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INTRODUCTION GENERNLE



1- LES MYCORHIZES : TYPES, ORIGINE ET ROLES

1.1 Les types
Le terme mycorhize a été proposé pour la premieére fois rar Franck
en 1885 pour décrire une association symbiotique qui s'établit entre

les racines des plantes terrestres et des champignons cu sol dits

mycorhizogénes. Cette symbiose concerne environ 95% dos familles -

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

Les éndomycorhizes constituent la symbiose la plus répandue ; elle
concerne environ 80% des espéces de plantes terrestres (Newman et
Reddell, 1987). Les structures de l'endomycorhize s'établissent aprés
pénétration du champignon dans les cellules du corfex des racines. Il
existe trois types d'endomycorhizes:
*Les endomycorhizes & arbuscules et vésicules qui colonisent d'une
maniére non spécifique la majorité des Angiospermes, une partie des
Gymnospermes et les Ptéridophytes et tirent cette appellation d'une
part, des structures formées par les hyphes dans le cortex
(arbuscules) et d'autre part des vésicules qui constituent des
"organes” de stockage. L'appellation récente utilise seulement
I'adjectif "arbuscules” car des genres comme Scutellospora et

Gigaspora ne développent pas de vésicules dans les racines (Walker,
1995). |

*Les endomycorhizes formées par des Orchidées et dont les
champignons appartiennent & la classe des Basidiomycétes. *Les
endomycorhizes typiques des Ericacées et dont les champignons

spécifiques appartiennent & la classe des Ascomycétes, Ces deux




-
)

derniers types d'endomycorhizes forment des pelo:tfesf de mycélium &
I'intérieur des cellules végétales.

Les endomycorhizes arbusculaires ont fait 1'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 trés longtemps la question a été posée de savo‘ir s1 la plupart
des plantes terrestres ont développé dés leur apparitior 'aptitude 4 la
symbiose avec un champignon, ou si la symbiose plarte/champignon
est apparue plus tard. Autrement dit, les plantes terrestres ont-elles
développé en co-évolution avec certains champignons 'aptitude a la
symbiose?
Des 1900, Stahl émit une hypothése 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 endomycorhi;iennes a arbuscules. Les autres types
de mycorhizes seraient apparues plus tard chez les especes végétales

i

concefﬁées (Harley et Smith, 1983).

1.3 Les roles

De nombreux travaux ont montré le roéle important que les
mycorhizes jouent dans la vie des plantes. "En effet, elles
interviennent au niveau de la nutrition minérale (bidfertilisants), de
la mworphologie (biorégulateurs) et de la santé (bioprotecteurs) de la
plante (Harley et Smith, 1983). Pour de plus amples informations,
voir Gianinazzi-Pearson et Gianinazzi (1981), Bagyaraj (1984), Smith

et G aninazzi-Pearson (1988), Gianinazz1 et Schiuepp (1994).




2-LES CHAMPIGNONS ENDOMYCORHIZOGENES A
ARBUSCULES |

2.1 Cycle biologique

Au cours de son cycle biologique, la phase racinaire, qui est la
premiére étape de vie du champignon endomycorhizogéne a
arbuscules, se fait s}el_/drr‘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 interdépendancé s'établit alors entre le champignon
endomycorhizogéne et la plante: c'est la phase symbiotique. Par la
suite, des spores sont produites en dehors ou dans la racine. Elles
contribuent & la dissémination du champignon et représentent une
forme de conservation. Ces spores germent en hyphes coenocytiques
qdi, a leur tour, engendrent l'infection racinaire et.l'endomycorhize.
La connaissance du cycle biologique des champignons
endomycorhizogénes a arbuscules se limite & ces é’tapes, car on ne
peut cultiver ces champignons en l'absence d'une plante-hjte
(symbiotes obligatoires). Les spores des champignens
endomycorhizogeénes & arbﬁscules sont des structures unic: llulai-es
et multinucléés, (Walker 1992). C'est la couleur, la taille et la
structure pariétale de ces spores qui a permis d'étz\blir la
classification des champignons endomycorhizogénes & arbuscules en
un groupe homogeéne, "les Glomales”. D'une maniére générale, 'es

s &
champignons appartenant a cet ordre ont des hyphes non sertés.

—
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Pour permettre des coraparaisons, il faut rappeller les :rincipales
caractéristiques du cycle de reproduction chez les Zyromycetes,
groupe auquel les champignons endomycorhizogénes son: supposés
appartenir. Au cours de leur cycle biologique, la \rcprod uctior. des
Zygomycetes se fait par voie asexuée ou sexuée. Au ciurs de la
reproduction asexuée, qui est la voie la plus répandu: chez les
Zygomycétes, la partie aérienne du sporangiophore, appeléz sporange
libére, par éclatement, des spores uninucléées qui germent en un
hyphe non septé; celui-ci différenciera a son tour des
sporangiophores. C'est l'exemple de Rhizopus stolonifer.

Il y a deux types de reproduction sexuée. Chez les especes dites
homothalliques, un Seul mycélium peut produire des zygospores
sans partenaire. La zygospore peut soit donner directement un f;halle
ramifié, soit ur'fbyphe directement portgﬁfﬁ'un sporange.

Chez les espéces hétérothalliques, deux hyphes génétiquement
différents entrent en contact et les deux cytoplasmeé fusionnent. Il va
ensuite y avoir des mitoses successives et fusion des noyaux par
paires pour donner une zygospore. Lia méiose sﬁrvient juste apres
formation de la zygospore, suivie bien plus tard de la caryogamie. On

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

Dans ce contexte générel, quelle peut étre la place des champignons
end:omycorhizogénes {4 arbuscules? Ya-t-il effectivement des
phéﬁoménes de sexualité semblables & ceux observés chez les
Zygomycetes? Dans le vas des champignons endomycorhizogénes a
arbuscules, les spores sont maintenant considérées comme des
chlamydospores, c'est-a-dire des spores unicellulaires asexuées
(Walker, 1992). Cependant, Tommerup et Sivasithamparam (1990) oﬁt

interprété leurs observations de fusion entre les hyphes et la



formation de spores chez Gigaspora decipiens comme des
phénomenes de sexualilé, avec formation de zygospores. Cependant,
nous pensons que la nature homothallique ou hétérothallique chez les

Glomales n'est pas clairement établie.

2.2- Mise en évidence d'anastomoses entre hyphes de champignons
endomycorhizogénes a arbuscules
Au cours de la vie du champignon endomycorhizogéne a

P ’ Q M
arbuscules, la spore asexuée développe un hyphe. Une fois en contact

.
/—\\ i -

T

avec la racine de la plante, Eé\l\ui-‘c"i:donne 2 la fois des hyphes
intraracinaires et des hyphes extr;;;cinaires. Ces hyphes pourraient
alors développer des comportements parasexuels assez proches de
ceux observés chez les Zygomycetes (Tommerup et
Sivasithamparam,1990).

En ‘effet, la morphologiec des hyphes intraradiculaires suggeére
I'existence d'anastomoses (Casana et Bonfante-Fasolo, 1982).
Tommerup (1988) a mis en évidence chez Acaulospora laevis, Glomus
caledonium et Scutellospora calospora le phénomene d'anastomose a
l'intérieur d'une méme espéce, observé dans tous les cas entre
hyphes du méme isolat et parfois entre hyphes d'isolats différents, ce
quil suggere que l'homothauie est de régle rnais que des mécanismes
d'incompatibilté existent. Ijes spores isolées du sol & des distances de
cinq métres donnent des mycéliums qui anastomosent & 100% alors
que cela ne se fait qu'a 71% entre spores prélevées a des intervalles de
150 metres. Ce qui, sclon l'application proposée par les auteurs
témcignerait d'une certaine différence génétique entre différentes
poptlations géographiquement éloignées qui réduirait alors la
fréquence d'anastomose. Mais, ces travaux n'ont regu aucune

confirmation d'autres laboratoires. Toutefois, des recherches




d'iscenzymes de la malate déshydrogénase, chez des Glomus
géographiquement éloignés, ont révélé l'existence, selon les
provenances, disoformes différentes de cette enzyme (Rosendahl,

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

intraspécifiques liées aux provenances et une possibilité d'échanges

-génétiques.

2.3 La taxonomie des champignons endOmyclorhizogénes a
arbuscules

La taxonomie des champignons endomycorhizogénes a arbuscules
est principalement basée sur la structure et la morphologie de la
spore asexuée. Elle a fait des progrés rapides ces derniéres années:
prés de 140 espéces sont actuellement décrites.
Mais du fait qu'ils ont des hyphes non septés, histoﬁquemeant, ils ont
été placés parmi les Zygomycetes. Initialement, ils ont été classés

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

.Endogonacées (Gerdemann et Trappe 1974; Benjamin 1979; Warcup

et.al. 1990). La famille des Endogonacées était alors compisée aussi
bien des genres Endogone et des Sclérogone que :‘des che mpigrons
endomycorhizogénes (Tableau 1). En 1990, Mortén et Ienny ont
proposé la classification actuelle. Cette classification, basée sur la
morphologie, la couleur, la taille et la structure pariétale de¢ la spore,
sépare les champignons endomycorhizogénes & arbuscules des
genres Endogone et des S'c"lerogone. Les premiers appartiennent
désormais & l'ordre des Glomales alors que les Sclérogone et les
Endogone appartiennent a l'ordre des Endogonales. Les Endogonales
ne constituent alors qu'une seule famille, les Endogonacées,
comprenant les deux geares Endogone et Sclerogone qui forment les

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

e e R TR A ¥



ordres et trois famiiles dont les cinqg genres forment des

endomycorhizes arbusculaires (Tableau 2).

3-LE PARADOXE DE L'EVOLUTION ET DE L'ARCHAISME
MAINTENU.
L'évolution peut étre coraprise comme étant le changement progressif
des caractéristiques génétiques d'une population ; ce changement
passe par la production d'une diversité génétique. Celle-ci modifie en
perinanence la valeur adaptative de la population. Le réajustement
entre la production de la diversité et la valeur adaptative est
per: na'ne.nf.. La diversité apparait par mutation, recofnbinaison . les
forr 1es 106ales divergeﬁt d'autant plus l'une de l'autre que l'échange
gén itique entre elles est réduit ou devient nul. La limite -que peut
att: indre la divergence est fixée par la variation de la valeur
adantative 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
charnpignons 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 endomycorhizes arbusculaires ont été découvertes dans des
fossiles du Devonien, Aglaophyton (Rémy et al. 1994) et du Triassique,

Antarcticycas (Stubblefield et al. 1987).




Ordrz: Endogonales

Familla: Emdogonacéss

Genres: E£ndogone
Sclerogone
Glomus
Sclerocystis
Acaulospora
Entrophospora-
Gigaspora
Scutellospora

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

Ordre;  Endogonales
Famillz: Emndogoenacéss
Genres: Endogone et Sclérogone
Qrdre:  Glomales
Sous-ordre: Glomineae
Famillz: Glomacéss
Genres: Glomus et Sclerocystis

Famille: Acaulosporzcies
Genres: Acaulospora et Entrophospora

Sous-ordre: Gigasporaceae -
Famille: Gigasporacées
Genres: Gigaspora et Scutellospora

Tableau 2: Classification actuelle séparant les Endogonales
des Glomales (Morton et Benny, 1990)
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Si l'inféodation aux racines est depuis 400 millions d'années la
condition de survie de ces champignons, on peut concevoir leur
maintien sous forme archéi‘que pendant prés de 400 millions
d'années tout en ayant divergé de maniére probablement importante
entre genres, espéces er sans doute entre provenances, pour toutes
séquences génomiques dont le role est neutre vis a vis de la fonction
endosymbiotique. Par comparaison, la quasi-tctalité des especes
végétales sont apparues aprés l'ére de dével}oppement des
ptéridophytes.

Normalement, la spore des Zygomycetes est uninucléée. Or celle des
champignons endomycorhizogénes 2 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 & un hyphe
multicaryotique? Si des phénomenes de sexualité ou de parasexualité,
ou -méme de non sexualité, concourent effectivement a
I'établissement du mycélium fongique, quel est donc le niveau de
variation de la population %des noyaux dans une spore? Si une
variation entre noyaux existe, conduisant & 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-
hotes? Quelles sont les possibilités qui s'offrent & nous pour une

analyse génétique fiable des champignons endomycorhizogénes a

arbuscules?
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4-LA POSSIBILITE D'UNE ANALYSE GENETIQUE.OFFERTE PAR
LA BIOLOGIE MOLECULAIRE. |

L'importance des champignons endomycorhizogénes a arbuscules
pour la santé et la croissance des plantes n'est plus & démontrer
(Harley et Smith, 1983 ; Gianinazzi et Gianinazzi-Pearson, 1988).
Mais une utilisation rationnelle de ces champignons pour
I'agriculture implique un contrdle efficient de l'inoculum fongique.
Cec! requiert une connaissance approfondie de la génétique
(transmission et échange génétique) et de la diversité génétique de ces
champignons tant au niveau morphologique que moléculaire.
Toutefois, l'analyse génétique de ces champignons est difficile, de par
I'impossibilité a cultiver ces organismes en culture pur:. D'autre
part, 1l n'existe jusqu'a maintenant aucune preuve formelle
(génétique) de sexualité ou de parasexualité malgré les résultats
rapportés par Tommerup (1988). De plus des marqueurs
discriminants d'espéces ou d'isolats de charipignons
endomycorhizogénes a arbuscules permettraient de les icentifisr &
n'importe quel stade de leur développement, par exemple a1 cours de
la phase symbiotique penidant laquelle 1l est particuliément Jifficile de

distinguer différentes espeéces.

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

de la classification et l'identification de ces champignons peuvent &tre

" {ortement influencés par les conditions envirorninementales, ce qui

peut introduire des variations apparentes dans les populations
naturelles (Morton et Bentivenga, 1994).

Le développement actuel des techniques de biologie moléculaire
devrait permettre de développer des outils efficaces de détection et

d'identification des chamnpignons endomycorhizogénes a arbuscules.
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L'utilisation de la technique PCR offre cette possibilité. Les amorces
généralement utiliséés sont- homologues & des régi(.iﬁs conservées
dans les génomes telles que les régions rDNA qui sont organisées en
régions conservées (188, 5,8S et 28S) et en régions variables appelées
ITS (Internal 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 ARN des ribosomes qui jouent un rdle trés
important au cours de la traduction. Or, i1l faut signaler que les
spores des champignons endomycorhizogénes a arbuscules produites
dans du sol en pots de culture peuvent étre contaminées par d'autres
microorganismes et en particulier des bactéries. L'ADN de la plante-
héote peut étre aussi amplifié par de telles amorces. Il se pose donc un
prob.éme quand & l'utilisation d'amorces universelles pour
l'identiﬁc‘a’rzion spécifique de champignons endomycorhizogénes a
arbuscules. Cependant, cette difficulté peut étre contournée par
l'util sation de culture stérile d'endomycorhizes arbusculaires. En
effet. en utilisant des cultures in vitro de racines transformées et
endomycorhizées (Bécard et Fortin, 1988), 1l a été possible & Simon et
al. (1.992) d'obtenir des spores pour amplifier a partir de leur ADN,
sans risque de contamination, une portion de la petite sous-unité 18S.
Cela leur a permis de générer pour la premiére fois des amorces

spécifiques de champignons endomycorhizogénes a arbuscules.

En 1993, l'étude moléculaire des champignons endomycorhizogénes
a arbuscules a connu un certain développement. Ces mémes auteurs
ont développé des amorces spécifiques de quelques espéces fongiques.

Un alignement de séquences de la petite sous-unité 18S de différents

T
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champignons endomycorhizogénes & arbuscules allait ainsi leur
permettre d'établir une phylogénie pour ces micro-organismes
(Simon et al., 1993). |

Des données bibliographiques nous permettent de penser a la
possibilité d'autres voies d'analyse des champignons

endomycorhizogénes a arbuscules. En effet, le contenu en ADN par

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

Gigaspora margarita (Bianciotto et Bonfante, 1992)‘. Entre ces deux
espéces de champignons appartenant au méme ordre, il existe donc
une forte variation en contenu d'ADN par noyau. Aussi faut-il
signaler que ces contenus sont du méme ordre que chez Absidia
glauca et supérieur a celui de Phycomyces blakeleanus, deux
Zygomycetes dont les contenus génomiques en ADN sont
respectivement 0,39 pg et 0,0304 pg. Chez A. glauca, dont le contenu
génomique est relativement élevé, 25% du génome sont constitués de
séquences redondantes (Wostemeyer et Burmester, 1986). Ceci permet
de penser que les charnpignons endomycorhizogéﬁes 4 arbuscules
pourraient avoir un génome en partie redondant, comme comme la
plupart des eucaryotes supérieurs (Tanskley et Eran, 1988). A partir
de ces considérations, nous avons pensé Qu'uné 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 répétéesﬁ‘La mise en évidence de telles séquences
d'ADN. permettrait d'avoir non seulement des informations sur
l'organisation du génorne des champignons endomycorhizogenes a
arbuscules, mais ouvrirait aussi une voie d'approche moléculaire
pour la détection et lidentification des champignons

endomycorhizogénes a arbuscules in planta.

e —



CHOIX D'UNE

APPROCHE MOLECULRIRE




15

1- LES APPROCHES MOLECULAIRES POSSIBLES

La détection et l'identification de microorganismes nont connu un
grand bond en avant depuis l'avénement de la biologie moléculaire.
Par exemple, l'utilisation de la technique d'analyse de la diversité
par le Polymorphisme de Longueur de Fragments de Rectriction
(P.L.F.R. ou R.F.L.P.) mise au point sur les plantes par Helentjaris
et al. (1985) a permis de déceler un polymorphisme génomique et
génétique entre différents champignons (Castle et‘al., 1987; Johnson
et Lewis, 1990). Initialement, les sondes moléculaires utilisées dans
cette technique sont issues d'une banque d'ADN génoinique ou
mitochondriale (Castle ¢t al. 1987; Henson, 1989; Fbrster 2t Colfey,
1992) et particuliement chez un champignon ectomy sorhizien

(Marmeisse et al., 1992)

Un nouveau progrés va s'accomplir avec l‘invent@oﬁ de l¢ réaction
en chaine de polymérisation en chaine (PCR) d'une ',;ﬂolécn le d'ADN
in vitro (Saiki et al., 1985; Mullis et al. 1986). Les étL‘Ides de diversité
génétique et d'identification de différents microorganismes en RFLP
peu.vent alors se faire en utilisant des sondes produites par
amplification par PCR comme c'est le cas pour les champignons
e"ct;)mycorhiziens (Gardes et al. 1990) et pour l'ascomycete 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.I.P. classique. On va simplement analyser le produit

d'amplification obtenu & partir de 'ADN extrait. Une diversité peut
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Etre pergue directement sur produit PCR par la taille des fragments
obtenus. Une telle approche a été déja utilisé chez des champignons
ectomycorhizogénes (Gardes et al. 1991; Henrion et al., 1992). Mieux
encore, une électrophorése 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 & plusieurs
auteurs de typer (Henrion et al. 1994), détecter ou ‘d'identifier des
‘microorganismes tels que les champignons ectoghycorhiziens
(G_ardes et al. 1991, Gardes et Bruns, 1993) ou des champignons
endomycorhizogénes (Simon et al. 1992, Simon et al. 1993).
L'utilisation de la technique PCR permet ainsi de faire un grand

progrés en diagnostic moléculaire.

En utilisant des oligonucléotides aléatoires de 9 a 13-meéres, 1l est
possible d'amplifier au hasard plusieurs fragments d'un ADN
géncmique (Williams et al., 1990). Cette technique appelée RAPD
perriet d'analyser directement sur gel, les fragments amplifiés, ce
qui permet d'apprécier des différences de profils entre des
org: nismes. Cetfe technique a permis a Wyss et Bonfante (1993)
d'aborder la diversité génétique entre différents Glomus, ce qui a
perris & Lanfranco et al. (1995) de définir des amorces spécifiques

de CGlomus.

2-RAISONS DU CHOIX D'UNE APPROCHE

Dans le cas des champignons endomycorhizogénes a 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'ohtenir des quantités suffisantes

d'ADN. La technique PCR-RFLP (RFLP sur produit PCR) est
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envisageable, mais elle nécessite un trés grand nombre d'analyses
avec souvent un nombre important d'enzymes de restriction. La
technique RAPD ne peut étre adaptée a une détection directe du
symbionte fongique dans la plante infectée car des profils différents
ne sont pas additifs. Tous ces obstacles nous ont conduits & la
recherche d'une autre voie d'approche.

L'objectif de notre fravail a été d'isoler des séquences répétées a
partir du génome d'un champignon endomycorhizogéne &
arbuscules. Cela devait' nous permettre de connaitre sa structure
génomique. Les séquences répétées une fois obtenues, devaient nous
permettre de développer 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

4
endomycorhizogénes a arbuscules.

Pour cela, nous avons établi une banque de ' ADN génomique d'un
champignon endomycorhizogéne a arbuscules Scutellospora
castanea isolé pour la premigre fois en France (Walker et al., 1994)

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

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

des séquences spécifiques ou non de S. castanea ont été recherchées
afin de développer des outils de détection du champignon S.

castaneo in planta.

Quelles sont les différentes méthodes qui permettent d'isoler des

séquences répétées et qu'est-ce qui a justifié notre choix?
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3- I ETHODES DISOLEMENT DE SEQUENCES REPETEES

3.1-Utilisation de l'électrophorese

L'élactrophorése d'un ADN génomique digéré par une enzyme de
restriction donne une trainée qui correspond a une distribution
"Gaussienne" des fragments libérés. Mais des bandes majeures
peuvent étre observées; elles correspondent a des fragments d'ADN
répétés. Ces bandes peuvent étre excisées du gel et clonées apres
purification. Mao et al. (1994) ont ainsi isolé un fragment dADN
répété d'un motif de 630 pb chez le seigle. Cette technique a permis &
Goodier et Davidson (1994) d'isoler un élément répété détecté chez le
saumon en utilisant l'enzyme Nhel. Deux ADN satellites ont été
1solés chez la betterave par Sjc}ntoni et Bervillé (1992) en utilisant

cette technique.

