observés chez les

Zygomycètes? Dans le [~as des champignons endomycorhizogènes à

arbuscules, les spores sont maintenant considérées comme des

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

(Walleer, 1992), Cependant, Tommerup et Sivasithamparam (1990) ont

interprété leurs observations de fusion entre les hyphes et la

r
1
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formation de spores chez Gigaspora decipiens comme des

phénomènes de sexualité} avec form'ation 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 dé champignons

endomycorhizogènes à arbu.scules

Au cours de la vie du champignon endomycorhizogène à

atbuscules, la spore asexuée développe unlhyphe. Une fois en contact
...--, r----"\' ,- --- -. "" ..., ~ ,

avec la racine de la plante, ce}ui-ci donne à la fois des hyphes
''-' ....~_./'',..

intraracinaires et des h~rphes extraracinaires. Ces hyphes pourraient

alors développer des comportements parasexuels assez proches de

ceux observés chez les Zygomycètes (Tommerup et

Sivasithamparam,1990).

En effet, la morphologie des hyphes in traradicul aires suggère

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

Tommerup (1988) a mis en évidence chez Acazilospora 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 est de règle mais que des mécanismes

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

cinq mètres donnent de.:; mycél.iums qui anastomosent à 100% alors

que cela ne se fait qu'à 71% entre spores pré] evées à des intervalles de

150 mètres. Ce qui, sdon l'application proposée par les auteurs

témc ignerait d'une cerLaine différence génétique entre différentes

popllations géographiquement éloignées qui réduirait alors la

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

conflrmati';)n d'autres laboratoires. Toutefois, des recherches

1
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d'isoenzymes de la malate déshydrogénase, chez des Glomus

géographiquement éloignés, ont révélé l'existence, selon les

provenances, d'isoformc~s différentes de cette enzyme (Rosendahl,

1989). On pourrai t donc penser qu'il existe des variations

intraspécifiques liées aux provenances et une possibilité d'échanges

.génétiques.

2.3 La taxonomie des' champignons endomyc,orhizogènes 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, historiquemtmt, ils ont

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

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

. Endogonacées (Gerdemann et Trappe 1974; Benjamin 197J; Warcup

e(al. 1990). La famille des Endogonacées était alors comp lsée aussi

bien des genres Endogone et des Sclérogone que des ChE mpignons

endomycorhizogènes (Tableau 1). En 1990, Mortôn et l enny ont

proposé la classification actuelle. Cette c1assificati(Jn, bUf ée sur la

morphologie, la couleur, la taille et la structure pariét<:lle dl la spore,

sépare les champignons endomycorhizogènes à arbus<:ules des

genres Endogone et des Sclerogone. Les pren1.iers appa rtiennent

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, 3.10rs que l'ordre des Glomales renferme deux sous-

i
\
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ordres et trois familles dont les cInq 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

pas,;e par la production d'une diversité génétique. Celle-ci modifie en

permanence la valeur adaptative de la population. Le réajustement

ent"e la production dl! la diversité et la valeur adaptative est
; ,

peri nanent;. La diversité apparait par mutation, recombinaison; les

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

gén ;tique I~ntre elles est réduit ou devient nul. La limite que peut

att" indre la divergence est fixée par la variation de la valeur

ada )tative que la divergence va entrainer. L'équilibre entre les deux

forc~s 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).
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Genres: Endogone
Sc/erogone
G/omus
Sc/erocystis

Acau/ospora
En trophospora'
Gigaspora
Scute//ospora

Tableau 1: Classification ancienne des champignons
mycorhizogènes selon Gerdemann et Trappe (1974)
Benjamin (1979) et Warcup (1990).

//

Orc1r-e: l:nc1oQDrlB]es
IF ~ fMl ri fil ~ :: :E ml zl @ :g @ Tl ~ 'C~B ~

Genres: Endogone et Sc/érogone

Ordr~:G[©mID[ ~â

Sous-ordre: Glomineae
rr ~ Wi) rd] Il B :: tG ]Ç) fii1'ï1 ~ 'C ~ ~ ~

Genres: G/omus et Sc/erocystis

IF ~ lM] ÜIJ Il] e: ~ c~ u IJ lQJ S lPJ 0 li" ~ (C é C2 :S

Genres: Ac'a!J/ospora et Entrophospora

Sa us-o rd re: Gigas po raceae
lF ~llNU ÜIH e: (G j 9~ :S ~i"]; 0 li" <21 t (É; e Si

Genres: Gigaspora et Scute//ospora

Tableau 2: Classification actuelle sépa rant les Endogonales
des Glomales (Morton et Benny, 1990)

----
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Si l'inféodation aux raCInes 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-tcéalité 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 popula.tiondes 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 le~ possibilités qui s'offrent à nous pour une

analyse génétique Fable des champignons endomycorhizogènes à

arbuscules?
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4·LA POSSIB~ITED'Ul'Œ 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 d.iversité génétique de ces

champignons tant au niveau morphologique que moléculaire.

Toutefois, l'analyse génétique de ces champignons est difficil(~, de par

l'impossibilité à cultiver ces organismes en culture pur,:!. D'autre

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

(génétique) de sexualité ou de parasexualité malgré les résultats

rapportés par Tornmerup (1988). De plus des rr arqupurs

discriminants d'espèces ou d'isolats de" challpignons

endomycorhizogènes à arbuscules permettraient de les ic entifi,=r à

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

la phase symbiotique pendant laquelle il est particu1~~ment :iifficile de

distinguer différentes espèces.

L3. morphologie et la strllcturEi! pariétale de la spore qui sont à la base

de la classification et l'identification de ces champignons peuvent être

. fortement influencés par les conditions environnementales, ce qui

peut introduire des va.riations 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.

1\
:1
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L'utilisation de la technique PCR offre cette possibilité. Les amorces

généralement utilisées sont homologues à des régio.-ns conservées

dans les génomes telles que les régions rDNA qui sont organisées en

régions conservées (18S, 5,8S et 28S) et en régions variables appelées

ITS (InternaI Transcribed Spacer) et IGS (Intergenic 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

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

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

probème quand à l'utilisation d'amorces universelles pour

l'ide] ltification spécifique de champignons endomycorhizogènes à

arbu ;cules. Cependant, cette difficulté peut être contow'née par

l'util sation de culture stérile d'endomycorhizes arbusculaires. En

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

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

al. C 992) d'obtenir des spores pour amplifier à partir de leur ADN,

sans risque de contamination, ~ne 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'Jlaire 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 lBS 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

po ssi bili té d 'au tres VOles d' analys e des champi gnons

endomycorhizogènes à Hrbuscules. 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 ct 0,0304 pg. Chez A. glauca, dont le contenu

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

séquences redondantes (Wostemeyer et Burmester, 1~86). Ceci permet

de penser que les champignons endomycorhizogènes à arbuscules

pourraient avoir un génome en partie redondant, comme comme la

plupart des eucaryotes ~;upélieurs (Tanskley 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 répéUies: 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 ouvlirait aussi une voie d'approche moléculaire

pour la détection et l'identification des champignons

endomycorhizogènes à arbuscules in planta.



CHOIX D'UNE

.APPROCHE MOlECULAI RE



1

1

1

1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

15

1- LES APPROCHES MOLECULA.ffiES POSSIBLES

La détection et l'identification 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

cP.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 (Castle et aL, 198"ï; ,Johnson

et Lewis, 1990). Initialement, les sondes moléculaires utilis(~es dans

cette technique sont issues d'une banque d'ADN géno mique ou

mitochondriale (Castle et al. 1987; Henson, 1989; Fbrster ::1. Coffey,

1992) et particulièment chez un champignon ectomy:orhiL:ien

(Marmeisse et al., 1992)

Un nouveau progrès va s'accomplir avec l'invent~oLl de l,. réaction

en chaine de polymérisation en chaine (PCR) d'une ·.p10léclle d'ADN
,

in vitro (Saiki et al., 1985; Mullis 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 apprc'che a été déjà utilisé chez des champignons

ectomycorhizogènes (Ga)~des et al. 1991; Henrion et al., 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 champib'TIons

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

L'utilisation de la technique PCR permet ainsi de faire un grand

progrès en diagnostic moléculaire.

En utilisant des oligonucléotides aléatoires de 9 à 13-mères, il est

posEible d'amplifièr au hasard pl usieurs fragments d'un ADN

gén< miql~e (Williams et al., 1990). Cette technique appelée RAPD

pen let d'8L1alyser directement sur gel, les fragments amplifiés, ce

qui permet d'apprécît:r des différences de profils entre cles

or;:;:; nismes. Cette technique a permis à Wyss et Bonfante (1993)

d'ab )rder la diversité génétique entre différents Glomus, ce qui a

pernis à Lanfranco et al. (1995) de définir des amorces spécifiques

de Clomus.

2·RAISONS DU CHOlX D'UNE APPROCffi<~

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 PCH-RFLP (l{FLP 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. La

technique RAPD ne peut être adaptée à une détection directe du

symbionte fongique dans la plante infectée car des profils diffé:-ents

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

recherche d'une autre vnie d'approche.

L'objectif de notr'e't,iàv,ùl 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

champignonendomycorhizogène à arbuscules Scutellospora

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

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

. 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 des 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?

i
l,

1
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3-111 ~'THODES D1SOLEMENT DE SEQUENCES REPETEES

3.I-Utilisation de l'électrophorèse

L'(HI~ctrophorèse 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 pennis à

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

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

isolés chez la betterave par Santoni et Bervillé (992) en utilisant
"

cette technique.

S.2-Utilisntion de ln cenh"il\lgation

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 bisbenzimide (Hoechst

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

évidence l'ADN répété chez le champignon Absidz:a g!a.uca.

(Zygomycète).

1

J

J

1

1

1
1
1
1
1
1



1

1

1

1

1

1

1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

l 9

3.3- Utilisation du clonage 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 colonie~; bactériennes. Une hybridation est alors

effectuée sur les colonies bactériennes avec l'ADN 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

Potrylcus (1984), Hamel' et al. (1989) ont utilisé cette techn ~ue pour

mettre en évidence des séquences répétées.

3.4- Utilisation de la techIÙque PCR

L'amplification génique en condition limitante de ~NTF, permet

d'amplifier des séquences d'un génome. L'hybridation en Southern.,.
des produits d'amplification avec l'ADN total marqué p:;rmet de

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

dans l'ampli fiat. 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. Nous avons par conséquent utilisé le clonage

génomique et l'hybridation des inserts avec ADN. génomique

marqué pour isoler des ~;équences répétées.

i:,
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1- LES SEQUENCES REPETEES: RûLES ET C~lFICATIÛN.,

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 cie l'évolution (Kimura, 1983) considère que

des séqùences 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

per::ser que si les répéti tions de séquences ont un rôle diversifiapt,

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 résplus en méiose (Radman, 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 barriàe à la

fécondation et entraîner par elle-même peu de diverg,~nces au

niveau moléculaire (Flavell, 1982).

;
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Le~ génomes procaryotet; sont les plus riche~; en gènes ayant un sens

et es plus pauvres en séquences répétées (1 % chez Escherichia coli)

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

Le.~ eucaryotes ont une complexité génomique plus élevée, ils

contiennent donc plus de gènes ou de séquences différentes et de

plul>, 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 r.§pétées en tandem

En fonction de leur taille, il en existe trois types:

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

constitué de motifs élémentaires dont la taille varie de 5 à 100bp

(Lohe et al. 1993)

· l'ADN minisatel1ite: modérement répété et organisé en tandem,

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

s'étaler sur une zone d'(;I1viron 0,5 à 30 kb. Leur nombre de copies

est variable dans une population (JeiTreys 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 dispersées

Modérement répétées, les séquences dispersées sont constituées

essentiellement pare-les déments transposables et leurs reliques. On

peut di viser les éléments transposables en deux groupes

(Charlesworth et al. 199L!, Daboussi et Langin):

- les rétroéléments qui se transposent par l'intermédiaire è.u produit
, -

de la transcription inverse de leur ARN. Ce ·,ont les

rétrotransposons avec ou sans LTR (long repeat element). 1 :es gènes

codent ou non des protéines nécessaires à la transcriptiOl inve:~se.

On peut citer comme exemples d'éléments LTR, l'élé :nent Ty

découvert chez Saccharromyces cerevisiae (Cameronét al, 1979) et le

grh découvert par Dobinson et al. (1992) chez le ch~ mpignon

phytopathogène Magnoporthe grisea. Comme séquences S3.ns LTR,

on peut citer les séquences LINEs (Long Intersper~ed Ele:nents) et
'1:

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 terITÙnal repeat) et des

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

des éléments P chez Drosophila melanogaster (0' Hare 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'AD~ 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 0,13 millions de copies a 75%

d'he mologie 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.

M~ rtinoz-Zapater et al., (1986) ont cloné une unité de répétition de

180 bp ch::iz la crucifère Arabidopsis thaliana. Cette unité qui est

pré~ ente à 4000 copies dans le :génome de Arabidopsis thaliana a de

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

COlT ~spondante d'autres Crucifères.

Mei;zlaff et al. (1986) ont cloné et caractérisé des unités spécifiques

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

l'AD::--.r génomique de blé et de seigle montrent une spécificité vis-à

vis du génome du blé. 8chweizer et al. (1988) clonent des séquences

répétées de 162 bp et de 183 bp spécifiques respectivement de

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

organisées en tandem évoluent 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 Dove: défir.it l'évolution concertée comme étant la

VOlC par laquelle ces :,équences 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 (Benslimane et al., 1986), 2) la

mutation, 3) la convel'sion (Whitehouse 1984; Dvorak et Lassner,

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

différents événements SIl mettent-ils en place pour faire évoluer une

séquence?

L'amplification, comme son nom l'indique, pfQ,duit plusieurs

copies d'une même séqùence 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 répJicatior(

par sauts, elle pourra Hre aussi amplifiée, ce qui entrainera une

divergence de la séquence d'origine (Southern, 1975 et Lewin 1987). "

Mais il faut signaler que la conversion interrépétitions permet le

maintien de la séquencE d'origine.

Après réplication d'unl~ 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 :mr un
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brin et diminue sur l'autre. Ce phénomène appelé crossing·over

in.égal a été décrit par Smith (1976). Il a été démontré notamment au
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Figure 1 : Les méca nismes affectant une séquence d'ADN repétée ~n tandem

I l. effet d'une amplification et d'une délétion sur la taille d'une sé lueno;
2· effet d'une mutation sur la composition en base d'une séq'Jence13· effet de l'échange inégal sur le nombre de copies d'une séq~encE
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niveau de l'ADN ribosomique de Saccharomyces cereU~SLae (Petes,

1980; Szostak et al., 1980).

Cependant, il faut aussi concevoir que la stabilité numérique

intraspécifique d'un mutif répété nécessite un raleI?-ti'ssement et

finalement un arrêt d3s 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 Molécul,aire 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 C.utre locus. Cette autonomie de replication leur permet d'aller

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

nou"eaux (Charlesworth et al., 1994). Un élément transposable

dén< ,mm: Impala a été cloné chez l'espèce Fusar-J um oxysporum

CSar gin et Jl. 1995).

3·LI S SEQUENCES REPETEES COl\11\lli OUTILS DE DETECTION

MOJ ..ECUlAffiE ET O&JETS D'ETUDE DE PHYLOGENIE

Le:3 mécanismes évoqués plus haut nous font constater que les

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

cOllfi~rent une instabilité génomique, génératrice de diversification.

Cela explique comment des changements peuvent être apportés et

être perpétués dans une population. L'apparüion de séquences

nouvelles dans une population augmente l'ADN total. La

duplication, la mutation et la conversion sont les moteurs de la

j
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diversification de génomes et donc leur permettent d'évoluer en

divergeant les uns de~: autres surtout si le f1 ux génique entre

individus est nul. Les transpositions 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 spécifiqne

Plusieurs auteurs ont utilisé des séquences répétées comme outils

de détection dont quelques exemples dans le règne végétal peuvent

être ci tés. 1.

En vue de réaliser des tests rapides de reconnaissance de lignées

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

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

utilisée comme sonde. La technique de cri'blage 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-~lvis du génome du blé a été montrée par

comparaison au génome du seigle.

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

Metzlaff (1988) identifiEmt 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 'ue de cribler des liLmées d'addition entrE~ Beta uulgaris et Beta

prOI umbens, résistantes au nématode Heterodea schachtii Schm,

Sch:nidt et aL, (1990) on';: généré les séquence~ répétées pTS1 et pTS2

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

L'obtention de séquences répétées spécifiques de Lycopersicll ln

esculentum et de Solanam acaule a permis à Schweizer (1988) 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 espèc,~s végétales et fongiques.

*Chez les végétaux

Partant de l'hypothèse que pl us 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 Fla·vell 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 Brassicaceac.

Afin de connaître les origines des blés diploïdes et tét:~aploïdes

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

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

et al., (1988). En fonction du polymorphisme d'abondanc (~ de ::es

séquences (RSAP, Repeated Sequence Polymorphism Abun I.ance: et

leur polymorphism de longueur de restriction, il a été poss ble à ces

auteurs de proposer une hypothèse sur l'origine du bJ,é culti lé.

Après avoir cloné et caractérisé deux ADN sat.e1.'.ites chez la

betterave Beta vulgaris L., Santoni et Bervillé1992, ont montré

comment ces deux séquences ont évolué et ont été distribuéE s dan~; la

section vulgares.

*chez les champignons '"

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

cerev.isiae, Kingsman et al., (1981) ont montré par hybridation en

Southem des variations entre différents clones de S. cerevisiae .

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

MuR du génome de Mucor 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 retroélémcnt 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 vites.ses différentes, selon leur nombre de copies,

leur structure, leur répartition agrégée ou dispersée ct 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'ADl\ répété dans le génome

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

Gaeumanomyces graminis) à 25% chez le Zygomycète Absidia

glau;Ç4 CWostemeyer and Burmester, 1986).

Ch! z: les plantes supérieures, beaucoup d'espèces possèdent un
\ '

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

est c ~pendant une espèœ dont le génome est petit et pauvre en ADN
1

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

Zapa :er et al. 1986).

Pl u:;ieurs 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

contenu génomique de 0,39 pg d'ADN, a 25% d'ADN répété. Par
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ailleurs, ces auteurs ont isolé de ce champignon, un élément

dispersé dénommé rAgI. 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 (M. grisea repeat),

ensuite Dobinson et ai. (993) ont mis en évidence chez ce

champignon, un f(?troélément à LTR (Long ferminal 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'il:; procèdent par voie intranuc1éaire et

somatique.

Les premières estimation~ du contenu en ADN par noyau de

champignons endomycoJ'hizhiens à arbuscules donnent des valeurs

relativement élevées (O,27pg pour G. versiforme 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 endomycorhizogènes àarbuscules Ln olanta et

d'étudier leur variation Jl1ter- et intraspécifique.
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1- MATERIEL BIOLOGIQUE

Les champignons endomycorhizogènes à arbuscules utilisés sont les

suivants:

*Scutellospora castanea Walker (LPA4fBEG 1) (figure2A)

*Scutellospora calospora (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders (PC ID),

*Scutellospora pellü'êi"da (Nicol. & Schenck) Walkers fx, Sane ers,

*Scutellospora nodosa Blaszkowski (PC 282),
,...

*Gigaspora rosea Nicolson & Schenck (LPA23fBEG) ,

*Acaulospora laevis Gerc1emann & Trappe (LPA1fBEG 13)

:kGlomus caledonium (Nicol. & Gerd.) Trappe & Ger2;manr: (LPA12)

:r.Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe

(LPA5IBEG12)

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 (la kGy) et 50% de perlite. Les graines de trèfle et de

poireau sont désinfectées avant germination ; 10 jours 8.près

germination, elles sont transplantées dans le substrat de culture en

présence ou absence de spores fongiques.

1.1 Contrôle de l'infection endomycorlùzienne

Après huit à dix semaines de culture en chambre climatisée

(Photopériode 16h; Tem[Jérature 20-24 D 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 10% pendant 10 minutes, ensuite elles sont colorées
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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 (Figw'e 28).
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1 Figure 2 A Spores de S. castlnea tamisées et triées à la loupe
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Figure 2 B : Mise en évidence des structures fongiques de Gigaspora rosea après
coloration au bleu trypan de racine:; de poireau endomycorhizées. : n) hyphe inter
cellulaire, (a) arbuscule
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1.2 Ga rÉ-'C'1lte des spores

Le~ spores formées dans le substrat de culture sont recupérées par

té:tr lisage humide et sont contrôlées sous une loupe binoculaire et

tri: es une pince.

2-1\1:E:THüDES

2.1. :Extraction de l'ADN génomique

2.1.1 A partir de spores fongiques

Les méthodes de BurggTaaf 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 fraichement 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% prépar8 dans du tampon TAE. Après 30 minutes de

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

(100~g/1) et les acides nucléiques sont revélés par transil1umination

au.x UV. Le gel est ensuite 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

gel, 1 à 2~g d'ADN génomique sont digérés avec 10U d'eJlzyme3 de

restriction (Eco RI, BamHI, HindIII (Boehringer). La réac :.on a lieu

à 37°C pendant la nuit dans une mixture contenant le t 'l!npOIl de

l'enzyme, 0,004M de spermldine, (activateur), et 2~g d albumine

sérique bovine (capteul; d'inhibiteurs). La réaction a lil U à (:7 cC

pendant une nuit. La qualité de la digestion est ensui~~ cor trôlée par

électrophorèse en gel d'agarose.

2.2 Etablissement d 1une hanque génomique

2.2.1 Ligature ADN/vect~urpUC18

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 rapPOlts ADN totaVplasmide pUC18. Celui-ci a été

déphosphorylé par le fournisseur (Appligène) et la ligature a lieu

dans le tampon de la ligase contenant 1U 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 badérienne

200 ~l de cellules de E. coli DHa5 rendues compétentes par la

méthode de Hanahan (1985) sont décongelés sur glace pendant 15

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

~l 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~l 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~l sont étalées sur milieu sélectif LB contenant de

l'ampicilline, du X-gal et de l'IPTG. Après une culture des boites 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 nU'it, 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 pla!;mides recombinants à partir de clones

bactériens.

Le nlcombinant plasmi dique est isolé du clone bactérien par la

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

extrait à partir d'une mini-préparation (5 à 10 mlYde 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 c~ntenant l'insert est recupérée sous UV dans un tube Eppendorf

(1,5 ml). On ajoute ensuite une solution contenant de l'acétate de

sodium (O,3M) et de l'EDTA (1mM) et on incube à l'obscurité pendant

15 11" inutùs à températUJ~e ambiante. Le contenu est ensuite transféré

dam un rnicrotube de 500 ~l (préalabrement troué par une aiguille et

,X~.fO ,li d(~ laine de verre silicq.-née) qui est plongé dans de l'azote

liqUi le pendant quclquc:s secondes. Le microtube est placé clans lin
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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 20llg de glycogène; le culot

contenant l'ADN est recupéré au fond du tube Eppe-ndorf après une

centrifugation à 12000rpm pendant 30 minutes.

2.4.2 Méthodes "Genecl(~an"ou 'Wizard"

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

Promega ou le kit Geneclean 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

(Boehringer).

"

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 contenant 0,4 M NaOH et 0,6M NaCI soit par

capillarité (Maniatis et al, 1982) ou en utilisant le sys ème 'TE

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

membrane est immergée dans du 6XSSC et l'hybrid l.tion est

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

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

10% d'agent bloquant, 2% SDS, et 0,1% de N-lauryl sarco:;inate. La
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membrane est ensuite lavée deux fois à température ambiante dans

du 2XSSC, 0,1%SDS et deux fois à 68°C dans du 0,1 %SSC, 0,1 %SDS.

L'ADN est révélé en utilisant la méthode de détection

chiI1ioluminescente du système DIG (Boerhinger). Ce système de

dét(~ction utilise un substrat, le Lumigen TM PPD, couplé à la

pho ;pha~ase, qui émet un signal lumineux. Ce signal est détecté au

cOU's de l'exposition de la membrane pendant au moins trente

mir utes sur Hyperfilm Amersham.

2.5;; Hybridation en dot blot

2.5.:1.1 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 13

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 effectué en minifluorimétrie en utilisant le

minifluorimètre TKü 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 me'?lbrane

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 la minutes. Des dilutions sont ensuite effectuées aux

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

unité de dépôt sous vid e (The convertible TM Filtration Manifold,

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

soumis à hybridation (~omme décrit ci-dessus avec les différents

inserts marqués à la di~:oxigénine.
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2.6 Séquençage des inselts 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: lé marquage direct de l'ADN, qui combine le marquage,

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

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

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

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

d'éviter de faux amorçages. L'amorce est d'abord marquée en 5' par

incorporation du 32p grâce à la T4 kinase. Ensuite une réaction de

terminaison/extension est réalisée grâce à la "Grade Ta q

polymérase"(Promega) qm est une forme améliorée de la Ta q

poLymerase thermostable de Thermus aquaticus. Le principe de la

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

5' 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 limitante. La terminaison se fait donc pour

chaque oligonucléotide (A, T,' G, C).

Le contenu de chaque tu be est soumis à électrophorèse sur :;cj~de gel

acrylamide en condition dénaturante. Après révélati, n de la

radioactivité, une échelle est générée dont le pas corre ;pond au

nucléotide. Les amorces pUC18-1 et pUC18-2 située.s respe-:tivement

à 14 et 56 pb du site EcoUI du polylinker du pUC18 ont été ut.lisées
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2.6.2 Electrophorèse 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% (p/v), APS 0,06% (p/v) et du TEMED dans

un t3.mpon TBE pH 8. Lr? gel est coulé horizontalement sur support et

aprÈ s une heure, une pré-électrophorèse est réalisée I?our chauffer le

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

dép' ,sés chacun dans un puits. L'électrophorèse est réalisée à une

pui:' sance de 50 W pendant 2 à 5 heures. Une fois l'électrophorèse

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

L'(~r semble est ensui te séché sous vide à 80°C pendant au moins 1

heu 'e. 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 générE:r des amorces pour FCR à partir de régions

séquencées, un progr2mme appelé "Amplify 1.2" (Bill Engels, 1992)

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

choisies par estimation de leur dimérisation, de leur

mésappariement et de la stabilité de l'hybriè.e 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 par la formule Tm=

4(G+C)+2(A+T) (Sug;,;s et aL. 1981), Un programme est '110r..:;

déterminé, qui permet une dénaturation, une meilleure fixation des

amorces et une élongation du fragment à amplifier par la Taq
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polymérase. L'amplification est alors réalisée gl 'Ïee 1l un

thermocycleur (Minicycleur TM, MJ research ou Hybaid),

2.9 Séquençage de produits peR

2.9.1 Ligature des produits PCR

Les produits obtenus par PCR ont des bouts 3' A débordénts, c':: qui

rend leur clonage difficile, Afin de faciliter leur clqn:~ge, nous avons

utilisé deux types de vE'cteur, le vecteur pGEM-T de Promega et le

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

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

gel d'agarose et le fragnent obtenu est excisé du gel et purifié en

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

50 ng du produit d'amplification sont mélangés avec le vecteur dans

un rapport 1: 1. Une ligature est réalisée dans 10)J.l après avoir ajouté

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

une nuit à 15°C.

2.9.2 Transformation de 'bactéries par les produits PCR ligaturés

3)1.1 de produits ligaturés sont utilisés pour la transformation de

bactéries compétentes E. coli DHcx5. Une fraction aliquote de 50 à

100)1.1 est ensuite étalée sur milieu AXI et des clones positifs

recherchés. Pour cela, en utilisant un cure-den t, des traces de
.

colonies blanches sont prélevées et homogénéisées dans 100)1.1 d'eau

stérile. Après avoir bien mélangé et centrifugé brièvement, 2)J.l de la

solution sont transféf(~s dans un tube Eppendorf contenant le

mélange réactionnel pour la PCR. Les amorces utilisées sont soit le

couple pue 18-112 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 programme "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 logiciel:"

"A~p1ify" "DNA strider".

2.11 Analyse densitomét:rique

L'analyse densitométrique des spots d'hybridation a été effectuée

grâce à l'analyseur d'images ALCATEL-TTTN (Grenoble, France)

par le système IPS (Image analysis system).
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I-MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE D'EXTRAGrlûN :;l'ADN A

PARTIR DE SPORES

1.1 Introduction

Nous avons mis au point une méthode simple d'extrac.tion 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 d~ réaLser

une banque génomique. Une spore de chlmpignon

enclomycorhizogène à arbuscules contient plusieur.~ centaines à

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

Beringer, 1989; Bécard etPfeffer, 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 pl usieurs 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 NaCI (5OmM) 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 N aCI (50mM) pour conserver les

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

à 65°C est ensuite effectuée dans une sobtion contenant du tampon
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Tris (50 mM) pH8, de l'EDTA (25mM), 2%SDS, 1% N

laurylsarcosinate, de la. protéinase K (lmglml), et 2% de

mercaptoéthanol. Après cette lyse, une centrifugation de 1000 rp m

pendant une minute permet de récupérer le surnageant (lysat)

contenànt 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 O,5M d'acétate de potassi~m 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 (3mglm1) à 37°C pendant 10 minutes,

ensuite au phénol, au phénol/chloroforme 0:1) et puis au chloroforme

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

emmite précipités avec deux vàlumes 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 70C;c et

séché à l'air ou au "speed vae". 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. costal/ea

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

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

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

endomycorhizogènes à arbuscules. Dans le cas de Gig. rnargarit Cl,

Cooke et al. (987) et Bécard et PfeiTer (993) 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
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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 Oig. 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 8. cast anea, comm unication

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

champignon, obtenue par cytométrie en flux (Michel Bosny,

comm unication personnelle).

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

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

entendu dans la littérature une description de techniques utilisées

par des auteurs comme Burggraaf et Beringer (989) .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 (600009 dam. ll~ cas de

Cummings et Wood, 1989) et n'était pas facilement h.ydrolY3able. De

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

d'augmenter les risques de contamination de l'ADN fongiqu ;~, car les

spores obtenues dans des. 'conditions non aseptiques peu 'ent dre

contaminées par des bactéries vivant dans le sol. Notre echni:jue

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

spores (2000), et en quantité suffisante, de l'ADN hY~1roly ;able par

certaines enzymes de restriction (EcoRI, HindIII, BamHl), pour un

clonage génomique. Il est clair que, pour des espèces comm,~ Olomus

mosseae, qui ont de petites spores, il faudrait utiliser 5 fo:s plus de

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

obtenir de l'ADN dans des quantités comparables.



51

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., 19$4).

2·LE CLONAGE GENOMIQUE DE L'ADN FOl~GIQUE

2.1 Résultats et discussion

2.1.1 Heprésentativité de la banque

Le clonage de l'ADN deS. castanea a été réalisé avec le vecteur pUClS

comrre dé(~rit dans Zézé et al. 1994. Pour la réalisation du clor:.age, les

rappo ~ts suivants entre l'ADN génomique de S. castanea hydrolysé

par l~ ~oRI et le vecteur ont été essayés: (1/1, 2/1, 1011). Le test de la

ligaL re a été contrôlé par électrophorèse sur gel d'agarose et Je

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

été ulilisé pour transformer Jes bactéries. Nous avons o~tenu environ

1000 ::Iones recombinants après le clonage de J'ADN génomique de S.

casta'1-ea. Désignons par L la taille approximative du génome de S.

casta'1-ea qui est de 109pb (Michel Hosny, communication

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

banque est une enzyme à 6 bases et la longueur moyenne 0) des

fragments générés est calculée comme suit 1= 1:( 1/4)Eb4x103pb. Si

nous appelons N le nombre de fragments attendus générés par

&oRI, sa valeur est N =LI1= 109pb/4xJ.03pb = environ 250000

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

représente une banque partielle.
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Figure 3 : Electrophorèse en gel d'agarose
0,8% de produits de Iigation ADN de Scute
lIospora castanea/vecteur pUC18 :
-ligne 1, ladder '~ kb
-ligne 2, ADN total de spores de S. castanea
-ligne 3, 20ng pUC18/EcoRI
-ligne 4, produit de ligation, rapport 1: 1
-lig ne 5, produit de Iigation, rapport 2: 1
-ligne 6, produit de ligation, rapport 10:1
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2.1.2 Confinnation 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: &oRI. Après électrophorèse des

produits de digestion et transfert sur membrane, trois clones choisis

au hasard dans la banque contenant 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 iI).fecté (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 ]a

détection du symbiote endomycorhizogène à arouscules in planta est

envisageable par l'hybridation selon Southern, son application

pourrait être sévèrement limitée par le niveau de colonisation de ]Cl

racine par le champit,'11on.
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bNA cloning and screening of a partial genomic Iibrary
from an arbuscular mycorrhizal fungus, Scutellospora castanea

l\dOIPhe Zézé, Hubert Du!icu, Vivicnnc Gi:minazzi·Pcarson . '

I
l.'lhoratoire de l'hytoparasilologie INRA-CNRS, Station dc Génétique et cI'Amélioration des Plantes, INRA. BV 1540,

21034 Dijon Cédex, France

.',

l
\liSlraCI. A technique has been developed ta efficient
.\ extract purified, restrictable genomic DNA from
rores of different arbuscular mycorrhizal fungi in ar

der 10 begilJ uetailed investigations of the genome of
Ihe Glomaks, The protüco\ yiclded variable amounts.r DNA depending on the fungal species; for SCLltelfo
'pora castal1ea and Gigaspora rosea it reached values

l
f 1.5-2 ng/spore. EcoRI digests of DNA from S. casta

.t'Il \Vere c!oncd inlo pUC18 and about 1000 recombi
Jnt DNA clones were obtained. Of those screened, 50

.ontained inserts of 500-7000 bp. Selected inserts de-

I
~cted DNA sequences from S. ccstanec spores or
Gots infected by this fungus, but not from nonmycorr
bzal roots. This is the first report of a partial genomic

l
':~rary from an arbuscular mycorrhizal fungus.

'1)' \l'orels: SCllIelfosport/ caslanea - Arbuscular my
;\lrrlùza - Genürnic library
1 .

rnlrod\lction

IFungi belonging ta the Glornales (Zygomycetes) re-
t1'oduce by the formation of large, multinucleate

Ilç>ores on mycelium developing from an arbuscular
:lycorrhiza of a preceding culture. These spores, which
ue considered asexual except for one species (Tom-

l
:oerup 1988), have been estimated ta contain several
t!lousand nuclei (Cooke et al. 1987; Burggraaf and Ber·
:oger 1989; Viera and Glenn 1990; Bécard and Pfeffer
19(3), Thus they are efficient in maintaining and trans-

I
niting genetic information ta subsequent generations
lnd no doubt contribute ta the ubiquity of the Glo
l:l1cs, as weil as ta their apparent stability during coe
"'iulion in association with many different plants

l ',\,lliün 1990a,b). N1Jmerous attempts ta a>.ymbioti
::lily culture axenic mycelium of Glomales have been
lnlucccssfui (Hepper 1984; Williams 1991) and conse-

1':""!f!OlldCnCc 10: V. Gianinazzi-Pearson

1

quently the genetics of these fungi remains a rn<1rrèr of
speculation. Taxonomic diagnosis of the Glomales has
relied entirely on the morphological characteristics ai
spores (Walker 1992), but molecular approaches
through recombinant DNA or PCR techniqu,~s no\\' of
fer alternative :.trategies for detailed studies of their
genetic variability and phylogenetic relationships (He
witt et al. 1991). They also open up possibilities of ap
preciating polymorphic variability between isolates of
a same species, and of obtaining specific probes for
rapid identification of arbuscular mycorrhizal (AM)
fungi within hast tissues, which is virtually impossible
at present.

Extraction of genomic DNA from spores of the
Glomales is possible (13urggraaf and Beringer 1989:
Cummings and Wood 1989;Simon f:t al. 19()2: Water
man and Dales 1993), and amplific:ltion of DNA bv
PCR using oligonucleotide primers l1as reecntly bee~
achieved (Simon et al. 1992; Wat'. J'man ilnd Dales
1992; Wyss -and Bonfante 1993). Up 10 now no genes
have been cloned from AM fungi, nc - have FŒLP ana
lyses been published, although DNA has bet n isolated
in a form digestible by restriction en; )'mes u~,ing a pro
cedure requiring a very large n rnber of spores
(600000) (Cummings and Wood 198 ). In arder ta be
gin detailed investigations of the fun ~al genome in the
Glomales, we have: (1) developed a protocnl for effi·
cient extraction of l'est rictable DNJ from ~pores; (2)
cloned DNA from Scute."ospora castane1 Walker
(Walker et al. 1993) ta obtain ~ parti:.! genomic library;

',: (3) characterized several DNA insl~rts for their size
, and specificity vis-à-vis fungal DN.\. from spores or
, mycorrhizal roots.

Material and rnethods

DNA of several AM fungi [Cigaspora margarica Becker & Hall
(LPA2), S, castal1ea Walker (LPA4). C. rosea ;--;icolson &
Schenck (LPA23). 111'0 strains of ACOII/ospora taevis Gerdemann
& Trappe (LPAI. LPA26)]was isolalcd from spores which were
II'ct-sievcd l'rom pot cultures with Allillm porrU/ll L.. collccled in
dividually and surface slerilized (Gianinazzi-Pearson et al. 1989),
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About 2000 spores were gently crushed in 50 mM Tris pH S.O,
25 mM EOTA, 50 mM NaCI (TE) and 2% mercaptoethanol. The
suspension was centrifuged for 1 min at 1000 g to separate the
cloudy, Iipid-rich supernatant from the broken spore walls with
which many nuclei remained associated. The spore walls and nu
clci were suspended in a Iysis buffer (50 mM Tris pH 8.0, 25 mM
EDTA,2% SOS, 1% lauryl sarcosinate, 1 mg ml- I Proteinase K,
2% mercaptoethanol) for 30 min at 65° C to extract and lyse the
nuclei. The lysate was centrifuged for 1 min at 1000 g and the
supernatant recuperated. Spore walls were treated again with the
Iysis burfer and the two supernatants combined. Proteins were
precipitated for 15 min on ice with 0.5 M potassium acetate and
centriruged down for 15 min at 13000 g. Nucleic acids contained
in the supematant were treated with ONAse-rree RNAse A
(J1rI~ "il-"j ~'/1 if) 11;~,~' 'fl'r; t~~~, ;;;;~;,~~ ~."i:~ ·)/·,tr. ;:;~.~;.r,;.

'11f.~ ;IiH, 1:·1. .~·/:.·i} ti';~rffl'·'.;'~/~"!',rrr" 1t,,:: ',rl'.~ 'lI;t;/ (~r')',r/,

(orm. fhe pun/led DNA Wll~ (lICClplllllc:d III "L v<)JUJllC:~ (J/ c:ll'hllu)

al -200 Cor -70° C, centriruged, wasiled with 70% ethanol. air
'oried and resuspended in TE buffer or sterile water. The quality
or DNA obtained from spores of the rive difrerent arbuscular my
corrhizal fungi was test:d by digestion with dirferera endonu
cleases (BamH l, EcoRI. HindIll) following the protocol indi
caled by the supplier (B )ehringer-Mannheim).
. For c1oning. ONA fr)m S. castallea was completely digested
wilil EcoRI and digests lIere ligated overnight at 15° C with Eco
RI uephosphorylated pl C18 plasmid in the ratio 10: 1. Compc
lenl E. coli OHctSmcrAf cells \Vere prepared according to Hana
han's (1985) pr.)cedure 1 sing RbCl 2 and a 200-1..dcell suspension
was mixed witt 3 J.l.1 (O.: J.l.g) 0:- pUCl8-ligated ONA. Transfor
mation was acl.ieved by a 90-s he~t shock at 420 C and cell ex
pression induccd by sha ing (200 rpm) ror 1 h at 37° C. Aliqu01S
(100 Ill) were 1·lated ntl on Luria IJroth agnr conlaining 50 Ilg
ml- ' ampicillir, 0.11,,1 i opropyl-,8-D·thiogalac'topyranoside and
0.1 M Xgal. Rc·;ombinar ( clones were screened for inserts: plas
mids \Vere extr, ctcd by 1 lini-preparation using the boiling proce
dure describcd by M~n:. lis et al. (1982) and, after EcoRI diges
tion, inserts wc -e separe' cd from the pUC18 on a 0.8% agarose
gel.

Several ins{ rts wcre: isolated by the rreeze-sequeeze tech
nique (Maniati:; et al. 982) and invesligated for their corre
spondenee to fungal 01'/.\ sequences by Southern analysis. ONA
was extracted from root :.ystems of 8- to lO-week-old mycorrhizal
and nonmycorrhizal ,\/Ilum porrum using the CTAB method
(Rogers and Ikndich 1n5). Aliquots (15 J.l.1 =1 J.l.g) of insert or
or total DNA fr,)m S. castanea spores, mycorrhizal or nonmycorr·
hizal reots of A Ilillm PO/f1l11l were labeled witl1 digoxigenin ac
cording te the protocc 1of the Boehringer Research Center (Kit
no. 1093657), modifiecl fc r the washing step after antibody bind
ing. Extracted inserts or digested ONA from spores or raots were
sepa'ated on 0.8% agaro;e gel and after depurination in 0.25 M
HCI, ONA was transferred to a Bioprobe Biol1ylon Z + mem
brane in 0.4 M NaOH and 0.6 M NaCi using a TE 80 Trans\'ac
vacuum blotting unit (Hoefer). The membrane was brieOy
washed in 6 x SSC buffer (instead of 2 x SSC as indicated by the
supplier) and hybridized overnigl1t at 68°C with 10-50 ng ml- I

digoxigenin-label1ed ONA in 5 x SSC containing 10% blocking
solution, 2% SOS and 0.1 % Nolauryl sarcosinate. Unbound
probe was removed by washing the membrane twice for 5 min al
room temperature in 2 x SSC, 0.1 % SOS and twice for 15 min al
68'C in 0.1 x SSC, 0.1% SOS .. Hybridizcd Dt.JA lVas revealcd
using cilemiluminescent detection as described by lhe supplier
(IJoel1ringer Researcil Centre Kit no. 1093657), exccpl that the
l11embrane lVas lVashed t\Vice for 3 il in 0.1 M maleic acid, 0.15 M
l'laC!, 0.3% Tween 20 at room tcmperature, bcfore incubating in
the AMPPO substrate. The membrane lVas then cxposed for 1 h
0/1 an Amcrsham Hypcrrilm.

234 567

Fig. 1. ONA extracted from spores of SClItellospora caslar:ea
(lalle 1) and Gigaspora rosea (lalle 2) and eleclraphoresed
through a 0.8% agarose gel. Adjacenl lanes of the gel \l'cre
ioaded with 20, 40. 60, SO and 100 ng lambda Oi'A (lanes 3-7)

Rcsults and discussion

The simplified protocol described here for obtaining
genomic DNA from spores yielded variabk amounts
of DNA, de["lending on the s["lecies of ;\i\! fungJs.
When ex tracts l'rom spores of S. caslanca or G. rosca,
for 'example, \Vere compared \Vith DNA l'rom lambda
phage (Fig. 1), values \Vere estimated to reach approxi
m:ltely 1.5-2 ng DNA/s["lore. Although there are in ji
rect estimates suggesting that large spore Glomales
species can contain tens of thousands of nuclei pcr
spore (Burggraaf and Beringer 1989; Viera and Glenn
1990), numbers obtained by direct obsen'ation of
stained nuclei give more realistic values ~anging frilm
1700 to 3850 (Cooke et al. 1987: Bécard ane! Pfdfcr
1993). Taking an average value of 2800 togcther \\ ith
fi uorocytometric ll1easuremen ts of nuc/ea rOI\' A con
tents for C. IIl{)rgnrila (up lO 0.77 pg per nucleus. Si1ll
ciono and Bonfante 1992). this gives approximat::ly
2 ng DNA/spore. This is close to the amount of DNA
extractcd from C. rosca or S. Cns[nllcn, undcrlining ,he
efficiency of the extraction procedure described hc:re.
The high DNA yie1d 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 spDre
wall, as sugg/~sted by previous light and electron micro
scope observations (S\Vard 1981; Bianciolto and BDn
fante 1992).

The DNA obtained From the different fungi \Vas di
gested by three restriction enzymes; an example is :~iv

en in Fig. 2 of EcoRI digests for rive fllngi. Sporc~, of
the Glomales are rich in lipids, polysaccharidcsll1ll
proteins (Sward 1981) which can contaminalc D" t\
during extraction and make t'or difficultlcs in obtair.ing
restrictable DNA. In the two-stcp procedure wc have
developed. low-density spore components arc elimi
nated al' ter crusl1lng the spores. Moreover.' the prolO
col requires far fewer spores than that pllblished by
CUil1ll1ings and Wood (1989) and the rCSlficted D\,;\
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l "q..I d \ Elcclrophoresis through a 0.8% agarose gelaI' differenl
~.,:,~ \llll~~zc·freezed inserts (200 ng DNA) l'rom the genomic
;1\ \ Iibrary of S. el/stl/nen. fi Southern Lybridization of A \Vith
nll'·\I~l·nill-l;lbclcd tolal DNA froI'!1 S. castl/nec! spores. Le/lle 1.

1
\,1; ';'. (I/I/C' 2. (,400 bp: I(lile 3, IS00 bp: Inne 4, 1300 bp: II/Ile 5,
.ini~I'.ll/l/èi' 2000 bpi ((Ille 7, 1500 bp; ((Ille 8, l-kb DNA lad
Ir, rh~ slg,llals obt,\Incd (orroll'S) correspond to the 6400-bp,
·.'l:I\~1' and 400()-bp inscns

Ackno,vledgemel!fs. Thc aUlhors thank Q. Chatagnier and \1.
Fourmann for technical aSSiSla-'1Ce and J. Bonnefoy for tht' photo
graphy. This ll'ork 1V'1~ parlially supponed by lht' EPR·Bour·
gogne (projecl ErR :;OCi2A) and lhe \'Iinistry of Scit'nlific Rt'
~earch and Higher EdllC<llion. Ctlle t1''''oire (gram lCl ..\.7.. ).

obtained has been successfully ilsed tl' clone genomic
DNA from S. castanea.