3.2-Utilisation de la centﬁfuéation

La technique de centrifugation sur gradient de CsCl permet de
séparer différentes fractions de I'ADN nucléaire. Lorsqu'aucun pic
ne peut étre 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 & I'ADN satellite. L'utilisation du bisbenzimide (Hoechst
33258) a permis 4 Wostemeyer et Burmester (1986) de mettre en
évidence 1'ADN répété chez le champignon Absidia glauca

(Zygomycete).




19
3.3- Utilisation du clonége génomique
Le clonage génomique permet d'isoler des séquences d'ADN répétés.
L'ADN génomique est digéré par une enzyme de restriction. Apres
ligature a un vecteur, une transformation bactérienne est effectuée
pour avoir des colonies bactériennes. Une hybridation est alors
effectuée sur les colonies bactériennes avec '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 génes uniques, qui ne donnent presque pas de signal. Saul et
Potrykus (1984), Hamer et al. (1989) ont utilisé cette techn jue pour

mettre en évidence des séquences répétées.

34~ Utilisation de la technique PCR

L'amplification génique en c;ondition limitante de dNTE, permet
d'amplifier des séquences d'un génome. L'hybridation en Southern
des~ produits d'amplification avec I'ADN total ma;qué parmet de
répérer des séquences d'ADN répétées (Frothingham et al. 1992)

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

Au cours de notre étude, 1l n'a pas été possibie de répérer des bandes
majeures aprés digestion de I'ADN génomique de spores de
champignon endomycorhizogene. 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 séquences répétées.



LES SEOUENCES REPETEES
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1- LES SEQUENCES REPETEES : ROLES ET CLASSIFICATION

1.1 Roles

Les génes peuvent &tre définis par une fonction pour la biosynthese
d'un produit, qui est svit le résultat de la transgription et de la
maturation d'ARNr, d'ARNt et d'ARNn, soit le résultat de la
transcription, maturation et traduction via 'ARNm, en polypeptides
et protéines. Chez les eucaryotes, ces génes 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 pseudogenes.

La théorie neutraliste ce 1'évolution (Kimura, 1983) considére que
des séguences doivent ainsi é&tre mises en réserve au cours de la
diversification, jusqu'a ce qu'elles retrouvent un Sens nouveau. Ce
sens peut concerner la régulation ou le code lui-méme. On peut donc
penser que si les répétitions de séquences ont un réle diversifiant,
elles ont aussi un rdle évolutif (Dover G. 1982; Dover G. 1986). Elles
sonf, en tous cas, au moins témoins de la diversification, donc de
I'effet du temps évolutif. La divergence de séquences empéche les
hétéroduplex d'étre résolus en méiose (Radman, 1991) donc la
barriére génétique se renforce par divergence. Les caractéres
nouveaux peuvent apparaitre dans un phylum a la suite de
mutations dont la nature moléculaire n'est pas obligatoirement
importante (Flavell, 1982). Ainsi, une mutation ponétuelle peut avoir
un effet important sur le phénotype, créer ou non une barritre a la

fécondation et entrainer par elle-m&me peu de divergences au

niveau moléculaire (Flavell, 1982).

e AT
AT T
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Les génomes procaryotes sont les plus riches en gé‘nes ayant un sens
el .es plus pauvres en séquences répétées (1% chez Escherichia coli)
(Bilogie Moléculaire du géne, 4éme ¢dition, Watson et al.).

Le: eucaryotes ont une complexité génomique plus élevée, ils
contiennent donc plus de génes ou de séquences différentes et de
plus, le degré de répétition de certaines est trés élevé (Flavell, 19821,
Le degré de conservation des séquences um’que's est grand.
contrairement a celui des s'équences répétées (Charleworth et al.
1994), ce qui est favorable & I'idée que celles-ci sont a la fois témoin et

cause de la diversité.

1.2- Classification

En fonction de leur nombre de copies et de leur organisation dans le
génome des eucaryotes, il existe deux grandes classes de séquences
répétées. On distingue les séquences répétées en tandem et répétées

dispersées.

1.2.1 Les séquences répétées en tandem

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

- I'ADN satellite: hautement répété et organisé en tandem, qui est
constitué de motifs élérnentaires dont la taille varie de 5 & 100bp
(Lohe et al. 1993) |

. 'ADN minisatellite: modérement répété et organisé en tandem,
qui constitue des éléments d'une longeur d'environ 15bp pouvant
s'étaler sur une zone d'environ 0,5 a 30 kb. Leur nombre de copies
est variable dans une population (Jeffreys et al. 1985).

- '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 par les déléments transposables et leurs reliques. On
peut diviser les éléments transposables en deux groupes
(Charlesworth et al. 1994, Daboussi et Langin):

- les rétroéléments qui se transposent par l'intermé.diaire cu produit
de la transcription inverse de leur ARN. Ce sont les
rétrotranspesons avec ou sans LTR (long repeat element). ' .es génes
codent ou non des pfotéines nécessaires a la transcriptior inverse.
On peut citer comme »exemples d'éléments LTR, 1'élé nent Ty
découvert chez Saccharromyces cerevisice (Cameron et al, 1379) et le
grii découvert par Dobinson et al. (1992) chez 1é che mpignon
phytopathogéne Magnoporthe grisea. Comme séquences sans LTR,
on peut citer les séquences LINEs (Long Interspergfed Ele:ments) et
SINEs (Short Interspersed Elements) chez les rzlammit‘eres, les
SINEs ne codant pas des protéines nécessaires a la transcription
inverse.

- les élénuents"q.(ui se transbbsent directement a partir de copies
d'ADN se caractérisent par des ITR (inverted terminal repeat) et des
ORF (open reading frame) codant des transposases. C'est l'exemple

des éléments P chez Drosophila melanogaster (O' Hare et Rubin,

1983).




2- LEVOLUTION DES SISQUENCES REPETEES

2.1 Les séquences répétées organisées en tandem

Dans les séquences satellites, I'unité de répétition, qui peut étre
présente a des milliers ce copies, est relativement homogene au sein
d'une méme espéce, mais des différences majeures peuvent étre
observées entre des unités apparentées pour des espéces

appartenant a la méme famille ou au méme genre. A notre

connaissance, les unités répétées en tandem connues chez les

champignons sont constituées par les unités d'ADN ribosomique.

Voici quelques exemples de séquences organisées en tandem mises
en évidence chez les végétaux. Grellet et al. (1986) ont montré que
l'unité de 177 bp présente chez le radis a 0,6 millions de copies a 75%
d'’hcmologie avec l'unité de 177 bp de la moutarde, mais ne s’hybride
pas avec I'ADN du colza lorsqu'elle est utilisée comme sonde.

Me: rtinnz-Zapater et al., (1986) ont cloné une unité de répétition de
180 bp chzz la crucifere Arabidopsis thaliana. Cette unité qui est
pr.és ente 4 4000 copies dans le génome de Arabidopsis thaliana a de
63 .« 71% d'homologie sur seulement 30 nucléotides avec l'unité

corr:spondante d'autres Cruciferes.

Meszlaff et al. (1986) ont cloné et caractérisé des unités spécifiques
de blé. Ces unités utilisées comme sondes et hybridées en dot blot sur
I'ADN génomique de blé et de seigle montrent une spécificité vis-a-
vis du génome du blé. Schweizer 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 d¢voluent de fagon a 8tre divergentes entre
espéces et homogeénes au sein d'une méme espéce. Mais quels sont

les mécanismes qui contribuent a une telle évolution?

:En 1982, Gabriel Dover définit 1'évolution concerté;e comme étant la
voie par laquelle ces séquences évoluent. L'évolution concertée
implique plusieurs mécanismes: l'amplification, les mutations et
I'homogénéisation des séquences répétées. Cette évolution concertée
a lieu grace a 1) l'amplification (Benslimane et al., 1986), 2) la
mutation, 3) la conversion (Whitehouse 1984; Dvorak et Lassner,
1987), et 4) le crossing-over inégal (Smith, 1976). Comment ces

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

séquence?

L'amplification, cornme son nom lindique, produit plusieurs
copies d'une méme séquence ancestrale. L'un-des ;noteurs de cet
événement est la réplicationl par sauts (saltatory replication), qui se
produit au hasard dans uﬁe séquence en l'amplifiant sur un brin,
augmentant ainsi son nombre de copies (Figure 1). Si une mutation
s'est produite dans un ¢lément de répétition avant une réplication
par sauts, elle pourra étre 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.

Aprés réplication d'une molécule d’'ADN, les unités de répétition
peuvent devenir des points de crossing-over. Au lieu d'avoir un

échange reciproque entre les deux brins de chromosomes, 1'échange

s'effectuera de sorte que le nombre des unités s'accroisse sur un

!
‘:
|
|
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brin et diminue sur l'autre. Ce phénomeéne appelé crossing-over

inégal a été déerit par Smith (1976). Il a été démontré notamment au
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Figure 1 : Les mécanismes affectant une séquence d'ADN repétée :n tandem
I 1- effet d'une amplification et d'une délétion sur la taille d'une sé juenc:

¢- effet d'une mutation sur la composition en base d'une séqience
3- effet de I'échange inégal sur le nombre de copies d'une séquence
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niveau de I'ADN ribosomique de Saccharomyces cerevisiae (Petes,
1980; Szostak et al., 1980).

Cependant, il faut aussi concevoir que la stabilité numérique
intraspécifique d'un motif répété ndcessite un raler;-éi‘ssement et
finalement un arrét des processus de recombinaison. La protection
contre le crossing-over résulterait selon Radman (1991) de la
disparition de sites de restriction ou ont lieu les cassures simple

brin initiatrices de la recombinaison (Biologie Moléculaire du géne,

4dme édition, Watson et al.).

2.2 Les séquences dispersées

L'évolution des éléments transposables se caractérise par une
replication autonofne, qui permet leur excision et leur intégration a
un cutre locus. Cette autonomie de replication leur permet d'aller
d'un chromosome & un autre en leur apportant des copies de génes
nouveaux (Charlesworth et al., 1994). Un élément transposable
dénemm? Impala a été cloné chez l'espece Fusarium oxysporum

(Lar gin et al. 1995).

3-14 S SEQUENCES REPETEES COMME OUTILS DE DETECTION
MO: ECULAIRE ET OBJETS D'ETUDE DE PHYLOGENIE

Les mécanismes évoqués plus haut nous font constater que les
séquences répétées, qu'elles soient en tandem ou dispersées,
conferent une instabilité génomique, génératrice de diversification.
Cela explique comment des changements peuvent étre apportés et
étre perpétués dans une population. L'appariiion de séquences
nouvelles dans une population augmente 1'ADN total. La

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



[arEE

29

diversification de génomes et donc leur permettent d'évoluer en
divergeant les uns des autres surtout si le flux génique entre
individus est nul. Les transpositions entrainent des
réarrangements génomiques, apportant du coup une variation dans
les populations. En tant due telles, les séquences répétées offrent une
possibilité de détection de différences spécifiques, mais aussi un

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

3.1 La détection spécifique

Plusieurs auteurs ont utilisé des séquences répétées comme outils
de détection dont quelques exemples dans le régne végétal peuvent
&tre cités.

En vue de réaliser des tests rapides de reconnaissance de lignées
d'éddition monosomiques blé-seigle, une unité de répétition de 480
bp de I'ADN spécifique de seigle (Hutchinson et al., (1985) a été

utilisée comme sonde. l.a technique de criblage mise au point sur

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

Metzlaff et al. (1986) ont cloné quatre séquences répétées de 121 bp
dont la spécificité vis-avis du génome du blé a été montrée par

comparaison au génome du seigle.

Apreés clonage de 'ADN total de Hordeum vulgare, Junghans et
Metzlaff (1988) identifient quatre clones spécifiques du génome de
cette espece. 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 rue de cribler des lignées d'addition entre Beta vulgaris et Beta
procumbens, résistantes au nématode Heterodea schachtii Schm,

Schrnidt et al., (1990) ont généré les séquences répétées pTS1 et pTS2

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

L'obtention de séquences répétées spécifiques de Lycopersicum
esculentum et de Solanum acaule a permis &4 Schweizer (1988) de
cribler les cals obtenus aprés fusion des protoplastes de ces deux

especes.

3.2 Phylogénie
L'utilisation de séquernices d'ADN répété a permis a plusieurs
auteurs de faire des études de phylogénie. En voici quelques

exeraples chez des espécas végétales et fongiques.

*Chez les végétaux

Partant de I'hypothése que plus les espéces sont proches, c'est-a-dire
plus elles ont une parenté phylogénétique, plus i1l y a d’homologie
entre leurs ADN répétés, des expériences de cinétique de
rénaturation et d’hybridation moléculaire utilisant des séquences
d'ADN répété ont permis a Flé-vell et al., 1977 d'établir des relations
phylogénétiques entre le blé, le seigle, 'orge et le soja. Ce méme type
d'expériences a permis a Flavell et al. (1979) de faire des
comparaisons entre séquences répétées chez les espéces Triticum et
Aegilops et de montrer que les deux génomes sont trés 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 & Grellet ef al., (1986) et &
Hallden et al., (1987) d'établir des relations entre especes de la sous-

famille des Brassicaceae.

Afin de connaitre les origines des blés diploides et tétraploides
cultivés par rapport aux blés sauvages, des séquences d'AD'N répété
cloné a partir d'un blé sauvage diploide ont été utilisées par Dvorak
et al., (1988). En fonction du polymorphisme d'abondance de ces
séquences (RSAP, Repeated Sequence Polymorphism Abun lance; et
leur polymorphism de longueur de restriction, il a été poss ble a ces
auteurs de proposer une hypothese sur l'origine du blé cultivé.

Aprés avoir cloné et caractérisé deux ADN satellites chez la
betterave Beta vulgaris L., Santoni et Bervillé i_1992, ont montré
comment ces deux séquences ont évolué et ont été distribuées dans la

section vulgares.

* chez les champignons |
En utilisant 1'élément dispersé Ty1l-17, cloné chez .S'accharomyces‘
cerevisiae, Kingsman et al., (1981) ont montré par hybridation en

Southern des variations entre différents clones de S. cerevisiae .

(Dewar et al., 1985) ont isolé une séquence dispersée dénommeée
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 'ADN d'espéces voisines de
Mucor racemosus, ils orit trouvé qu'elle est trés conservée entre ces

différents espéces.
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L'analyse du retroélément dispersé appelé Grasshoper a permis a
Dobinson et al., (1992) de typer certains isolats de I'espece
Magnaporthe grisea par rapport & leur pouvoir pathogéne.

On peut supposer que des classes et des familles de séquences
répétées divergent entre especes et shomogénéisent a l'intéricur
d'une espeéce & des vifesses différentes, selon leur nombre de copies,
leur structure, leur répartition agrégée ou dispersée et leur fonction
et selon les mécanismes mis en jeu, par exemple la feproduction
sexuée.

On peut donc envisager la recherche de séquences répétées pour

‘évaluer la divergence & l'échelle taxonomique du genre ou de

I'espéce selon leur degré de conservation.

Il faut souligner maiantenant que le génome des champignons
connus est généralement moins riche en ADN répété que les
eucaryotes supérieurs. La quantité d'ADN répété dans le génome
des champignons varie de 0% (c'est l'exemple de 1'Ascomycdte
Gaeumanomyces graminis) a 25% chez le Zygomycete Absidia
glau ::a; (Wéstemeyer and Burmester, 1986).

Chez les plantes supérieures, beaucoup d'espéces possédent un
génc me constitué a 70% par de I'ADN répété; Arabidopsis thaliana
est ¢ pendant uné espéce dont le génome est petit et pauvre en ADN
répé é (26% d'ADN répété daﬁé un génome de 70000kb) (Martinez-
Zapa‘eret al. 1986).

Plusieurs ADN répétés ont été mis en évidence chez les
champignons. Cameron et Elwin, (1979) ont cloné des séquences
dispersées et transposables. Wéstemeyer et Burmester (1986) ont
montré que le génome du Zygomycete Absidia glauca, qui a un

contenu génomique de 0,39 pg d'ADN, a 25% d'ADN répété. Par

T
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ailleurs, ces auteurs ont i1solé de ce champignon, un élément
dispersé dénommé rAgl. Chez le champignon phytopathogeéne
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 al. (1993) ont mis en évidence chez ce

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

Comme cela a été dit plus haut, il n'est pas encore formellement
établi s'il existe un phénomeéne de sexualité ou de parasexualité
chez les champignons endomycorhizogénes a arbu'scules, malgré
les observations de Tomrnerup (1988).

Cependant, méme s'il y avait une absence totale de,"sexualité chez
ces champignons, les mutations, les crossing-over rﬁitotiques et la
conversion sont autant de sources de variations dans les

populations, puisqu'ils procédent par voie intranucléaire et

somatique. -

Les premiéres estimation§ du contenu en ADN par noyau de
champignons endomycorhiziﬁens a arbuscules donnent des valeurs
relativement élevées (0,27pg pour G. versiforme et 0,77pg 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 endomycorhizogénes a arbuscules in planta et

d'étudier leur variation inter- et intraspécifique.




MATERIELS €T METHODES
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1- MATERIEL BIOLOGIQUE

Les champignons endomycorhizogénes a arbuscules utilisés sont les
suivants:

*Scutellospora castanea Walker (LPA4/BEG1) (figure .2A)
*Scutellospora calospora (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders (PC19),
*Scuiellospora pellucida (Nicol. & Schenck) Walkers & Sancers,
*Scutellospora nodosa Blaszkowski (PC 282),

*Gigaspora rosea Nicolson & Schenck (LPA23/BEG) :

*Acaulospora laevis Gerdemann & Trappe (LPA1/BEG13)

*Glomus caledoniurﬁ (Nicol. & Gerd.) Trappe & Geréémanr (LPA12)
*Glomus mosseae (Nicol. & Gerd.) Gerdemann & Trappe
(LPA5/BEG12) |

Les champignons endomycorhizogénes & arbuscules sont raultipliés
sur racines de poireau, ou de trefle. Les spores utilisées comme
inoculum sont désinfectées avec une solution de chloramine T & 5%
contenant 0,4% de sulfate de streptomycine. Le substrat de culture
est constitué de 50% de terre d'Epoisses stéril.isée-'par irradiation aux
rayons Y (10 kGy) et 50% de perlite. Les graines de tréfle et de
poireau sont désinfectées avant germination ; 10 jours apres
germination, elles sont transplantées dans le substrat de culture en

présence ou absence de spores fongiques.

1.1 Controéle de l'infectionn endomycorhizienne

Apres huit & dix semaines de culture en chambre climatisée
(Photopériode 16h; Température 20-24°C; Humidité 70%), les racines
de chaque pot sont observées pour contrdler l'infection
endomycorhizienne. Les racines sont prélevées, lavées et digérées

dans la potasse 4 10% pendant 10 minutes, ensuite elles sont colorées
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au bleu de trypan & 0,05%. Les structures fongiques (hyphes ou
vésicules) prennent une couleur hleue et peuvent ainsi étre observées

au microscope (Figure 2B).
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L

Figure 2 B : Mise en évidence des structures fongiques de Gigaspora rosea apres
coloration au bleu trypan de racines de poireau endomycorhizées. 'n) hyphe inter-

cellulaire, (a) arbuscule :



1.2 La récnlte des spores
Les spores formées dans le substrat de culture sont recupérées par
tarisage humide et sont contrélées sous une loupe binoculaire et

trii es une pince.
2-METHODES

9.1. Extraction de 'ADN génomique

2.1.1 A partir de spores fongiques

Les méthodes de Burggraaf et Beringer (1989), Cummings et Wood
(1989) ont été testées. Ces méthodes ne nous ayant pas donné
satisfaction quant a la qualité de I'ADN obtenu, nous avons mis au

point une méthode d'extraction décrite au chapitre I 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 Contrdle de la qualité de ' ADN obtenu ‘

Apreés extraction, 'ADN obtenu est soumis a électrophorése. Les
é.chantillons 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 & 0.8% préparé dans du tampon TAE. Aprés 30 minutes de
migration 4 50Volts, le gel est coloré au bromure d'éthidium

(100ug/l) et les acides nucléiques sont revélés par transillumination

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

Une fois que l'intégrité et la quantité de I'ADN ont été évaluées sur
gel, 1 & 2ug d'ADN génomique sont digérés avec 10U d'eiizymes de
restriction (EFcoRI, BamHI, HindIIl (Boehringer). La réac :on a lieu
a 37°C pendant la nuit dans une mixture contenant le t:mpon de
I'enzyme, 0,004M de spermidine, (activateur), et 2ug d albumine
sérique bovine (capteltr d'inhibiteurs). La réaction a licu a &7°C
pendant une nuit. La qualité de la digestion est ens{Jite cor trolée par

électrophoreése en gel d'agarose.

2.2 Etablissement d'une hanque génomique

2.2.1 Ligature ADN/vectzur pUC18

Apres avoir contrdlé la qualité de la digestion de I'ADN par l'enzyme
de restriction, I'ADN est purifié au phénol/choloroforme pour
éliminer leé traces d'e‘nzyme. La ligature est ensuﬁte effectuée en
testant différents rapports ADN total/plasmide pUC18. Celui-ci a été
déphosphorylé par le fournisseur (Appligéne) et la ligature a lieu

dans le tampon de la ligase contenant 1U de T4 ligase (Appligéne).

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

est contrélée par électrophorése sur gel d'agarose en comparant une
fraction aliquote équivalente de vecteur non ligaturé et de la mixture

réactionnelle.

2.2.2 Transformation bactérienne

200 pl de cellules de L. colt DHoS rendues compétentes par la
méthode de Hanahan (1985) sont décongelés sur glace pendant 15
minutes. 3 il de la réaction de ligature sont alors mélangés aux 200
ul de bactéries compétentes. Aprés incubation sur glace pendant une

heure, les cellules subissent un choc thermique a 42°C pendant 90
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secondes. 800ul de SOC sont ensuite ajoutés aprés 10 minutes
d'incubation sur la glace. Les bactéries sont ensuite placées a 37°C et
agitées a 200 rpm pendant une heure et ensuite des fractions
aliquotes de 100ul sont étalées sur milieu sélectif LB contenant de
I'ampicilline, du X-gal et de I'IPTG. Apres une culture des boites a
37°C pendantgla‘nuit, les colonies de couleur blanche (transformées)
sont repiquées sur milieu LB en boite multipuits. Aprés une culture
a 37°C pendant une nuit, du glycérol (50%) est ajouté dans chaque
puit, ensuite ies boites sont conservées a -70°C en.'attendant d'étre

utilisées.