A random library of about 1000 recombinant DNA
clones was obtained from the EcoRI·d 1gested DNA of
S. castanea, and of 70 that were screen,:d, 50 contained
inserts ranging from 500 to 7000 I,p (results not
shown). Since spores can be contaminued by bacteria.
seven of the clones with inserts between 500 and
6400 bp (Fig. 3A) were investigated for their corre
spondence ta fungal sequences. In a first approach, the
inserts shawn in Fig. 3A were hybridized with total dig
oxigenin-Iabeled nuclear DNA fl'om S. casranea spores.
The inserts gave different hybridization intensities and
three showed a significant signal (1300 bp, 4000 bp,
6400 bp; Fig. 3B), suggesting that they could represent
repeated DNA sequences present in a high copy num
ber in the fungal genome. In a second approach, two of
these inserts (1300 bp, 6400 bp), and a third (1800 bp)
which also strongly hybridized with total sp0re DNA
(results not shown), were labeled with digoxigenin and
hybridized with an EcoRI digest of DNA from either
S. castanea spores, nonmycorrhizal roots or S. castanea·
infected roots of Allium porr1ll1l. The 1300-bp (pSCl).
1800-bp (pSC2) and 6400-bp '(pSC3) inserts specifically
hybridized with EcoRI fragments of corresponding
sizes extracted from spores or mycorrhizal roots (Figs.
4, 5). None of the inserts gave a hybridization signal
with EcoRI-digested DNA from nonmycorrhizal roots,
even though a significant amount (3.5 fJ.g) was loaded
onto the gel (Fig. 4). The similar hybridization patterns
obtained with pSC1, pSC2 and pSC3 using both spores
or mycorrhizal'roots clearly shows that they represent
DNA sequences from S. castanea, The fact that none of
the selected inserts hybridized with sequences of Eco·
RI-digested DNA from nonmycorrhizal roots of A/·
/ium porrum suggests that they can be used to specifi
cally detect the presence of the funga! genome in
roots.

In conclusion, this is the first report of cloning of
genomic DNA from an AM fungus and its use w rf0bc:
for fungal tissue within roots. Further screening of otl1
er recombinant DNA clones from the partial genomic
library is presently under way. Preliminary results indi·
cate that sorne of the inserts are specific to S. castal1ea
whilst others hybridize with sequences from other gen·
era of the Glomales. Species- or isolate-specific DNA
sequences should allow the identification of fungi in
planta, whilst aspecific fungal DNA clones offer the
possibility of applying RFLP analyses directly ta my·
corrhizal tissues. Since fungi in the Glomales are un·
culturable organisms, the use of mycorrhizaJ roots will
eliminate problems associated \Vith spore analyses
(production. isolation. quantity) and represents'a po
tential new tool for analyzing polymorphism in order
to define the taxonomic or phylogenetic relationship
witllÎn this fungal group.

Fig. 2. EeoRI digests of
300 ng total DNA l'rom
spores of different arbuscu·
lar myeorrhizal fungi elee·
trophoresed through a 0.8%
agarose gel: lane 2, S. easla·
nea; lalle 3, G. rosea; lalle 4,
G. margarila; lane 5, Aeall
lospora laevis isolate LPA 1;
lane 6, A. laevis isolate
LPA26; lanes l, 8, l·kb
DNA Iadder
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Fig. 4. A Electrophoresis through a 0.8%
agarose gel of EcoRI.digested DNA from
nonmycorrhizaJ Allium porrl/m reots
(3.5 ",g, lane 2) and S. cas/anea spores
(1.5 ",g, lane 3); lane l, l-kb DNA Jadder.
Tl Southern hybridization of A with the dig
oxigenin·labeled pSCl-1300-bp (a), pSC2
lS00-bp (b) and pSC3-6~OO-bp (c) inscrts
(a"oll'S) (rom the partial ~çnomic librarv
of S, CIlS/I1IlCIl - •
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Il\1ETHODES SPECIFIQUES

1.1 Isolement de séquen<:es repétées

La recherche de séquences repétées se fait en utilisant différentes

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

d'une approchè"irioléculaire". 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

com,rne sonde. Les hybridations ont été réalisées à 68°C pendant une

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

1.2 HI ~herelle de séquences répétées spécifiques

1.2.1 Jtilisation d'ADN totaux comme sondes

L'AD -J total de spores de quatœ espèces appartenant aux principaux

gen r( s des Glomales : A. laevis, C. caledonium, Cig. rosea et S.

casiu nea a été extrait, marqué à la digoxigénine et utilisé comme

sonde sur un échan tiUon d'inserts soumis à électrophorèse et

transférés sur membrane. Comme précédemment, l'hybridation est.

réalis,~e pendant une nuit à 68°C. Cette expérience nous a permis de

présélectionner une sél-ie de fragments spécifiques ou non de S.

castanea.
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l.~~.~:: Utilisation de la technique de dépôt en tâche d'ADN totalL~

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

caledonium, Oig. rosea et S. castanea sont dilués successivemer.t

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

extraction des plasmide:;, 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-RE8ULTATS

l·Isolemellt de séquences répétées

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

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

digoxigénine. La figure 4 montre un exemple d'hyb :-idation. Après

hybridation, 14 inserts (Jnt donné un signal d'hybridation à intensité

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

neuf autres inscrts n'ont donné aucun signal Jétcct:::dllc. Ces

résultats nous ont permis de retenir le~, inserts ayant donné un

signal pouvant correspondre à,des séquences répétées.

2-Recherche de séquences repétées spécifiques ou non de S. castanea

Les hybridations utilisant les ADN totaux marqués à la digoxigénine

de A. laeuis, O. caledonium, Oig 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. castan~a et 10 inscrts s'hybrident

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

page 94, les inserts de 8. mstanra SC17 oL S(;22 s'h\'hridcnt :lll.':::Sl
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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.

c'astanea en nombre de copies élevé. NO'JS nous sommes servi de ces

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

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

technique de dépôt en tâche.

Les neuf inserts ont éU~ marqués et utilisés comme son)es sur les

ADN totaux. dilués des différents champignons. La figur: 5 montre

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

suggérant qu'il pourrai',: s'agir d'une séquence spécifiqu ~ du /;enre

Scutellospora. Un autre insert (SC4) reconnait tOl.3 les J DN totaux

des quatre espèces testées (Figure 6), confirmant le:; résultats

obtenus en utilisant les ADN totaux. comme sondes.



G. caledonium e • •
S. castanea • • •

Gig. rosea (1) f) •

A. laevis .. • •
SéquencE SC4

_ct. e •,.

Figure E : Hybridation en Dot blot d'ADN totaux de différents
genres ce champignons endomycorhizogènes à arbuscules avec
la :,éque 1ce SC4 marquée à la digoxigénine. Les ADN totaux sont
dilués al. facteur 2 de GOOng à 4 ng sauf celui de G. caledonium,
qui va d, 300ng à 2ng et SC4 de 2ng à O,0078ng. Des réponses
po~;itive:: sont obtenues avec tous les champignons utilisés.
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3·1)J[ ,CU~;SION ET CONCLUSION

De: 3 clones étudiés, 14 nous ont donné des signaux intenses avec

l'AD:\f total de S. castanea. Nous avons donc une fréquence de 14/23

en j;.~rme de séquences repétées. Ce qui est relativement important.

Ceci laisse supposer qU8 le génome de S. castallca pourrait contenir

de~: Eéquences 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

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

L'hybridation s'est effec-cuée en conditions stringentes ; cela n'exclut

donc pas que la séquence SCI 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. SCI 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 divergence pourrait donc 6ue 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 reconnait 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 séquences repétées, certaines sont

spécifiques du champignon endomycorhizogène à arbuscules S.

castanea, nous avons entreprepris de caractéris'er de façon plus

approfondie une d'entreel1es et ~e l'utiliser ensuite comme out.il 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 plantes (Junghans et

Metzlaff,1988; Schweizer, 1988; Schmidt et al. 1990). Au cour.3 de cette

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

pour la détection spécifiqué in planta de. cha rnpignons

endomycorhizogènl~s à arbuscules. L'utilisation rationnl l.Je de ces

champignons en agriculture implique de savoir contrôler

efficacement l'inoculum fon~que de même que son évolut::m dans le

soL La connaissance approfondie de la diversité eénétil ~ue de ces

champignons au niveau moléculaire devrait permett:'e d'( btenir des

marqueurs discriminants d'espèces ou d'isolats de champignons

endomycorhizogènes en vue de les identifier à n'importe quel ~tade

de leur développement et notamment au cours de la ph.ase

syn~biotique.

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)1'hybridation en dot (;n vue de détermi ner le nombre de copies,



(ii)l'hybridation en Southern en vue de déterminer le type

d'organisation de cette séquence dans le génome de S. CGstanea 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 Sel dans le

g~nomede S. castaiieci

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

différentes espèces de champignon endomycorhizogène à arbuscules

en utilisant comme sono.e le fragment SC 1 marqué à la digoxigénine

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

d'im3.ges, de déterminer le nombre de copies de la séquence SC 1

dan:; le génome de S. castanea. On détermine une courbe

denf itorr.étrique des spots obtenus avec la séquence SC 1 C0:11me

étal m, ce qui donne directement la valeur correspondante en

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

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

SC:! Ainsi, le signal obtenu avec 60ng d'ADN total de 8. CCLS[n!lCU

corr:~spond à 0,24ng de l'insert SC 1. Ce qui donne comme proportion

de Jragments homologues à SC 1 0,24/60 = 0,004. Ceci correspond ù

OA% du génome de S. castal.leŒ. En considérant Ipg comme proche

de la masse du noyau de S. cŒ;tanea, nous obtenons 0,004x109 =410 6

séquences homologues de SC l dans le génome de S. castanea: cela

correspond à 410611200 ::: 2500 copies de la séquence SCI par noyau.

1.2.1.2 Organisation de)a séquence Sel dans le génome de S.

castanea

Pour montrer comment la séquence SC 1 est organisée dans le

génome de S'. costanca, 1,5l-lg d'ADN total de spores de S. castunca
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sont digérés par EcaRI. Après migration sur gel, les p:"oduits de

digestion sont transférés sur membrane et hybridés avec la séquence

SCI marquée à la digoxigénine comme sonde. Après hybridation,

t~oix 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 deti;oix 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 SCl, 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'ADN

répétées en tandem.



67

1.2.2·Utilisation de la séquence SC1 comme outil détection de

&utellospora castCllU!a 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 cn

évidence par hybridation en dot blot que la séquence SC 1 reconnaît

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

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

confirmer ce premier résul tat, l'ADN total de ces quatre espèces de

champignons endomyc(,rhizogènes a été extrait de sporrs, Après

hydrolyse avec l'enzyml~ EcaRI et électrophorèse sur gel d'agarLlse.

les produits ont été trcmsférés sur membrane et hybridés 3\'(:( la

séquence SCI marquée ù la digoxigéninc, Seul l'ADN dl' spores de S,

castanca a été reconnu (Figure 7).

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

castanea par peR

1.2.2.2.1 Détermination des amorces

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

fragment SCI 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 a,vant toute manipulation in vitro, la qualité

des amorces a été contrôlée par simulation sur ordinateur en

utilisant le programme "amplifyl. 2" ([3ill Engels, 1992). Cf'!;1

permet de voir si 1cs deux am 0 l'CC,') cil () isi cs ne ['0 rrl1(~n L p~l S cl C
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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 t.rès peu d'homologies avec des séquences

connues de données. Nous avons ainsi déterminé deux amorces:

-SCI-I 5' TITCGCTCAATGCATGCC 3'

·SCl-2 5' CACTIAGGTGTITAGCAGG 3'
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FigUi e 7: A) Electrophorèse en gel d'agarose 0,8% de l,Sj.Jg
d',tID ~ de différents champignons endomycorhizogènes ;3

arbu: ;cules digérés par l'enzyme EcoRI:
ligne l, "1 kb ladder
ligne 2, A. laevis
ligne 3, Gig. rosea
ligne 4, G. ca!edonium
ligne 5, S. castanea
B) Hybridation en Southern après transfert sur membrane de
(A) avec le fragment Sel marqué à la digoxigénine. On note
une réponse qu'avec l'ADN de S. castanea sur trois bandes

(1300bp, 3S00bp et 6500bp)

A 1 2 3 4 5 B ]
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1 AATTCGATAA GCTA'ITC.i\TT TTGGTGTTAC ACA.'A.CATATA TAAATACAGT

201 TGTGGGTCGA GTTCTCA.:'>..n..C AATTTCAJ>..A.i\ GT.i\TGGCTGT GTTG.i\.i\G.i\.lI.T

801 TATTAATAAA AT~:TTGGCCC TCTTGGTTTC AACTTGTGGG TTACAATTTT

251 TACCACCACT TT1'AGGT.n..GA .:'>.CTCGTTTAT TGJ>.ATATJl.GA TG.i\CATl>An..A

tV

ACGAACAAAC AAGTAAGATT

DB
TTGGTATATA TTACTATTCT

I2Q.

AAAATTGACA GAGATGGTTC
.0.0 J2.g

TGATGAATAT AATGGTTCCT

AACTATATAC AGAT'ITTCAA AACTTGCAAT

.0.0 J).!l. DE

CTTGTTCGAT GAACGTAATG GTTCCTCACT

TTTGAAGAGCAGGCCCATCG ACTTGAGTAT

D.li .' DB DA

TTATACATAT ATj~CATATA ATTTATTTTA

551

501

451

401

751 AAAAATTTTA CCl'CGAGCTT GATTATAATT GTCAACACAT TTCCGGCAAA

601 TGTTTGACGA ATCTAAT.zI,GT TCTTTGCTTA TCAGATCTGT TGTTTCAATG

.oF
651 CTTCCATCTA TTTTACATTG GTTTTCTTTT GGCCTGTAAG AAAATTJ.AAA

.oF
701 TATTTAATAT GATTTTTTTA AATAAAJLl.TT AT.'A.TTAO.AT ATAAATATGC

851 TTTCGGAACC AG1'TGAGGCA AACTCTTGGA TCCTATTTAA CCTCTTTT'IT

51 AATACATACG T~.CATTACA AATCATATCT AATGCTAACG CTAAAAT'ITT

301 TATCTCAAAACT1'TAATGAA AGAAAGACCG GATTGGTATT TATATGAGTT

101 TAATTCGCCA AATATGATCC G'ITGGAAAAT AGTTGA.i\Jv\G AACTTAG.~G

SCl-2
151 GCTTGTCAGT TCC.l\.GTAA'IT GCTAAGCACT TAGCTGTTTA GCAGCTCCTC

901 TTGTTGGGAGCAACCTACTC GCGTAAATAT GTTTATT?.AG AAACTTCAAC

351 ACAATTAGAA ATCGAACTCT GGTTAGGACA CAAAATTAGT CTTGCAAGAC

Figure 8 Caractérisation de la séquence SC1. Les motifs répétés

directs sont marqués en gras et en itallique. Les amorces SC1-1
et SCl-2 sont indiqués en gras.

11 0 1 GAAAAAGCCG ACJ.TTGC.i\f\.f\. TATT.i\.'A.TCAf\. AT.Zl,ATGTACT GTAGTAACAC

1151 AA?\AATTCTT 'IT1'ATAC.i\TC TAATCTT.n..CT GA.i\.l\.TCAATA ACTTATCGAA

1201 TT

951 TTATGGTTCA GTCCTTTT'IT TACGC'ITCCA CGTGGAGGTG TATTTGGATT

DG
1001 GGCGAAGAAC AG1'CTTTGGC CATAAATTTT TGTAGGGCAA ACTTA.A.ACAT

SC1-l DG

1051 GTCATACCAT AGTGGGCCAT GCATTGAGCG AAAACTT.l'..J.T .n.Ai\GGCG'ITG
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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 s::>écificité 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 SC 1-1 et SC 1-2,

Cela a permis de démontrer leur spécificité: (Figure 9),

1.2.2.2.3 Détection spécilique in planta de S. CW-dWU'CL

La spécificité des amorces,SC1-1 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 Scutellospora. En vue de

montrer la possibilité d'utiliser ces amorces en détection spécifique

in planta, l'ADN de racines de poireaux infectées par plusieurs

èspèces 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 Discus~)ion 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 repétécos qui ont

servi de base pour l'isolement d'une séquence repétée parmi celles

1

1

1

1

1

1

1

1

1
1



1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112

Figure 9 : Test de spécificité des
amorces Sel-l et sel -2 sur ADN
totaux de spores de :
-ligne 2, A. laevis
-ligne 3, Gig. rosea
-ligne 4, G. caledonium
-ligne 5, S. calospora
~Iigne 6, S. pellucida
-lig ne 7, S. nodosa
-ligne 8, S. castanea
-ligne 9, racines -de poireau infectées

par S. castanea'
-ligne 10, contrôle négatif
-lignes 1 et 12, 1kb ladder
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détectant spécifiquement S. castanea. Dans un premier temps, cette

détection spécifique a ét<~ mise en évidence par hybridation en dot SlJr

ADN totaux de spores de quatre espèces de champignons

endomycorhizogènes à arbuscules représentant les quatre

principaux genres à savoir A. laeuis, Gig rosca, G. caledonium ct S.

castanea. Ensuite,' nous avons confirmé ces résultats par hybIlchtion

en Southern blot ct, nous sommes allés plus loin dans ccUy

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-l et SCl-2 nous ont permis d'atteindre ce but.

Pou)' montrer que la non-amplification de l'ADN des autres espèces

fonÉiques n'était pas due à des phénomènes d'inhibition, des

amorces universelles (NS3 et NS6) ont été utilisées sur ces mêmes

ADI r. Une JIDplification a été obtenue attestant de la bonne qualité de

l'AI N. Ainsi le but principal de ce travail qui était de mettre au point

des outils de détection moléculaire de champignons

endl mycorhizogènes in planta à partir de séquences repétées a été

aUe nt. Les techniques d'h:,::bridation en dot et en Southern

nécE:ssitent une quantité importante d'ADN. Or, il est souvent

dif6ôle d'obtenir suffisamment d'ADN à partir de spores en vue

d'appliquer ces deux techniques. Pour contourner cette difficulté, il

s'e~,t avéré nécessaire d'appliquer une technique (FCR) pour laquelle

la présence d'une petite quanti té d'ADN suffirait à la détection cl u

fragment fongique. Ccci cst d'autant pl us imporLan L que 1c

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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1 2 J 4 5 (, 7 8 9 10 11

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. /aevis
-ligne 3, mycorhize à Gig. rosea
-ligne 4, mycorhize à G. mosseae
-ligne 5, mycorhize à G. ca/edonium
-ligne 6, mycorhize à S. pe//ucida
-ligne 7, mycorhize à S. nodosa
-ligne 8, mycorhize à S. ca/ospora
-ligne 9, mycorhize à S. castanea
-ligne 10, Témoin sans ADN
-lignes l et l l, l kb ladder
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m,)r;trer que nos amorces pouvaient détecter spécifiquemenL 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 r(~peatedDNA sequences in the arbuscular

mycorrhizal fungal 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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Rllnning title: Repeated. DNA sequence specifie to &ui.ellospora
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1 Evidence for repeated DNA sequences in the arbuscular mycorrhizal

1 fungal genome and use for specifie identification of ScutellDspDra
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A highly repeated DNA sequence from the genome of an arbuscular

mycorrhizal fungus (AMF) has been isolated and characterized. This 1.3 kb

sequence (SCI), with approximately 3600 copies, l-epresents about 0.4 % of the S.

castanea genome. The sequence was shown to b€ a Scutellospora-specilic probe

in Southern and dot blot hybridizations. Aftel' partial scqucllcing of PSC1,

primers were generated ànd used to specifically amplify a 950 bp fragment

from spores of S. castanea or A. porrUln infected roots. No amplification

products were obtained with DNA from spores or intraradical mycelillin of

other arbuscular mycorrhizal fungi of the same and different gencra.

Arbusc1l1ar mycorrhizal fungi (AMF), forming symbiotic associations

with the roo',s of most plants, belong to the order Glomales (Zygomycetes) (20).

These associations, called mycorrhizas, are involved in plant nutrient uptake

and W3.ter é bsorption (12). AMF are unculturable organisms for which no

sexual stag< has Leen clearly defined in their life cycle. Identification and

classificatior of AMF are based solely on the morphology and structure of their

vegeta jve E: )Ores, whieh are mul tinuclea te organs and. the. only form under

whieh :ndi\'i, luaI speeies ean be isolated (33). However, the criteria used for the

identiLcatiOll of these fungi (spore morphology, wall characteristics) can be

influenc~d b:r environmental conditions and spore maturity (21), introclucing

problems for accurately identifying field populations. Furthermore, it i8

extremely diIicult to distinguish between AMF species during the symbiotic

mycelial pJ:wse within root tissues 0). Consequently, the1'e is a real neccl to

develop rehable tools for the dEltection and identification of these fungi at a11

stages of their life cycle.

The development of polymerase chain reaction (FeR) technology offers

new possibilities for the detec:tion and ic1c.nLifïcaLiol1 of' such 1111cullur,lh]c

"';~"~n"'~n,~;('T'Y'(' (')Q 'J.') :F,Î ,~mnlifïn1Ii()n nrimrl'.c.; 10r pen arc gCllcrall,\
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homologous to conserved sequences, the most frequently used being those in

the rDNA genes. These are organized in conserved regions (18S, 5.8S and 288)

.~nd in variable (InternaI Transcribed Spacers) as weIl as intergenic

nontranscribed spacers. Universal primers generally used for amplification of

rDNA genes can amplify sequences of these regions in most organisms (2, 3, 9,

la, 17, 34). Since AMF spores can sometimes be contaminated by other

arganisms in soil, such priiners have to be employed with great precaution. To

overcome this problem, Simon et al. (28) used rDNA from axenically produced

spores to design AMF-specific pJ;mers in the Small Subunit (SSU) to propose a

phylogeny for these fungi (27). Furthermore, SSU sequence alignement has led

ta the construction of some AMF genera-specific pnmers for detection and

identification within root tissues (29)..

We have adopted cloning of genomic DNA from AMF as an alternative

approach to develop AMF speci es-specific probes. In previous work, a partial

library of genomic DNA was obtained from the AMF Scutellospora 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 than rDNA genes caf{ 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 specifie 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. We have shown by Southern and dot blot

hybridization that thi.s sequence is Scutellospora-specific, sequence analysis

was conducted ta design S. caftanea-specific primers from this sequence for

detection by PCR of this fungusin colonized roots.
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MATERIALS AND METHODS

Materials. Different AMF were used in the present study: Scutcllospora

castanea sp.Walker (BEG1), S. calospora (Nicol. & Gerd.) \Valker & Sanders

(BEG32), S. pellucida (Nicol. & Schenck) \Valkers & Sanders (n\fl/AM ,337), S.

nodosa Blaszkowski (BEG4), Gigaspora rosca Nicolson & 9chenck (BEG9),

AcauLospora laeuis Gerdemann & Trappe (BEG 13), GloT/w.s calcdonium (Nicol.