2..3: Extraction de pia:;mides recombinants a partir de clones
bactériens.

Le recombinant plasmidique est isolé du clone bactérien par la
méthode a 1'ébullition ou alcaline (Maniatis et al. 1983). L'ADN est

extrait & partir d'une mini-préparation (5 a 10 ml)’*_de culture de

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

2.4 Purification de fragments d'ADN clonés

2.4.1 méthode de "squeeze-freeze'

La méthode utilisée est décrite par Tauz et Renz (1983). Aprés
séparation de 'ADN par électr;ophorése en gel d'agarose, la bande du
gel contenant l'insert est recuﬁérée sous UV dans un tube Eppendorf
(1,5 ml). On ajoute ensuite une solution contenant de l'acétate de
sodium (0,8M) et de I'EDTA (1mM) et on incube & I'obscurité pendant
15 ninutes & température ambiante. Le contenu est ensuite transféré

\

dans un microtube de 500 ul (préalabrement troué par une aiguille ct

_,,;;gx,nwli de laine de verre siliconée) qui est plongé dans de l'azote

liqu: le pendant quelques sccondes. Le microtube est placé dans un
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tube Eppendorf (1,5 ml) et 'ensemble centrifugé 4 12000 rpm pendant
10 minutes. L'AIjN ainsi recolté est alors précipité au congélateur
par 2 volumes d'étharol contenant 20ug de glycogeéne; le culot
contenant I'ADN est recﬁpéré au fond du tube Eppéndorf apres une

centrifugation 4 12000rpm pendant 30 minutes.

2.4.2 Méthodes "Geneclean" ou "Wizard"
L'ADN a été aussi extrait de 1'agarose en utilisant le kit Wizard de

Promega ou le kit Geneclean de Ozyme.

2.5 Hybridations molécﬁ'laires

2.5.1 Marquage de sondes a la digoxigénine

Les fragments d'ADN génomiques purifiés apreés isolement sont
marqués a la digoxigéaine selon les instructions du fournisseur

(Boehringer).

2.5.2 Hybridation en Southern blot

Apres digestion par l'enzyme de restriction EcoRI, les ADN totaux de
spores ou de racines de poireau sont soumis & l'électrophorése en gel
d'agarose. Avant transfert sur membrane, I'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 NaC' soit par
capillarité (Maniatis et al, 1982) ou en utilisant le sys eme TE
Tranévac vacuum blotting unit" (Hoefer). Aprés trai sfert, la
membrane est immergée dans du 6XSSC et l'hybridition est
effectuée pendant une nuit avec les différentes sondes 210 - 50 ng ml"
1 L'hybridgtion a lieu & 68°C dans une solution contenan. 5XSSC,

10% d'agent bloquant, 2% SDS, et 0,1% de N-lauryl sarcosinate. La
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membrane est ensuite lavée deux fois & température ambiante dans

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

- L'ADN est révélé en ptilisant la méthode de détection

chiraioluminescente du systéme DIG (Boerhinger). Ce systéme de
détection utilise un substrat, le Lumigen TM PPD, couplé a la
phospha.ase, qui émet un signal lumineux. Ce signal est détecté au
cou's de l'exposition de la membrane pendant au moins trente

mirutes sur Hyperfilm Amersham.

2.5.- Hybridation en dot blot

2.5.4.1 Dosage de I'ADN

Avant le dépét en tdche de I'ADN sur membrane, un dosage
préslable est effectué. Dans un premier temps, nous évaluons la
quantité d'ADN en gel d'agarose par comparaison avec une gamme
de dilution d'un standard qui est 'ADN du phage lambda. Ensuite.
un dosage est effectué en minifluorimétrie en utilisant le
minifluorimetre TKO 100'(Hoefer scientific instruments). Comme

témoin, nous avons utilisé I'ADN de thymus de veau.

2.5.3.2 Dépot de 'ADN sur membrane

Avant de déposer 'ADN sur membrane, la quant'ité voulue est
récupérée dans un tube Eppendorf, dénaturée soit directement dans
de la soude & 0,4N, soil, & la chaleur dans un bain-marie bouillant
pendant 10 minutes. Des dilutions sont ensuite effectuées aux
facteurs voulus. Le dépdt sur membrane est effectué a l'aide d'une
unité de dépdt sous vide (The convertible TM Fiitration Manifold,
BRL Life Technologies,Inc). L'ADN ainsi déposé sur membranes est

soumis a hybridation comme décrit ci-dessus avec les différents

inserts marqués a la digoxigénine.
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2.6 Séquencage des inserts clonés en pUC18

2.6.1 La réaction et son pr'mcipe

L'ADN cloné en vecteur pUC18 a été séquencé en utilisant le systeme
fmol DNA sequencing de Promega qui permet d'utiliser deux
méthodes: le marquage direct de l'ADN, qui combine le marquage,
I'extension de 'amorce et la terminaison en une seule étape (Sanger
et al, 1979) et celle itilisant le marquage préalable en §' de I'amorce
suivi dans une deuxiéme‘étape de 1'extension/ter.minaison. Nous
avons utilisé le marquage de l'amorce en 5 parce qu'il permet
d'éviter de faux amorcages. L'amorce est d'abord marquée en 5 par
incorporation du 32P grace a la T4 kinase. Ensuiﬁe une réaction de
términaison/extension est réalisée grace a la "Grade Tagq
polymerase"(Promega) qui est une forme éméliorée de la Tagqg
polymerase thermostable de Thermus aquaticus. Le principe de la
féaction enzymatique est basé sur le fait que, grace a sa forte activité
5 3, la Taq polymérase peut allonger une amorce ﬁxée sur un brin
d'ADN en incorporant un oligonucléotide en tergninaison. Pour
chaque olinucléotide (dNTP), un analogue (ddNTP), qui n'a pas de
groupement 3-OH nécessaire & 1'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 tube est soumis a électrophorese sur 3% de gel
acrylamide en condition dénaturante. Aprés révélati n de la
radioactivité, une échelle est générée dont le pas corre;pond au
nucléotide. Les amorces pUC18-1 et pUC18-2 situées respe tivement

a 14 et 56 pb du site EcoRI du polylinker du pUC18 ont été ut lisées.
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2.6.2 Electrophorese des produits de séquengage

L'électrophorése des produits de séquengage se fait en gel
d'acrylamide a 6%. La solution-mére est un mélange acrylamide/bis-
acrylamide (19/1), urée 42% (p/v), APS 0,06% (p/v) et du TEMED dans
un tampon TBE pH 8. Le gel est coulé horizontalement sur support et
aprés une heure, une pré-électrophorese est réalisée pour chauffer le
gel. Les ‘échantillons sont ensuite dénaturés 2 minutes a 70°C et
dép sés ch‘acun dans un puits. L'électrophorese est réalisée a une
puls sance de 50 W pendant 2 & 5 heures. Une fois |'électrophorese
terr inée, le gel est démoulé et déposé sur papier Whatman 3MM.
L'er semble est ensuite séché sous vide a 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 a partir des séquences générées par séquencage

Dans l'objectif de générer des amorces pour PCR a partir de régions
séquencées, un programme appelé "Amplify 1.2" (Bill Engels, 1992)
nous a permis de contrbler en simulation, la qualité des régions
choisies par estimation de leur dimérisation, de leur

mésappariement et de la stabilité de 'hybrice formé.

2.8 Amplification a partir d'ADN génomique
Apres le choix des amorces a partir de différents types de séquences,
les réactions d'amplification sont réalisées apres avoir déterminé la

température de fixation (T'm) de chaque amorce par la formule Tm=

4(G+CY+2(A+T) (Suggs et al. 1981). Un programme cst alors

déterming, qui permet une dénaturation, une meilleure fixation des

amorces et une élongation du fragment & amplifier par la Tagq
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polymérase. L'amplification est alors réalisée grice & un

thermocycleur (Minicycleur TM, MJ research ou Hybaid).

2.9 Séquencage de produits PCR

2.9.1 Ligature des produits PCR

Les produits obtenus par PCR ont des bouts 3" A débordents, ce qui
rend leur clonage difficile. Afin de faciliter leur clgdgige, 110US avons
utilisé deux types de vecteur, le vecteur pGEM-T.-de Promega et le
vecteur pT7Blue de Novagen avec des extrémités 3' T débordantes.
Aprés amplification par la PCR, les produits obtenus sont séparés en
gel d'agarose et le fragment 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 vecteuf dans
un rapport 1:1. Une ligature est réalisée dans 10ul aprés avoir ajouté
la ligase (1U) et le tampon de l'enzyme. La réaction a lieu pendant

une nuit a 15°C.

2.9.2 Transformation de bactéries par les produits PCR ligaturés

3ul de produits ligaturés sont utilisés pour la transformation de
bactéries compétentes ~. coli DHab. Une fraction aliquote de 50 a
100ul est ensuite étalée sur milieu AXI et des clones positifs
recherchés. Pour cela, en utilisant un cure-dent, des traces de
colonies blanches sont préle\;’ées et homogénéisées dans 100ul d'eau
stérile. Aprés avoir bien mélangé et centrifugé brievement, 2ul de la
solution sont transférés dans un tube Eppendorf contenant le
mélange réactionnel pour la PCR. Les amorces utilisées sont soit le

couple pUC18-1/2 ou les amorces qui ont servi & amplifier le

fragment cloné.
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2.10 Analyse de séquences

Les différentes séquences ont été comparées a la banqﬁe des données
EMBL ou Genbank en utilisant le programme "FASTA" (Pearson et
Lipman, 1988). L'analyse des séquences a 616 cffectuée grace au
logiciel Genetics Computer Group (Devereux, Madison) version 8.0
en se servant du systéme UNIX via le serveur GENOME du pole
Bioinformatique CNRS-INSERM de Villejuif et les logiciels
"Amplify" "DNA strider".

2.11 Analyse densitométrique
L'analyse densitométrique des spots d'hykbridation a été effectuée

grace a l'analyseur d'images ALCATEL-TITN (Grenoble, France)

par le systéme IPS (Image analysis system).
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[-CLONAG:E 1DIE IL'ADY DUN CEAMPICNON
B YDOMYCORHIZOGENE SCUTELLOSPORA CASTAITEA



I-MISE AU POINT D'UNE TECHNIQUE D'EXTRACTION »'ADN A
PARTIR DE SPORES

1.1 Introduction

Nous avons mis au point une méthode simple d'extfaction d'ADN a
partir d'un nombre relativement petit de spores qui nous a permis
d'obtenir de I'ADN hydrolysable en quantité suffisante afin dz réal ser
une banque génomique. Une spore de champignon
endomycorhizogéne a arbuscules contient plusieurs centaines a
plusieurs milliers de noyaux (Cooke et al., 1987;3 Burggraaf et
Beringer, 1989; Bécard et Pfeffer, 1993); cependant, elle est aussi riche
en polysaccharides et en protéines (Sward, 1981). Ces polysaccharides
et ces protéines peuvent contaminer I'ADN au cours de son
extraction, ce qui rend les hydrolvses difficiles. II fallait 'donc
¢liminer 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 'ADN fongique -

Apres tri de spores sous la loupe, environ 2000 spores épnt récupérées
dans un tube Eppendorf. Les spores sont lavées plusieurs fois avec de
I'eau stérile. Elles sont ensuite broyées doucement grdce & un
potter/Eppendorf, dans une solution contenant du Tris (50mM) pHS,
de 'EDTA (25mM), du NaCl (50mM) et 2% de mercaptoéthanol. Une
centrifugation de‘IOOO rpm pendant une minute permet d'éliminer le
surnageant tres riche en lipides et autres molécules. Nous avons
choisi un tampon contenant du NaCl (50mM) pour conserver les
noyaux intacts au cours du premier broyage. Une lyse de 30 minutes

a 65°C est ensuite effectuée dans une solution contenant du tampbn
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Tris (60 mM) pH8, de I'EDTA (25mM), 2%SDS, 1% N-
laurylsarcosinate, de la protéinase K (Ilmg/ml), et 2% de
mercaptoéthanol. Aprés cette lyse, une centrifugation de 1000 rpm
pendant une minute permet de récupérer le surnageant (lysat)
contendnt I'ADN fongique. Une deuxiéme lyse est ensuite réalisée
dans les mémes conditions sur le culot et le deuxiéme lysat obtenu est
mélangé au premier dans un tube Eppendorf. Les protéines sont
~ précipitées au froid (4°C) avec 0,5M d'acétate de potassiQ_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 & la RNAse (3mg/ml) a 37°C pendant 10 minutes,
ensuite au phénol, au phénol/chloroforme (1:1) et puis au chloroforme
afin d'éliminer les traces de protéines. Les acides nucléiques sont
ensuite précipités avec deux volumes d'étharol & -20°C pendant une
nuit ou a -70°C pendant 30 minutes. Aprés centrifugation a 13000 rpm
pendant 30 minutes, le culot d'ADN est lavé avec de 1'éthanol 70% et
séché a l'air ou au "speed vac". Il est ensuite dissout dans l'eau ou

dans du TE.

1.2.2 Rendement de la méthode

L'estimation sur gel d'agarose par rapport a une gamme étalon (ADN
du phage lambda) de I'ADN obtenu a partir des spores de S. castanea
et Gig. rosea, donne 15 a Qﬁg par spore. Des auteurs comme
Burggraaf et Beringer (1989) et Viera et Glenn (1990) ont estimé a des
dizaines de milliers, le nombre de noyaux par spore des champignons
endomycorhizogénes & arbuscules. Dans le cas de Gig. rmargarita,
Cooke et al. (1987) et Bécard et Pfeffer (1993) ont estimé les nombres de
noyaux par spore comme variant de 1700 & 3850. S. castanea et Gig.

margarita ayant des spores d'une taille comparable, on pourrait
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penser qu'elles contiennent le méme nombre de noyaux. Si nous
prenons une moyenne de 2000 noyaux par spore, nos résultats sont en
accord avec ceux de Bianciotto et Bonfante (1992); ces auteurs mesuré
par fluorocytométrie 0,77pg d'ADN par noyau chez Gig. margarita, ce
qui donne environ 1,5ng d'ADN par spore. Toutefois, ces résultats
seraient surestimés si l'on considére le nombre de noyaux estimé par
G. Bécard (700 noyaux en moyenne pour S. castanea, communication
personnelle) et la valeur de 0,7 ng d'ADN par spore du méme
champignon, obtenue par cytométrie en flux (Michel Hosny,
communication personnellé).

Notre premier objectif a été d'obtenir de 'ADN sporal de bonne qualité
qui puisse étre ensuite utilisé en clonage génémique. Il existait bien
entendu dans la littérature une description de techniques utilisées
par des auteurs comme Burggraaf et Beringer (1989) ou Cummings et
Wood (1989) qui permettaient d'obtenir de I'ADN a partir de spores de
champignons endomycorhizogénes & arbuscules. Mais, cet ADN a été
obtenu & partir d'un nombre tres élevé de spores (600000 dans le cas de
Cummings et Wood, 1989) et n'était pas facilement hydrolysable. De
plus, l'utilisation d'un nombre trés élevé de spores est susceptible
d'augmenter les risques de contamination de I'ADN fongiquz, car les
spores obtenues dans des conditions non aseptiques peu ent étre
con.ltaminées bar des bactéries vivant dans le sol. Notre echnijue
nous a permis d'obtenir, a pa}tir d'un nombre relativement faible de
spores (2000), et en quantité suffisante, de I'ADN hygirolysable par
certaines enzymes de restriction (EcoRI, Hindlll, BamHI), pour un
clonage génomique. Il est clair que, pour des espéces comme Glomus
mosseae, qui ont de petites spores, il faudrait utiliser 5 fois plus de
spores que pour S. castanea; cela conduirait a trier 10000 spores pour

obtenir de I'ADN dans des quantités comparables.
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Notre technique nous a permis d'obtenir pour la premieére fois de
I'ADN digestible en vue de la réalisation du clonage de I'ADN d'un

champignon endomycorhizogéne a arbuscules, S. castanea (Zézé et

al., 1994).
2-LE CLONAGE GENOMIQUE DE L'ADN FONGIQUE.

2.1 Résultats et discussion

2.1.1 Représentativité de la banque

Le clonage de I'ADN de-S. castanea a été réalisé avec le vecteur pUCI8
comir e décrit dans Zézé et al. 1994. Pour la réalisation du clonage, les
rappo-ts suivants entre I'ADN génomique de S. castanea hydrolysé
par L oRI et le vecteur ont été essayés: (1/1, 2/1, 10/1). Le test de la
ligat.re a été contrdlé par électrophorése sur gel d'agarose et le
rappert 10:1 a donné le meilleur résultat (Figure 3). Cet ADN a donc
¢été utilisé pour transformer les bactéries. Nous avons obtenu environ
1000 :lones recombinants aprés le clonage de I'ADN génomique de S.
castanea. Désignons par L la taille approximative du génome de S.
castanea qui est de 10%b (Michel Hosny, communication
personnelle). L'enzyme EcoRI utilisé pour 1'établissement de la
banque est une enzyme a 6 bases et la longueur moyenne (1) des
fragments générés est calculéé comme suit = 1:(1/4)86=4x103pb. Si
nous appelons N le nombre de fragments attendus générés par
EcoRl, sa valeur est N =L/= 10%b/4x1095pb = environ 250000
fragments. Nous n'avbns obtenu que 1000 clones recombinants, ce qui

représente une banque partielle.




Figure 3 : Electrophorése en gel d'agarose
0,8% de produits de ligation ADN de Scute-
llospora castanea/vecteur pUC18

-ligne 1, ladder 9kb

-ligne 2, ADN total de spores de S. castanea
-ligne 3, 20ng pUC18/EcoRI

-ligne 4, produit de ligation, rapport 1:1
-ligne 5, produit de ligation, rapport 2:1
-ligne 6, produit de ligation, rapport 10:1
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2.1.2 Confirmation de l'origine fongique de quelques fragments
d'ADN de la banque

Les spores pouvant étre contaminées par des bactéries du sol, il est
indispensable de montrer que les fragments clonés sont cffectivement
de I'ADN fongique. Le poireau étant la plante-hote qui nou‘s a permis
d'entretenir S. castanea, nous avons voulu voir s'il était possible a

l'aide de clones recombinants de détecter spécifiquement par

‘hybridation moléculaire I'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. castaneq, de racines de poireau infecté ou non,
a été hydrolysé par l'enzyme EcoRI. Apreés électrophorése 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 a la digoxigénine et utilisés comme sondes en
Southern blot. Aprés hybridation avec les différents inserts marqués,
un signal trés intense, a été obtenu tant avec 'ADN sporal qu'avec
I'ADN extrait des racines du poireau infecté avec S. castanea mais
non avec I'ADN du poireau non infecté (voir Figure 4 et 5 dans Zézé et
al. 1994 page 57). Cela confirme l'origine fongique de ces inserts. Nos
résultats montrent aussi qu'il eét possible de détecter le symbiote
fongique in planta en utilisant la technique d'hybridation selon
Séuthern. D'une maniére générale, 'application de cette technique
nécessite l'utilisation d'une quantité importante d’ADN. Méme si la
détection du symbiote endomycorhizogéne a arbuscules in planta est
envisageable par ['hybridation selon Southern, son application
pourrait étre sévérement limitée par le niveau de colonisation de la

racine par le champignon.
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from an arbuscular mycorrhizal fungus, Scurellospora castanea
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\bstract. A technique has been developed to efficient-
v extract purified, restrictable genomic DNA from
pores of different arbuscular mycorrhizal fungi in or-
der to Legin detailed investigations of the genome of
he Glomales. The protocol yielded variable amounts
{DNA depending on the fungal species; for Scutello-
ipora castanea and Gigaspora rosea it reached values
p(1.5-2 ng/spore. EcoR1 digests of DNA from §. casta-
bea were cloned into pUCI8 and about 1000 recombi-
hant DNA clones were obtained. Of those screened, 50
wntained inserts of 500-7000 bp. Selected inserts de-
wted DNA sequences from S. casianec spores or
vots infected by this fungus, but not from nonmycorr-
tizal roots. This is the first report of a partial genomic
porary from an arbuscular mycorrhizal fungus.

hey words: Scueellospora castanea - Arbuscular my-
wrhiza - Genomic library

rln)duclion

tungi belonging to the Glomales (Zygomycetes) re-
poduce by the formation of large, multinucleate
wores on mycelium developing from an arbuscular
aycorrhiza of a preceding culture. These spores, which
ue considered asexual except for one species (Tom-
ocrup 1988), have been estimated to contain several
bousand nuclei (Cooke et al. 1987; Burggraaf and Ber-
nger 1989; Viera and Glenn 1990; Bécard and Pfeffer
193). Thus they are efficient in maintaining and trans-
niling genetic information to subsequent generations
1ad no doubt contribute to the ubiquity of the Glo-
riles, as well as to their apparent stability during coe-
wlulion in association with many different plants
“loiton 1990a,b). Numerous attempts to asymbioti-
aily culture axenic mycelium of Glomales have been
msuccessful (Hepper 1984; Williams 1991) and conse-
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quently the genetics of these fungi remains a matter of
speculation. Taxonomic diagnosis of the Glomales has
relied entirely on the morphological characteristics of
spores (Walker 1992), but molecular approaches
through recombinant DNA or PCR techniques now of-
fer alternative strategies 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 host tissues, which is virtually impossible
at present.

Extraction of genomic DNA from spores of the
Glomales is possible (Burggraaf and Beringer 1989:
Cummings and Wood 1989; Simon et al. 1992: Water-
man and Dales 1993), and amplification of DNA by
PCR using oligonucleotide primers has recently been
achieved (Simon et al. 1992; Wat.rman and Dales
1992; Wyss and Bonfante 1993). Up 1o now no genes
have been cloned from AM fungi, nc - have RFLP ana-
lyses been published, although DNA has be¢n isolated
in a form digestible by restriction en: ymes u:ing a pro-
cedure requiring a very large n mber of spores
(600000) (Cummings and Wood 198 ). In order to be-
gin detailed investigations of the fun ;al genome in the
Glomales, we have: (1) developed a protoco! for effi-
cient extraction of restrictable DN/ from cpores; (2)
cloned DNA from Scutei'ospora castanea Walker
(Walker et al. 1993) to obtain 2 parti:.l genomiic library;

2 (3) characterized several DNA ins:rts for their size
~and specificity vis-a-vis fungal DN.\ from spores or
" mycorrhizal roots.

Material and methods’

DNA of several AM fungi [Gigaspora margarita Becker & Hall
(LPA2), S. castanea Walker (LPAd4), G. rosea Nicolson &
Schenck (LPA23), two strains of Acauwlospora laevis Gerdemann
& Trappe (LPA1. LPA26)) was isolated from spores which were
wet-sieved from pot cultures with Allium porrum L., collected in-
dividually and surface sterilized (Gianinazzi-Pearson et al. 1989).



About 2000 spores were gently crushed in 50 mM Tris pH 8.0,
25mM EDTA, 50 mM NaCl (TE) and 2% mercaptoethanol. The
suspension was centrifuged for 1 min at 1000 g to separate the
cloudy, lipid-rich supernatant from the broken spore walls with
which many nuclei remained associated. The spore walls and nu-
clei were suspended in a lysis buffer (50 mM Tris pH 8.0, 25 mM
EDTA, 2% SDS, 1% lauryl sarcosinate, 1 mg m!~! 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
lysis buffer and the two supernatants combined. Proteins were
precipitated for 15 min on ice with 0.5 M potassium acetate and
centrifuged down for 15 min at 13000 g. Nucleic acids contained
ia the supernatant were treated with DNAse-free RNAse A
Gy il =" ) S 1 i, a1 TP O Rar inifimd aies itk Dhane
tva ofith 12V {rr) tihmred e nltrde i, and 2ove aith el
form,'[he purified l))NA vens precipitated 1o 2 volumes of ethianol
at =20°Cor —70°C, centrifuged, washed with 70% cthanol. air-
‘dried and resuspended in TE buffer or sterile water. The quality
of DNA obtained from spores of the five different arbuscular my-
corrhizal fungi was test:d by digestion with different endonu-
cleases (BamHI, EcoRI. Hindlll) following the protocol indi-
cated by the supplier (B >ehringer-Mannheim).

For cloning. DNA from S. castanea was completely digested
with EcoRI and digests vsere ligated overnight at 15°C with Eco-
RI dephosphoryfated pl C18 plasmid in the ratio 10:1. Compc-
tent E. coli DHaSmerAl cells were prepared according to Hana-
han's (1985) procedure 1 sing RbCl; and a 200-p!.cell suspension
was mixed witt 3 ul (0.7 ug) o pUCI8-ligated DNA. Transfor-
mation was actieved by a 90-s he~t shock at 42°C and cell ex-
pression induced by sha ing (200 rpm) for 1 h at 37°C. Aliquots
(100 u1) were plated ot on Luria Broth agar containing 50 pg
ml=' ampicilliv, 0.1 M i opropyl-8-p-thiogalactopyranoside and
0.1 M Xgal. Re::ombinar t clones were screened for inserts: plas-
mids were exte:cted by 1 iini-preparation using the boiling proce-

dure described by Man:. tis et al. (1982) and, after EcoRI diges- .

tion, inserts we e separ: ed from the pUCL8 on a 0.8% agarose
gel.

Several inscrts were isolated by the frecze-sequeeze tech-
nique (Maniatis et al. 982) and investigated for their corre-
spondence to fungal DN\ sequences by Southern analysis, DNA
was extracted from root uystems of 8- to 10-week-old mycorrhizal
and nonmycorrhizal Aflium porrum using the CTAB method
(Rogers and Bendich 1955). Aliquots (15 wl=1 ng) of insert or
of total DNA {rom S. castanea spores, mycorrhizal or nonmycorr-
hizal roots of Alliwm porrum were labeled with digoxigenin ac-
cording to the protoccl of the Boehringer Research Center (Kit
no. 1093657), modified fcr the washing step after antibody bind-
ing. Extracted inserts cr digested DNA {rom spores or roots were
scparated on 0.8% agurose gel and after depurination in 0.25 M
HCl, DNA was transferred to a Bioprobe Biohylon Z* mem-
brane in 0.4 M NaOH and 0.6 M NaCl using a TE 80 Transvac
vacuum blotting unit (Hoefer). The membrane was briefly
washed in 6 x SSC buffer (instead of 2x SSC as indicated by the
supplier) and hybridized overnight at 68°C with 10-50 ng m! ™'
digoxigenin-labelled DNA in 5x SSC containing 10% blocking
solution, 2% SDS and 0.1% N-lauryl sarcosinate. Unbound
probe was removed by washing the membrane twice for 5 min at
room temperature in 2% SSC, 0.1% SDS and twice for 15 min at
68°C in 0.1x SSC, 0.1% SDS. Hybridized DNA was revealed
using chemiluminescent detection as described by the supplier
{Boehringer Rescarch Centre Kit no. 1093657), except that the
membrane was washed twice for 3 hin 0.1 M maleic acid, 0.15 M
NaCl, 0.3% Tween 20 at room temperature, before incubating in
the AMPPD substrate. The membrane was then cxposed for 1 h
o an Amersham Hyperfilm.

Fig. 1. DNA extracted from spores of Scutellospora castarea
(fane 1) and Gigaspora rosea (lane 2) and elecirophoresed
through a 0.8% agarose gel. Adjacent lanes of the gel were
loaded with 20, 40. 60, 80 and 100 ng lambda DNA (lanes 3-7)

Results and discussion

The simplified protocol described here for obtaining
genomic DNA from spores vielded variable amounts
of DNA, depending on the specics of AM fungus.
When cxtracts from spores of S. castanea or G. rosza,
for'example, were compared with DNA {rom lambda
phage (Fig. 1), values were estimated to reach approxi-
mately 1.5-2 ng DNA/spore. Although there are indi-
rect estimates suggesting that large spore Glomales
Species can contain tens of thousands of nuclei per
spore (Burggraaf and Beringer 1989; Viera and Glenn
1990), numbers obtained by direct observation of
stained nuclei give more realistic values ranging from
1700 to 3850 (Cooke et al. 1987; Bécard and Pfeffer
1993). Taking an average value of 2800 together with
fluorocytometric measurements of nuclear DNA con-
tents for G. margarita (up to 0.77 pg per nucleus, Bian-
ciotto and Bonfante 1992). this gives approximately
2 ng DNA/spore. This is close to the amount of DINA
extracted from G. roseca or S. castanea, underlining the
efficiency of the extraction procedure described here.
The high DNA yield obtained after lysis is no doubt
due to a large proportion of the nuclei being associated
with, or adhering to, the inner surface of the spore
wall, as suggested by previous light and electron micro-
scope observations (Sward 1981; Bianciotto and Bon-
fante 1992).

The DNA. obtained from the different fungi was di-
gested by three restriction enzymes; an example is iv-
en in Fig. 2 of EcoRI digests for {ive fungi. Spores of
the Glomales are rich in lipids, polysaccharides and
proteins (Sward 1981) which can contaminate DNA
during extraction and make for difficultics in obtairing
restrictable DNA. In the two-step procedure we have
developed. low-densily spore components are climi-
nated after crushing the spores. Morcover! the proto-
col requires far fewer spores than that pubhished by
Cummings and Wood (1989) and the restricted DNA ‘
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Fig. 2. EcoRI digests of
300 ng total DNA from
spores of different arbuscu-
lar mycorrhizal fungi elec-
trophoresed through a 0.8%
agarose gel: lane 2, S. casta-
nea; lane 3, G. rosea; lane 4,
G. margarita; lane 5, Acau-
lospora laevis isolate LPAT;
lane 6, A. laevis isolate
LPA26; lanes 1, 8, 1-kb
DNA ladder
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Fy L A Electrophoresis through a 0.8% agarose gel of different-
wr wueeze-freezed inserts (200 ng DNA) from the genomic
INAhbrary of 8. castanea. B Southern tybridization of A with
be-ugenin-labeled total DNA from S. casianee spores. Lane |,
oo dane 26400 bp: fanne 3, 1800 bp; lane 4, 1300 bp: lane S,
Ay by, [uuu/), 2000 bp: lane 7, 1500 bp; lane 8, 1-kb DNA lad-
& The signals obtained (arrows) correspond to the 6400-bp,
Wbp and 4000-bp inserts
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obtained has been successfully used tc clone genomic
DNA from S. castanea.

A random library of about 1000 recombinant DMA
clones was obtained from the EcoRI-digested DNA of
S. castanea, and of 70 that were screen.:d, 50 contained
inserts ranging from 500 to 7000 lp (results not
shown). Since spores can be contamin:.ted by bacteria.
seven of the clones with inserts between 500 and
6400 bp (Fig. 3A) were investigated for their corre-
spondence to fungal sequences. In a first approach, the
inserts shown in Fig. 3A were hybridized with total dig-
oxigenin-labeled nuclear DNA from S. castanea 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 spare 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 porrum. The 1300-bp (pSC1).
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 LcoRI-digested DNA from nonmycorrhizal roots,
even though a significant amount (3.5 png) was loaded
onto the gel (Fig. 4). The similar hybridization patterns
obtained with pSC1, pSC2 and pSC3 using both spores
or mycorrhiza! 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 Al-
lium porrum suggests that they can be used to specifi-
cally detect the presence of the fungal genome in
roots.

In conclusion, this is the first report of cloning of
genomic DNA from an AM fungus and its use to probe
for fungal tissue within roots. Further screening of oth-
er recombinant DNA clones from the partial genomic
library is presently under way. Preliminary results indi-
cate that some of the inserts are specific to S. castanea
whilst others hybridize with sequences from other gen-

V:; 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 to my-
corrhizal tissues. Since fungi in the Glomales are un-
culturable organisms, the use of mycorrhizal roots will
eliminate problems associated with spore analyses
(production. isolation. quantity) and represents’a po-
tential new tool for analyzing polymorphism in order
to define the taxonomic or phylogenetic relationship
within this fungal group.
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fig. 5. A Electrophoresis through a 0.8% agarose gel of EcoRI-
digested DNA (3.5 wg) from Altium porrum roots infected with
S. castanea (lane 2, lane 1, 1-kb DNA ladder. B Southern hybrid-
ization of A with the digoxigenin-labeled pSC1-1300-bp (a),
pSC2-1800-bp (b) and pSC3-6400-bp (c) inserts (arrows) {rom the

-partial genomic library of S. castanea
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1L.METHODES SPECIFIQUES

1.1 Isolement de séquences repétées

La recherche de séquences repétées se fait en utilisant différentes
méthodes, comme nous l'avons présenté dans le chapitre "Choix
d'une approché moléculaire". Un échantillon de 23 clones a été
choisi au hasard dans la banque de S. castanea. Aprés extraction des
plasmides par la méthode a l'ébullition, ou de la lyse alcaline, ceux-
c¢i sont digérés par l'enzyme EcoRI, soumis & une électrophorése en
gel d'agarose 0,8% et ensuite transférés sur memBlrane. L'ADN total
de spores de S. castanea marqué & la digoxigénine a été utilisé
compie sonde. Les hybridations ont été réalisées a2 68°C pendant une

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

1.2 R «cherclie de séquences répétées spécifiques

1.2.1 Jtilisation d'ADN totaux comme sondes

L'AL N total de spores de quatre especes appartenant aux principaux
genrcs des Glomales : A, laevis, G. caledonium, Gig. rosea et S.
castunea a été extraif, marqué a la digoxigénine et utilisé comme

sond¢ sur un échantillon d'inserts soumis & électrophoreése et

transférés sur membrane. Comme précédemment, I'hybridation est

réalisie pendant une nuit & 68°C. Cette expérience nous a permis de

présélectionner une série de fragments spécifiques ou non de S.

castanea.

[N
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1.2.% Utilisation de la technique de dépot en tache d'ADN totaux

Les ADN totaux des spores de quatre champignons: A. laevis, G.
caledonium, Gig. rosea et S. castanea sont dilués successivement
selon les rapports 1/2 ou 1/3 et déposés sur membrane. Apres
extraction des plasmides, digestion par EcoRI et électrophorese, les
inserts sont récupérés par "Squeeze freeze"l, marqgués a la
digoxigénine et utilisés comme sondes. Des inserts fion marqués ont

servi de témoin et ont été déposés sur membrane apres dilution.
2-RESULTATS

1-Isolement de séquences répétées

23 inserts pris au hasard dans la bangue génomique de S. castanea
ont été hybridés avec I'ADN total de S. castanec. - marqué a la
digoxigénine. La figure 4 montre un exemple d'hybridation. Apres
hybridation, 14 inserts ont donné un signal d'hybridation & intensité
moyenne ou ferte (voir Tableau 3, dans Zézé et al. a la page 94). Les
neuf autres inserts n'ont donné aucun signal détectable. Ces
résultats nous ont permis de retenir les inserts ayant donné un

signal pouvant correspondre a des séquences répétées.

2-Recherche de séquences repétées spécificues ou non de S. castanea
Les hybridations utilisant les ADN totaux marqués a la digoxigénine
de A. laevis, G. caledonium, Gig rosea nous ont permis de mettre en
14 inserts parmi lesquels 4 s’hybrident aussi bien avec I'ADN
d'autres especes que ceiui de S. castanca et 10 inserts s'hybrident
seulement avec 'ADN de S. castanea. Comme l'indique le tableau 3

page 94, les inserts de 5. castanea SC17 ot SC22 s'hybrident aussi
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avec I'ADN total de Gig. rosea. Le fragment SC3 s’hybride aussi bien
avec I'ADN total de A. laevis qu'avec celui de G. caledonium, tandis
que l'insert SC4 est reconnu par les quatre ADN totaux marqués.
P-our neuf inserts, nous avons obtenu un signal fort aprés
hybridation avec 'ADN total de S. castanea. Cela suggeére que ces
séquences pourfaient étre représentées dans le génome de S.
castanea en nombre de copies élevé. Nous nous sommes servi de ces
neufs inserts comme matériel de base en vue d'identifier des
séquences répétées spécifiques ou non de S. castdnea en utilisant la
technique de dép6t en tache. |

L.es neuf inserts ont ét¢é marqués et utilisés comme sones sur les
ADN totaux dilués des différents champignons. La figur: 5 montre
que l'insert SC1 ne s'aybride qu'a I'ADN total de S. castunea,
suggérant qu'il pourraiz s'agir d'une séqgence spécifiqu: du genre
Scutellospora. Un autre insert (SC4) reconnait tOL.S les £ DN totaux
des quatre espéces testées (Figure 6), confirman.t le: résultats

obtenus en utilisant les ADN totaux comme sondes.



G. caledonium

® 0 o
S. castanea ® o -
Gig. rosea @ o -
A. laevis ® 0 o

Séquence SC4 @B o @ o

Figure € : Hybridation en Dot blot d'ADN totaux de différents
genres ce champignons endomycorhizogénes a arbuscules avec
la séquece SC4 marquée a la digoxigénine. Les ADN totaux sont
dilués a. facteur 2 de 600ng a 4 ng sauf celui de G. caledonium,
qui va dr 300ng a 2ng et SC4 de 2ng a 0,0078ng. Des réponses
positive: sont obtenues avec tous les champignons utilisés.
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3-DI sCUSSION ET CONCLUSION

De i3 clones étudiés, 14 nous ont donné des signaux intenses avec
I'ADN total de S. castanea. Nous avons donc une fréquence de 14/23
en {:rme de séquences repétées. Ce qui est relativement important.
Ceci laisse supposer que le génome de S. castanea pourrait contenir
des céquences repétées dans une proportion de l'ordre de 50%.

La recherche de séquences spécifiques de S. castanea par la
technique de dépdt en téches nous a permis de repérer une séquence
(SC1) qui reconnait spécifiquement le génome de S. castanea.
L'hybridation s'est effectuée en conditions stringentes ; cela n'exclut
donc pas que la séquence SC1 soit présente du génome des autres
euspéces testées. Mais dans ce cas, l'homologic n'est pas suffisante
pour que 'ADN hybride résiste aux lavages a la température de
68°C. SC1 pourrait étre le résultat d'une évolution rapide qui lui
aurait permis de diverger et n'étre présente que dans le génome de S.
castanea. Ce niveau de divergence pourrait donc &ure exploiter pour
rechercher des variations a l'intérieur de l'espéce castanec.

La méme technique de déﬁ@t d'ADN en tiache nous a permis
d'identifier un autre type de séquence (SC4) qui reconnait tous les
ADN totaux fongiques testés. Cela suggére que cette séquence est
présente dans le génome de tous les champignons
endomycorhizogénes a arbuscules étudiés. Selon son degré de
conservation qui est vraisemblableemnt plus élevée que celle de la
séquence SC1, cette séquence SC4 pourrait étre 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 endornycorhi.zogéne a arbuscules S.
castanea, nous avons entreprepris de caractériser de fagon plus
approfondie une d'entre elles et de l'utiliser ensuite comme outil de
détection de ce champignon in planta. En effet, la démonstration que
les séquences répétées peuvent &tre utilisées comme des outils de
détection spécifique a été faite chez les plantes (Junghans et
Metzlaff,1988; Schweizer, 1988; Schmidt et al. 1990). Au cours de cette
étude, nous avons voulu démontrer la faisabilité d'une telle approche
pour la détection spécifique in planta de, champignons
endomycorhizogénas & arbuscules. L'utilisation rationncile de ces
champigndhs en agriculture implique de savoir contrdler
efficacement l'inoculum fongique de méme que son évolut:on dans le
soli' La connaissance approfondie de la diversité généticue de ces
champignons au niveau moléculaire devrait permettre d'cbtenir des
marqueurs discriminants d'espéces ou d'isolats de chumpignons
endomycorhizogénes en vue de les identifier a n'importe quel stade
de leur développement et notamment au cours de la phase

symbiotique.

1.2 Résultats

1.2.1 Caractérisation de la séquence SC1

La séquence de S. castanea SC1 s'étant montré spécifique de l'espéce,
nous avons décidé de la caractériser en utilisant trois techniques:

(D'hybridation en dot en vue de déterminer le nombre de copies,
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(ii)'hybridation en Southern en vue de déterminer le type
d'organisation de cette séquence dans le génome de S. castanea et le

séquengage complet qui nous a permis de déterminer son

organisation nucléotidique.

1.2.1.1 Estimation du nombre de copies de la séquence SC1 dans le
génome de S. castaried

L'hybridation en "dot blot" réalisée sur ADN total de spores de
différentes especes de champignon endomycorhizogéne a arbuscules
en utilisant comme sonde le fragment SC1 marqué a la digoxigénine
(Figure 5) nous a permis, aprés traitement des spots par-analyse
d'images, de déterminer le nombre de copies de la séquence SC1
dans le génome de S. castanea. On détermine une courbe
densitomrétrique des spots obtenus avec la séquence SC1 comme
étaln, ce qui donne directement la valeur correspondante en
qua 1tité d'ADN, par intrapolation des valeurs de DOI (densité
6pti jue intégrée) des signaux obtenus par rapport a celles de la sonde
SC1 Ainsi, le signal obtenu avec 60ng d'ADN total de S. castanca
corraspond a 0,24ng de l'insert SC1. Ce qui donne comme proportion
de lragments homologues a SC1 0,24/60 = 0,004. Cecl correspond &
0,4% du génome de S. castanea. En considérant 1pg comme proche
de la masse du noyau de S. ca§tanea, nous obtenons 0,004)(109 = 4106
séquences homologues de SC1 dans le génome de S. castanea; cela

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

1.2.1.2 Organisation de la séquence SC1 dans le génome de S.
castanea
Pour montrer comment la séquence SC1 est organisée dans le

génome de S. castanca, 1,5ug d'/ADN total de speres de S. castanca
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sont digérés par EcoRI. Aprés migration sur gel, les produits de
digestion sont transférés sur membrane et hybridés avec la séquencé
SC1 marquée a la digoxigénine comme sonde. Aprés hybridation,
troix types de bandes ont été obtenus (Figure 7). Un correspondant a
la taille de la séquence SC1 (1200bp), un autre & 3500bp et un dernier
a 6500bp. De tels résultats mettent en éviden__ce la présence
vraisemblable de troix familles de la séquence SCI. En plus,‘ nous
n'obtenons pas un signal en dessous de 1200bp ce qui pourrait faire

penser que SC1 serait I'unité de base.

1.2.1.3 Séquengage et analyse de SC1

En vue de faire une étude plus approfondie de la séquence SC1, un
séquencage complet a é1é réalisé. Cela nous a permis de déterminer
la taille exacte de la séquence SC1 qui est de 1202bp (Figure 8). Des
séquences de 5 a 15bp orientées dans le ﬁéme sens et réitérées au
moins une fois (répétées directes) ont été mises en évidence. La
recherche de cadres de iﬁ}_ecture 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 étre
hétérochromatique corame le sont certaines séquences d'ADN

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

Scutellospora castanea in planta

1.2.2.1 Test de détection spécifique du genre S. castanea sur I'ADN
total de spores par hybridation moléculaire en Dot et Southern blot.

Par une premiere approche (IFigure 5), nous avons pu mettre en
&vidence par hybridation en dot blot que la séquence SC1 reconnait
I'ADN de Scutellospora mais non celui des autres espéces testées
c'est-a-dire A. laevis, Gig. rosea, G. caledonium. En vue de
confirmer ce premier résultat, I'ADN total de ces quatre espéces de
champignons endomyccrhizogénes a é1é extrait de spores. Apros
hydrolyse avec l'enzyme EcoRI et électrophorese sur gel dagarose,
les produits ont été transférés sur membrane et hybridés avec la
séquence SC1 marquée a la digoxigénine. Seul 'ADN de spores de S.

castanea a été reconnu (Ifigure 7).