& Gerd.) Trappe & Gerdemarin (BEG20) and G. mossae (Nicol. & Gerd.)

Gerdemann & Trappe (BEG12). Allium porrum L. was inoculated with spores

of each fungus at planting of lü-day old seedlings in a neutl'al soil for S.

castanea, Gig. rosea, G. catedonium, and G. mosseae, or in an acid sandy

loam soi1 for S. calospora, S. pellucida, S. nodosa and A. Laeuis.

DNA isolation. Spores of the AMF species were \vet-sieved from pot

cul tures wi th A. porrum, collected individually, surface sterilized (1l) and

DNA was extracted as previously described (36). Toral DNA was extracted from

washed l'oot systems of 8 to 10 week-old mycorrlllzal and nonmycorrhizal A.

porrum according to Rogers and Bendich (23). DNA was then quantified in gel

or by a minifluorimetric method (TKO 100 mini-f1uorimeter, Roefer scientic

instruments).

Screening for repeated DNA sequences. The Eco RI genomic library fTom

S. castanea in pUC18 (36) was screened for repeated DNA sequences. Since in

preliminary experiments no prominent bands coulc1 be detectecl 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) \vas usecl. A random sample of

23 clones from the genomic library was chosen as starting mate rial. Plasmids

were extracted by mini-preparation using the boiling procedure (18), and after

digestion, inserts were separated from the pUCI8 in Ct 0.8% agarose gel é1l1d

transferred to a Bioprobe Biohylon Z+ membrane. Hybridization was carried

out at 68°C with total DNA From spores of S. (;as[anea, A. lacuis, ni.rr rosea and
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G. caledonium labeled with digoxigenin fol1owing the Boehringer (Mannheim)

protocol.

Selection of a Scutellospora-specific probe. Total DNA (60ng) from spores

~f four species representing different genera of AMF (A. laevis, Gig. rosea, G.

caledonium, S. castanea) were serial1y diluted 1/3 and blotted onto a Bioprobe

Biohylon Z+ membrane according. to 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 5 min. at room tempE:rature in

2xSSC/0.1%SDS and twice 15 min. in 0.1%SSC/0.1%SDS.. .

Sequence characterization. DNA (1.5~g) from spores of the diffet'ent AMF

species was hydrolysed with EcoRI endonuclease, separated in a O. 8~~ agarose

gel, transferred onto a Bioprobe Biohylon Z+ membrane and hybridiz ·ct with a

Scutellospora-specific digoxigenin-Iabeled DNA fragment overnight at 68°C.

8equencing of the Scutellospora-specific DNA fragment was carried lut using

a Promega (mol sequencing kit with 32p end-labeled priml-rs. Af ,er m:lni

preparation using the boiling procedure, the insert cloned into the Ecc RI siti~ of

pUC18 was used as template for sequencing reactions using pUC18 llniversal

primers in both directions. Primers were designed using the program

"amplify 1.2" and synthetized by Eurogentec (parc scientifique de la croix

rouge, Belgiurn).

peR amplification. A 50 ~l reaction mixture contained 10 ~M of each

primer, lU of Taq polymerase (Appligene), 250 ~M deoxynucleotide
.:

triphosphates and 1.5 mM MgCI2. One ng of the Scutellospora-specific plasmid

or 5 to lOng of total DNA from spores or roots were used as templates. FOL' the

amplification 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 93°C denaturation for 55 sec., 52°C annealing for 55

sec. and 72°C elongation for 1.5 min .. Universal pnmers NS3 and NS6 (34)
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were used as positive contrais of amplification. The PCR reaction \Vas

performed with a Combi thermal reactor (Hybaid).

RESULTS

Selection ofrepeated DNA sequences frOID S. castanea. In order to screen

for repeated DNA sequences in the S. castanea genome and appreciate the level

of cross-hybridization \vith otner AMF genomes, total digoxigenin-lab(~led

genomic DNA from S. castanea, A. laeuis, Cig. rosea and C. caledonium was

hybridized in Southern blots ta a random sample of 23 inserts. Out of these, 14

inserts gave detectable signais either with total genomic DNA from S. castanea

or .with genomic DNA from the three other fungi ('fable 1). The remaining

inserts gave nc, detectable signaIs with the fungal genomic DNA suggesting

t~at they may represent single copy genes. With S. castanea genomic DNA,

nine inserts gilve high signal intensity and rive a moderate signal, evcn \Vith

genomic DNA Erorr. the three other fungi. Of the 14 inserts which gave a

detectable sigr al, te"1 hybridized only with S. castanea genomic DNA, two

(SC17 and SC ~2) cross-hybridized witI: Oig. rosea genomic DNA, one (SC3)
,~

cross-hybridizc i with A. laevis and G. caledonium DNA and one (SC4) with

DNA from aIl ungi. The 10 inserts which anly hybridizcd with S. castanea

genomic DNAnay be specific to the gename of Scutellospora. As can be seen

from the exarnple given in Fig. l, a number of recomhinant plasmids from the

partial gEmomic: library of S. castanea carried inserts which gave a high signal

intensity in E;o'..Ithern hybridization with total genomic DNA from S.castanea

spores. Out of the 23 recombinant plasmids screened, a total of nine inserts

gave a strang signal, suggesting that these could be in high capy number in the

S. castanea gename. As our aim was to use repeatecl DNA sequences, these

inserts were chosen as starting material for screening of S. castanea-specific

sequences.
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Detection of a Scutellospora-specillc sequence. The nine plasrnids expecœd

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 AMF,

·but with a lower signal intensity. One insert (SCI) from one recombinant

plasmid (pSCl) hybridized with DNA from S. castanea but not with DNA from

A. laevis, Gig. rosea or G. êaledonium, suggesting that it could be a

Scutellospora-specific fragment (Fig. 2). This specificity was confirmed by

Southern analyses of total DNA of the four genera of AMF (Fig. 3A) probed with

digoxigenin·Jabeled 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 \Vith SCI revealed three bands: a 1.3 kb fragment

(corresponding to the size of SCI), another 3.5 kb fragment and a 6 kb one (Fig.

3B). The fragments detectable at higher molecular weights (3.5 kb or more)

could result from incomplete hydrolysis, indicating that the repeated SCI

sequences may be linked in long tandem arrays. However, there is a

discrepancy between the signal estimated as corresponding to 1.3 klJ and the

next one (3.5 kb), wruch suggests that there exists at least two different farnilies

of repeated sequences showing homology with the SCI fragment.

The SCI sequence was isolated 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 blottecl onto a

membrane and hybridized with digoxigenin-labeled SCI. Copy number of SCI

in the S. castanea genome was estimated from densitometric analY.3es of the
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dot blot sigmlls (Fig. 2), The signal intensity obtainod with GOng of total DNA

corresponded to that of 0.24ng cl SCl, that is 0.4% of the S. castanca genome.

Assuming a genome size of 1 pg for S. castanca (14), this value represents

approximately 3600 copies of SCI pel' nucleus.

Generation of Sel-specifie primers for S. castanea cletection by PCR A

partial restriction map was established aftel' digestion of SC 1 wi th different

restriction enzymes (Fig. 4"): Bypartial sequencing llsing pUC18 forward and

reverse primers, a 19Gbp stretch was identified on one strand and a 212 bp one

on the other. These sequences did not show stl'ong homology to any sequence in

the EMBL gene bank. Primers SCl-l 5' TTTCGCTCAATGCATGCC 3' and

SCl-2 5' CACTTAGGTGTTTAGCAGG 3' corresponding ta portions of the

sequençed regions (Fig. 4) were synthesized.

In order to verify the results obt.ained by doL bloL and SouLhern assays and

to test primer specificity for S. castanca, DNA from ~;pores of seven species of

AMF including different species of Scutellospora. were used for PCR analyses

with primers SCl-l and SCl-2. Ai'ter 30 cycles, an expected 95übp product was

only obtained with DNA from 8. castanèa spores (Fig. 5, lane 8), In arder to

assess the specificity of the primers towards S. castanca during mycorrhiza

formation, DNA from S. castanea-mycorrhizal A. porrum and from

mycorrhiza obtained by infecting A. porrum roots with different AMF,

including other Scutellospora species, was used as template, DNA from

nonmycorrhizal A. porrum was used as control. Only DNA from S. castancrt

infected A. porrum roots was amplified using primers SCl-l and SCl-2 (Fig . .5,

1ane 9 & Fig. 6, lane 9). No PGR products were produced during amplification

of DNA from uninfected A. porrum nor from other mycorrhi'zas. PCR products

were obtained from a11 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 a's a reliable tool for AMF species-specific

detection in infected roots. It is the first time 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 SCl

towards S. castanea spores in éither dot and Southern analyses, or by PCR

amplification, confirms preJ.iminary observations of its ability ta c1etect S.

castanea in A. porrum mycorrhiza using Southern analyses (36).

DNA probes corresponding to repeated DNA sequences Lave been

constructed for plant species like b,arley (15), wheat (19) and for Beta

procumbens (26), and Stradford et al. (31) have used species-tandem 'epeals as

diagnostic probes for cyst nemat.odes. When a DNA or RNA sequence ü; specifie

ta a particulaI' organism, it can be used for PCR detection of this organlsm.

Schesser et al. (25) and Henson et al. (13) used a specifie miLOehondrial IJNA

sequence to generate primers to detect G. graminis in infected wheat. Since dot

and Southern analyses require more DNA than PCR amplifie ltion, we

sequenced SCl in order to generate primers for FCR detection of traces of

fungal DNA in roots. The primers SC1-l and SCl-2 did not amplify 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)J.g, respectivdy, 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 S. castanea, nine gave a
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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 SCl sequence has 3600

copies in the fungal genome which is considerably higher than the 90 copies

calculated for rDNA repeàtsîii'this fungus (22). When hybridized with SC1, the

EcoRI digests of S. castanea gave distinct, irregularly separated bands, whlch

may indicate that the Sel sequence is organized in at least two families

arranged in tandem arrays in the S. castanea genome. A similar clistributlOn

of the moderately repeated sequence R8: 1 has becn reported for the tobacco

genome (16). For comparison, RE\.l has 1600 copies pel' tobacco haploicl ,gcnOi11C

and represents O. 3% of this genome.

In conclusion, since repeated DNA sequences are the major source of

variation between species, and if they are a common characteristic 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 k\/IF

in natural popu. ations.
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l\L\TERL\LS' AND METliODS

Mal.rinl•• Thc AMI' isolales \Vere S. casllmea Walker BEG 1. SClllcl/ospOrtl
("IO.fl'ortl (Nicobon and Gerdcmann) Walker 'l11d Sandcrs BEG32. SCllldlosl,or"
. dlllâd" (Ni,",,!>oll and Schènck) Walker am! Sandcrs INVAM337. ,~'clI/cll().\l"ml

",d0511 Ulaszkl1w~ki [JEG4. SCII/dlospora 1r~I~mgllmll (Niclllson and Schcnck)
··-Ialker and Sanders BEG35. an unidcntificd Scu/dlospora spedes closely resem·
i 'ing S, ""51<11"'11 W1727 (ï<olal< l'rom Studio <ulln Microbil1logia ùel Terrenl).
. ·urin. Italy). Gigllsportl l1uirgllri/1I Bcckc~ anù Hall D1;G34. Gig~~5pora ~(1SCII

?:ieu1<on and Schenck BEG9.. ACIIl1lmpom I<lCI'15 Gcrdcmann and Trappc
; 'EG 13. Glol/IfIS ""1e'dOlliwlI (Nicolson :mu Gcnlcmann) Tr;lppe ~llld Genie·
c,ann 1JI:G2lJ. CIO/IIfIS illlranrdiL'l's Schenck and Smilh LF;\S. 'lI1d CIO/II Il.' ,·t'r·
s.,(mll'· Har<lcn (lkr<'!l) DEG-I7 (BEG. Banque Euro!",cnnc de:, Glomalcs;
l "VAt\!. Intenlalional Colleclion or Arouscul:lr ,md Vcsirlliar ArhllSelllar :l-Iy
l' .lrrhizal fUllci: LPA. ~,horaloin: ùe Phylopnr;\süoh,lgic). .·Il/illlll pon7l111 L. \Y~IS

i:.l)L"ulatcù \Vith ~porcs of c.lch fung.lIs at the planting. ~'f tO·ui\y-old $c~lHiJ1g~ in
a ncutr~\1 snil for S. ClIMlIlU',I. the S. Cdstallt'll~likl.: spccics. Gi.~iI.\lJOr" ro.\'cu.
C :OIllIlS ,'ah'do"iwlr, und GlolIIlI.'i mo,,'.\'t'df· ur in ~1I1 ~h,'id :-i~lndv loam suil fur S.
c.1o.'(JOI"lI. S. /'c'!/Ul'Ù/d, S. Iwc!o,\a • •md .·kmr/m'l)(Jw /"1.'\';,\', '

UNA bmh.'iun. Spores l')f the r\rvlr ~pech.·s Wl,.'rc wct ..sÎcvcll frum pol l'lIllllrl,.'~

\\\h .,lI/illlll pOInlf". l'oUCl't1:d intlividually, ami :iurfal.:~ stcrilizctl (121, :Ind DNA
\VIS cXlral.:rcÙ as prcvillllsly dl'~rihcd (42), The yic:J \Vas anntnll l, lü 2 ng or
eNt\ p..:r sp\ln:. TUl,,1 DN..\ was extraL:1cJ fnlm wa~hed nml sysll,.·~l1S 1)( :'\- lu
Ii'A\'cck-llhl 11l\'..:nrrhiz;'ll and rhlnI1lYl'I.)rrhiz~11 ,·ll/i/m: porrwI1 ilS "k'Sl:rihl'd by
H,d~crs an,,1 B~lldk'h {25). ~lycl.'rrhiz:ll infection on s;lf1~i'llcs \Vas v".'rlli..:d a~

d,''''ih"l lw Tnhlwhll cl :l\. (.'ll). ONA was \h"1l 'illallli!icli in " ~cl ,1[' l'Y :1

1l1",illlh'l'il1l~lrÎL' '1Ie1l1l1<l (TI\.O IIlIl minilh"'l'iml:ll'r: (I<ldà Sei"nlili" In<lru·
11~, 'I1'S).

:--:C'rl'l.'"in~ 1"1)1" n,,'IH,"Olh.'d I>N,\ s"'lllu'nl'r."i, The EI"oRl gl.'l1olllic.: lihr:II)' l'film ,\',
CI; ''{lml'a in pue: s (4~) W;IS SlTl;CllC"J l'aH" tl.'pl';lll'd DN.'\ ~l·quCnl.\:s, Sil\l'I..' in
[lr .:limilwry 4.:xp~r;ll1cl\ts IUl pnm{illcill '.'1iUllls l.:llUld bl' ..".:11:1.:11:1.1 in ail ilgan)sc: gd

Chara: ~~rization of a Highly Repeated DNA Sequence (SCl)
froin th.~ Arbusctilar Mycorrhizal Fungus Scutellospora castanea

, and lts Detec=ion In Planta '
ADOLPHE LEZE, MICHEL HOSNY,VIVIENNE GIANINAZZI-PEARSON, AND HUBERT DULIEU·

Laboratoire d: !-'lytoparasitologie lNRA·CNRS, Slation dc Génétique el d'Amélioration des Plantes, INRA, BV 1540,
F·21034 Dijon Céde.r:, France .
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. A; ~ighly l'~peated DNA sequence fromllle genome ~. an arbusclllarmyc~rrhizaifungus ha~ been isolut~d
and charac;,,;·-izcd.This 1,202·bp sequence (SCI) repre~ ents aboul ü.24%of the SCllte/lospora castariea geno~e,

estimaled t, ) ~"~ 1 pg by f10w cylomelry. The sequence wu:. shown lo he a SCllteliospora.spccific probe ln Soulhern
blols and dot Mot hybridizalions. Arler complele sequcrcing of SCI, PCR primers were generalcd and used,lo
amplify a 9')1 -bp fragment from sHores ot' S. castarlea or fromcolonized AUium porrl/m roots. No ;Implification
products WèfC obtained wilh DNA t'rom either spore~: or mycorrhiz;ll root of other l'pecics of aL'\)uscu[:lr
mycorrbiza~ l',.ngt Thcse primers were sufficicntly spedlc for unequivocal detcction of S. castanea in plan~a.

alternative approadl to devclop AMF spccics-~pedllc probes.
In previous work. a partial library of gcnomic PNA was ob·
taincd from the AMF Scute/lospora caslanet> Walker (39), and
preliminary evidcnce for the existence of repeated DNA se
quences within the 5enome of this fnngus was obtained (42).
Repeated DNA sequences other than rDNAs can be used as
markers within or among species, depending on thcir rate of
divergence (6-8. 13). Certain sequences are shared by relatcd.
species. while others, considered specific repca~s, arc con·
served only at the species level and can be used for diagnostic
?urposes (16,17,22,29). In the present work, we have isolated
a repeated DNA seqùence from the partial genoI\lic library of
S. castanea and have estimated its frequency in the fungal
,~enome, Wc have shown by Southern and dot blot hybridiza
~ions that this seql.lcncl: is SClIlel/ospora spc'cific, and wc" have
dcsigncd S. caslanea-specitk primers from :his sequence for
clctection of this fungus in colonized roots by PCR.

• Corre.~ponding ô1ulhOi. !'Inne: HO 63 31 5-1. FOIX: ~O (l.' 32 Cl.'.
Elec:tronic mail addrcss: dl' . J@cpoisscs..inm,fr.

Arbuscular;mycon PLul fungi (AMF), which form symbiotic
associations \\fiththc 1"Ms of most plants, bclong to the order
Glomales (c1ars Zygorily·;ctes) (23). These associations, cal1ed
myeorrhizae, Me invo'.'\:.d in plant nutrient uptake and water
absorption (15.). AMF ',~ unculturable organisms for which no
sexual stage in their liù, cycle has been c1early- defined. Con
sequently, the' identif .:.tion and classification of AMF are
based solely op the lT.c"hology and structUre of their vegeta
tive spores, wnich are :: Iltinucleate organs a", '. th'c only form
in which indivl,dual spe ';~s can be isolated (: However, the
criteria used fpr the je' \tification of these fungi (spore mor
phology and w\lll char l :ristics) can be influenced byenviron
mental conditions anl i ore maturity (24),. introducing prob
lems for accurately id· ; fying field popul~.tions. Furthermore,
it is extremely difficu' ) distinguish between AMF spccics
dllring the syrl.1biotic l :elial phase within root tissues (1).
Consequently, there i~ eal need to develop rcHable tools for
the detection and ide;1 cation of these fungi at ail stages of
their Iife cycle.,

The development cl variety of PCR technologic5 oiiers
ncw possibilities for tf , detection and identification of such
unculturable microorgl',5ms (20.26,30-32, 37, 41). Amplifi
cation primers for PCI .. ~ gcncrallyhomologous to conselveu
sequences, the most fI' , 'ently uscd being those in the rRNA
genes (rDNAs). Thesô' de organized in conserveu regions
(lSS, 5.SS, and 28S) ,,' in variable regic;ms (interflal tran
scribed spacers' and ir L'~enie nontranseribed spacers). Uni·
versai primers p,eneral J,JSed for amplification of rDNAs can
amplify sequen~es of tl~:: regions in most organisms (3. 10.
11, 26, 31, 32, 40). Sinc( AMF spores can sometimes be con
taminated by other orp i'i.;ms in soil, such primers have to be
employed with great c::\ 'on. To overcomc this problcm. Si
mon et aL (31, 32) L~ ; rDNA from a:,:enieally produœu
spores to design AMF i-" ,lUs-specifie primcrs from the small
subunit, and Lanfranco ,nI. (20) eonstwcted G/Ofll/lS II/OS

sellc-specific primers fru., il random amplificd polymorphonu
dear DNA (RAPD) fm; fIent for detection and identification
of the fungus w[thin ro~, cissucs.

Wc have adopted c10'1~l of genomic DNA from AMF as an
(
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l"G. 1. Dol hloh of ucnatureu DNAs cxtracteu from spores of Aw;l/o.>poru
/lleli, (row 1), GigiJ.\poru mseu (row 2), S. cus/tllleu (row 3), G/mll"'> caret/mlill/Il
(rol' 4), unu the Sel DNA insert (row 5) anu hybriuizeu with the SCI inser!
I"bc:"u by ranuom priming with uigoxige'1in.

B
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niD-labelctJ genumic DNAs l'rom S. castanca, Acaulospora lae
vis, Gigtlsportl msea, and Glomus calcc!onium were hybfidized
in :joulhern blots lo a random sample of 23 inserls. or' lhese,
14 inserts gave detcctabk signais eithcr wilh lutai g..:nomic
D~<A l'rom S. cr.Wallca ur wilh genomic DNAs l'rom the thrce
ot!:~r fungi. The remaining inserts gave no deteclable.,signals
wiLl the fungal genomic DNAs, suggesting lhal they may rep
re~-:l1t ~;inglc-co[JY genes. Wilh S. caslanca genomic DNA, nine
insc:rl~ gave high signal inlensilies and five gave m<?derate
sig::al inlensities. Of lhe 14 inserts which gave adell~clable
signal, 10, Înc!uding SCl, hybridized only wilh S. castanea
gl~l1omic DNA, lwo (SC17 and SC22) cross-hybridized wilh
Gi,:;asporu rosca genomic DNA, one (SC3) cross-hybridized
with Acaulospora lacvis and Glomus calcdolliwn DNAs, and
on ~ (SOI) cross-hybridized wilh DNAs l'rom ail of lhe lested
fULgi. The 10 inserls which hybridized only wilh lotallabeled S.
ca.,rullea genomic DNA may be. specific to lhe SClllellosporu
genome. The high-inlensily signal in Soulhern hybridizalions
Wi'lh lotal genomic DNA l'rom S. castanca spores suggesled
thal lhesd inserls could be in high copy number in lhe S.
castrl/zca genome.