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

castanea par PCR

1.2.2.2.1 Détermination des amorces

Dans un premier temps, un séquencage partiel des deux brins du
fragment SC1 a été réalisé dans le but de générer des amorces
utilisables en PCR pour la détection spécifique de S. castanea in
planta. Pour cela, des régions des parties séquencées ont été choisies
comme amorces. Mais avant toute manipulation in vitro, la qualité
des amorces a été contrdélée par simulation sur ordinateur en
utilisant le programme “amplify 1. 27 (Bill Engels, 1992). Cela

permet de voir si les deux amorces choisies ne forment pas de
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dimeéres et Si I'hybride est stable. Ensuite, en utilisant le programme
FASTA (Pearson et Lipman, 1988) nous avons pu voir que les
amorces choisies ont trés peu d’homologies avec dés séquences
connues de données. Nous avons ainsi déterminé d:eux amorces :
-SC1-1 5' TTTCGCTCAATGCATGCC 3'

-SC1-2 5' CACTTAGGTGTTTAGCAGG 3
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Figuie 7: A) Electrophorése en gel d'agarose 0,8% de 1,519
d'ADN de différents champignons endomycorhizogénes a
arbu:.cules digérés par l'enzyme EcoRl:

ligne 1, Tkb ladder

ligne 2, A. laevis

ligne 3, Gig. rosea

ligne 4, G. caledonium

ligne 5, S. castanea

B) Hybridation en Southern aprés transfert sur membrane de
(A) avec le fragment SC1 marqué a la digoxigénine. On note
une réponse qu'avec I'ADN de S. castanea sur trois bandes

(1300bp, 3500bp et 6500bp)
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1 AATTCGATAA GCTATTCATT TTGGTGTTAC ACAACATATA TAAATACAGT

51 AATACATACG TALCATTACA AATCATATCT AATGCTAACG CTAAAATTTT

101 TAATTCGCCA AATATGATCC GTTGGAAAAT AGTTGAAAAG AACTTAGAAG

sc1-2

151 GCTTGTCAGT TCGAGTAATT GCTAAGCACT TAGGTGTTTA GCAGGTCCTC

201 TGTGGGTCGA GTTCTCAAAC AATTTCAAAA GTATGGCTGT GTTGAAGAAT

251 TACCACCACT TTTAGGTAGA ACTCGTTTAT TGAATATAGA TGACATARAA

301 TATCTCAAAA CTTTAATGAA AGAAAGACCG GATTGGTATT. TATATGAGTT

351 ACAATTAGAA'ATGGAACTCT GGTTAGGACA CAAAATTAGT CTTGCAAGAC

401 TTTGAAGAGC :AGGCCCATCG ACTTGAGTAT ACGAACAAAC AAGTAAGATT

DA+ .DR DA DB
451 TTATACATAT ATTGCATATA ATTTATTTTA TTGGTATATA TTACTATTCT
. polef

501 AACTATATAC AGATTTTCAA AACTTGCAAT AAAATTGACA GAGATCGTTC

DD DC DE DD DE

551 CTTGTTCGAT GAACGTAATGE GTTCCTCACT TGATGAATAT AATGGTTCCT

601 TGTTTGACGA ATGTAATAGT TCTTTGCTTA TCAGATCTGT TGTTTCAATG

DF
651 CTTCCATCTA TTI'TACATTG GTTTTCTTTT GGCCTGTAAG AAAATTAAAA
- DF

701 TATTTAATAT GATTTTTTTA AATAAAAATT ATATTACAAT ATAAATATGC

751 AAAAATTTTA CCICGAGCTT GATTATAATT GTCAACACAT TTCCGGCAAA

801 TATTAATAAA ATUTTGGCCC TCTTGGTTTC AACTTGTGGG TTACAATTTT

851 TTTCGGAACC AGTTGAGGCA AACTCTTGGA TCCTATTTAA CCTCTTTTTT

901 TTGTTGGGAG .CALCCTACTC GCGTAAATAT GTTTATTAAG AAACTTCAAC

951 TTATGGTTCA GTGCTTTTTT TACGCTTCCA CGTGGAGGTG TATTTGGATT

DG
1001 GGCGAAGAAC AGTCTTTGGC CATAAATTTT TGTAGGGCAA ACTTAAACAT
) sc1-1 DG

1051 GTCATACCAT AGTGGGGCAT GCATTGAGCG AAARACTTAAT AAAGGCGTTG

1101 GAAAAAGCCG ACLTTGCAAA TATTAATCAZ ATAATGTACT GTAGTAACAC

1151  AAAAATTCTT TTTATACATC TAATCTTACT GAAATCAATA ACTTATCGAA
1201 TT

YAV,

Figure 8 : Caractérisation de la séquence SC1. Les motifs répétés

directs sont marqués en gras et en itallique. Les amorces SC1-1
et SC1-2 sont indiqués en gras.
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1.2.2.2.2 Test de la spécificité des amorces SC1-1 et SC1-2 sur ADN
sporal de différentes espéeces de champignons endomycorhizogénes

La soécificité de la séquence SC1 vis-a-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 setﬂement de I'ADN
génomique d'autres genres, mais aussi d'autres espéces du genre
Scutellospora. Apreés extraction de I'ADN sporal de différentes
espéces de champignons endomycorhizogénes a arbuscules, une
amplification a été réalisée avec le couple d'amorces SC1-1 et SC1-2.

Cela a permis de démontrer leur spécificité (IFigure 9).

1.2.2.2.3 Détection spécifique in planta de S. castanea

La spécificité des amorces SC1-1 et SC1-2 a été démontrée vis-a-vis de
I'ADN sporal de S. castanea comparativement a I'ADN de plusieurs
espéces y compris d'autres especes de Scutellospora. En vue de
montrer la possibilité d'utiliser ces amorces en détection spécifique
in planta, 'ADN de racines de poireaux infectées par plusieurs
espéces de champignons endomycorhizogeénes a été utilisée en
amplification. Comme témoin négatif, 'ADN de poireau non infecté
a été utilisé. Seule une ampiiﬁcation a 6ts obtenue avec 'ADN de

racines infectées par S. castanea (Figure 10)

1.3 Discussion et conclusion

Le clonage de 1'ADN du champignon endomycorhizogene S.
castanea nous a permis d'isoler quelques séquences repétées du
génome de ce champignon. Le criblage d'un échantillon de 23 clones
a donné 9 clones contenant des séquences fortement repétées qui ont

servi de base pour lisolement d'une séquence repétée parmi celles
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Figure 9 : Test de spécificité des

amorces SC1 1 et SC1-2 sur ADN

totaux de spores de :

-ligne 2, A. laevis

-ligne 3, Gig. rosea

-ligne 4, G. caledonium

-ligne 5, S. calospora

-ligne 6, S. pellucida

-ligne 7, S. nodosa

-ligne 8, S. castanea

-ligne 9, racines ‘de poireau infectées
par S. castanea

-ligne 10, contrble négatif

-lignes 1 et 12, 1kb ladder
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détectant spécifiquement S. castanea. Dans un premier temps, cette
détection spécifique a été mise en évidence par hybridation en dot sur
ADN totaux de spores de quatre espeéces de champignons
endomycorhizogénes a arbuscules représentant les quatre
principaux genres a savoir A. laevis, Gig rosea, G. caledonium et S.
castanea. Ensuite, nous avons conﬁrmé ces résultats par hvbrdation
en Southern blot et, nous ‘sommcs allés plus loin dans cette
confirmation en testant huit espéces (voir Figures 9 et 10) grace &
I'utilisation de la PCR. L'intérét de la mise au point doutils de
détection des champignons endomycorhizogénes a arbuscules, cest
de pouvoir les détecter & tout moment de leur cycle biologique. Les
amorces SC1-1 et SC1-2 nous ont permis d'atteindre ce but.

Pour montrer que la noan-amplification de 'ADN des autres espéces
fongiques n'était pas due a des phénomeénes dinhibition, des
amorces universelles (NS3 et NS6) ont été utilisées sur ces mémes
ADII. Une amplification a été obtenue attestant de la bonne qualiteé de
I'AL N. Ainsi le but principal de ce travail qui était de mettré au point
des outils de détection moléculaire de -champignons
end: mycorhizogénes in planta & partir de séquences repétées a été
atte.nt. Les techniques d'hybridation en dot et en Southern
nécessitent une quantité importante d'ADN. Or, 1l est souvent
difficile d'obtenir suffisamment d'ADN a partir de spores en vue
d'appliquer ces deux techniques. Pour contourner cette difficulteé, 1l
s'est avéré nécessaire d'appliquer une technique (PCR) pour laquelle
la présence d'une petite quantité d'ADN suffirait a la détection du
fragment fongique. Ceci est d'autant plus important que le
champignon peut étre a 1'état dé trace dans la racine si-celle-ci a été
inoculée récemment.

Grace a la PCR, nous avons pu
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e sk e e

4 5 6 7 8 9 1011

~<—950bp

: Amplification test d'ADN

obtenus a partir deracines de poireau
infectées par différents champignons
endomycorhizogénes a arbuscules.

-ligne
-ligne
-ligne
-ligne
-ligne
-ligne
-ligne
-ligne
-ligne

2

3
4
5
6
7
8
9
1

y
b
)
H
H
)

mycorhize a  A. laevis
mycorhize a  Gig. rosea
mycorhize a  G. mosseae
mycorhize a  G. caledonium
mycorhize a  S. pellucida
mycorhize a  S. nodosa
mycorhize a  S. calospora
mycorhize a  S. castanea

0, Témoin sans ADN
-lignes 1 et 11, 1kb ladder
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montrer que nos amorces pouvaient détecter spécifiquement le

champignon S. castanea méme a partir d'une trés faible quantité

d'ADN de ce dernier.

Ces résultats avec ceux du chapitre II ont fait l'objet d'un article
intitulé "Evidence for repeated DNA sequences in the arbuscular
mycorrhizal fungal genome and use for specific identification of
Scutellospora castanea in planta.” Soumis & Applied and

Environmental Microbiology. Voir pages 76-100.
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Evidence for repeated DNA sequences in the arbuscular mycorrhizal
fungal genome and use for specific identification of Scutellospora
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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 (SC1), with approximately 3600 copies, represents about 0.4 % of the &
castanea genome. The sequence was shown to be a Scutellospora-specific probe
in Southern and dot blot hybridizations. After partial sequencing of PSC1,
primers were generated and used to specifically amplify a 950 bp fragment
from spores of S. castanea or A. porrum infected roots. No amplification
products were obtained with DINA from spores or intraradical mycelium of

other arbuscular mycorrhizal fungi of the same and different genera.

Arbuscular 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 water zbsorption (12). AMF are unculturable organisms for which no
sexual stagc has Leen clearly defined in their life cycle. Identification and
classificatior of AMF are based solely on the morphology and structure of their
vegeta:ive g)ores, which are multinucleate organs and.the only form under
which -ndivilual species can be isolated (33). However, the criteria used for the
identif.catior. of these fungi (spore morphology, wall characteristics) can be
influenced bv environmental conditions and spore maturity'(Zl‘), mtroducing
problems for accurately identifying field populations. Furthermore, it is
extremely di“ficult to distinguish between AMF species during the symbiotic
mycelial phase within root tissues (1). Consequently, there is a real need to
develop reliable tools for the detection and identification of these fungi at all
stages of their life cycle.

The development of polymerase chain reaction (PCR) technology offers
new possibilities for the detection and identification of such unculturable

wineanrmanicme (920 29 28) Amnlilication primers for PCR are generally




homologous to conserved sequences, the most frequently used being those in

the rDNA genes. These are organized in conserved regions (18S, 5.8S and 28S)

and in va.r_i'able (Internal Transcribed Spacers) as well 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,
10, 17, 34). Since AMF spores can sometimes be contaminated by dther
organisms in soil, such primers have to be employed with great precaution. To
overcome this problem, Simon et al. (28) used rDNA from axenically produced
spores to design AMF-specific primers in the Small Subunit (SSU) to propose a
phylogeny for these fungi (27). Furthermore, SSU sequence alignement has led
to the construction of some AMF genera-specific primers for detection and
identification within root tissues (29). - | |

We have adopted cloning of genomic DNA from AMF és an alternative
approach to develop AMF species-specific probes. In previous work, a partial
library of genomic DNA was obtained from the AMI 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 can be used as markers within or among
species depending on their rate of divergence (6, 7, 8). Certain are shared by
related species whilst others, considered as specific repeats, are only conserved
at the species level and can be used for diagnostic purposes (4, 5). In the
present work, we have isolated a repeated DNA sequence from the partial
genomic library of S. castanea. We have shown by Southern and dot blot
hybridization that this sequence is Scutellospora-specific, sequence analysis
was conducted to design S. castanea-specific primers from this sequence for

detection by PCR of this fungus in colonized roots.
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MATERIALS AND METHODS

Materials. Different AME were used in the present study: Scutellospora
castanea sp.Walker (BEG1), S. calospora (Nicol. & Gerd.) Walker & Sanders
(BEG32), S. pellucida (Nicol. & Schenck) Walkers & Sanders (INVAM 337). S.
nodosa DBlaszkowski (BEG4), Gigaspora rosea Nicolson & $chenck (BIEG9),
Acaulospora laevis Gerdemann & Trappe (BEG13), Glomus ca.ledomium (Nicol.
& Gerd.) Trappe & Gerdemann (BEG20) and G. mossae (Nicol. & Gerd.)
Gerdemann & Trappe (BEG12). Allium porrum L. was inoculated with spores
of each fungus at planting of 10-day old seedlings in a neutral soil for S.
castanea, Gig. rosea, G. catedonium,' and G. mosseae, or in an acid sandy
loam soil for S. calospora, S. pellucida, S. nodosa and A. laevis.

DNA isolation. Spores of the AMF species were wet-sieved from pot
cultures with A. porrum, collected individually, surface sterilized (11) and
DNA was extracted as previously described (36). Total DNA was extracted from
washed root systems of 8 to 10 week-old mycorrhizal and nonmycorrhizal A.
porrum according to Rogers and Bendich (23). DNA was then quantified in gel
or by a minifluorimetric method (TKO 100 mini-fluorimeter, Hoefer scientic
instruments).

Scr'eem'ng for repeated DNA sequences. The £coRI genomic library from
S. castanea in pUC18 (36) was screened for repeated DINA sequences. Since in
preliminary experiments no prominent bands could be detected 1n an agarose
gel after digestion of total genomic DNA of S. castanea with EcoRI, a procedure
adapted from the shot gun cloning method (24) was used. A random sample of
23 clones from the genomic library was chosen as starting material. Plasmids
were extracted by mini-preparation using the boiling procedure (18), and after
digestion, inserts were separated from the pUC18 in a 0.8% agarose gel and
transferred to a Bioprobe Biohvion Z* membrane. Hybridization was carried

out at 68°C with total DNA from spores of S. castaneca, A. lacvis, Gig. rosca and
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G. caledonium labeled with digoxigenin following the Boehringer (Mannheirﬁ)
protocol.

Selection of a Scutellospora-specific probe. Total DNA (60ng) from spores
gf four species representing different genera of AMF (A. laevis, Gig. rosea, G.
caledonium, S. castanea) were serially 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-labeled according to the
Boehringer Mannheim protocol and used as probes. After overnight
hybridization at 68°C, filters were washed twice 5 min. at room temperature in
2x5S8C/0.1%SDS and twice 15 min. in 0.1%SSC/0.1%SDS.

Sequencé characterization. DNA (1.5ug) from spores of the different AMFE
species was hydrolysed with EcoRI endonuclease, separated in a 0. 89> agarose
gel, transferred onto a Bioprobe Biohylon Z+ membrane and hybridiz -d with a
Scutellospora-specific digoxigenin-labeled DNA fragment overnight at 68°C.
Sequencing of the Scutellospore-specific DNA fragment was carried »ut using
a Promega fmol sequencing kit with 32P end-labeled priméfs. Af .er mini-
preparation using the boiling procedure, the insert cloned into t'hga EccRI site of
pUC18 was used as template for sequencing reactions using pUClS universal
primers in both directions. Primers were designed using the program
"amplify 1.2" and synthetized by Eurogentec (parc scientifique de la croix
rouge, Belgium).

PCR amplification. A 50 pl feaction mixture contained 10 uM of each
primer, 1U of Taq polymerase (Afppligene), 250 pM deoxynucleotide
triphosphates and 1.5 mM MgCl2. One;ng of the Scutellospor&-speciﬁc plasmid
or 5 to 10ng of total DNA from spores or roots were used as templates. For 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 primers NS3 and NS6 (34)
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were used as positive controls of amplification. The PCR reaction was

performed with a Combi thermal reactor (Hybaid).

RESULTS

Selection of repeated DNA sequences from S. castanea. In order to screen
for repeated DNA sequences in the S. castanea genome and appfeciate the level
of cross-hybridization with other AMF genomes, total digoxiéenin-labeled
genomic DNA from S. castanea, A. Zaebis, Gig. rosea and G. caledonium \was
hybridized in Southern blots to a random sample of 23 inserts. Out of these, 14
inserts gave detectable signals either with total genomic DNA from S. castanea
or with genomic DNA from the three other fungi (Table 1). The remaining
inserts gave no detectable signals with the fungal genomic DNA suggesting
that they may represent single copy genes. With S. castanea genomic DNA,
nine inserts gave high signal intensity and five a moderate signal, even with
genomic DNA from. the three other fungi. Of the 14 inserts which gave a
detectable sig: al, ten hybridized only with S. castanea genonﬁc DNA, two
(SC17 and SC2) cross-hybridized wit}} Gig. rosea genomic DNA, one (SC3)
cross-hybridize 1 with A. laevis and G. ‘caledonium DNA and one (SC4) with
DNA fromn all fungi. The 10 inserts which only hybridized with S. castanea
genomic DNA 'nay be specific to the genome of Scutellospora. As can be seen
from the example given in Fig. 1, a number of recombinant plasmids from the
partial genomic library of S. castanea carried inserts which gave a high signal
) intensity in Soathern hybridization with total genomic DNA from S. castanea
spores. Out of the 23 recombinant plasmids screened, a total of nine inserts
gaveva strong signal, suggesting that these could be in high copy number in the
S. castanea genome. As our aim was to use repeated DINA sequences, these

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

sequences.
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Detection of a Scutellospora-specific sequence. The nine plasmids expected
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 (SC1) from one recombinant

plasmid (pSC1) hybridized with DNA from S. castanea but not with DNA from
A. laevis, Gig. rosea or G. caledonium, 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-labeled SC1; 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
SC1 sequence towards the Scutellospora genome was obtained under highly
stringent conditions in both dot blot and Southern analyses.

SC1 sequence characterization. The Southern blot of EcoRI digests of S.
castanea (Fig. 3A) hybridized with SC1 revealed three bands: a 1.3 kb fragment
(corresponding to the size of SC1), 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 SC1
sequences may be linked in long tandem arrays. However, there is a
discrepancy between the signal estimated as corresponding to 1.3 kb and the
next one (3.5 kb), which suggests that there exists at least two different families
of repeated sequences showing homology with the SC1 fragment.

The SC1 sequence was isolated by the "squeeze-freeze" method after
EcoRI digestion of the plasmid pSC1 and separation in an 0.8% agarose gel.
After minifluorimetric quantification of SC1 and genomic DNA from different
AMF, serial dilutions were realized. DNA was denatured, dot blotted onto a
membrane and hybridized with digoxigenin-labeled SC1. Copy number of SC1

in the S. castanea genome was estimated from densitometric analyses of the
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dot blot signuls (Fig. 2). The signal intensity obtained with 60ng of total DNA
corresponded to that of 0.24ng of SC1, that is 0.4% of the S. castanca genome.
Assuming a genome size of 1 pg for S. castanea (14), this value represents
approximately 3600 copies of SC1 per nucleus.

Generation of SCl-specific primers for S. castanea detection by PCR. A
partial restriction map was established after digestion of SC1 with different
restriction en;zymes (Fig. 4). By partial sequencing using pUC18 forward and
reverse 13rimer§, a 196bp stretch was identified on one strand and a 212 bp one
-on the other. These sequences did not show strong homology to any sequence in
the EMBL gene bank. Primers SC1-1 5' TTTCGCTCAATGCATGCC 3" and
SC1-2 5 CACTTAGGTGTTTAGCAGG 3' corresponding to portions of the
sequenced regions (Ifig. 4) were synthesized.

In order to verify the results obtained by dot blot and Southern assays and
to test primer specificity for S. castanea, DNA from spores of seven species of
AMF includin-g different species of Scutellospora were used for PCR analvses
with primers SC1-1 and SC1-2. After 30 cycles, an expected 950bp product was
only obtained with DNA from &. castanéa spores (Fig. 5, lane 8). In order to
assess the specificity of the primers towards S. castanea during mycorrhiza
formation, DNA from S. costanea-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. castanea-
infected A. porrum roots was amplified using primers SC1-1 and SC1-2 (Fig. 5,
\ lane 9 & Fig. 6, lane 9). No PCR products were produced during amplification
of DNA frofn uninfected A. porrum nor from other mycorrhizas. PCR products
were obtained from all DNA using the universal primers NS3 .and NS6 (Fig. 7),
confirming that any non-amplification of DNA was not due to inhibitors

present in the samples.
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DISCUSSION

In this paper, we describe the use of a repeated DNA sequence screened
from a partial genomic library as a reliable tool for AMF species-specific
detection in infected roots. It is the first time that a repeated DNA sequence
other than rDNA (28) has been characterized in AMF and subséquently used as
a species-specific probe. The specificity of the repeated DNA sequence SC1
towards S. castanea spores in either dot and Southern analyses, or by PCR
ampliﬁcatidn, confirms preliminary observations of its ability to detect S.
castanea in A. porrum mycorrhiza using Southern analyses (36).