Selection of the pSCl clone. Nine plasmids expecle'd lo carry
re'Jeated DNA sequences l'rom S. caslallea were invcsligaled
for the presence of a 'SCltteliospora-specific sequence in dol blol
analyses. Sorne of lhe nine inserls used as probes cross-hybrid
ized wilh lolal DNA of AMF but with a lower signal inlensity
tl1cln with S. cestallea. One inserl (SCl) l'rom one recombinanl
pLlsmid (pSC) hybridized in a dol blot experimenl (Fig. 1)
w:lh DNA from S. CIISltlllea but nol wilh DNA l'rom Aeaulo
.l'pm/ hIC\Ù, Cigaspora rosca, ur C/OI/IUS ca/ccluIlÎW/l, 'suggesl
in:; that il could be a SCLUcllospora-specilic fragment This
specit1city was confirmee! by Soulhern blulling uf tolal DNA of
lhe four genera of AMF (Fig. 2) probed wilb digoxigcnin-

after uigestion of tolal genomie' Il:''r, of S, CUS/Wleu with EcoRI, a proceuure
auupleu from lhe shotgun c10ning 'le"hJU (27) was uscu, A mnuom sumple of 23
clones from the genomic library \" a,. ~hosen as starting material. Plasmius were
eXlraeteu by miniprepar'ltion wit. 111, boiling proceuure (21), anu after uiges
lion, inscris were separuleu from l',' ,JUC1:l in a O.:l% aga rose gel anu trans
ferreu to a Bioprobe Biohylon Z' membrane. Hybriuization was carrieu out as
for the Southern blots (sec next p:lr'.;;""ph) ut 6SoC with total DNA from spores
of S. ct1i",meu, AcuulosfJora [U(!V i', Ciguspora f"Osea, and C/Ol1ll.1S culed()nit~m.

whieh was Jabeleu with uigoxigcn:p. b· ranuom priming accoruing to the Boehr
inger (Mannheim. Germany) pro'oc,,'

Southern hybridization. DNA, f.-c.n spores anu from myeorrhizal or non in
oeulateu roots (3.5 fLg) were h:·'i.·,':yzeu with restriction enuonueleascs anu
elcctrophorcseu in O,S% agarose .,cb. Gcnomic blots were prepareu as uescribcu
by Southcrn (33). Hybriuization ."'.h .Jerformeu at 68°C in 5x' SSC (IX SSC is
0.15 M NaC\ plus 0.015 M SOJ'Uil eitrate)-IU% blocking reagent (Boehr
inger)-2% souium UOUCL'Y' suif,:" (SDS)--O.I% lauryl sarcosinale. The melll
hranes were washeu twice al roo'" :cc',perature in 2x SSC--O.l% SOS anu twice
for 20 min in 0.\ % SSC-o.I % SllS (;;:gh-stringency conuitions). The hybriuiza
tian signais were ueteeteu by th. cblmiluminescenee system (Boehringer) anu
exposure of the membranc to A:nerYl"m automuiographic Hyperlihns.

Selection of a Scu/el/ospora-spedfic probe. Tolal DNAs (60 flg) from spore, of
four speeies representing uiJJerer'. gcr;era of AMF (Acuu/""porll /iJevis, Gigl/spotll
roseu, G/UtIlUS cu/edullilllll, anu ~ con'meu) were serially diluteu 1:3 anu blotleu
onto a Bioprobc Biohylon Z' rro.:mhrane accoruing to the manufactore(s pro
ceuurc. lnserts of SCI isolateu b) the ·"Iuecze·frccze proccuure (21) were uigllxi
genin labclcu by mnuom priming aecoroing to Ihe Boehringer protocol anu useu
as probes. Nter overnight hybri(.iz~ .•on at 6S"C, fil1ers were washeu twiœ for 5
min at /Oom temperalure in 2x SSC-O.l% SDS anu twiec for 15 min in 1J.l%
SSC-o.! % SDS. DNA (1.5 fLg) 1ret', spores of the four species useu in thc Uo!
blot experiment was hyurolyzeu 'mh EeuRI enuonuelease, separateu in an IUI%
'Igarose gel, transfcrreu onto a 'Jiorrobe Biohylon Z + membrane, anu hybriu
izcu with a Scule//ospol'tl-sl'ecilic Jignigenin·labeleu DNA fragment overnight al
68°C,

Sequence characterizatioll. ~ "~U ,ncing of the SCUle/lospora-specilic DNA
fragment was earricd oui by usir g a ~romega [mol sequcncing kit with J2P_enu_
labelcu primers. Nter minipreJ"r"tion by the boiling procedure, the insen
c10neu into the EcoRI sile of l 'l7Cî8 was useu as a template for sequencing
reactions in cach direction wit , co. 'S18 universal primers. The completc se
quence was obtaineu by using " .' n" autosequeneer as dcseribeu by the man
ufacturer (Applieu Biosystems) i'r;;aers were ucsigneu by using the program
"Aml'Iify 1.2, Bill Engels, 1992 ~Id synlhesizeu by ElIrogentee (Parc Scienti
lique ue la Croix Rouge, Li~ge. 3cq.um).

l'CR amplification. A 50-fLl ca,;don mixture containe.u each primer al 0.05
fLM, J U of Tuq polymerase 1Appligene), 250 fLM ueoxynucleosiue triphos
phales, and 1.5 mM MgCI2. On.. na' lagram of the Scwe/lospora-spccitic plasmiu
or 5 ta III ng of total DNA fron s;nrcs or 100ts was useu as a template. Three
pairs of primers were used: pU~'i8-: and -2 (designcd al -I~ anu +56 bp the
EcaRI c10ning site). SCl-1 anu: ;C:-2 (see Results), anu the universal 185 rDNA
primers NS3 anu NSb (40). Fo t, _ amplification rcaetion, the thermal cycling
parilmelers were an initial 95°( "_I,luration for 2 min. annealing for 55, (the
anllcaJîng t~mpcraturc was ulh.!:)t;.:,) 1,0 th..: mcltîng lcmpcraturc of carh pJir of
primers), anu elongulion 'Itno! !.lI :.5 min followeu by 30 cycles uilfering 1", tile
use l)f il dcnaluralion lcmpcr<~lu"1 of ~J3.;lC. The peR \Vas pcrformcd \Vith a
Comhi Ihermal reactor (Hybai•.,\

Determinati~lI of sequence Cl l'y :;.umber and genomc organilation. [n orJer to
ueterminc the copy nllmber c' SC 1 from S. caS/IlIle<!. the DNA content per
nucl..:üs was IJlcasurcu by llow l,;~/~('metry. [-'Of thi~. nudci \\crC prcparcd 1rom
spores by crushing the spores il" j (llaiIer conluining: a saturatillg conccn!ration nf
DAI'I (4'.6-uiamiuino-2-phcny hd',le) aecoruing 10 the protoeol of Galbwith ct
al. (9). Nuclei were aml1yzeu (n 1 P'irtee CAli lIow eytometer (ChenlUn~x.

Maison-Alfort, France) with ., ;,ny mercury lamp type HBO !Un. anu the
amount of Dr'lA was estimate,; 0, PAPI l1uorescence of the nuclei rclali"e to
Ihal of Gigaspora I1Wl);iJrila (0 ï~ r;g) ;.i), whieh was taken as an internai 'tall
dard. The cytomcter \Vas also L::Ii!)falCd wilh chickcn CrytlHOl:ylcs cnillainillg
2.33 pg of nuclear DNA (2). H st, )~rams of the DArl-DNA meaSllrements on a
lincar seale of fluorescence int:n,i,y (FL) were useu tll caklliate the amllllill IIf
nuclear DNA accllruing 10 the :qu"lÎon DNA content (picograms) = (mean FL
of sample/m~an FL of stanua.,:;' stalluaru DNA colltent (l'ieogr'lms). This
implies Ihut the t1uore,ccnee 1" II:" DNA-DAPI compkx is Slllichillilletril'ally
rclaleu tll the <Illlllunl of DNt

1t<slriclion elllYIIl. anaIJsi". ,'1' .Juu~ts amplilku with the SC 1-1 a.lJ SC 1-2
primers from thc pSCl gCIlOll"C l:l,) le and l'rom S. CU.,'filllt:.'U genomir ON.-\. \"~r~
hydmlyzeu with Hg/Il. Dra \, .4< ":. ;fil/dl. Xit" 1. and ..1/" l '"HI ck'clml'hllrescd in
~\ 2(';' ag.aro~c gel.

Nut:lcutidc SC(lucncc OIn'cssi "1 t.'\'1Ilhl'r. l'Ile EMBL ,h.·ù:ssilJl1 llullllll..'r lùr Sl '1
is xqüS~l.
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!<ESULTS

Sclccliun of dUlIcs CI' :~pml(Jing lu gCllulIiic scqncnccs in
high copy nnmue\' ill l L :; cas/allca gCllt/mc. Tulal digm:igl:-

j·ït i. ~, :\~~\I\l:'l..' gd dL'I..'lrDplllHCsis (/\) alld SlllHh~1'11 "llH (B-) \11' DN.\:-.
l'''(l'.II..'h...d fnHl1 .kllllJoS/Jor., flh·\'i.\ (1;lllL'S ~). (7,:..;aspora rO,\'(".1 ll'lIh..'~ ';;). (;/"11111.\
j',:/,'i/,11It1l11l (1;1111.::-' ...o. and .\'. l"ilslllJh'" ll,lI\L'~ 5). h~drl)IYll.'d p,lrlially wilh 1:'{'oRI.
;\dd pr\ll'I..'d wllh Ih,,' SCI im,(.:n labl.'kd with dit.;.(l\i~l.'llil1. LlIl~~ 1. I~:"'hp laddL'r
\: h:tlh..'Slb RI..·~L';\rL'1I LII'tll alllriL's). NlIl\1hl:rs 1)11 th~ ~Idc~ indil..';(ll..' ~lIcs 1in
~,hlhil'~ p;tirsl,





Il

12'"'1 TT

8,1 TTTCGGAACC AGTTGAGGCII' A/lCTCTTGGA TCCT].:"'" \A CCTCTTTTTT

251 TIICCACCACT TTTAGGTIIGA ACTCGTTTAT TGAAT1,7",;~ TGACI\TMM

20; TGTGGGTCGA GTTCTCMAC MTTTCAAAl\ GTATGC'-""; r G'ITGMGA/IT
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35' ACAATTAGM ATGC/lACTCT GGTTAGGACA C/IAAM'T,;',Cr CTTGCAAGAC,
DA

TTTG~.AGAGC ACGCCCATCG IICTTGAGTAT ACG.'.;'U ""C MGTAAGATT
DB nA D7

TTATACATAT AT'l\:;CATIITA IITTTATTTTA 'M'GGTA"':~'A TTACTIITTcT
oc

AACTATATAC AGATTTTCM MCTTGCAAT MMT",' [A GAGATGGTTC

QEDC' m;;
CTrGTTCGAT Gr.ACG1M!:~~ACT TGATG: o' ],T 1I11TG(;TTrCr

fr)m S. castallea-mycOI&-hizal Al/ium pomll' 1 Id from mycor
rbzae obtained by infecting A//illln pomml : :'~ ts \Vith dilTerent
A\>IF. including Sclltel!ospora species. were ",~,'d <1S templates.
DNA from nonmycorrhizal Al!il/ll1 pOmll1l>' :" nsed as a con
trol (Fig. GA). In order toverify the SCI n' !e of the 907-bp
PCR product, the PCR products were r •. ,ric!ized with the
bbeled Sel sequence' amplified from thr .:;el plasmid. A
strong hvbridization signal W<1S obtained 0 .. :, \Vith the 907-np
prodl~Ct' from S. CtlSta~'l!tI spore DNA or i,llm S. L'tlstal7l!tI

ir t'ected roots (Fig. 6B). The sensitivity 0' :'( 'R dctectinn by
t!~e SC l-specitic primers \Vas tested by mi:.' ~ DNA From the
ft:nglls \Vith DNA l'rom noninoculated raol 'j' rI//ium /J/)/TlIIII:

the SC 1 sequence \Vas detected down to O. _ :lg of S. Cl/stalll!l1

DNA in a mixture \Vith ~O ng of A//ium pc l'II DNA
Fillally. the identity bt:twet:n the produc',-;taint:d hyampli

fl:ation \Vith tht: Sel-l and SC 1-2 primers Il f1 thc pSel dont:
amI l'rom S. L'asttlllCl1 "cnomit: DNA \Vas t:~,:'>iisht:d Iw rt:slric
ti;)Il analvsis \Vith six"'t:ndolluckast:s. whi,:· viciLkd t~\'() rrag
l11t:nts o(tht: t:xpcctt:d sizt:s inft:rrcd l'rom: ; rt:striction m:~p
(Fig. 4) obtaint:d l'rom the st:qucnœ anal~

Evaln:ltion of the copy nUlIIbcr. The SC' :; :qucnct: was iso
blt:d by tht: squcezt:-rrct:zt.: 111t.:(hod aftcl' ·.coRI digcstillll' or

101 TMTTCGCCJ\ MTATGATCC G'M'GGMMT AG'M'Gn· ':1: MCTTAGMG

s.cl.=l
151 GCTTGTCJ\GT TCGAGTMTT GCTMGCACT TIIGGT".•L:~TCCTC

60: TGTT7GACGA P,1'GTAA'r~GT TCTTTGCTTA TCAGA 'cT TGTTTCAATG
DF

651 CTTCCATCTII TTTTACAT'TG GTTTTCTTTT GGCCT" .••·.G AAAATTAAN\

DF
7Cl TA'M'TMTAT GATTT'M'TTA AATlIAAAATT ATATTi.C:'"T ATJV..ATATGC

1 M'M'CGATM GCTATTCATT TTGGTGTTAC ACMC.\'.< ,'. TAAATACAGT

51 MTACATACG TMCATTACA MTCATATCT M'I'GCI' ',r::; CTAAAATTTT

90 T'f'GTI'GCGAG CAl\CCTACTC GCGTAAATAT GTT'J', -: ... , '.G AAACTTCMC

30'- T.\TCTCAAAA CTTTMTGM AGAMGIICCG GATTC{:-lr TATATGAGTT

8l'l TATTAATAAA ATCTTGGCCC TCTTGGTTTC AACT'J""G;G TTACAATTTT

7':.1 I\AAA.ATTTTA CCTCGAGCTT GATTATAATT GTC1.lJ, J.':~:r TTCCGGCAAÂ

11 n GAAJ>.AAGCCG ACIITTGC!IAJ\ TJ\TTIIATCAJI. ATA-\~' Ti,CT GTAGTI\ACAC

11:,1 AAAAATTCTT TTTATACATC T.>.l.TCTTACT GMA: · .. ,rA ACTTATCGM

f'lG, J. Sequence [lf the sel inscn, limited by (wa . ,RI rcsiuucs, Primer
secucnces SC 1-1 and SCI-2 are indicatcd and underlir.", '''rcct tandem repeats
ar,: in italic~ and boldface and/or arc underlincd.

9' 1 TTATGGTTCA GTGCTTT'M'T TIICGCTTCCA CGTGC . ':'rG TATTTGGIIT1'
DG

10 J1 GGCGAAGAAC AGTCTTTGGC CATAAATTTT TGT!....': ,'c AA ACTTAAACAT

s.:.l.::.L DG
10',1 GTCATACCAT AGTGGGGCAT GCIIT'NAGCG MA.F ,u': AT AAAGGCGTTG

REPEATED DNA SEQUENCE FROM SCUTELLOSPORA Cr:. 1NEAVOL. 62, 1996

labeled SC1; the same specificity for Sclltel/ospora DNA as in
dot blot hybridizafjon was obtained. The specificity of the SCI
sequence for the Scutellospora genome was obtained under
highly stringent conditions in'both dot blot and Southern anal
yses. When these' analyses were performed under low-suin
gency conditions, an extremely low-intensity signal was ob
tained with the other species, suggesting that sequences \Vith
low levels of homology to SCI are present but must have
diverged. ,

SCI sequence characterization. Because of a partial hydro
Iysis of the genomic DNA, three fragments with high signal
intensities and other fragments with higher molecular sizes
were visible in t~ Southern blot (Fig. 2). The apparent mo
lecular sizes of thé three fragments, which were evaluated to be
1,380,3,500, and 6,000 bp in this experiment, did not represent
a regular scale, indicating that the sequence is probably ar
ranged in short tandem arrays of dilferent numbers of repeats.
Such an irregular pattern was observed in two independent
analyses, indicating a complex organization of the repeated
unit at dilferent loci. Sorne fragments of the ladder hybridized
with the probe because of contamination of the SCI insert by
DNA from the vector, which was labeled by random priming.

When hybridized with SCI, total EcoRI digests of S. casta
nea and the double digests obtained with EcoRI and EcoRV
(no site in SCl) or with EcoRI and HindIlI (no site in SC1)
revealed one band corresponding to the size of SCI. Digests
with HindIlI or EcoRV or both (no sites in SCI) gave signais
in a greater size range. The SCI sequence therefore represents
an EcaRI family c1ustered in several tandem families.

SCI sequencing. Hydrolysis of the pSCl plasmid with HindIlII
showed that its total molecular size is 3.9 kbp, while the insert,
liberated by EcoRI, corresponds to 1,200 bp. The com91ete
sequence (Fig. 3), 1,202 bp from the 5' EcaRI site residue to
the 3' EcoRI site residue, is 68% AT and contains several
perfect direct short repeats (two copies of each) in the central
region of the sequence: DA, ATITIA; DB, ATATATI: DC,
ATGGTICCT; DE, TAATGGTICCT; DF,AAAATIA: and
DG, AAACTTAA. The SCI insert does not encode any pro
tein, and many ~top codons were found.

Restriction sequences were found with site usages of or.e for
25 endonucleas~, two for Il restriction enzymes, and thrce for
10 enzymes. Nt!> sites were found for EcoRV, HindIlI, or
EcoRI (the enzy,me used for cutting the genomic fragments for
cloning). Unique restriction sites at positions 761 (KhoI). 632
(BglII), and 716'(DraI) (Fig. 4) were chosen for identification
of the sequence after PCR amplification.

Generation of SCI-specifie primers for detection ,of S. cas
tanea by peR. Primers SCI-l (5' CACTTAGGTGTTTAGC
AGG 3' from pucleotide 177 to 195) and SCl-2 (5' TITC
GCfCAATGCÀTGCC 3' from nucleotide 1088 to 1066) were
chosen and syn~hesized to amplify a specifie sequence of 907
bp.

In arder to verify the results obtained by dot hlot and South
em assays and tb test primer specificity for S. castanea. DNAs
from spores oC Il species of AMF, including 4 species of
Scutellospora, were used for PCR analyses with primers SC 1-1
and SCI-2. Aft~r 30 cycles, the expected 907-bp product \Vas
obtained only with DNA from S. castanea spores (Fig. 5A).
Several annealing temperatures were tested: 58 and 6()Oe \Vere
specifie and gave an abundant product \Vith DNA l'mm S.
castanea only. The primers SCI-l and SCI-2 \Ven: highly spt:
cific for S. castanea under these conditions. since tht: tt:mplatt:
DNAs from ail of the taxa tested were amplifiablt: with the NS3
and NS6 primers for the 18S rDNA (Fig. 5B).

ln order toassess the specificities of the primers l'or S.
castanl!a during mycorrhiza formation. 5-ng portions of DN/\s
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FIG. 4. Restriction map of the sel sequence. with the sites U$CÙ for identific"tion of the l'CR prodllcl ohtained with the SCI·I :,:Jd :CI-2 primers. Nurnhers

indicate positions.

.
FIG. 5. Amplification with SCI-\ ,md SCl-l primer,; (,·,pecte" si,e. \)07 hp)

(A) anù NS3 anÙ' NSIl primers (expeete<l size. 907 hp) (B) of DN:\s e'tr:lctcd
l'rom spores of ~: l'IlS/lll/t'II (Ianes 3). an S. CIIS/IIIIl'II-like spedes (Lilles -Il. S.
!)t'{(uL"il/a (I"ncs 5). S. !It'lrn>gflHla (lancs h). G/omll,\' mos.,'('tlt' (lanes '7). G/um",\'
ill/"'n/llic~s (lanes S). G/OlllltS ..m"f"m/~ (Ianes 1)). Clo",,,s CtlJ..dolliwll (1:II"'s
10).. ACtlIl/osp0n/ :lae,·i.l' (Ianes 11). G(~a.lï}"m mSl'a (Ianes 1:::), and (lig".v'"r"
J1111Tgari/" (lanes 1.1). Lanes 1. I-khp \a<lder (Belhesda Researdi La!'<lr:lh1ries);
l'Ines l. no DNA~,Numhers on Ihe siLfes inùkatc sizes (in kilob"se 1',lirs).

0.907
-4---

•

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 '1 12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12

A

B

1. 0 18---..

1'\(,. rI. :\Illplilk:llillil \Vith SCI-I :lIld SCI-::: pri.,- .... ·. (,\) :llld l'llrresl',,"dill~

Snulltcrn hInt (Hl llf DN{\~ l,.'xtral.'lcLi (rom 1l0Ilmyc:jj, :lÎ,al kek r(lolS (1:1[1I...'s ~):

I"rol1\ rI \lllS L"OIOllii.L"d by .-II'llll/tHï'Urtl /tll'l'is (Jalles _'t .. ,,; :gtl.\ï'om roSI 'Il (!;1I1CS ..j.).

(:tomIIS mo.\'.,'l'Ut' (Ian..:s 5)'jl(;{omlls cah'dollilllfi tian\.. Î S. 1't'!lllcida \ lalh,,· .... 7), S.
notlllsa (Ianl's S). S. ullp"JlJ.JrlI (lal1lt.:'s 9), <In.'•. (l1,\,{4/II .'-likl.: spl.'l,.'ics (1;lIh.'s Ill). Ill"

S. nlS(lllll'" (Iallcs Il): or from SP0l'l.'S of S. l't1sfll', " (Ialll.'s 12), Till.' !llpt 1'1'
d~I\:HHr~d DN,\ \Vas hvbridi/l.'ll \'Vith th..: :l1nplilh....alïc,< i'" od\ll..'t nbtaÎlll.'li \\'ith tlll.'
SCI·I and SCI-~ rl'illlCrS (rom plasmid pSCI ;IIlLl . : \ ll.'d \Vilh di~ll.'\ig'-'l1ill by
l'andtllll rril1lin~. I.al\\..'s l, I-khr Iaddcr (Iklhl:~:" I"'.cscarch LII1(lr:llorics).
NUl\lhl.·r~ l'In 11ll.' Silks indk:Hl.' sizl.'s lin kilohasl.' r;l~;·

Flow cytomctric analyses gave histn~r:'ns with two peaks
corresponding ta Gigaspora margarita (rCc.;( 1) and S. castanea
(peak 2) nuclei. An example is given in Fis, 7, The meall ratio
(:t stand:lrd deviation) between the ,:rlùrary fluorescence
value for S. caslanea and that for Gig'Î·»ra margarita nuclei

0.907..-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 la 11 12 13

1 2 3 4 5 6 7 8 9 la 11 12 13

B

A

1.018
---+

1.018---...

plasmid pSCl and separation in a 0.8% agarose gel. Nter
minifiuorimetric quantification of both SCI and genomic DNA
from S. castanea, seriai dilutions were performed. DNA was
denatured, dbt blotted onto a membrane, and hybridized with
digoxigenin-hbeled SCI amplified with the SCl-l and SCl-2
primers, genérating a 907-bp product. The copy numbcr of SCI
in the S. castanea genome was estimated from densitometric
analyses of dot blot signais similar to those presented in Fig. 1.
The signal intensity obtained with 18.75 ng of total DNA cor
responded to. that with 0.044 ng of SCI. that is, 0.236% of the
S. castanea genome.
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FIG. 7. Cylometric fiow .nJlysis of nuclei from spores of Gigaspora margari/a
(peak 1) (as a standard) wd S. cus/anea (peak 2). A histogram of frequencies
(counts) of DAPI-staincd nudei is shown. Intensities are given in arbitrary
fluorescence units (A.U.) ùl " linear scale. The ratio of the DNA content of S.
cas/uneu nuclei to that of C'J"sporu margari/u nuclei is 1.35.

was observed to be .. ::S :t 0.03. By using this value in the
equation given in MJ~dials and Methods, the genome size of
S. cas/anea was calcl':ated to be 1.04 :t 0.02 pg per nucleus,
which corresponds to é.Jproximately 9.5 X 108 bp per nucleus.
The copy number C~ll r·t' estimated as (0.00236 X 109)/907 ""
2,600. This estimate i, cle,,:ly not an exact measurement; how
ever, a copy numbel .,[ 2,000 ta 3,000 allows the classification
of SCI sequences a: :';!,hly repeated DNA.
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'analy~es, which required at least 60 ng and 1 IJ-g of DNA,
respectively, PCR detection was far more sensitive, since we
could detect 0.25 ng of S. cas/anea DNA wheri.it was mixed
with 20 ng of DNA l'rom roots of nonmycorrhizal Allium pOl'

ntm. Thesc primers provide rcliable tools for the direct detec
tion and identification of this fungus throughout its life cycle.