DNA probes corresponding to repeated DNA sequences Lave heen
constructed for plant species like barley (15), wheat (19) and for Be.ta
procumbens (26), and Stradford et al. (31) have used species-tandem -epeats as
diagnostic probes for cyst nematodes. When a DNA or RNA sequence is specific
to a particular organism, it can be used for PCR detection of this organism.
Schesser et al. (25) and Henson et al. (13) used a specific miLO{:hon(lrial DNA
sequence to generate primers to detect G. graminis in infected wheat. Since dot
and Southern analyses require more DNA than PCR amplification, we
sequenced SC1 in order to generate primers for PCR detection of traces of

fungal DNA in roots. The primers SC1-1 and SC1-2 did not amplify DNA from

. spores of Scutellospora other than S. casianea, nor from roots infected by other

species of AMF. Compared to dot and Southern analyses, which require at
least 60ng and 1.5ug, respectively, PCR detection was far more sensitive since
we could detect 1 ng of S. castanea DNA when mixed with 20 ng of DNA from
roots of nonmycorrhizal A. porrum (data not shown). These results show that
species-specific primers can be generated which will be particularly useful for
the maintenance and control of inoculum quality, and serve as reliable tools for
detection and identification of the fungus throughout its life cycle.

The cloning of genomic DNA also offers the possibi_h'ty of prospecting

genome structure. Out of the 22 clones analysed from S. castanea, nine gave a
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high signal inte.nsity 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 SC1 sequence has 3600
copies in the fungal genome which is considerably higher than the 90 copies
calculated for rDNA repeats’in'this fungus (22). When hybridized with SC1, the
EcoRI digests of S. castanea gave distinct, irregularly separated bands, which
may indicate that the ST1 sequence is organized in at least two families
arranged in tandem arrays in the S. cdstanea genome. A similar distribution
of the moderately repeated sequence R8.1 has been reported for the tobacco
genome (16). For comparison, R&.1 has 1600 copies per tobacco haploid genome
and represents 0. 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
specific primers and probes for either genetic studies cr identification of AMF

in natural popu ations.

[@20)
n




LB ] L

ACKNOWLEDGEMENTS

We are grateful to C. Walker for starting cultures of S. calospora and S.

nodosa, to O. Chatagnier for excellent technical assistance, and to M. Hosny

and E. Passerieux for access to unpublished data. We thank Dr. D. van Tuinen

for advice in sequence analyses and for helpful discussions, and Dr. P.

Franken for useful comments. This work was partially supported by the EPR-

Bourgogne (Projet EPR 30624) and the Ministry of Scientific Research and

Higher Education, Céte d'Ivoire (grant to A. Z.).

o

REFERENCES
Abbott, L. K. 1983. Comparative anatomy of vesicular-arbuscular
mycorrhizas formed on subterranean clover. Aust. J. Bot. 30: 485-499.
Baura, G., T. M. Szaro, and T. D. Bruns. 1992. Gastrosuillus laricinus is
a recent derivative of Suillus grevellei: molecular evidence. Mycologia 84:
592-597.
Bruns, T. D., T. J. White, and J. W. Taylor. 1991. Fungal molecular
systematics. Ann. Rev. Ecol. Syst. 22: 525-564.
Dover, G. 1982. Molecular drive: a cohesive mode of species evolution.
Nature 299: 111-116.
Dover, G. 1986. Molecular drive in multigene families: how biological
novelties arise, spread and are assimilated. Trends. Genet. 2: 159-165.
Dvorak, J., P. E. McGuire, and B. Cassidy. 1988. Apparentsource of the A
genomes of wheat inferred from pdlymorphism in abundance and )
restriction fragment length of repeated nucleotide seqhénces. Genome 30:
680-689
Flavell, R. B., J., Rimpau, and D. B. Smith. 1977. Repeated sequence DNA
relationships in four cereal genomes. Chromosoma 63: 205-222.
Fiavell, R. B., M. O'Dell, and D. B. Smith. 1979. Repeated sequence DNA

comparison between Triticum and Aegilops species Hezaredity. 42: $093-322.

86



10.

11.

12.

13.

14.

16.

17.

Gardes, M., and T. D. Bruns. 1991. Rapid characterization of
ectomy:orrhizae using RFLP patterns of their PC}R amplified-ITS.

Myecol. Soc. Newsletter 41: 14.

Gardes, M., T. J. White, J. A. Fortin, T. D. Bruns, and J. W. Taylor. 1991,
Identification of indigenous and introduced symbiotic ectomycorrhizae by
arﬁpliﬁcation of nuclear and mitochondrial ribosomal DNA. Can. J. Bot.
69: 180-190. T

Gianinazzi-Pearson, V., B. Branzanti, and S. Gianinazzi. 1989. /n vitro
enhancement of spore germination and hyphal growth of a vesicular
mycorrhizal fungus by host root exudates and plant flavonoids. Symbiosis
7. 243-255. |

Harley, J. L. and S. E. Smith. 1983. Mycorrhiza Symbiosis. Academic
Press, London, New York.

Henson. J, T. Goins, D. E. Grey, W. Mathre, M. L. Elliot. 1993. Use of
polymerase chain reaction to detect Gaeumanncmyces graminis‘DNA 1n

plants grown in artificially- and naturally-infected soil. Phytopathology

83: 283-287

Hosny, M. INRA, Dijon. 1994. Personal communicaticn

Junghans, H., M. Metzlaff. 1988. Genome specific, highly repeated
sequences of Hordeum vulgare: cloning, sequencing and squash dot test.
Theor. Appl. Genet. 76: 728-732.

Kuhrova, V., M. Bezdek, B. Vyskot, B Koukalova, and J. IFajkus. 1991.
Isolation and characterization of two middle repetitive DNA sequences of
nuclear tobacco genome. Theor. Appl. Genet. 81: 740-744.

Lee, S. B, and J. W, Taylor. 1992. Phylogeny of five fungus-hke
protoctistan Phytophthora species, inferred from the internal transcribed

spacers of ribosomal DNA. Mol. Biol. Evol. 9: 636-653.




18.

19.

20.

21.

22.

25.

Maniatis, T., E. F. Fritsch, and J. Sambrook. 1982. Molecular cloning: a

laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NY.

Metzlaff, M, W. Troebner, I7. Baldauf, R. Schlegel, and J. Cullum. 1986.

Wheat specific repetitive DNA sequences-construction and

characterisation of four different genomic clones. Theor. Appl. Ganet. 72:

207-210.

Morton, J. B. 1990. Species and clones of arbuscular mycorrhizal fungi
(Glomales, Zygomycetes): their role in macro- and microevolutiorary
process. Mycotaxon 82: 493-515.

Morton, d. B, and S. P. Beantivenga. 1994. Levels of diversity in

endomycorrhizal fungi (Glomales, Zygomycetes) and their role i1 defining

taxonomic and non-taxonormic groups, p.47-59. In A. D. Robg;on, L K
Abbott and N. Malajczuk (ed.), Management of mycorrhizas in
agriculture, horticulture and forestry. Kluwer Academic Publist ers,
Dordrecht.

Passerieux, E. 1994, Personal communication.

Rogers, S. 0., and A. J. Bendich. 1985. Extraction of DNA from milligram

amounts of fresh, herbarium and mummified plant tissues. Plant. Mol.
Biol. 5: 69-76

Saul, M., and L. Potrykus. 1984. Species-specific repetitive DNA used to
1dentify interspecific somatic hybrids. Plant. Cell. Rep. 3: 65-67.
Schesser, K., A. Luder, and J. Henson. 1991. Use of Polymerase Chain
Reaction to detect the take-all fung'ﬁs, Gaeumannomyces graminis, in
infected wheat plants. Appl. Environ. Microbiol. 57: 553-556.

Schmidt, T., H. Junghans, and M. Metzlaff. 1990. Construction of Beta

procumbens-specific DNA probes and their application for the screening

of B. vulgaris x B. procumbens (2n=19) additioﬁ lines. Theor. Appl. genet.

79:177-181.

g8



27. Simon, L., J. Bousquet, R. C. Lévesque, and M. Lalonde. 1993. Origin and
diversification of endomycorrhizal fungi and coincidence with vascular
land plants. Nature 363: 67-69. (Letter).

28. Simon, L., L. Lalondé, and T. Bruns. 1992. Specifi: amplification of 183
ribosomal genes from vesicular-arbuscular endomycorrhizal fuh’gi
colonizing roots. Appl. Environ. Microbiol. §8: 291-295. -

29. Simon, L., R. C. Lévésque, and M. Lalonde. 1993. Tdentif cation of
endomycorrhizal fungi colonizing roots by fluorescent single-strand
conformation polymorphisra-polymerase chain reaction. Appl. Environ.
Microbiol. 59: 4211-4215.

30. Steven, D., Transkley, anc P. Eran. 1988. Organization and evolution of
sequenceé in the plant nuclear genome p. 55-83. In L. D. Gotth'éb ahd S K.
Jain (ed.), Plant Evolutionary Biology. Chapman and Hall, London.

31. Stradford, R., R. Shields, A. P. Goldsbrough, and C. Fleming. 1992.
Analysis of repetitive DNA sequences from potato cyst nematodeé and
their use as diagnostic probes. Phytopathology 82: 881-886. .

32, van Tuiner, D., H. Dulieu, A. Zézé, and V. Gianinazzi-Pearson. 1994,
Biodiversity and characterization of arbuscular mycorrhizafungi at the
molecular 1:vel, p.13-23. In S. Gianinazzi and H. Schiiepp (ed.), Impact of
arbuscular mycor.hizas on sustainable agriculture and natural
ecosystems. Birkhéduser Verlag, Boston.

33. Walker, C. 1992, Systematics and taxonomy of the Glomales: a possible
way {orwari . Agronomie 12: 887-897.

34. White, T. J.. T. Bruns S. Lee, and J. Taylor. 1990. Amplification and direct

"~ sequencing of fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics, p.315-322.
In 1. Michael, H. G. David, J. S. John, T. J. White (ed.) PCR protoclolz a

guide to methods and applications. Academic Press, New York.




- criteria used for the ic

APPLIED ANDYENVIRO ¢
0099-2240/96/304.00+)

Copyright © 1996 Arr - :an Society for Microbiology

NTAL MICROBIOLOGY, July 1996, p. 2443-244¢

/]

Vol. 62, No. 7

Chara: -zrization of a Highly R peated DNA SequenCe (SC1)

~from tk:. Arbuscular Mycorrhizal Fungus Scutellospora castanea
- ‘and Its Detec-ion In Planta

ADOLPHE ZEZE, MICHEL HOSNY, "VIVIENNE GIANINAZZI PEARSON, ann HUBERT DULIEiJ*

Laboratoire d: ¢ 'zytoparasuologle INRA<CNRS, Station de Génétique et d’Armhomnon des Planlcs, INRA, BV 1540,
F. 21034 Dijon Cédex, France

K o Received 16 January 1996/Accepted 23 Apnl 1996

Coe

PR

3

A hlghly i~peated DNA sequence from the genome o " an arbuscular mycorrhizal fungus has been isolated
and charaw. -ized. This 1,202-bp sequence (SC1) repre< ents about (.24% of the Scutellospora castariea genome,
estimated t) %.c 1 pg by flow cytometry. The sequence wa: shown to be a Scutellospora-specific probe In Southern
blots and dat Slot hybridizations. After complete sequer.cing of SC1, PCR primers were generated and used, to
amplify a 997-bp fragment from spores of S. castanea or from colonized Ailium porrum roots. No amplification
products werc obtained with DNA from either spores or mycorrhizal root of other specics of arbuscular
mycorrhiza® trngi. These primers were sufficiently specific for unequivocal detection of S. casfanea in planta.

Arbuscular,mycon bzl fungi (AMF), which form symbiotic '

associations with the 1:.ats of most plants, belong to the order
Glomales (class Zygomv.ctes) (23). These associations, called
mycorrhizae, are invo. Hd in plant nutrient uptake and water
absorption (15) AMF 22 unculturable organisms for which no
sexual stage m their lire cycle has been clearly defined. Con-
sequently, the identif .:tion and classification of AMF are
based solely op the m« v hology and structure of their vegeta-
tive spores, which are . altinucleate organs ar. thie only form
in which individual spe “ies can be isolated (Z . lowever, the
wification of these fungi (spore mor-
sristics) can be influenced by environ-
ore maturity (24), introducing prob-
fying field populations, Furthermore,
) distinguish between AMF specics
:clial phase within root tissues (1).
eal need to develop reliable tools for
cation of these fungi at alt stages of

phology and wall char)
mental conditibns ane!
lems for accurately id:
it is extremely. difficu’
during - the symblouc i
Consequently, there it
the detection and ide:1
their life cycle..

The development i
new possibilities for tx.
unculturable microorgs
cation primers for PCI". -

. variety of PCR technologies offers
detection and identification of such
sms (20, 26, 30-32, 37, 41). Amplifi-
= gencrally homologous to conscrved
sequences, the most fi: -‘ently used being those in the rRNA
genes (rDNAs). Thes: e organized in conscrved regions
(18S, 5.8S, and 28S) 1= * in variable regions (interpal tran-
scribed spacers and ir1:-genic nontranscribed spacers). Uni-
versal primers general y 1ised for amplification of rDNAs can
amplify sequenges of tf sz regions in most organisms (3. 10.
11, 26, 31, 32, 40). Sincc AMF spores can sometimes be con-
taminatcd by other org<3ms in soil, such primers have to be

-employed with great ca :'on. To overcome this problem. Si-

mon et al. (31, 32) vt & rDNA from axenically produced
spores to design AMF 1 -aus-specific primers {rom the small
subunit, and Lanfranco « al. (20) constructed Glomus nios-
seae-specific primers fro... a random amplified polymorphonu-
clear DNA (RAPD) frasrient for detection and identitication
of the fungus within roc. iissucs.

We have adopted cloa :g of genomic DNA from AMF as an
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alternative approach to develop AMF specics-specific probes.
In previous work, a partial library of genomic DNA was ob-
taincd from the AMF Scutellospora castanee Walker (39), and
preliminary evidence for the existence of repeated DNA se-
quences within the $cnome of this fungus was obtained (42).
Repeated DNA seqiiences other than tDNAs can be used as
markers within or among species, depending on their rate of

divergence (6-8, 13). Certain sequences are shared by related

species, while others, considered specific repecats, are con-
served only at the species level and can be used for diagnostic
surposes (16, 17, 22, 29). In the present work, we have isolated
a repeated DNA sequence from the partial genomic library of
S. castanea and have estimated its frequency in the fungal
senome. We have shown by Southern and dot blot hybrldlzw-
-jons that this sequence is Scusellospora specific, and we have
designed S. castarea-specific primers from this sequence for
detection of this fungus in colonized roots by PCR.

MATERIALS AND METHODS

Materials, The AMF isolutes were 8. casianiea Walker BEGL. Senrellospora
calosporu (Nicolson and Gerdemann) Walker and Sanders BEG32, Sauellospora
, ellncida (Nicolson and Schiénck) Walker and Sanders INVAMAYY, Sanellospora

>rlmu Blaszkowski BEGH, Scuwrellospora lieierogama (Nun]son und Schenck)

“atker and Sanders BEG3S. an unidentified Scuellospora species closely resem-
t mg S castanea W1T27 (isolate from Studio sulla Microbiologia del Terreno,
““urin, Taly). Gigaspora margarita Becker and Hall BEG34. Gigaspora rasea

Micolson and Schenck BEGY. Acaulosporu laevis Gerdemann and Trappe
VEG13, Glomus caledoniim (Nicolson and Gerdemann) Trappe find Gerde-
cann BEG20, Clomus intraradices Schenck and Smith LEAS, and Slomus ver-
s.omie Harsten (Berch) BEG47 (BEG, Bangue Curopdéenne des Glomales:

1EVAM, Interaationat Collection of Arbuscular and Vesicular Arbuscular My-

¢orrhizal fungi: LPA. Laborateire de Phytoparasitologie), Al porrum L, was
i oculated with spores of each fungus at the planting of W-day-old seedlings in
a neuteal soil for S, castanen, the S, castanea-like specics, Gigaspora roseu.
Clomns caledoninm, and Glomus mossede or in an acid sandy loam soil for 8.
colospora. S, pellucila, 8. nodosa, wad Acanlospord favvis.

DNA isolation. Spores of the AMF species were wetssieved from pot cultures
W th cAlfinen porrun, cottected individually, and surface sterilized (12), and DNA
was extracted as previously deseribied (-l") The vielid was around | to 2 ng of
TNA per spore. Totl DNA was extracted from washed root systems ol 8- to
ti-week-old mycorthizal and noamyeorrhizal cAfliwe: porum: as deseribed by
Rogers and Bendich (25). Mycorrhizal infection on samples was veritied s
deseribed by Trouvelot et al, {36}, DNA was then quantit fed i o gel or by a
naitluorimetric methed (TRO 100 minifluorimeter: Hocefer Seiearitic st
nentsh

Sereening for repeated l)‘{\ sequences, The EeoRL genomic l|h| wy from .
ciutnea in pUCTS (42) was serdened for fepeated DNA sequences, Sinee in
prliminary experments no prostinent bands could be detected in an jigarose uel
. . ) §
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after digestion of total genomic 1IN, of 8. castanea with EcoRl, a procedure
adapted from the shotgun cloning negiod (27) was uscd. A random sample of 23
clones from the genomic library v as chosen as starting material. Plasmids were
extracted by minipreparation wit', th. builing procedure (21), and after diges-
lion, inscrts were separated from - DUCLY in a (8% agarose gel and trans-
ferred 1o a Bioprobe Biohylon Z' membrane. Hybridization was carricd out as
for the Southern blots (sce next pacug-aph) at 68°C with total DNA from spores
of 8. castunea, Acaulospora laev s, Ciguspora rosea, and Glomus caledonium,
which was lubeled with digoxigenr: b/ random priming according to the Boche-
inger (Mannheim, Germany) pro-oeos

Southern hybridization. DNA: frcin spores and from mycorrhizal or nonin-
oculated roots (3.5 pg) were heleelyzed with restriction endonucleases and
clectrophoresed in 0.8% agarose 2
by Southern (33). Hybridization wvas aerformed at 68°C in 5% SSC (1 SSC is
0.15 M NaCl plus 0.015 M sodw:y citrate)-10% blocking reagent (Bochy-
inger)-2% sodium dodecyl sulfi i (SDS)-0.1% loauryl sarcosinate. The mem-
branes were washed twice at roor teziperature in 2X SSCH).1% SDS and twice
for 20 min in 0.1% SSC-0.1% SD*S (tu:gh-stringeney conditions). The hybridiza-
tion signals were detected by th. zhiemiluminescence system (Bochringer) and
exposure of the membranc to Arnersiam autoradiographic Hyperfilins.

Sclection of a Scutellospora-spetific probe. Tolal DNAs (60 ) from spores of
four species representing differer . gerera of AMF (Acaulospord laevis, Giguspora
rosea, Glomus caledoniym, and § castanea) were scrially diluted 1:3 and blotted
onto a Bioprobe Biohylon Z* membrane according to the manufacturer’s pro-
cedure. Inserls of SCI isolated by the squecze-Irecze procedure (21) were digoxi-
genin labeled by random priming according to the Boehringer protocol and used
as probes. After overnight hybriciza,on at 68°C, filters were washed twice for §
min at room temperature in 2X §3-0.1% SDS and twice for 15 min in U.1%
SSC-0.1% SDS. DNA (1.5 pg) trom spores of the four species used in the dot
blot experiment was hydrolyzed /ith EcoRI endonuclease, separated in an 0.8%
agarose gel, transferred onto a Jioprobe Biohylon Z7 membrane, and hybrid-
ized with a Scuteflospora-speciiic lipoxigenin-labeled DNA fragment overnight at
68°C.

Sequence characterization. &zqu:ncing of the Scutellospora-specific DNA
fragment was carricd oul by usit g a 2romega finol sequencing kit with 32P-end-
labeled primers. After miniprcpgru!ion by the boiling procedure, the insert
cloned into the EcoRI site of | U118 was used as a template for sequencing
reactions in cach dircction wit 1 p‘ 1218 universal primers. ‘The complete sc-
quence was obtained by using ¢ 1734 autoscquencer as described by the man-
ufacturer (Applied Biosystems} Priraers werc designed by using the program
“Amplify 1.2, Bill Engels, 1992" anil synthesized by Eurogentec (Parc Scienti-
ligue de la Croix Rouge, Licge. 3ei sum).

PCR amplification, A 50-pl caz:ion mixture Lunl..\mcd cach primer at 0.05
wM, 1 U of Tug polymcrase 1 Appligene), 250 pM deoxynucleoside triphos-
phates, and 1.5 mM MgCl,. On. aanogram of the Scurellospora-specific plasmid
or 5 to 10 ng of total DNA fron spores or roots was used as a template. Three
pairs of primers were used: pU'i8-{ and -2 (designed at —14 and +56 bp the
EcoRI cloning site). SC1-1 and 11 2-2 (see Results), and the universal 18S rIDNA
primers NS3 and NSo (40). Fo - t .. amplification rcaction, the thermal cycling
parameters were an initial 95°C oo -uturation for 2 min, anncaling for 55 s (the
anncaling temperature was adested 1o the melting temperature of cach pair of
primers), and elongation at 72°C 1 1.5 min followed by 30 cycles dilfering by the
use of a denaturation temperuti of 93°C. The PCR was perlformed with a
Combi thermal reactor (Hybair.

Determination of sequence ¢t py sumber and genoeme organization. In order 1o
determine the copy number ¢ SC1 from 8. castanea. the DNA content per
nucleus was measurcd by (low ¢rtemetry. For this, nuclei were prepared from

spores by crushing the spores i 3 emffer containing a saturating concentration of

DAPI (4',6-diamidino-2-pheny indole) aceording to the protocol of Galbraith ct
al. (9). Nuclei were analyzed ¢n 3 Partee CALL flow cytomceter (Chemunex,
Maison-Alfort, France) with .. izy mercury lamp type HBO {00, and the
amount of DNA was ¢stimater! 0y ['API fluorescence of the nuclei relative 10
that of Gigaspora margarita (0 77 £g) 15), which was tuken as an internal stan-
dard. The cytometer was also cilinrated with chicken erythroceytes containing
2.33 pg of nuclear DNA (2). H stograms of the DAPI-DNA mcasurements on a
lincar scale of fluorescence int:nsivy (FL) were used to caleulate the amount of
nuclcar DNA according to the 2quiiion DNA content (picograms) = (mean FL
of sample/mean FL of standasd; < standard DNA content {picograms). This
implics that the fluorescence 1 the DNA-DAPT complex is stoichiometrically
related to the amounl of DN#.