Cloning of genomic DNA also otfers the possibility of ex
amining genome structure. Previous analyses (5) and the
present analyses indicate that members of the order Glomales
have high DNA contents per nucleus (0.27 to 1 pg). Of the 23
clones l'rom S. cas/ailca analyzed. 9 gave a high signal intensity
in hybridization with genomic DNA, suggesting that the cor
responding sequences exist in high copy numbér in the S.
castallea genome. This may mean that a large part of the S.
cas/anea genomeisredundant DNA, as is found in higher
eucaryotes (35). The fact that complete EcoRI digests of S.
cas/anca that were hybridized with SCI yielded; one major
signal corresponding to the size of SCI means t)lat this se
quence must represent a major DNA repeat in the, S. cas/anea
genome. From calculations, the sequence is estimated to be at
about 2,600 copies. and sequençe analysis suggests that it is
nonencoding. The, SCI sequence is organized in severa! l'ami
lies throughout the genome, although the SCI repeat is large
(1,202 bp) and does not contain subrepeats as is frequently the
case for satellite DNA (4, 14, 18). If the organization consists
of a reduced number of tandem repeats of at least 1,202 bp,
this would explain the irregular pattern of signàls obtained
after incomplete digestion of S. cas/anea genomic DNA. Tan
demly organized repeated sequences of about 1,000 bp have
been similarly isolated l'rom plants (18, 19) or fi5h (13), and
several families were found. Tne complex pattem.observed in
genomic blots hybridized with SCI suggests that the SCI se
quence could have diverged within the S. cas/allea genome,
creating scveral families. The amplification proc~ss with the
SCl-) and SCI-2 primers could be restricted to a ~ingle family
with a small number of nucleotide substitutions among its
members. Ho~ever, this apparent specificity for: S. castanea
cannot be said to be either species or isolate specificity, given
the lack of isolates classified as S. castallca. It remains that SCI
must be considered a member of a family of repeated se
quences that have diverged among species sufficicntly to ham
pcr heteroduplex detection' in hybridization experiments and
to suppress PCR amplification with other AMF1 isolates. It
would be interesting to obtain other isolates of' S. CllsumclI
identified by classical taxonomic characters ta test\vhether the
specificity of SCl is at the species or isolate level.

The prèsent paper is the first to report the possibility of
obtaining species-specific PCR primers based upon a repeated
nonencoding DNA sequence and their use as diagnostic
probes to identify the fungal component of arbuscular mycor·
rhiza. SUCll primers will be useful to detect the presence of S.
Cllstlll/<'11 Walker (BEGI) not only in root tissues but also in
DNA extraeled l'rom the soil. These primers and those ob-

, tained for Glollllts IllOSS<'IIC (20) are the only moleeular tools
presc'lIlly ,Ivaiiable which ean he lIsed for the direct and un
equivoeal dete\:tion of individual AMF speeies,
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DISCUSSION H

In this paper, we ùe,.cribe the use of a }epeated DNA se
quence, SCl, screen.~j from a partial genomic library as a tool
for specific detectio.1 () S. cas/anea in mycorrhizal roots. This
is the first time that .: AMF repeated DNA sequence other
than rDNA has bec\. ':'1"racterized and subsequently used as a
probe. The specifici'; r.t the repeated DNA sequence SCI for
S. cas/anea spores e t;wr in dot blot and Southern analyses or
by PCR amplificaticll confirms preliminary observations of its
ability to detect S. (astmlea in Allium pOmll7l mycorrhizae by
Southern analyses (·C)

DNA probes cor!~iponding to repeated DNA sequences
have been construc.ec. 'ior plant species such as barley (17).
tobacco (18, 19), Wll;;'L.: (22), and Bcttl proCltlllbens (29). and
Stradford et al. (34) ;l:}:e used species-specific tandem repe;lts
as diagnostic probe, fur cyst nematodes. DNA or RNA se-'
quences specific to li p:;.rticular organism Can be used for PCR
detection. For e~amp; Sehess~r et al. ~18) and Henson et al.
(16) used a speclfic l":ll;)chondnal DNA sequence to generate
primers ta detect Glum:/s graminis in infected wheat. and more
recently Lanfraneo ~: ..11. (20) have reported Glol/Ills I/IOSS<'l/(:
specifie primers des~t:" ·1 l'rom a RAPD produ\:l. By sequen\:
ing SC 1, we genera'c 1:'': primers SCl-\ and SCI-2 for PCR
detection of S. cas/al:" ;)NA in roots. allllunder the describcd
conditions. they di\. ·]l.t amplify DNA l'rom spores of SCl/td·
lo.\jJora spp. other t 1:.,1' S. cas/III/ca or frllm rollts infceted by
other speeies of Al\\f. C011lpared with dot blut and Southern
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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 (Flavell

et al. 1977; Santoni et Bervillé, 1992). Au cours de la recherche de

séquences répétées chez S. castanea, nous avo.ns pu mettre en

évidence une sé·q"\..iën"te·présente aussi dans le génome d'autres

espèces de champignons endomycorhizogènes à arbuscules. Nous

avons voulu utiliser cette séquence pour étudier une possible

variation intergénériquc entre champignons endomycorhizogènes à

arbuscules. Du fait des difficultés d'application de la technique

RFLP sur ADN total de spores (pour les raisons évoquées

précédemment), nous avons adopté une autre stratégie. Après

sôquençage 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'ell~. 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'h ybric~ation en dot qui nous a permis de déterminer le nombre de

copi"s de cdte séquence dans le génome de: A. lacuis, Gig. rosea, G.

cale ionium et S. castan.ca, (ii)l'hybridation de Southern qui nous

pen. lis de déterminer l'organisation de l'élément Mycdire dans le

gén, me de S. castanca, (iii)le séquençage complet de l'élément

M}c:dire qui noUs' a.' permIS de déterminer son organisation

nucl :~otidique.

1.2.2 Estimation du nombre de copies de ltlycdirc dans chaque

génome

L'hybridation en dot deE; ADN ~otaux extraits de spores des espèces

A. laeuis) G. calcdoniUln) Gig. rosea et S. castanea (Figure l page

126) permet de déterminer le nombre de copies de Mycdirc dans le

génome de chacune de ces espèces. Après traitement des spots par

analyse d'images, une courbe densi tométrique étalon est déterminée

avec la séquence Mycdàc. 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 d8 O,OS ng

de la sonde. Donc la proportion cIe séquences homologues à la sonde

est: 0,079659175= 0,00106. Ce qui correspond à 0,1% du génome de G.

caledonium. En estimant à 0,3 pg (Michel Hosny, communication

personnele) la quantité d'ADN par noyau chez de G. calcdonium la

1
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1
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proportion de séquences homologues de Mycdire est 0,00106 x

0,3109= 318000 pb. Le nombre de copies de Mycdire est donc estimé à

318000/1428 = 223.

Scut.el1081lOra castanea

150 ng d'ADN génomique donnent une quantité équivalente :.e 0,06

ng de la sonde. Donc la proportion de séquences homologl es à Il

sonde est: 0,059286/150 = 0,00039, soit 0,039% du génom. de S.

castanea. En estitrïaht:la quantité d'ADN par noyau cht::z S. c(staneo,
~

à 1 pg (Michel Rosny, communication personnelle), la proportion de

séquences homologues e~;t donc de 0,00039 x 109 ce qui donne ;195240

pb. Le nombre de copies de lvfycdire est donc estimé à 395240/1428 :=

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 0,0581150=0,00039, soit 0,039% du génome de qig. 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 ft 220400/1428= li2z

AccuÛospora 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 Bosny, communication personnelle), la proportion
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de séquences homologues est: 0,00046 x 0,67109::: 3062G1pb. Le nombr'?

de copies de Mycdire est donc estimé à 30626111428 :::: 214,

1.2.1.2 Organisation de Mycdire dans le génome de S. castancŒ

En vue de montrer l'organisation de la séquence Mycchre dans le:

génome de S. castanea, 1 ~g d'ADN total de spores est digéré p2r

l'enzyme EcoRI. Après électrophorèse et transfert sur membrane,

une hybridation êsCeffeetuée avec la séquence lr1ycdire 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 M:ycdire

Après séquençage complet de l'élément lr1ycdire, la détermmation

en bases donne 76% de A-tT 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 répt3tées

directes et deux répétées inversées. En outre, sept variantes de la

séquence ARS qui confère une autonomie de réplication chez

Saccharomyces ccreULswe ont été détectées dans cette séquence

(Figure 3 page 128). Par ailleurs, nous avons mis en évidence

l'exi~;tence de séquences d'AD N appelées (Cen tromeric DN A

elem ~nt) CDEI {G/A)TCAC(G/A)TG) et CDEIII (TTCGAA) qui SO:lt

cal'a :éristilues des s(~quences d'ADN centromérique chez S.

cerel isiae. Ainsi deux CDEI parfaits ont été mis en évidence aux

po~;il Ions (724-731) et (874-881) et un CDEIII avec un més8.pparicment

en Pl sition (506-512).
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1.2.2-Détection de la séquence Mycdire dans le génome de quelques

espèces de champignons endomycorhizogènes 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 "Amplïfy" pour rechercher les dimères et la stabilité

des hybrides.

La qualité des amorces dénommées

-1\1yc1 5' TCATAAAATITIAATIGGTG 3'

-Myc2 5' TAATT.ITCAGGTAAAGATGG 3'

a été ainsi déterminée.

1.2.2.2 Amplification de l'ADN total de spores de A. laevis, Gig.·

rasea, G. ca1edonium, 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

mon~re la Figure 4A page 129, une amplification a été obtenue avec

l'ADN des espèces testées. N~~s nous attendions à un fragment de

1056 bp. Lorsque les produits d'amplification ont été soumis à

électrophorèse d'agarose (1,5% Nusieve), un fragment d'une telle

taille a',été obtenue avec les espèces Gig. rosea, G. caledoni/lln, S.

castanea et S. pellucida comme produit majeur. Mais l'es1= È~ee A.

laeuis a donné un fragment de 569 bp comme produit maje JI'. En

plus de ce fragment de 1058bp, des fragments mineurs de :etite:,

tailles (600bp et 400bp) ont été obtenus chez Gig ros 'a, G,

caledonium, S. castanea et S. pellucida. Un fragment min ~ur de:
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même taille que le fragment majeur de A. la.evis a été obtenu aussi

chez S. castanea.

1.2.2.3 Relations entre ·.l'élément Mycdire et les portions

COlT. ~spoIldantesamplifiées chez les autres e~;pèces

1.2.2, tl Identification des produits d'amplification

Pour montrer la relation entre les différents produits d:'amplification

obtellus, 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 et S. pelluàda donnent un signal

d'intensité très fort comparativement au produit majeur de li. lacuLs

qui donne un signal presque inexistant. Les produits de 600 bp de

Gig. rosea et de G. caledonium donnent des signaux d'intensi té

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 l'élément Mycdire de S, castanea. Lorsque

nous comparons les 300 bases de Gig rosea. et de G. caledonium avec

Mycdire, nous trouvons Llne homologie d'environ 97% (voir Figure 5,

page 130). Cette comparaison montre donc que l'élément jV[ycdirc 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 fn.gment

pourrait être sous-famille relativement conservée de l'élément

M:','cdire.

Nous avons pu obtenir le séquençage complet du produit ma. eur de

A. laevis. La comparaison de ce produit avec l'élément-.Mye, lire el
.,

utilisant l~ programme de comparaison "besfit", qui est un log ciel de

comparaison qui offre le meilleur alignement possible, don] le 65S~;

d'homologie sur 341bp ce qui pourrait expliquer le faible signél

d'hyqridation obtenu.

:1 Discussion et conclusion

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 testc~es. 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

(AJT)TTTAT(AJG)TTT(AJT) de S. cerevisiae (Broach et al. 1993)

connue pour conférer une autonomie de réplication. La comparaison

de la séquence Myedire aux ~équences 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 ehrysogenum, qui possède une autonomie de

réplication et une capacité de transformation CIsogaï 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 pom6e

dénommée SPCEN2C. Des ADN centromériques de S. cereuisiae 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 lCG/A)TCAC(G/A)TG) et CDEIII (TTCCG:\.'\)

séparés par un troisième, CDEII qui a 8G-SSbp et qui est trè:; riche cn

A+T. Comme l'indique la figure 3 page 128, nous avons mis en

évidence deux CDEI'pa"ifaits 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 anS1 de Aspergillus

nidulans, qui possède une autonomie de réplication et une capaci té

de transfonnation, est située à proximité d'un centromère (Cullen et

al. 1987)

La mise en évidence de cet élément chez leE 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. laeuis et de S. castanea et 0,082%

du génome de Gig. rosea et de G. caledonium.

Ne 1= ouvant entreprendre des études RFLP sur ADN total, des

amorces ont été déterminées à partir de la séquence Mycdire. Celles

ci nOJS ont permis d'amplifier des portions de cet élément chez les

espè( es tr'stées. L'analyse qirecte des produits PCR confirme le fait

que ;ette Jéquence dÙipersée serait organisée en sous-familles.

Diff{ ren b~s sous-fami]] es apparaissent chez toutes les espèces

anal sées. Les réponses intenses obtenues après hybridation de

Sout] .ern des produits PCR confirment le fait que l'élément lvfycdirc
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est très conservé chez Gig. rosea, G. caledcnium, 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.

caledonium, S. pellucida et S. castanea alors que la portion amplifiée

chez A. laeuis n'a que 6~5% d'homologie. Ces résultats indiquent que

l'élément Mycdife- est'très 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 (Cul1en et al. 1987) et chez A.

chrysogenum (Tokao et. al. 1987). Cet élément Mycdire ouvre par

conséquen t une voie pour la construction d'un vecteur de

tranformation.

L'élément transposabl"~ MGR du champignon Magnaporthe grisea a

été utilisé pour discriminer entre les espèces pathogènes et les non

pathogènes (Ramer 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· Mycdire est conservé chez les différents champignons

endomycorhizogènes à arbuscules étudiés. Or ces champignons sont

supposés appartenir à des genres différents. Ces résultats sOt:.J.èvent

les questions posées par Morton (1990) quant à la concept1ül1 du

genre et de l'espèce chez ces champignons. Une élucidation devrait

être apportée en s'adressant à un nombre élevé de champ: gnon.':

endomycorhizogènes. Mais la nature transposable de l'él ~ment
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My~dire pourrait expliquer ces résultats. Simmons (1992) a montré

qUE l'éLment transposable hobo est très conservé entre espèces de

Dn sophiie. Des observations similaires ont été rapportées pour

l'é] ~ment transposable mariner en comparant trois espèces

dj-ff 3rentes de Drosophile (Maruyama et al. 1991). La divergence

d'I~1 ~ments d'insertion se situe entre 0 et 0,3% chez des souches de E.

coli: (Lawrence et al. 1992).

Capy et al. (1994) soulevl;nt la question d'une phylogénie étrange, non

conventionnelle,' dès'éléments transposables, non conformes aux

phyjogénies établies par les méthodes morphologiques ou

moléculaires utilisant des séquences d'ADN fonctionnelles. En effet,

l'élément mariner est présent avec 96% d'hcmologie chez des genres

comme DrosophiLa mauritania ct Za]) rio 11, us tu 6cre ulat 11 S

(Maruyama et al 1991), deux espèces appartenant à des genres ayant

divergé voilà 70 million.5 d'années (Beverley et al. 1984). Mais quand

des espèces comme Dro:;ophlla. ma.uritani el Drosophila tsacasi qui

appartiennet au même genre sont comparées, on a seulement unE'

homol 0 gi c de 89% . C'J mIne n t po 11 r r (\ i l. - () il exp 1i Ci u (' r U il (; Lc1](,

contradiction?

Capy et al. (1994) propose l'hypothèse d\1ll 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 Oig. rosea se ressemblent et sont différentes de celle de A. laeuis.

Des transferts horizontaux pourraient expliquer ces résultats.

Si l'on s'appuie sur cette hypothèse, l'élément Mycdire peut donc être

utilisé pour faire UllE~ étude de dynam'iq ue de communa u tés
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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 pOUITHit. au~si

disposer de loci potent.iels distribués de manière aléatoi :'e dans

chacun des génomes afin de développer des marqueurs sp(;cifiqU2S

monolocus.

Les résultats obtenus ont été rassemblés dans un article ntitulé:

Mycdire, a dispersed repetitive DNA element present in the f Emom'~s

of arbuscular mycoi-rhizal fungi ; cet article est sJumis à Gene.

Pages 112-130.
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Mycdire, a dispersed repetitive DNA element ln genomes

of arbuscular mycorrhizal fungi

(Glomales; genome structure; conserved dispersed clement; pel-\,; sequence

analysis)

Adolphe Zézé*, Hubert Dulieu, Diederik van Tuinen and Vivienne

Gianinazzi·Pearson

Laboratoire de Phytoparasitologie INRA-CNRS, SGAP, INRA B\i- 1540. F
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A::>breviat :ons: l'CR: polymerase chain reaction; fig: microf,rram; ng: nanogl-am; pg: picogrilm; bp: onsi
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SUMMARY

An EcoRI 1428bIYA+T~'rich,dispersed and moderately repetitive element

(Mycdire: Mycorrhizal fungi dispersed repetitive element) has been identified

in the genome of Scutellospora castanea, an arbuscular mycorrhizal fungus.

After parti9-l sequencing of this element, primers were designed and used in

pen. lo amplify porlions üf this clemen l in species of arbuscular mycorrhizal

fungi belonging to four different genera of Glomales. Southem blot analysis of

the FCR products showed that this sequence is organized in different

subfamilies. Sequence analyses of the main FCR product showed that this

elemen t was highly consE~rved in the five species of arbuscular mycorrhizal

fungi examined. EMBL database comparisons indicated 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 copjes of a previously reported autonomously

replicating sequence (ARS) from Saccharomyces. cerevisiae.
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INTRJDUCTION

Arbuscular mycorrhizal fungi are unculturable organisms, belonging to the

order Glom.ales (Zygomycotina) and forming symbiotic association \Vi th the

roots )fmos i plants (Morton, 1990). This symhiosis is commun 10 ;11 ]r;:l.c;t sevr

of t(!] 'estrial plant familles and is important [or its l'ole in plant nutrient

upta] e and water absorption (Harley and Smith, 1983). Arbuscular

mYCOI rhizal fungi already existed in the Ordovician (Remy et al. 1994) and

have ]lersisted through evolution with the appearence of new land plants. The

genet) cs of these fùngi, "and' the adaptative mechanisms which have allowed

arbuscular mycorrhizal fungi to maintain similar mutualistic functions \vith

many terrestrial plants are unknown. Arbuscular mycorrhizal fungi typical1y

develop large, unicellular, multinucleate, asexual spores during their lire-cycle

(Walker, 1992), but the fact that they cannot be grown wi thout a host plant

has hampered investigations of their genome. BiancioGLo 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

is preliminary evidence for the existence of repetitive DNA sequences in the

genome of an arbuscular rnycorrhizal 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).

We recently isolated a tandemly organized, rcpetitivc DNA sequence (SC1)

specifie to the mycorrhi2.al fungus ScutcLlospora castanca \Valker (BEG L

which could be used for i denLification of the symbiotic fungus in coloni zed

roots (A. Zézé, M. Hosny H. Dulieu éind V. Gianinazzi-Pearson, submitted).

The aim of the present work was to describe a dispersed repetitive DNA

element (Mycdire) which was previously isolated from a partial genomic

library of S. castanea and detected in the genome of four gcncra of Glo111alc.'=

(Zézé et al. 1994).
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EXPERIMENTAL AND DISCUSSION

(a) Isolation of Mycdire and determination of genomic organisation

Amongst repeated DNA sE~quenees deteeted during preliminary sereening of.a

par~ial genomie library fr~m the arbuseular. myeorrhizal fungus S. castanea

(Zézé et al. 1994), the Mycdire sequence, previously identifi?d as SC4 for S.

castanea clone 4, hybridi;~ed with DNA from aIl Glomales t 'sted, indieating

that it is present in the different genomes (Fig. 1). In order to estimate the

eopy number of this non-specifie element in the genome of S. 1 {1stan'.a, the dot

blot shown in Fig. 1 was analyzed by an image analyser. ThE inte~~ated area

of eaeh spot was deterrnin~d by eomparison to the signal. give: l by the Mycdire

sequence as reference. Doing this, 150ng of the genomic DN. \. of S. castanea

gave a signal equivalent to that of 0.06ng of the Mycdire seqLenee, indieating

that this accounts for 0.04% of S. castanea genome. Assuming a genome size

of 1pg for S. castanea (A. Zézé, M. Rosny H. Dulieu and V. Gianinazzi

Pearson, submitted), this represents about 250 copies of the element.

Repetitive DNA in net unusual in fungi and contents can be as high as 25% in

the genome of the Zygomycotina Absidia glauca (Wostemeyer and Bunnester,

1986). In other fungal genomes, repetitive rDNA alone can aceount from

0.35% in Achlya bisexualis (Jaworski et al. 1973) to 2.4% for Saccharomyces

cerevisiae (Sehweizer et al. 1969).