Resirietion enzyme analysi~. Products amplificd with the SCi-1 aad SCI-2
primers from the pSCL genonr ¢ cioe and from 8. castunea genomic DNA were
hydrolyvzed with Bgltl, Dral, Ave, ilincll Niwd, and Alul and electrophoresed in
a 2% agarose gel.

Nucleatide sequence aceessi i cwnber, The EMBL aeeession number Tor Sl
is NVo321.

KESULTS

Selection of clones ¢
high copy number in ¢ 1.

~sponding to genoniic sequences in

u castanea genome. Tolal digoxige-

. Genomic blots were prepared as described -
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FiG. 1. Dot blots of denatured DNAs extracted from spores of Acaudospora
luevi. (row 1), Gigaspora rosea (row 2), S. castanea (row 3), Glomus caledoniwm
(rom 4), and the SC! DNA inscrt (row 5) and hybridized with the SCI insert
labeled by random priming with digoxigenin,

\

\

nin-labeled genomic DNAs from §. castanca, Acuulo_spom lue-
vis, quspom rosea, and Glomus caledonium were hybfidized
in Southern blots to a random sample of 23 inserts. OF these,
14 inserts gave detectable signals either with total genomic
DT"A from S. castanca or with genomic DNAs from the three
er fungi. The remaining inserts gave no detectable signals
wx' 1 the funml genomic DNASs, suggesting that lhcy may rep-
resent ,mw]c -copy genes. With S. castaneud genomic DN{\ nine
inserts gave high signal intensities and five gave moderate
signal intensities. Of the 14 inserts which gave a detéctable
lgnal, 10, inciuding SC1, hybridized only with S. castanca
genomic DNA, two (SC17 and SC22) cross-hybridized with
Gizaspora rosca genomic DNA, one (SC3) cross-hybridized
with Acaulospora laevis and Glomus caledonitun DNAS, and
on: (SC4) cross-hybridized with DNAs from all of the tested
furgi. The 10 inserts which hybridized only with total labeled S.
ca.tanea genomic DNA may be specific to the Scutellospora
genome. The high-intensity signal in Southern hybridizations
with total genomic DNA from S. castanca spores suggested
that thesc inserts could be in high copy number in' the S.
castanea genome.

Selection of ihe pSCL1 clone. Nine plasmids C\pccted to carry
reneated DNA sequences from S. castanea were investigated
for the presence of a Scutellospora-specific sequence in dot blot
analyses. Some of the nine inserts used as probes cross-hybrid-
ized with total DNA of AMF but with a lower signal intensity
than with 8. castancea. One insert (SC1) from one recombinant
plasmid (pSC!) hybridized in a dot blot experiment (Fig. 1)
with DNA {rom S. castanea but not with DNA from Acaulo-
spora laevis, Giguspora rosea, ot Glomus caledonitn, ‘suggest-
ing that it could be a Scurellospora-specitic tfragment. This
specificity was confirmed by Southern blotting of total DNA of
the four gencra of AMF (Fig. 2) probed with digoxigenin-

6.1n8 4 < 5.000
® < 3500

2.036 .

1.636 - ® < 1380

1.018

F1G, 20 Agarose gel electrophoresis () and Southern blot (131 of DNAs
entracted from teardospont Lievis (lanes 2), Gigaspora roser (anes 3). Gloms
valedennn (Lines 4),and S casioea (lanes 3), hydrodvzed partially with £ceoRIL
o probed wiih the SCEinsert Labeled with digovigenin, Lanes 1, ERbp fadder
Civthesda Rescareh Labonories), Numbers on the sides indicale sizes tin

Kdobase pairs), 3
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labeled SCI1; the same specificity for Scutellospora DNA as in
dot blot hybridization was obtained. The specificity of the SC1
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-strin-
gency conditions, an extremely low-intensity signal was ob-
tained with the other species, suggesting that sequences with
low levels of homology to SCI are present but must have
diverged.

SCI1 sequence characterization. Because of a partial hydro-
lysis of the genomic DNA, three fragments with high sngnal
intensities and other fragments with higher molecular sizes
were visible in th: Southern blot (Fig. 2). The apparent mo-
lecular sizes of the 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 different numbers of repcats.
Such an irregular pattern was observed in two independent
analyses, indicating a complex organization of the repeated
unit at different loci. Some fragments of the ladder hybridized
with the probe because of contamination of the SC1 insert by
DNA from the vector, which was labeled by random priming.

When hybridized with SCI1, total EcoRI digests of S. casta-
nea and the double digests obtained with EcoRI and EcoRV
(no site in SC1) or with EcoRI and HindIII (no site in SC1)
revealed one band corresponding to the size of SC1. Digests
with HindIII or EcoRV or both (no sites in SC1) gave signals
in a greater size range. The SC1 sequence therefore represents
an EcoRI family clustered in several tandem families.

SC1 sequencing. Hydrolysis of the pSC1 plasmid with HiizdIII
showed that its total molecular size is 3.9 kbp, while the insert,
liberated by EcoRI, corresponds to 1,200 bp. The comnlete
sequence (Fig. 3), 1,202 bp from the 5’ EcoRlI site residue to
the 3' EcoRlI site residue, is 68% AT and contains several
perfect direct short repeats (two copies of each) in the central
region of the sequence: DA, ATTTTA; DB, ATATATT; DC,
ATGGTTCCT; DE, TAATGGTTCCT; DF, AAAATTA: and
DG, AAACTTAA. The SC1 insert does not encode any pro-
tein, and many stop codons were found.

Restriction sequences were found with site usages of onc for
25 endonucleases, two for 11 restriction enzymes, and three for
10 enzymes. No sites were found for EcoRV, HindllI, or
EcoRI (the enzyme used for cutting the genomic fragments for
cloning). Unique restriction sites at positions 761 (X/:0l). 632
(Bglll), and 716°(Dral) (Fig. 4) were chosen for identification
of the sequence after PCR amplification.

Generation of SC1-specific primers for detection of S. cas-
tanea by PCR. Primers SC1-1 (5" CACTTAGGTGTTTAGC
AGG 3’ from pucleotlde 177 to 195) and SC1-2 (5" TTTC
GCTCAATGCATGCC 3’ from nucleotide 1088 to 1066) were
chosen and synthesized to amplify a specific sequence of 907
bp. .

In order to verify the results obtained by dot blot and South-
ern assays and to test primer specificity for S. castanea. DNAs
from spores of 11 species of AMF, including 4 species of
Scutellospora, were used for PCR analyses with primers SC1-1
and SC1-2. After 30 cycles, the expected 907-bp product was
obtained only with DNA from S. castanea spores (Fig. 3A).
Several annealing temperatures were tested; 58 and 60°C were
specific and gave an abundant product with DNA from S.
castanea only. The primers SC1-1 and SC1-2 were highly spe-
cific for S. castanea under these conditions, since the template
DNAs from all of the taxa tested were amplifiablc with the NS3
and NS6 primers for the 18S rDNA (Fig. 5B).

In order to assess the specificities of the primers for .
castanea during mycorrhiza formation, 5-ng portions of DNAs

1
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1 AATTCGATAA GCTATTCATT TTGGTGTTAC ACAACA. «.'. TAAATACAGT

S1 AATACATACG TAACATTACA AATCATATCT AATGCT’ /i CTAAAATTTT

101 TAATTCGCCA AATATGATCC GTTGGAAAAT AGTTGRs *\'i AACTTAGAAG

151 GCTTGTCAGT TCGAGTAATT GCTMGm’;J;’: A\ _GCAGGTCCTC
207 TGTGGGTCGA GTTCTCAAAC MTT’I‘.CAAM GTATGG ™ ™": I GTTGAAGAAT
251 TACCACCACT TTTAGGTAGA ACTCGTTTAT TGAATZTHIA TGACATAAAA
302 TATCTCAAAA CTﬁMTGM AGAAAGACCG GATTC! (TT TATATCGAGTT

35"  ACAATTAGAA ATGGAACTCT GGTTAGGACA CAAARTTACT CTTGCAAGAC 1

DA
40 TTTGRAGAGC AGGCCCATCG ACTTGAGTAT ACGRAALS MAC AAGTAAGATT
DB DA Fris

45% TTATACATAT ATTCCATATA ATTTATTTTA TTGGTA.CA TTACTATTCT
" DC
5¢. AACTATATAC AGATTTTCAA AACTTGCAAT AAAAT™. .(A GAGATGGTTC
DE DC LE
557  CITGTTCGAT GARACGTAATG_GTTCCTCACT TGATG! 57 F T AATCGTTCC
60  TGTTTGACGA ATGTAATAGT TCTTTGCTTA TCAGA. T TGTTTCAATG
DF
651 CTTCCATCTA TTTTACATTG GTTTTCTTTT GGCCT: ...\G AAAATTAAAA
DF
7CT  TATTTAATAT GATTTTTTTA AATAARAATT ATATT;(aAT ATAAATATGC

791  AAAMATTTTA CCTCGAGCTT GATTATAATT GTC2 2IAT TTCCGGCAAR
801 TATTAATAAA ATCTTGGCCC TCTTGGTTTC AACTT  "G3G TTACAATTTT
851  TTTCGGAACC AGTTGAGGCI‘\' AACTCTTGGA TCCTAT "1AA CCTCTTTTTT
91  TTGTTGCGAG CAACCTACTC éCGTAAATAT GTTT: 77t G AAACTTCAAC

$¢1  TPTATGGTTCA GTGCTTTTTT TACGCTTCCA CGTGH "UTG TATTTGGATT

DG
1021 GGCGAAGAAC AGTCTTTGGC CATAAATTTT TGTAG ! CAA ACTTAAACAT
scl-2 DG
1051 GTCATACCAT AGTGGGGCAT GCATTGAGCG AAAA” . AT AAAGGCGTTG
1131 GAABAAGCCG ACATTGCAAA TATTAATCAA ATAAT T/CT GTAGTAACAC

AAAAATTCTT TTTATACATC TAATCTTACT GAAAT "..aTA ACTTATCGAA

1271 77

ORI residues. Primer
“Yrect tandem repeats

FIG. 3. Sequence of the SC1 insert, limited by two
secuences SCI-1 and SC1-2 are indicated and underlin=c
are in iralics and boldface and/or are underlined.

11d from mycor-
cts with different
~d as templates.

' I

frym S. castanea-mycorrhizal Allium porrur:
rkizae obtained by infecting Allium porrum
AMF, including Scutellospora species. were
DNA from nonmycorrhizal Allium porrurm used as a con-
trol (Fig. 6A). In order to. verify the SC1 n.ve of the 907-bp
PCR product, the PCR products were JL;. rdlzed with the
labeled SC1 sequence amplified from the 3CL plasmid. A
strong hybridization signal was obtained o0..7; with the 907-bp
product from S. castanea spore DNA or t.om §. castaned-
irfected roots (Fig. 6B). The sensitivity o7 “€'R detection by
ke SCl-specific primers was tested by mix+¢ DNA from the
fungus with DNA from noninoculated root < s " Al porun:
the SCI sequence was detected down to 0.. g of S. costanea
DNA in a mixture with 20 ng of Allium pe: vn DNA.

Finally. the identity between the produu - atained by ampli-
fication with the SC1-1 and SC1-2 primers f1 ™ the pSCI clone
and from S. castanea genomic DNA was csihiished by restric-
tion analysis with six endonucleases, which yielded two frag-
ments of the expected sizes inferred from ¢ restriction map
(Tig. 4) obtained from the sequence analy

Evaluation of the copy number. The SC* s :quence was iso-
lated by the squeeze-freeze method after wl\l digestion' of
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FIG. 4. Restriction map of the SC1 sequence, with the sites used for identificition of the PCR product obtained with the SC1-1 w.od 1C1-2 primers. Numbers

indicate positions.

plasmid pSC1 and separation in a 0.8% agarose gel. After
minifluorimetric quantification of both SC1 and genomic DNA
from S. castanea, serial dilutions were performed. DNA was
denatured, dot blotted onto a membrane, and hybridized with
digoxigenin-labeled SC1 amplified with the SC1-1 and SC1-2
primers, genérating a 907-bp product. The copy number of SC1
in the §. castanea genome was estimated from densitometric
analyses of dot blot signals 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 SC1, that is, 0.236% of the
S. castanea genome.

A

123456789 101121

B

;

FIG. 5. Amplification with SC1-1 and SC1-2 primens (expected size, 907 bp)
(A) and NS3 and: NS& primers (expected size, 907 bp) (B) of DNA« extracted
from spores of S, castunea (lanes 3), an S castanea-like species (lanes 4), 8.
peffucida (lanes 3), 8. heterogama {lanes 6). Glomus mosseae (lanes 7), Glomins
inmraradices (lanes 8), Glomus versiforme (lanes D). Glomus caledonium (faes
10),. Acardosporu-daevis (lanes 11), Gigaspora rosea (lanes (2), and Giguspora
margarite (fanes 13). Lanes 1, 1-kbp ladder (Bethesda Researcl Laboratories):
lanes 2, no DNA, Numbers on the sides indicate sizes (in kilobase pairs),

L e . e

Flow cytometric analyses gave histozri.mns with two peaks
corresponding to Gigaspora margarita (pez« 1) and S. castanea
(peak 2) nuclei. An example is given in Fiz. 7. The mean ratio
(= standard deviation) between the arbitrary fluorescence
value for S. castanea and that for Giga+:»>va margarita nuclei

A

12345678910 112

FIG. o. Amplitication with SCL-1 and 8C1-2 pri.ca
Southern blot (3Y of DN Ax extracted {rom nonmye
from roots colomized by cleatdospora leevis (lanes 30 Gigaspora rosea (lanes 4),
Glons mosseae (lanes S\.p(:‘/umu.\* caledoniten (lane v N peflacid (lanes 7Y08,
nodosa (lanes 8), 8. calfospbra (lanes ), an 8. caszan - -like species (Lanes 10), or
S castnrea (lanes 11); or (tom spores of S easta o (lines 12), The blot of
denatured DNA was hybridized with the amplificatics i oduet obtained with the
SCI-1 and SCU-2 primers from plasmid pSCLand 7 cled with digosigenin by
random priming. Lanes 1. 1-kbp ladder (Bethese . Pesearch Laboratories),
Numbers on the sides indicate sizes (in Kilobuse pas . .

(\) and corresponding
izallcek roots (lanes 2%
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Number of particles counted

0 56 100 150 200 250

Fluorescence intensity in A.U.

FIG. 7. Cytomectric flow «nalysis of nuclci from spores of Gigaspora margarita
(peak 1) (as a standard) wnd 3. castanea (peak 2). A histogram of frequencics
(counts) of DAPI-staincd nuclei is shown. Intensities arc given in arbitrary
fluorescence units (A.U.) 0.1 a linear scale. The ratio of the DNA content of S.
castanea nuclei to that of {.3espora margarita nuclei is 1.35.

was observed to be .5 * 0.03. By using this value in the
equation given in Marerials and Methods, the genome size of
S. castanea was calcu ated to be 1.04 = 0.02 pg per nucleus,
which corresponds to « yproximately 9.5 X 108 bp per nucleus.
The copy number cui: ¢ estimated as (0.00236 X 10%)/907 ~
2,600. This estimate is cieuzly not an exact measurement; how-
cver, a copy number <f 2,000 to 3,000 allows the classification
of SC1 sequences a: Hishly repeated DNA.

DISCUSSION |

In this paper, we uc.cribe the use of a “repeated DNA se-
quence, SC1, screenzJ from a partial genomic library as a tool
for specific detectio.1 9 S. castanea in mycorrhizal roots. This
is the first time that .- AMF repeated DNA sequence other
than rDNA has beei. characterized and subsequently used as a
probe. The specificin «{ the repeated DNA sequence SC1 for
8. castanea spores e taer in dot blot and Southern analyses or
by PCR amplificaticn: confirms preliminary observations of its
ability to detect S. cuszanea in Allium porrum mycorrhizae by
Southern analyses (42).

DNA probes corrzeponding to repeated DNA sequences
have been construc.ec ior plant species such as barley (17).
tobacco (18, 19), wa::: (22), and Betu procumbens (29), and
Stradford et al. (34) l1z¢ used species-specific tandem repeats

as diagnostic probes rur cyst nematodes. DNA or RNA se-

quences specific to & purticular organism can be used for PCR
detection. For examg:ic Schesser et al. (28) and Henson et al.
(16) used a specific mitochondrial DNA sequence to generate
primers to detect Glow:us graminis in infected wheat., and more
recently Lanfranco 2: al. (20) have reported Glomus mosseac-
specitic primers des:ge. 1 from a RAPD product. By scquene-
ing SCI, we genera'e . the primers SCl-1 and SCI-2 for PCR
detection of S. casta.1::. DNA in roots, and under the described
conditions, they dic et amplify DNA from spores ol Scurel-
lospora spp. other t vt 8. castanes or from roots infected by
other species of AME. Compared with dot blot and Southern

REPEATED DNA SEQUENCE FROM SCUTELLOSPORA CASTANEA 2447

analyses, which required at least 60 ng and 1 pg of DNA,
respectively, PCR detection was far more sensitive, since we
could detect 0.25 ng of S. castanea DNA when.it was mixed
with 20 ng of DNA from roots of nonmycorrhizal Allium por-
rwn. These primers provide reliable tools for the dircct detec-
tion and identification of this fungus throughout its life cycle.

Cloning of genomic DNA also offcrs 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 from S. castanea analyzed, 9 gave a high signal intcnsity
in hybridization with genomic DNA, suggesting that the cor-
responding scquences exist in high copy numbér in the S.
castanea genome. This may mean that a large part of the S
castanea genome is redundant DNA, as is found in higher
cucaryotes (35). The fact that complete EcoRI digests of S.
castanea that were hybridized with SC1 yielded, one major
signal corresponding to the size of SC1 means that this se-
quence must represent a major DNA repeat in the S. castanea
genome. From calculations, the sequence is estimated to be at
about 2,600 copies, and sequence analysis suggests that it is
nonencoding. The SC1 sequence is organized in several fami-
lies throughout the genome, although the SC1 repeat is large
(1,202 bp) and docs 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 signals obtained
after incomplete digestion of S. castanea genomic DNA. Tan-
demly organized repeated sequences of about 1,000 bp have
been similarly isolated from plants (18, 19) or fish (13), and
several families were found. The complex pattern-observed in
genomic blots hybridized with SC1 suggests that the SC1 se-
quence could have diverged within the S. castanea genome,
creating several families. The amplification procgss with the
SC1-1 and SC1-2 primiers could be restricted to a single family
with a small number of nucleotide substitutions among its
members. However, this apparent specificity for'S. castanea
cannot be said to be either species or isolate specificity, given
the lack of isolates classified as S. castanea. It remains that SC1
must be considered a member of a family of repeated se-
quences that have diverged among species sufficiently to ham-
per heteroduplex detection in hybridization experiments and
to suppress PCR amplification with other AME isolates. It
would be interesting to obtain other isolates of’ S. castanca
identified by classical taxonomic characters to test whether the
specificity of SCL is at the species or isolate level.

The present paper is the first 1o 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. Such primers will be useful to detect the presence of S.
custanea Walker (BEG1) not only in root tissucs but also in
DNA extracted from the soil. These primers and those ob-

. tained for Glomus mosscae (20) are the only molecular tools

presently available which can be used for the direct and un-
cquivocal detection of individual AMF specices,
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1-CARACTERISATION D'UNE SEQUENCE REPETEE ET
AMPLIFICATION PAR LA TECHNIQUE PCR

1.1 Introduction

Les séquencc_as répétées peuvent non seulement étre 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 avons pu mettre en
évidence une séquénce présente aussi dans le éénome d'autres
especes de champignons endomycorhizogénes 4 arbuscules. Nous
avons voulu utiliser cette séquence pour étudier une possible
variation intergénérique entre champignons endomycorhizogénes a
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. Apres
séquengage 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
endomycorhizogénes. Du fait qu'elle a été caractérisée comme une
séquence dispersée et qu'ellé. a été détectée chez les différentes
espéces de champignons endomycorhizogénes 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
(Dl'hybridation en dot qui nous a permis de déterminer le nombre de
copic:s de cette séquence dans le génome de: A. lacvis, Gig. rosea, G.
cale lonium et S. castanea, (i1)l'hybridation de Southern qui nous
perr s de déterminer l'organisation de l'élément Mycdire dans le
génime de S. castanea, (i11)le séquencage complet de l'élément
Mycdire qui nous a permis de déterminer son organisation

nucliotidique.

1.2.2 Estimation du nombre de copies de Mycdire dans chaque
génome

L'hybridation en dot des ADN totaux extraits de spores des espéces
A. laevis, G. caledonium, Gig. rosea et S. castanea (Figure 1 page
126) permet de déterminer le nombre de copies de Mycdire dans le
génome de chacune de ces espéces. Apres traitement des spots par
analyse dimages, une courbe densitométrique étalon est déterminée
avec la séquence Mycdire. Nous intrapotlons ensuite conime nous
I'avons fait au chapitre précédent pour avoir la valeur en ng d'ADN
des spots inconnus. Le nombre de copies dans chaque génome est

alors déterminée comme suit: .