In order to obtain information about the distribution of the repetitive element

Mycdire in the genome of S. castanea, a Southern blot hybridization was

realized with 1J.1g of EcoRI digests of DNA from spores of S. castanea. After

hybridization, a smear was obtained (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 Zygomyeotina Mucor racemosus (Dewar et al. 1985) after

genomic cloning, and sorne have been shown to represent transposable

elements (Cameron et al. 1979; Dobinson et al. 1993).
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(h) Mycdire sequence analyses

InternaI primers were used to get the complete sequence of A1ycc1irc. As

can be seen in Fig. 3, it is a 1428 bp sequence, 76% A+T-rîth, and contains five

perfect direct repeats (DA, DB, DC, DD, DE) and two imperfect (lA and lB)

inverted repeats. The analysis of the sequence kfycdire shows the presence of

seven copies of sequences that have 10 out of 11 bases of homology to a

previously reported core of an autonomüusly replicating sequence

{(NT)TTTAT(NG)TTT(AlT») called ARS which has an autonomously

replicating function in Saccharomyces cereuisiae (Broach et al. 1983). Further

comparison of the Mycdire sequence with DNA sequences in the ElvIBL

genebank using FASTA algorythm (Pearson and Lipman 1988) revealed

53.5% identity in 886bp to the sequence ACARS from A. chrysogenu.m, 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 bave been constructed for A.

nidulans (Cul1en et al. HJ87) and for A. chrysogenum (1sogai et al. 1987).

Furthermore, the dispersed repetitive element MGR, whichis a transposable

like element, has been used to discriminate the virulent strains of the riee

pathogen Magnaporthe grisea from nonvirulent strains (Hamel' et al. 1989),

Centro neric DNA from S. cereuisiae have been well characterized and eonsist

cf thre e conserved elements called CDEI ((G!A)TCAC(G/A)TG), a 86-8SbI=

A+T-rid1 region called CDEII and another ealled CDElII {TTCCGAA} (Rieter

Et al. 985). i\s shown in Fig. 3, the Mycdire element contains two perfec:

CDEI 3.t positions 724-731and 874-881 and one CDEIII region \Vith one

Lusm::1 ,ch occur at position 506-511. The sequence ans1 from A. nic1uLans ha:,

j,ccn ~, lOW!1 to have a ccntorneric proximal localion (Cullen et al. 1987), but

this St quence contained no eonvineing CDEl sequence clement and on~

J
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CDEIII with one mismatch, A+T rich and contained direct repeats. Morecver,

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.\1F genome is not known but a11

these results suggest that the Mycdire element may possibly be related to a

centromeric element wruch could have an autonomously replicating function.

(c) PCR amplification of a portion of Mycdire 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 ta

confirm this result, a set of primers called Myc1 (5'TCA. TAA AAT TTT AAT

TGG TG3') and Myc2 (5'TAA T'IT TCA GGT A/\A GAT GG3') was designed

and used in a FCR reaction (Fig 3). DNA from spores of five different species

(A. lcevis, Gig. rosea, G. caledonium, S. pellucida and S. castanea) served as

template. Aller a FCR reaction of 30 cycles, an expected 1058 bp product was

obtained for Gig. rosea, G. caledonium, S. castanea and S. pellucida, whilstA.

laevis yielded a 569 bp (deterrnined after sequencing) product (Fig. 4A). In

spite of the stringent conditions, additional smaller fragments were obtained.

Two smaU fragments (400 and 6à09P) were present in the genomes of Gig.

rosea, G. caledonium, S .. castanea' and S. pellucida, but absent from A. laevis.

A faint band of the same size as that of A. laevis appeared inS. castanea. In

order to determi~1e whether these smaU fragments were subr:!peats of the

Mycdire element, the FCR products were hybridized with the li1ycdire

sequence. The 1058 bp fragments from Gig rosea, G. caledoniurr , 8. cc~stanea

and S. pellucida gave a high signal intensity after hybridizatior . Hov.:ever, a

low but distinct signal \Vas obtained either with the 569 bp frag nent l'rom A.

laeuis or the smaU fragment (600bp) in the other species but not with the 400
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bp fragment (Fig.4B). These results c1early indlcate that the Mycdire element

is pre~ent in the genomes of Gig. rosea, G. caledonium, S. castaneu and S.

pellucida, and that the small fragments in these fungi represent subfamilies

of the.Vfycdire element. The 569 bp fragment in the A. laeuis genome could be

a subf lmilJ; of the Mycdire element in spi te of the low signal 0 btained after

hybrid i.zation.

(d) H ~lationship between Mycdire and the corresponcling regions

ampll.i.ed in different species

In I)rder to de termine the degree of similari ty of the Mycdire sequence iL

other E.rbuscular mycorrhizal fungi used in this study, the main pel\. procluC'

005t} bp) from Gig. rosea and G. caledonium \Vas partial1y sequenced on both

strands, and the 569 bp fragment from A. laeuis total1y sequenced. By

comparison with the corresponding regions of the Mycdire element from S.

castanea, the fragment from Gig. rosea and G. caledonium showed high

4B.

The conservation of this element in different Œorphological genera underlines

the question of the concept of genera and species of AMF (Morton 1990:.

However, such high conservation is characteli~:tic of transposable elements in

1
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manner lnother organisms. For example, the transposable element

similarity (97%) with the original }'1ycdire region (Fig. 5). The 569 bp

fragment from A. laeuis only showed a homology of 65% to the i\1ycdir,;

element on 341bp, whic~1. could explain the lower hybridization signal in Fig.

Drosophila shows a very lo\\' sequence di\'ergence C\laruyama ei: 21. l ~191.

homology between Drosophila maurituni and Zaprionus tuoercu!atu')

(Maruyama et al. 1991) two species which have cliverged 70 millions years ag)

(Beverley and Wilson 1984). Similar observations bave been made for

DrosophiLa mauritani and DrosophiLu tsacasi, two species belonging to th,~

same genera show 89% hC l1l1ology in the element mariner whilst there i.e; 96(}~
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insertion elements which. 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 thi:: could be a

hypothesis for the conservation of the Mycdire element in AMF How(:ver, a

greater number of species have to be used to venfy or not such: hypothesis.

Nevertheless, the availability of such an element, especially CIne dosely

related to an autonomously replicating element, would be of :onsiderable

value in molecular studies of population dynamics of AMF.

(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

genomc.

(2) The Mycdire element is well conserved in four species of arbuscular

mycorrhizal fungi belol1É~Ilg to three genera of Glomales.

(3) The Mycdire element contains three variants of the ARS sequence ofS.

cerev~sae 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 of S. castanea \\"aE

hydrolysed with EcoRI, and electrophoresed in a 0.8% agarose gel. ThE

Mycdire insert was isolated from the gel by the "squeeze-freeze" method (Tau;;:

and Renz, 1983). Total DNA was extracted from spores of different gcnera 0:'

arbuseular myeorrhizal fungi (Zézé et al. 1994) and serially dilutcd l\\"o fole

from 300 ng to 2 ng for G/~omus caledonium Nieolson & Gerdemann (LPA121

(a) and from 600 ng to 4 ng for Efcutellospora castanea \\1alker (BEG 1) (b 1

Gigaspora rosea Nieolson & Schenek (BEG9) (c) and Acaulospora laeui~'

Gerdemann & Trappe (BEG 13) (d). The Mycdire sequence from 8. custunea

was serially diluted two fold from 2 ng to 0.008 ng. DNA was blotted onto é~

Bioprobe Biohylon Z+ membrane aceording to the manufacturer's procedure.

The Mycdire sequence WélS digoxigenin-l abeled according to the Boehringe:'

Manheim protocol and uSE~d as a probe. After overnight hybridization at 68 Cl C,

the filter was washed twice 5 min. at room temperatlJre in 2XSSC/0.1%SDS

and twicc 15 min. in O.lo/r.SSC/O.l%SnS. The c:>py nu mber in the S. cas/o nec!

genome was determinecl by quantification of' the hybridization signal using
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image analysis (Alcatel-TITN, Image analysis system Grenobl,~, France) and

the Mycdire sequence as reference.

Fig. 2. A) DNA from spores of S. castanea lane 2 (500ng) and la le 3 (l~g) was

hydrolysed with EcaRI E·ndonuclease, separated in a O. 8o/c éJ.garl)se gel,

transferred onto a Bioprobe Biohylon Z+ membrane and (B) h~ bl-idized vrith

the digoxigenin-labeled Mycdire fragment overnight at ~~8°C Lane 1, lkb

lacldcr (Gibco BRL).

Fig.3 Sequencing of the Mycdire DNA element was carried out using a

Promega fmal sequencing kit with 32p end-Iabeled primers. After mini

preparation using the alcali lysis followed by Quiagen (Quiagen Inc)

purification, the insert cloned into the EcaRI site of pUC18 was used as

template for sequencing l'eactions using pUC18 universal primers in both

directions. InternaI primers 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 respectively. The

sequences underlined with arrows indicate the S. cerevisae ARS

{(AJT)'ITTTAT(AlG)T'IT(Atr)) variants identified.cPrimers Myc1 and Myc2 are

indicated in boldo CDEI and CDE~rr regions were identified using the program

"Amplify" (Bill Engels, 1992). Identified CDEI regions are located at positions

724-731 and 874-881 and CDEIII at position 506-511.

Fig.4 A) A 50 ).LI reaction mixture contained 10 ).LM of each primer (Myc1 and

Myc2), lU of Taq polymerase (Appligene), 250 !-LM deoxynuc1eotide

triphosphates and 1.5 mM MgCI2. 5 to 10 ng of total DNA from spores were

used as templates. For the amplification reaction, 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 e;5 sec.) annealing al .')2°C for fi.') sr~c ;JI1d rJnn::.;atirJ)

al 72°C for 1.G min .. Aiü:r amplification wiLh primers Mycl and .'','I)'c2, th?

PCR products were separaled by eleclrophoresis on a 1.5% Nusieve agaros·:;

gel made up in lxTAE. After staining with ethidium bromide, the DNA \\'a:;

visualized under ultra violet light. Lane 1, A. laeuis,; lane 2 Gig. rosea : lane 2.

G. caledonium ; lane'4, S'. castanea ; lane 5, S. pellucida ; lane 6, nC;:8.t1v"

control; lane 7, lkbladdel'"

B)After denaturation in NaGB (OAN), the PCR products \\'ere transferred

onto a biohylon Z+ membrane using the TE SO transvac vacuum blotbng uni~

system (Hoefer scientific instruments) and hybridized overnight at 6SoC with

the cligoxigenin-labeled MyccLire sequence [rom S. castanea as in Fig. 1.

Fig.5 Comparison of 2130 nucIeotides on the 5' strand of Gig. rosea, G

caledonium and their corresponding region of the lvfycdire sequence from S.

castanea. After electrophoretic fractionation of different PCR products on 1..59c

Nusieve (FMC Bioproducts) agaràse 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 \Vas

performed at 15°C overnight in the presence of lU ligase. After

transformation of E. coli (DHcx5) competent cells (Promega) with 3 Lt! of

ligated product, aliquots of 50-100 !-lI were plated on ampicillin selection

media I:ontaining IPTG and Xgal. Whi te colonies were resuspended in 100 ft!

of steri l,e water and 2 !-lI were used in a pcn reaction wi th lvlycl and ~Iyc2

primer,;, as described above. Positive]y amplified clones \Vere chececl by

clmtl'ol ing Insert sizes a1e1' electrophoresis on an O.So/e agarosc gel. \Tini

pl'epal': tion of positive clones \Vas performecl by the al1-::ali lysis [ollo\Ved by
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Qiagen mini column purification. 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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1 AATTCGATAA ACi\AAAAATT TATAATAAAA ?CC.;GTTTTC TT.L.TCJ>.TAAA
MYCl

51 ATTTTAATTG GTGTTTTAGA ,\AT1'TA1\A..;;C T1'TTTCA:\ilf T':.T.:.:.~.:::':T.:.

101

151

201

251

301

351

DA ~A

AAAAACTAGA TATTAiTTGA (Tj'.A.'\ATTT1' GT!\TTCT..'l.L.: :·••'.T:~-:::;T.:.:

IR
AGMGMCAA GTAAAl-A1'C1' TAA1'AMA1'<,GTTAAAAAA .J>.~.T':J·.;'J_~_:'J·.

DB DC ~ DB ~

ATAAAAAACG TATTTTTTTG .-'lTATATTTTT T.L.ACATC:liT TT"I'"""'-C.:.G
DC

TA:,CTATATTT GGTGT' TAAT 'l'ATMj l'TT' A C;.GLTT1··M ' Mj L ~"'7''7'' --~, -r'l. ,'",\ li. il. 1 .......... >_r............. L .....

'ATGGCGATG'"f'ATCGCCACCT TCTGATCAAC CAATTAGAAT GCAGG.;"\.'CCAG

401 G1'GTAATGTG AAATTCAAGC GAl'TATG,ll.1'T T1'1'TTTC;\N, I\ATCGG'"]'1',\1'

501 ATTCl'TTTCGi\A..';1'T'TTGGA T1'I\GAACCTC TTT1, :T!\1·.1'.G ecu:c"::.::s.::;;'
DD DD

551 TAACCCTAAC CTAACCC1'CA CCCTAACCCT /-,,:. !\'j"j!\i'.C(;I, :';',1·.;'. :,.:,:1·.

GO 1 T1'GT1'T1'GA1' TTCA1'C1'TAe !\CCI\GI\TCTT :\'rI·.GCC·;' :( .. ; .[., ..:.., ....

751 TGTACAAATA GAAATTCTCl' TAA1v\GAAT.; I\Tll,l'T?J\TT.i\ TCTAl-.Ti',:.'lT

801 TTTTTATTAA AATTTl-TCTT>TTTTf\ATA TI•.TATAAZ1' ATAT.ll.P.~

851 AACTTTTTTC CCTTTTTTAA .".AAATCACP.T GJ\TT1'TTGTT ;'.CTTCTll11·

901 ATAAAATTTT TTATTTGA.AT TT1'AAAATCA ATCCTI\TTTA TATTAACT',C

951 ACCATATAGT ATTTTJ:TAAA ATTCTATGCT GTAAAATAM TATTAATTTT

1001 ATTAATAGTT TAAAACATTG CTATTCCTAT MICTTTTTAT GAAG7TTTC.-'1

MYC2

1051 CCCTTTTTT1\ TA TTGJ.TTCT TAGACTTI\AC CATCTTTACC TGAAAATTAl,

1101 TAATACATAT TATTT1'CATA l'AATTA')CGC TTCATTATAT ??CCAATAJ.\,?

1151 TCTAACCAAT ATTCTJ.-ACC1' 1'TCTTTTCAA A1'T1'CTC1'G r 1'CTp_ll..·,TGJ\G

1201 MCAATTATT TGATTCTGTA ACCTCAACAC CAT1'AC1'ATT A1'TCT':::G"(.:'

12') J GC1'TTGTTAT GTCCCC1'GI\1' T1'TGC1'GTCT CTATCTTT1'G ATl>.h'TC--:':.GC·

1 J.oi CCGT1'TTTTG ?CGATJJ..1'l·.G C.".TTCTC..'GT fl.GI\;.Ap.T1'CC .l'.C?J..1'C':.J-TC

IR
13'). TCTTTTTT'IC ACCA?J.T.\TG CCi'GGATTGT TGTTM.G.l..1''\ TCTG..:.':-GCO:-

14() GCTlV\TGCAT GJ.GflAI'GT1'G T(;1'GAI\T,";,
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TTAAGTC'l'MGAATCAA' r ATMAAAAGGGTGAMACTTC ATAAAAAGTTATAGGAATAGe
TTAAGTCTAAGAATCAATATAAAAAAGGGTGAAAACTTCATAAAAAGTTATAGGA.ATAGC

TTMGTCTAAGAATCAATATAAAAAAGGGTGAAAACTTCATAAAAAGTTATAGGAATAGC

AATGTTTTMACTN'TAATA.AAATTAATATTTATTTTACAGTATAGAATTTTATA,\AATA
AATGTTTTAAA.CTA'.'TAAT.t,MATTAATATTTATTTCACAGTATAGAATTTTATAAAATI\

AATGTTTTAAA.CTA'.'TAATI-.AAATTAATATTTATTTTACAGCATAGAATTTTATAAJv\TA
**************r****,**************** **** ******************

CTATATGGTGA.AGT'.'AATATAAATAGGATTGATTTTAAAATTCACATAA,"-.PAA,-TTTTAT

CTATATGGTGA.AGT 't,ATATAAATAGGATTGATTTTAAAATTCACCTAAMAA - TTTTA T
CTATATGGTGAAGT.'AATATAAATAGG.".tTGATTTTAMATTCAAATAAAAAAATTTTAT

TAMAGAAGTAACAi.AAATCATGTGATTTTTTl~AAAAGGGTAl.AAAAGTTAAAAl'TATA

TAAAAGAAGT!>.I\CGi.AAATCATGTGATTTTT-Al,AAAA.GGGTA,;'J\AAAGTTt\Al,,\ATi\T:\

TAAAAGAAGT!>.ACAI,AAATCATGTGAT1'TTTTl,-:"AAA!>,GGGTl\I~AAI\GTTA.t.A,\TT i\T,t,

TATTTTATATl".TATr.'t\AAj\i·.lv\ -C;\jA/\l\ Ti':'

TATTTAI,l'AT A. l'AT 'A!\,".A!'I'J\/\c:.'.TtV.ATTT

T.'\TTTTI\TATA.TA T"AAAA.r,I\I\AG.·\TAp-.",T - -
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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 ;

Santoni et Bervillé 1992).

Dans un premier""tEùû"ps;nous 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 enr

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 8"
'.

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 nécE~ssaire, avant l'initiation de toute étude,

confir:ner l'origine fongique de quelques inserts de la banque. Pour

cela, ;lprès digestion par EcoRI des ADN totaux de spores de 8.

':a.stw ea, (~t de racines de poireau infectées par cette même espèce,

une h rbrida+ion moléculaire utilisant la technique de Southern a été

réaL~ ~e 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 inserts 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 hybridations utilisant l'ADN total de spores de S.

castanea sur des clones de la banque nous ont permi$ de répérer des

séquences répétées. Au total, 23 clones ont été testés. 14 ont donné cies

signaux dont 9 avec des signaux très intenses.

Nous nOLIs sommes orieIltés 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 dÔautre part, la mise en évidence d'un

fragment pouvant être présent chez les différentes espèces testées eri

vue d'une étude de variation intergénérique.

La technique d'hybridation en dot d'ADN totaux de différents

champ.ignons endomycorhizogènes à arbuscules utilisant ces neuf

séquences nous ont permis de' montrer l'existence de eertaines

d'entre elles, qui ont donné de~ réponses de type spécifiqu ~ vis-à-vis

de S. castanea et d'autres des réponses non sp 'cifiques,

reconnaissant tous les champignons testés. Deux séquenc;s SC 1 et

Mycdire donnant respedivement une réponse spéciuque 0 J non ont

été choisis pour la suit8 de notre travail. Avant leur' util sation en

détection spécifique iil planta (SC 1) et en étude de varia tion

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 "Nfycdire est

dispersée. Le séquençage complet a permis de mettre en évidence des

séquences repétées directes dans la séquence SCI. Aucun cadr~ de

lectuJ'e ouvert (ORF) significatif n'a été mis en évidence, De

n9mb :eux codon stop ont été mis en évidence et aucune protéine

codée par cette séquence n'a été mise en évidence, Ce qui nous Cait

pense r qu'elle constituerait une séquence de structure de

l'hété 'ochromatine comme le sont certaines séquences repétées en

tanclE~ n. La caractérisation nucléotidique de l'élément Mycdire nous

3. pernis de mettre en évidence de courtes séquences repétées

:lirec\.lls et inversées. Une séquence conférant une autonomie de

:-eplic,3.tion (ARS) a été mise en évidence. Des éléments

caract,~ristiquesd'ADN centromériqu8 de S. cerevisiac (CDE) ont été

mis en évidence. Ces résultats indiquent que l'élément lvf)'cdirc

pourrait être une séquence centromérique ayant une autonomie de

replication et de transformation.

La détection spécifique de S. castanca, en ut:Jisant la séquence SC 1,

s'est faite à plusieurs niveaux, par: (i)hybriclation 2n Southern blot

d'ADN de racines infectées par S. castanca d'ADN totaux obtenus à

partir de spores et (ii)utilisation de la technique PCR, en utilisant des

amorces obtenues de la séquence spécifique SC 1. En utilisant les

amorces mises au point SCI-I et SCI-2, il nous a été possible de

détecter le symbiote fongique S. castanca 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 mon Crer que la séquence

Mycdirc est présente dans les génomes cles espe:CC's tC'st(~cs, ;,,)
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variation de cette séquence a été recherchée entre différer:t,s genres.

Ne pouvant appliquer ln technique RFLP sur ADN génor lique, des

amorces ont été mises au point à partir de cette séquE :l(;e. Leur

utilisation en peR sur ADN génomique de différents ;enre~; de

champignons endomycorhizogènes à arbusculesnous a permis

d'amplifier une portion de cette séquence. En vue. de ~avoir les

relations qui pourraient exister entre l'élément j\1yc(~ire de S.

castanea et les portions amplifiées chez les autres gEnres, une

hybridation en Southe'rn 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 des 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 arbusc'ules in planta a été démontrée.

La séquence Mycdire qui possède une séquence conférant une

autonomie de replication pourrait être d'un intétêt particulier pour

la mise au point d'un vecteur de transformation comme cela a été

fait pour des champignuns comme A. niduLans et A. chrysogenum.

La présence de la séqlll;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).

Hamel' et al. (1989) ont utilisé l'élément transposable conservé de

Magnaporthe grisea. pour diCférencier les pathogènes du riz de."; 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 endomycOJ~hizogènesà arbuscllles.

Au cours de cette étude, le clonage génomique, couplé aux

techniques de peR 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

intitulé "Biodiversity and characterizatioll of arbuscular

mycorrhizal fungi at the molecular level", un aperçu général sur les

différentes techniques moléculaires utilisables pour la

caractérisation et l'étude de la biodivcrsité des champignons

endomycorhizogènes à arbuscules est donné.
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Introduction

Biodiversity within a biological group provides the basis for distinguishing members into

gcncra and spccics according to taxonomie criteria, and between individuals within a species

depending on more detailed differences at the genetic level. Diversity between species occurs

after a genctic banier has been created either by a geographic or genetic impedance of gene

Oow. Divergence (;al1 continue by nucleotide substitutions and by mutations in a broader

sense (deletions, translocations, duplications), and resulting diversity can be evaluated at the

Illolecular level and used as a phylogenetic character. Diversity at the subspecies level is a

funclion of both mutation raies and gene Oow betwcen individuals,

Yariability in arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can be apprecialed at differellllevels

(Giovannetti and Gianinazzi-Pearson, 1994), bUI up te date evaluation of their g::.netic

diversity has relied mainly on morphological and structural features of asexual spores (see

Rosendahl et al., this volume). Spore chàracteristics can, however, vary depending on

environmental factors and on the physiological status of the fungus. Moreover, it:; not

possible to differentiate betwcen AMF at the subspecies level, due to the general absell ~~ of

sexual reproduction and to the recalcitrance of these fungi te gi-ow in the absence of a host

plant. For these different reasons, biochemical and molecular lools offer a va' ;able

alternative to resolve taxonomie issues, and te address the question of biodiver: ty at.

different taxonomie levels.
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Possible sources of genetic diversity in AMF

ln the actual state of knowledge, AMF are considered ta have originated bc:ween the

Ordovician and Lower Devonian, 400-500 Myr ago, from a comrron ancestar in the

Glomaccae (Berbee and Taylor. 1992; Pirozynski and Dalpé, 1989; Si.mon et al., 1993a).

Divergence with evolution has led ta what are presenüy recognized as three families, six

genera and sorne 130 species in the order Glomnles (Morton and Benny, 1990; Walker and

Trappe. 1993). Apart [rom one report (Tommerup, 1988), scxuaJ reproduction is not known

for Glomnles and there is prcsenüy no information conceming plasrnogamy, karyogamy nor

rneiosis in these fungi. However, this does not nccessarily rnean that genetic flux between

individuals of the same species is absent or limited, since sexuality or parasexuality could

exist but be very: impie and lirnited ta the formation of a coenocytic myceliurn containing

nucki of jifferent origins. AMF have an aseptale, multinucleate mycelium which originaleS

from an a.sexual, multinucleate spore. Saprophytic development of the fungus in soil is

extrernel:' limite·:, whereas it is abundant both within root tissues and soil once the

symbiosi.; is eSl blished. Vegetative hyphal anastomosis occurs in .<;Jrrophytic and

symbiotic myceL lm of A..\1F (Casana and Bonfante-Fasolo. J 982; l-leprer and Mosse,

1975; Tommerup 1988; unpublished observations) and provides opponunities for somatic

reassortm~nt of r lc1ei, also dunng growù1 in the root cortex. It has bcen suggested that

hyphal in';ompat ility arising between isolates due ta geographic distancing could te one

Illcchanislll conl lbuting to 10calized genetic differences between AMF populations

(Tomrnel1lp, 198' 1.

As no lIninuc!c te stage is known for AMF, it wou Id foc reasonable to J.ssume that hyphae

harbour a heterog{:neous population of nuclei which would be subjcct to random genetic

drifL If th,:re is n0 sexual or parasexual reproduction in AMF, variations due to sponL1neous

allelic mL tations in the population of nuclei in any one spccies would tend to bccorne

homogenous du,ing repeated divisions and sporulation. The latter could then be considered

simply as a sort cf 'packaging' of a sampJc of nuclei into a limited sracc. ln 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 flow. If sexual or parasexLlal reproduction occurs. nudeotide substitution

frequency will remain the sarne but exchange of genetic material will oc possible. leading to

an incrcasing diversity in genotypcs within a sarne species or group.

In cithcr situation, the theoreLical models for ongin and sC3ttenng of divcrsity can be

based on t:Jose of population genctics (Spiess, 1989). In order to clone a unique genotypc of

the nuclcar population, the genetic drift during sporulation has ta oc taken into consideration.
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Estimates of numbers of nuclei in spores of different glomalean fungi give extremely hi;:h

values of between one and sevef'ù thousand per spore (see in Giovannetti and Gianinaz;'i·

Pearson, 1994). However, it is not known whether nuclei within a spore originale from ;l

small number which subsequently divides, or whether the en tire population migrates direct:' '

from the vegetative mycelium. TItis is pertinent since the possibility of genetic drift wou d

depend on the size of the sampIe of nuclei. Using a model genotype of one locus and CV ()

alleles, p and q respectively, the probability of the frequency of either p or q evolviJ g .

lowards 1 or 0 will bc greater Ü the number of ariginal nuclei in the spore is smalL If there s

such a random drift phenomenon with sporulation, several reinoculation cycles s~ing fra n

a single spore will inevitably lead to cloning of one of the single nuclear types (p or q). If, n

contrast, the population rjf nuclei in one spore represents the nuclear diversity of th(:: mycel ia

from which they have all originated, repeated reinoculation with a single spore is.likely :0

maintllin diversity. The analysis of nucleotide sequence divergence through a number )f

generation.s starting from a single spore should make il possible to deteet an eventual genel ic

drift and eStimate its amplitude.

Estimations of DNA contents of nuclei indicate values from 0.25 pg for Glomus

versiforme ta 0.77 pg for Gigaspora margarita (Bianciotto and Bonfante, 1992)~ but there is

no infonnation 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 infonnation contllined within the genome. Estimates of thennal reassociation curves

of DNA that has been split and denatured could help to answer this question (Britten and

Kohne, 1968).

The genetÎ'::s of AMF may te relatively simple but iL is difftclIlt to analyse. The

developmcnt or molecular approaches represents a powerful alternative towards

understanding biodiversity in these unculturable organisms.

Al\:llysis of divcrsity in AMI' at the Illolccular lcvcl

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 anam orphie,

ll1ilOtically reproducing fungi t!lat do not underg6 scxual reproduction, like AMF, molecular

charactcrs offer extremely intercsting possibilities for addressing problems of diversity

complexity and phylogenetic relationsrups.

lsozyrnc analysis Infonnation on the genetic and nuclear condition of a fungal isolate

can be obtained from isozyme analyses. Isozymes are proteins having the same enzymatic

1-39
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activity but coded by different alleles at a sarne genetic locus (allozyrnes) or by separate

genetic loci. This gives rise to a differenttertiary structure of Ù1C protein and conscquently

different electrophoretic rnobilities in gels (Micales et al., 1986). Allozyrne bands migrate

closely togeilier whilst isozyrnes encodcd by different loci occur in different regions of gels. ,

A nurnber of isozyrne systems has bee.n studied in AMF and it has been suggested from

analyses of banding patterns tllat ilicse fungi may be haploid (Rosendahl and Sen, 1992). As

ilie banding patterns represent direct gene products, iliey can reveal genetic differenccs

betwccn closely related fungi. Isozyrne anaJysis has bee.n applied particularl y to mem bers of

ilie genus Glomus and, as can be sccn in Figure l, variations in allclic and locus isozyme

banding patterns oceur betwccn spccies and isolatcs. It is interesting to observe an apparent

genetic diversity betwccn isolatcs rccognised as G. mosseae and of different gcographieal

origin, as previously reported by Heppcr et al. (1988a). I-lowever, the amplitude of is07.ymc

variability depends very mueh on the enzyme in question (fig.I). so that ul1:ll1lhigu()\lÇ

genetic analyses based on isozyme expression in faet requirc.s testjng of a large number of

different enzyme systems. The usefulness of isozyme pattern variability as a taxonomic

criterior. in conjunctîon with morphological characters is cliscussed more fully elsewhere

(Rosendahl and Sen, 1992; Rosendahl et aL, this volume).

1 -,. "

A

2 3 4 5 6 7 8

B

Figurc 1. Eslcrasc (A) and malalc dcbydrogcnasc (B) isozymc acuvilics of dffcrcnl GIOl/lU.~ spccics. EXlr.lClS

in lancs from 1) G. inrraradicts, 2) G. jisrulosum, and 3) G. c/aroide~m (DK, S. Roscnd:lhl). 4) G.
geosporum (UK., J. Dodd), 5) G. coronacum CI, M. Giovannclu), 6-7) G. m·?suae (UK., Rotbarnslcé), 8) G.
mosseae (OK). Data kindly providcd by S. Roscndabl. .

Differentiai expression of allelcs or loci at different stages of development ur due to

dissimilar nuclear conditions can give rise ta 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 two Glomus species. Nevertheless, sorne diagnostic
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isozyme bands are stable under variable growth conditions which makes them potentially

useful tools for monitoring otherwise morphologically-indistinguishable AMF in combined

infections (Hepper ct al., 1986, 1988b; Rosendahl et al., 1989)

Nuclcic acid analysis, Methods for analysing diversity at the nucleic acid level

essentially screen for substitutions, insertions, deletions or rearrangement of groups of

nucleotidcs. lnitially, the molecular techniques used were based on electrophoretic.profiles

of gcnoillic DNA digestcd by restriction enzymes and revealed by hybridization witR c10ncd

DNA fragments (Restriction Fra~ment Length Polymorphism: RFLP). Research into

diversily at the genomic level in AMF was, until recenùy, ham~red by the problem of

obtaining sufficient amounts of digestible DNA required for this type of anaJysis. However,

this lïeld of research is gaining interest with the development of new molecular teChniques

such as enzymatic amplilïcation of DNA (Saiki ct al.. 1985; Mullis et al., 1986) or the

ro1ymerase chain rcaction (PCR), which have complctely modÛled nucleic acid analyses and

sludies 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 amounts of DNA are available, and even from fossil spccies.

Random Amplified DNA Polymorphism' Du'e to the development of PCR it is now

possible to analyse and characteriz.e a species at the DNA level starting from a small amount

of maleriaJ such as a single arbuscular mycorthizal fungal spore. The Random Amplified

Polymorphic DNA (RAPD) method uses short arbitrary primers to amplify DNA fragments

by PCR and analyse them clcctrophorctically (Williams el aL, 1990). Depcnding on lhe

primer used, the banding pattern of DNA fragments varies and can be !;pecies-specific.

Wyss and Bonfante (1993) used the RAPD approach to detecl polymorphism between AMF.

They showed that similarity in banding profiles obtained after RAPD amplification ",as

grcatest in spores of a same isolale and least between different species. The advantage of t!lis
,

method is that it does not require preliminary knowledge of a DNA sequence, as the DNA

fragments are randomly amplified. This method has nevertheless several serious drawbacJ:.s.

Since the primers used are not specific, the DNA present in any contaminating organism c:n

lead 10 amplification of a DNA fragment and so give unspecific banding patterns. -This is )f

particular concern for arbuscular mycorrhizaJ research, as the fungi cannot generally Je

produced axenically so that baclerial contamination is diŒcult to avoid. Furtherrnore, ù lS

method cannot be directly used to identify the fungi within roots because of interference y

plant DNA. Nevertheless, recent reports have shown this method to be more sensitive th .n

the use of isozymes (Wang et al., 1993) and it can !ead to the isolation of specific Dl' A
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fragments for which corresponding prirners can be generatcd. Such prirners can then oc used

in combination with PCR-RFLP analysis of variability or, if spccies-spccific, as probes ta

deteet a given fungus.

PCR-RFLP One possible way to overcome unspccific 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 nuc1eoLide sequences willle.ad to

a different restriction panernafter electrophoresis of the digestion products, if the differences

are located within the restriction site of an enzyme. lnstead of randomly amplifying a

fragment using one arbitrary primer as for RAPDs, two primers ~pccifically 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 to synthesize corresponding primers. The choicc} of the

target DNA will depend on the presence of conserved nuclcotide sequences to allow binding

of the prime rs, and of non-conserved sequences for the deteeLion of variability bctwcen

genomes. TI- is fcature is generally the propeny of mulLicopy genes.

One of th ~ main targets for studies of variability and biodiversity in genomic studies are

Ùle ribosom, 1gencs. These multicopy genes are made up of thrce coding rcgions of differcnt

sizes (18S, 5.85 and 25-285), separated by two non-translated sequences (intra-genic

transcribed ;pacel:;; ITS). The coding regions have bcen sufficiently conserved during

evoJution t, enable ,he design of specifie primers for the ribosomal gene. The ITS

seqllenccs, ~ ~parating the 5.85 region from the 185 and 25-285 regions, are very variable

and can be l: :cd to differentiate betwccn closely rela~ spccies (White et al .. 1990). The rr5

regi~ns ha" . bcen used to identify ectomycorrhi7.al fungi by PCR-RFLP (Gardes ct al.,

1991), and ) design taxon-specific primers (Gardes and Bruns, 1993). The fïrst gene of

Alv1F to be ~ ::quenccd was the complete region co~ing for 18S rRNA subunit from Glomus

intrdradicc.1 and Gigaspora margarita (5imon et al., 1992). 13y comparing the sequences

obt2ined wi.h known 185 rRNA sequences from other fungi, these authors wereable to

generate a p.·imer specifie for AMF. This primer simplified subsequent work as the problem

of contarr,in3.tion by DNA from other organisms was eliminated. Using this primer in

combinati<)ll with universal prirners, almost complete nuc1eotide sequences for the 185 gene

were obtained for twelve different AMF (Simon et al., 1993a). Variability and similarity in

these sequen,;;cs were used to analyse phylogeneLie relationships betwcen the fungi, bascd on

the faet that the rate of nuc1eotide substitution is correlated with divergence betwccn spccies.

The rcsulting phylogenetic tree was congruent with the classification of the AMF establi!;hed

on morphological diversity. It also concords with the hypothesis that the ancestral form of

AMF was GLomus-like, originating with the appearanee of vascular land plants and
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subsequently diversifying into the presently recognized different families of Glomnles. M(~:

recently, the technique of Single Strand Conformation PolYIiJ.Orphism (SSCP) has ben

applied to 'AMF in combination with taxon-specifie primers (Simon et al., 1993b). Tl is

(echnique not only opens the possibility of :identifying AMF in root tissues Jut also )f

deLCcting more punctual variations in the genome, since it enables separation of DI' A

fragments which have undergone point mutations (Hayashi and Yandell, 1993).
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Figure 2. rCR-RFLP analyses of the 5' end of the large rRNA 285 gene subunil of (1) Glomus f11(}sseae CF,
e. Leyval), (2) G. I11IJs:;eae (UK, Rotbamsled) and (3) G. vesiculiferum. Fragments were oblained afler no
digestion (A) and afler digestion by Hinf 1 (D) or R5A 1 (C). Molecular weigh( markers (1kb ladder) (M).

The large 25-28S rRNA subunit gene is also suitable for studies of variability and for

phylogenetic comparisüns. This gene possesses a common conserved core, which in

cukaryoLCs is interspersed with 12 (labelled Dito D 12) di vergent 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 pl!ylogeny studies of Fusarium (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 DI and D210cat.ed near the 5'

end of the subunit, in two isolates of Glomus mosseae and in G. vesicullferum. A variability

in length of the amplified fragment was observed between G. vesicullferum and G. mosseae

(fig.2A). Digestion by different restriction enzymes gave banding patterns which c1early

differentiated the two species (fig.2B and C), whereas the two G. mosseae isolat.es could be



FIgure 3. Two single spores of (A) Glomus mosseae CF, C. 1..eyval) and (TIl G. mJJHcae (UK. RolhamstC-ll)
subjc.:tcd 10 PCR-RFLP analyses as dcscribcd in Figure 2.

distinguished after digestion of the amplified fragment by only one out of nine enzymes

tested (fig.3). Although il is necessary to screen a lar!?e numbcr of restriction enzymes,thc.sc

preliminary results indicate that the 28S rRNA subunit gene may bc sufficienùy variable in

AMF lo pennil differentiation betwccn isolates of species defmed on a morphological basis.
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DNA c1oning: Random cloning of genomic DNA fragments representing sequences of

inlercsl can oc used to oblain probes to deteet variabilily belwccn genomes. Recent progress

has bc.en made in our laboratory in the extraction and cloning of genomie DNA from AMF

using a relatively low numbcr of spores (500-2000), and partial gen0mic librmcs Gl lwo

speeies have been established in p:asmids or phages (Zézé et al., 1994; P. Franken

unpublished results). Screening of a partial genomie library of Scutellospora castanea has

indicaled lhe existence of repeated DNA sequenccs in moderate or high eopy number within

the fungal genome. Speeies-specifie and non-specifie DNA eloned ::ragments have becn

identified and sorne sequenced with the aim of obtaining primers specific ta Scutcllospora

castanea and primers with a broader specifieity (unpublished rcsults). The availability of

taxon-specifie prirners will enable the deteetion of AMF dirceùy in rool eXlracL~. whercas the

non-specifie primcrs will provide a means for deteeting variabilily betwccn AMF spe.cies by

PCR-RFLP. For examplc, amplification products from different AMF obtained WiÙl a pair

of 20mer primers designed from the sequence of a random clone from S. castanea and

digcsted by the restriction enzyme MboI give a banding profùe showing diIfercnccs bcl'.vccn

S. castanea and the olher species tested (fig.4). The use of pMtial genomie librarics to

gcnerate specifie or non-specifie primers or la analyse DNA sequence variability is nol as
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straight forward as the techniques d~scribed above as it requires preliminary cloning,

screening and sequencing clones of interest, but it does offer the possibility of exploring

different parts of the fungal genome.
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Figure 4,. PCR-RFLP analyses afler amplification wilh primers deduced from a clone of a panial genomic
libr~ry o('Scli/el/osfJorn cas/anea. Fragmenls from lhe genomic DNA of AcaulosfJora leavis (1), Gigaspora
ruseu (2), Clul/lus caledonicurn (3) and Scutellospora castanea (4) were obtaincd afler no digestion [A] or
digestion wilh Mbol afler amplification [BI. Molecular weighl marker (100 bp ladder) (M),

Conclusions

III sluuics oC biodivcrsily, no onc characLCr can givc an accurale picturc of thc ampiilud<: oC

variation within a given population or taxon. and for AMF there exisLS no one criterion Cor

taxonomy and phylogeny that is infallible. Dif!erent types of characters have to be analy';,~d

separately then compared to each other, and it is necessary to be aware that whilst molecl lar

data may be congruent with morphological characters, contradictions may weil arise (Kc 111,

1992). Furthennore, interpretations of diversity in molecular characters. and in particl la:

DNA sequences, have to bear in mind that each analytical method is focused on a limi ecl

portion of the genome and that little is known about how different regions of the fun ~al

genome evolve relative to each other. nor of the pressures that may be selectivt"ly affect ng

change. ln conclusion, knowledge of the genetics and the genome complexity of AJ iF

wou Id greaùy contribute to a fuller understanding of their biodiversity. In the a'l)sence of

such information, molccular techniques provide the opportunity of better appreciat ng



genomic variability and of evaluating ù1e magnilude of diversity wiÙ1in Ihis group of obligale

symbionts.
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SUMMARY ~

,J
i~

Arbuscular myccorhizal fungi (Gloma.1es) are obligate symbionts which are v8rY:1
'~

important for the development and the health of land plants. Knowledge of these fungi -)~

at the moleculm' level is still pOOl', due to the inability to culture them without the llOst;u

plant. Development of an efficient technique for extracting DNA from spores of :1
arbuscular mycorrhizal fungi ha:3 enabled the estàblishment of a partial genomic ~

"library of the species Scutellospora castanea. :\1olecular hybric1ization was used ta ]

screen this library for repeated DNA sequences. A sequence (SCl) specific to the S. \l

casta.nea genorne and another one present in genomes of four genera (Mycdire) were \
, \

obtained by Sbuthern and dot blot hybridization of a sarople of repeatcd DNA sequenc(;s :1

with total digoxigenin-Iabeled DNA from S. castanea, Gigaspora rose([, /\cUII !o,"P0l'([, 'i

!aeuis and Glomus caledonium. The cliaracterisation of SCI showed that tbis

sequence is organized in tandem E.rray, possesscs direct repeal;s ane! does not. (~((lc l'or

any kno\'I'n protein. Tt could therefore be an clement of the ~1eterochromatinstnicturc.

The ?r1"::cclire sequence was shawn to be a dispe·:sE.o repeated clement which pOS3esse:;

3utonomously r~plicating sequences (ARS) and centromeric DNA elements ceDE) ;

Ulis suggests that the Mycdire sequence coulci be a centromeric clement. with an

8utonoll1:wsly replicating functioF.

In order to apply the PCR technique for spe,'jfic detection of S. CaS[aIlCCI, a set cf'

primers was deduced from the Sel sequence which specifically amplificd DNA of S.

castanea from spores or from infe.::ted roots.

Using' a set of primers derived from the ft/J'cclire sequence, it was possible ta ampli[\,

DNA ti'C!1l spore~ of A. laevis, Cl. calecloniunI, Cig. roscu, S. peLLucida ane! 8.
'castancc..and follow the variation of this sequence in the genomes of these spccies.

After seq1J~ncing and comparison I)f peR products from the Alycdire sequence, it. \Vas

shovm that this element is weIl conserved in the genomes of Gl. caLedoniuln, Gig.

rosea, S. pellucida and S. castanea wh~le it has divergecl in the genome of A. LG-cuis.

Reys '\-,:ords ; arbuscular mycorrhizal fu.1gi, Glomales, repeated DNA sequences,

characLcrisation, detection in planta by PCR, CDE, ARS, conserved centromeric
sequence. .
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Les champignons endomycorhizogènes à arbuscules (Glomales) sont des symbiortes

obligatoires qui jou~nt un rôle très important pour le développement et la bioprotection de la

plante. Les connaissances génétiques et moléculaires. de ces champignons sont encore

parcellaires, du fait de l'impossibilité de les cultiver sans la plante-hôte. La mise au point

d'nne technique d'extraction d'ADN de spores de champignons endomycorhiozogènes à

arbuscules a permis de réaliser un clonage partiel de l'ADN de l'eppèce Scutellospora

castanea. Le criblage de cette banque génomique a permis de mettre en évidence des

séquences répétées par hybridation moléculaire. L'hybridation en dot ou en Southern de

J'ADN de spores des espèces S. ·castanea, Gigaspora rosea, Glomus caledonium et

Acaulospom laeuis avec un échantillon de séquences répétées a permis de mettre en évidence

une séquence (SCl), spécifique de S. castanea et une autre (Mycdire), présente chez les quatre

espèces utilisées. Une caractérisation approfondie a été entreprise montrant que la séquence

Sel est organisée en tandem dans le génome de S. castanea, possède des séquences répétées...
directes. Des recherches de cadre de lecture ouverts n'ont donné aucun résultat significatif.

Par ailleurs cette séquence possède plusieurs codons stop et ne code pour aucune protéine. La

séquence SCI pourrait donc être une séquence de structure hétéroch~omatique.La séquence;

M)'cdire, dispersée dans le génome dE: S. castanea possède des séquences répétées directes et

répétées inversées. Par ailleurs des séquences à autonomie de replication (ARS) conférant

Ui1C autonomie de réplication et des appelés CDE (éléments centromériques )ont été mis en

évidence dans cette séquence; ce qui ferait de cette séquence un élément centromérique à

Qutonomie de réplication.

En vue de mdtre au puint des outils de détection spécifique par la technique PCR, cles

amorCé;;; ont d(~ choisies de la séquen.:.:e Sel pour amplifier électivement l'ADN de spores de

8. CClstUTlCa (;t J'ADN de racines de poi['(:~au infectées par cette espèce.

Le choix d\m couple d'amorces de la ::;équence non spécifique Mycdire a permis de suivre la

vari3Lion intergénélique de cette séquence après amplification de l'ADN de spores et analyse

comparée des produits d'amplification. Cette analyse a permis de montrer que cette séquence
_.-- ----_._-_._- -_...._.,.

~~conservée sous forme allélique chez les espèces G. rosea, G. caledonium, S. ca.stanea et S.

pellucida alors qu'elle a subi une modification très importante chez l'espèce A. laeuis ..

Mots clés: Champignons endomycorhizogènes à arbuscules, Glomales, séquences répétées,

caractérisation, détection in planta par PCR, CDE, ARS, séquence centromérique conservée,

autonomie de replication
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