Glomus caledonium

75ng d'ADN génomique donnent une quantité équivalente de 0,08 ng
de la sonde. Donc la proportion de séquences homologues a la sonde
est: 0,079659/75= 0,00106. Ce qui correspond a 0,1% du génome de G.
caledonium. En estimant a 0,3 pg (Michel Hosny, communication

personnele) la quantité d'ADN par noyau chez de G. caledonium la




103

proportion de séquences homologues de Mycdire est 0,00106 x
0,3109= 318000 pb. Le riombre de copies de Mycdire est donc estimé &
318000/1428 = 223,

ospora castanea

150 ng d'ADN génomique donnent une quantité équivalente e 0,06
ng de la sonde. Donc la proportion de séquences homologt es & 1a
sonde est: 0,059286/150 = 0,00039, soit 0,039% du génom. de S.
castanea. En estimant la quantité d'ADN par noyau chez S. ccstanea
a 1 pg (Michel Hosny, communication personnelle), la pxl'oportion de
séquences homologues est donc de 0,00039 x 109 ce qui donne 395240
pb. Le nombre de copies de Mycdire est donc estimé & 395240,1428 :=
297,

Gigaspora rosea

150 ng A'ADN génomique donnént une quantité équivalente de 0,058
ng de la soﬁde. Donc la proportion de séquences homologues a la
sonde est 0,058/150=0,00039, soit 0,039% du génome de Gig. rosea. En
estimant la quantité d'ADN par noyau chez Gig ros"ea a 0,57 pg
(Michel Hosny, communication), la proportion de séquences
homologues est: 0,00039 x 0,57109= 222300pb. Le nombre de copies de
Mycdire est donc estimé & 220400/i428= 156,

Acaulospora laevis

150 ng d'ADN génomique donnent un signal équivalent & 0,068 ng de
la sonde. Donc la proportion de séquences homologues a la sonde est:
0,068566/150= 0,00046. Ce qui correspond & 0,046% du génome de A.
laevis. En estimant la quantité d'/ADN par noyau chez A. laevis &

0,67 pg (Michel Hosny, communication personnelle), la proportion
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de séquences homologues est: 0,00046 x 0,6710%= 306261pb. Le nombr~

de copies de Mycdire est donc estimé a 306261/1428 = 214,

1.2.1.2 Organisation de Mycdire dans le génome de S. castanca

En vue de montrer l'organisation de la séquence Mycdire dans le
génome de S. castanea. 1 pg d'ADN total de spores est digéré par
I'enzyme EcoRI. Aprés électrophorése et transfert sur membrane,
une hybridation est effectuée avec la séquence Mycdire marquée A la
digoxigénine. Une trainée a été obtenue apreés hybridation montrant
que la séquence Mycdire est dispersée dans le génome de S. castanca

(voir Figure 2 page 127).

1.2.1.3 Séquengage et analyse de Mycdire

Apres séquencage complet de l'élément Mycdire, la détermination
en bases donne 76% de A+T et 24% de G+C. En utilisant le
programme 'repeat” du logiciel GCG via le serveur génore a
Villejuif, il nous a été possible de déterminer cing séquences répétées
directes et deux répétées inversées. En outre, sept variantes de la
séquence ARS qui confere une autonomie de réplication chez
Saccharomyces cerevisiae ont été détectées dans cette séquence
(Figure 3 page 128). Par ailleurs, nous avons mis en évidence
I'existence de séquences d'ADN appelées (Centromeric DNA
elemznt) CDEI (G/A)TCACIG/AITG) et CDEILL (TTCGAA) qui sont
caraéristiques des séquences d'ADN centromérique chez S,
cere. isiae. Ainsi deux CDEI parfaits ont été mis en évidence aux
positions (724-731) et (874-881) et un CDIIIT avec un mésappariement

en pr sition (506-512).
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1.2.2-Détection de la séquence Mycdire dans le génome de quelques
espéces de champignons endomycorhizogénes a arbuscules par la

technique PCR

1.2.2.1 Choix des amorces

Le choix des amorces s'est fait comme précédemment en utilisant le
programme "Amplify" pour rechercher les diméres et la stabilité
des hybrides.

La qualité des amorces dénommées

-Mycl 5' TCATAAAATTTTAATTGGTG 3'

-Myc2 5' TAATTTTCAGGTAAAGATGG 3

a été ainsi déterminée.

1.2.2.2 Amplification de I'ADN total de spores de A. laevis, Gig.:
rosea, G. caledonium, S. pellucida et S. castanea

Une fois les amorces testées, une amplification a été effectuée sur
ADN total de spores de différents champignons endomycorhizogénes
a arbuscules en vue d'amplifier la région correspondante de
I'élément Mycdire dans le génome de ces champignons. Comme le
montre la Figure 4A page 129, une amplification a été obtenue avec
I'ADN des espéces testées. No_pé nous attendions & un fragment de

1056 bp. Lorsque les produits d'amplification ont été soumis a

~ électrophorese d'agarose (1,5% Nusieve), un fragment d'une telle

taille a-été obtenue avec les especes Gig. rosea, G. caledonium, S.
castanea et S. pellucida comme produit majeur. Mais l'espéce A.
laevis a donné un fragment de 569 bp comme produit maje ar. En
plus de ce fragment de 1058bp, des fragments mineurs de :etites
tailles (600bp et 400bp) ont été obtenus chez Gig rosa, G.

caledonium, S. castanea et S. pellucida. Un fragment min wur de
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méme taille que le fragment majeur de A. laevis a été obtenu aussi

chez S. castanea.

1.2.2.3 Relations entre-1'élément Mycdire et les portions

corrv:spondantes amplifiées chez les autres especes

1.2.2.3.1 Identification des produits d'amplification

Pour montrer la relation entre les différents produits d'amplification
ob:tenus, nous avons procédé & l'hybridation moléculaire des
pro&uits d'amplification avec la séquence Mycdire. Apres
électrophoreése, les produits d'amplification ont été transférés sur
membrane Biohylon Z+. Ces produits ont été alors hybridés avec
I'élément EcoRI (Mycdire) de S. castanea. La Figure 4B page 129
montre que les produits majeurs (1058bp) de Gig. rosea, G.
caledonium, S. castanca et S. pellucida donnent un signal
d'intensité trés fort comparativement au produit majeur de A. laevis
qui donne un signal presque inexistant. Les produits de 600 bp de
Gig. rosea et de G. caledonium donnent des signaux dintensité
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 Séquengage 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 une homologie d'environ 97% (voir Figure 5,

page 130). Cette comparaison montre donc que 'élément Mycdire de
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S. castanea est trés fortement conservé chez les especes Gig. rosed et
G. caledonium. Les produits de 600 bp des espéces Gig. rosea et G.
caledonium donnent des signaux relativement forts. Ce fragment
pourrait étre sous-famille relativement conservée de 1'élément
Mycdire.

Nous avons pu obtenir le séquencgage complet du produit ma. zur de
A. laevis. La comparaison de ce produit avec l'élément-Myc.lire en
utilisant le programme de comparaison "besfit", qui est un log ciel de
comparaison qui offre le meilleur alignement possible, donie 65%
d'homologie sur 341bp ce qui pourrait expliquer le faible signel

d'hybridation obtenu.

3 Discussion et conclusion

L'hybridation en dot blot d'ADN totaux nous a permis de mettre en
évidence 1'élément Mycdire comme étant présent dans le génome des
différentes espeéces testées. Une hybridation en Southern de '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 a la séquence ARS
(A/TYTTTAT(A/G)TTT(A/T) de S. cerevisiae (Broach et al. 1993)
connue pour conférer une autonomie de réplication. La comparaison
de la séquence Mycdire aux ééquences de la banque de données
(EMBL genbank) avec l'algorithm FASTA (Pearson et Lipman,
1988), a revélé 53,56% d'homologie sur 836bp de la séquence ACARS
d'Acremonium chrysogenum, qul posséde une autonomie de
réplication et une capacité de transformation (Isogai et al. 1987). La
localisation de 1'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 posséde 51% d'homologie avec 1200
bp d'un élément centromérique de Schizosaccharomyces pombe
dénommée SPCEN2C. Des ADN centromériques de S. cerevisiae ont
été bien étudiés et sont caractérisés par la présence de trois éléments
conservés appelés CDE (Centromeric DNA element) (Hieter et al.
1985) appelés CDEI {((G/A)TCAC(G/A)TG]) et CDEIII (TTCCGAA)
séparés par un troisieme, CDEII qui a 86-88bp et qui est trés riche en
A+T. Comme l'indique la figure 3 page 128, nous avons mis en
évidence deux CDEI parfaits aux positions 874-881 et 724-731. Un
CDEIII avec un mésappariement apparait a la position (507-512).
Tous ces résultats nous font penser que 1'élément Mycdire serait un
élément centromérique. De plus la séquence anS1 de Aspergillus
nidulans, qui posséde une autonomie de réplication et une capacité
de transformation, est située & proximité d'un centromere (Cullen et
al. 1987)

La mise en évidence de cet élément chez les champignons testés par
la technique d'hybridation en dot nous a permis deﬁ déterminer le
nombre de copies de cet élément qui varie de 164 & 280. Ceci
représente 0,042% du génome de A. laevis et de S. castanea et 0,082%
du génome de Gig. rosea et de G caledonium.

Ne pouvant entreprendre des études RIFLP sur ADN total, des
amorces ont été déterminées a partir de la séquence Mycdire. Celles-
ci noas ont permis d'amplifier des portions de cet élément chez les
espéces testées. L'analyse directe des produits PCR confirme le fait
que cette séquence dispersée serait organisée en sous-familles.
Diffé rentes sous-familles apparaissent chez toutes les especes
anal sées. Les réponses intenses obtenues apres hybridation de

Soutl ern des produits PCR confirment le fait que I'élément Mycdire
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est trés conservé chez Gig. rosea, G. caledonium, S. pellucida et S.

castanea mais non chez A. laevis.

Le séquencgage comparé des produits majeurs obtenus apres
amplification par PCR montre effectivement que cet élément est
fortement conservé chez des espéces comme Gig. rosea, G.
caledonium, S. pellucida et S. castanea alors que la portion amplifiée
chez A. laevis n'a que 65% d'homologie. Ces résultats indiquent que
I'élément Mycdire ést'trés conservé chez Gig. rosea, G. caledonium,
S. pellucida et S. castanca. .
L'élément Mycdire posséde des ARS, ce qui pourrait conférer une
autonomie de réplication & cette séquence. Des séquences
comportant des ARS ont été caractérisées et utilisées comme vecteur
de transformation chez A. nidulans (Cullen et al. 1987) et chez A.
chrysogenum (Tokao et al. 1987). Cet élément Mycdire ouvre par
conséquent uhe voie pour la construction d'un vecteur de
tranformation.

L'élément transposable MGR du champignon Magnaporthe grisea a
été utilisé pour discriminer entre les especes pathogénes et les non
pathogenes (Hamer et al. 198.9). On pourrait donc envisager de
rechercher une corrélation entre le pouvoir endomycorhizogéne
d'un chémpignon symbiotique et la présence de 1'élément Mycdire.
L'élément- Mycdire est coné’ervé chez les différents champignons
endomycorhizogeénes a arbuscules étudiés. Or ces champignons sont
supposés appartenir a des genres différents. Ces résultats sotlévent
les questions posées par Morton (1990) quant a la conception du
genre et de l'espéce chez ces champignons. Une élucidation devrait
étre apportée en s'adressant & un nombre élevé de champ gnons

endomycorhizogénes. Mais la nature transposable de 1'él ment
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My-dire pourrait e:;(pliquer ces résultats. Simmons (1992) a montré
que 'éliment transposable hobo est trés conservé entre espéces de
Drsophiie. Des observations similaires ont été rapportées pour
I'é]3ment transposable mariner en comparant trois espeéces
diff §rentes de Drosophile (Maruyama et al. 1991). La divergence
d'é!3ments d'insertion se situe entre 0 et 0,3% chez des souches de E.
coli (Lawrence et al. 1992).

Capy et al. (1994) soulévent la question d'une phylogénie étrange, non
conventionnelle, dés éléments transposables, non conformes aux
phylogénies établies par les méthodes morphologiques ou
moléculaires utilisant des séquences d'ADN fonctionnelles. En effet,
l'élément mariner est présent avec 96% d'hcmologie chez des genres
comme Drosophila mauritania ct Zaprionus tuberculatus
(Maruyama et al 1991), deux espéces appartenant a des genres ayant
divergé voila 70 millions d'années (Beverley et al. 1984). Mais quand
des especes comme Drosophila mauritant et Drosophila tsacasi qui
appartiennet au méme genre sont comparées, on a seulement une
homologic de 89%. Comment pourrait-on cexpliquer une telle
contradiction?

Capy et al. (1994) propese I'hypothése d'un transfert horizontal des
éléments transposables. |

Les phylogénies existantes des champignons endomycorhizogenes a
arbuscules montrent que le genre Glomus a divergé depuis tres
longtemps des genres Gigaspora et Scutellospora. Nos résultats
montrent que les séquences Mycdire de G. caledonium, S. castanea
et Gig. rosea se ressemblent et sont différentes de celle de A. laeuvis.
Des transferts horizontaux pourraient expliquer ces résultats.

Si l'on s'appuie sur cette hypothese, I'élément Mycdire peut donc étre

utilisé pour faire une étude de dynamique de communautes
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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 pourrail aussi
disposer de loci potentiels distribués de maniére aléatoire dans
chacun des génomes afin de développer des marqueurs specifiquas
monolocus.

Les xfésultats obtenus ont été rassemblés dans un article atitulé:
Mycdire, a dispersed repetitive DNA element present in the g enomes
of arbuscular mycorrhizal fungi ; cet article est soumis fi’Gene.

Pages 112-130.
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SUMMARY

An EcoRI 1428bp A+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 partial sequencing of this element, primers were designed and used in
PCR to amplify portions of this element in species of ar'buscular mycorrhizal
fungt belonging to four different genera of Glomales. Southern blot analysis of
the PCR products showed that this sequence is organized in different
subfamilies. Sequence analyses of the main PCR product showed that this
element was highly conserved in the five species of arbuscular mycorrhizal
fungi examined. EMBL database comparisons indicated that Mycdire presents
some homologies with the autonomously replicating, A+T-rich element
(ACARS) from Acremonium chrysogenum, which has a transformation
capacity, and contains seven coﬁies of a previously reported autonomously

replicating sequence (ARS) from Saccharomyces. cerevisiae.
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INTRODUCTION

Arbuscular mycorrhizal fungi are unculturable organisms, belonging to the
order Glornales (Zygomycotina) and forming symbiotic association with the
roots »f mds" plants (Morton, 1990). This symbiosis 1s common {o af least 80
of tc]" -estrial plant families and is important for its role in plant nutrient
uptal e and water absorption (Harley and Smith, 1983). Arbuscular
myco: rhizal fungi already existed in the Ordovician (Remy et al. 1994) and
have persisted through evolution with the appearence of new land plants. The
genetics of these fungi,and the adaptative mechanisms which have allowed
arbuscular mycorrhizal fungi to maintain similar mutualistic functions with
many terrestrial plants are unknown. Arbuscular mycorrhizal fungi typically
develop large, unicellular, multinucleate, asexual spores during their hife-cvcle
(Walker, 1992), but the fact that they cannot be grown without a host plant
has hampered investigations of their genome. Biancioito and Bonfante (1992)
have estimated DNA content per nucleus to 0.27pg and 0.77pg for the two
species Glomus versiforme and Gigaspora margarita, respectively, and there
1s 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 fungli may be as repetitive DNA, as is

common in eucaryotes (Transkley and Eran, 1988).

We recently isolated a tandemly organized, repetitive DNA sequence (SC1)
specific to the mycorrhizal fungus Scutellospora castanea Walker (BEGI]
which could be used for identification of the symbiotic fungus in colonized
roots (A. Zézé, M. Hosny H. Dulieu and V. Gianinazzi-Pearson, submitted).
The aim of the present work was to describe a dispersed repetitive DNA
element (Mycdire) which was previously 1solated from a partial genomic
library of S. castanea and detected in the genome of four genera of Glomales

(Zéz6 et al. 1994).
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EXPERIMENTAL AND DISCUSSION

(a) Isolation of Mycdire and determination of genomic organisation
Amongst repeated DNA sequences detected during preliminary screening of a
partial genomic library from the arbuscular mycorrhizal fungus S. castanea
(Zézé et al. 1994), the Mycdire sequence, previously identifizd as SC4 for S.
castanea clone 4, hybridized with DNA from all Glomales t 'sted, indicating
that it is present in the different genomes (Fig. 1). In order to estimate the
copy number of this non-specific element in the genome of S. « astanza, the dot
blot shown in Fig. 1 was analyzed by an image analyser. The integrated area
of each spot was determined by comparison to the sigh\al'give:l by the Mycdire
sequence as reference. Doing this, 150ng of the genomic DN.A of S. castanea
gave a signal equivalent to that of 0.06ng of the Mycdire sequence, indicating
that this accounts for 0.04% of S. castanea genome. Assuming a genome size
of 1pg for S. castanea (A. Zézé, M. Hosny H. Dulieu and V. Gianinazzi-
Pearson, submitted), tﬁis represents about 250 copies of the element.
Repetitive DNA in nct unusual in fungi and contents can be as high as 25% in
the genome of the Zygomycotina Absidia glauca (Wiostemeyer and Burmester,
1986). In other fungal genomes, repetitive rDNA :;ﬂone can account from
0.35% in Achlya bisexualis (Jaworski et al. 1973) to 2.4% for Saccharomyces
cerevisiae (Schweizer 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 §v1‘th 1ug of EcoRI digests of DNA from spores of S. castanea. After
hybridization, a smear was obtained (Fig. 2) suggesting that Mycdire is
randomly dispersed throughoﬁ; the S. castalnea genome. Dispersed repetitive
DNA sequences have been characterized in the genomes of other fungi
including the Zygomycotina Mucor racemosus (Dewar et al. 1985) after
genomic cloning, and some have been shown to represent transposable

elements (Cameron et al. 1979; Dobinson et al. 1993).



(b) Mycdire sequence analyses

Internal primers were used to get the complete sequence of Mycdire. As
can be seen in Fig. 3, it is a 1428 bp sequence, 76% A+T-rich, and contains five
perfect direct repeats (DA, DB, DC, DD, DE) and two imperfect (IA and IB)
inverted repeats. The analysis of the sequence Mycdire shows the presence of
seven copies of sequences that have 10 out of 11 bases of homology to a

previously reported core of an autonomously replicating sequence

{((A/TYTTTAT(A/G)TTT(A/T)) called ARS which has an autonomously

- replicating function in Saccharomyces cerevisiae (Broach et al. 1983). Further

comparison of the Mycdire sequence with DNA sequences in the EMBL
genebank using FASTA algorythm (Pearson and Lipman 1988) revealed
53.5% identity in 886bp to the sequence ACARS from A. chrysogenum, which
is also an autonomously replicating sequence (Isogai et al. 1987). These
results suggest that Mycdire could contain autonomously replicating
sequences (transposable-like elements) which might make it useful as a
vehicle for transformation. Such vehicles have been constructed for A.
nidulans (Cullen et al. 1987) and for A. chrysogenum (Isogai et al. 1987).
Furthermore, the dispersed repetitive element MGR, which is a transposable-
like element, has been used ‘to discriminate the virulent strains of the rice
pathogen Magnaporthe grisea from nonvirulent strains (Hamer et al. 1989).
‘entro neric DNA from S. cerevisiae have been well characterized and consist
cf three conserved elements called CDEI {(G/A)TCAC(G/A)TG), a 86-88bgp
A+T-rich region called CDEII and another called CDEIIT {TTCCGAA]} (Hieter
et al. 985)'. As shown in Fig. 3, the Mycdire element contains two perfec:
CDEI 1t positions 724-731and 874-881 and one CDEIII region with one
raisma .ch occur at position 506-511. The sequence anél from A. nidulans has
Leen s own to have a centomeric proximal Jocation (Cullen et al. 1987), but

this s quence contained no convincing CDEI sequence element and on=2
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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 AMF genome is not known but all
these results suggest that the Mycdire element may possibly be related to a

centromeric element which 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 to
confirm this result, a set of primers called Mycl (5'TCA TAA AAT TTT AAT “
TGG TG3) and Myc2 (5TAA TTT TCA GGT AAA GAT GG3') was designed
and used in a PCR reaction (Fig 3). DNA from spores of five different species
(A. lcevis, Gig. rosea, G. caledonium, S. pellucida and S.A castanea) served as
template. After a PCR reaction of 30 cycles, an expected 1058 bp product was
obtained for Gig. rosea, G. caledonium, S. castanea and S. pellucida, whilst A.
laevis yielded a 569 bp (determined after sequencing) product (Fig. 4A). In
spite of the stringent conditions, additional smaller fragments were obtained.
Two small fragments (400 and GOObp) were present in the genomes of Gig.
rosea, G. caledonium, S. castanea"gnd S. pellucida, but absent from A. laevis.
A faint band of the same size as thét of A. laevis appeared in S. castanea. In
order to determine vwhether these small fragments were subrapeats of the
Mycdire element, the PCR products were hybridized with the AMyedire
sequence. The 1058 bp fragments from Gig rosea, G. caledoniun , S. custanea
and S. pellucida gave a high signal intensity after hybridizatior . However, a
low but distinct signal was obtained either with the 569 bp frag nent from A.

laevis or the small fragment (600bp) in the other species but not with the 400
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bp fragment (Fig.4B). These results clearly indicate that the Mycdire element

is present 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 Mycdire element. The 569 bp fragment in the A. laevis genome could be
a subfimily of the Mycdire element in spite of the low signal obtained after

hybridization.

(d) R slationshiﬁ betweeﬁ Mycdire and the corresponding regions
ampliied in different species

In order to determine the degree of similarity of the Mycdire sequence ir.
other erbuscular rnycdrrhizal fungi used in this study, the main PCR produc.
(1058 bp) from Gig. rosea and G. caledonium was partially sequenced on both
strands, and the 569 bp fragment frem A. laevis totally sequenced. By
comparison with the corresponding regions of the Mycdire element from S.
castanea, the fragment from Gig. rosea and G. caledonium showed high
similarity (97%) with the original Mycdire region (IFig. 5). The 569 bp
fragment from A. laevis only showed a homology of 65% to the Mycdir:
element on 341bp, whica could explain the lower hybridization signal in Fig.

4B.

The conservation of this element in different morphological genera underlines

the question of the concept of genera and species of AMI (Morton 1990..

However, such high conservation is characteristic of transposabAle elements in
other organisms. For example, the transposable element mariner in
Drosophila shows a very low sequence divergence tMaruvama et al. 1991 .
Drosophila mauritant and Drosophila tsacasi, two species belonging to the
same genera show 89% homology in the element mariner whilst there 1s 969>
homology between Drosophila mauritani and Zaprionus tuberculatus
(Maruyama et al. 1991) two species which have diverged 70 millions vears ag»

(Beverley and Wilson 1984). Similar observations have been made for
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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 this could be a
hypothesis for the conservation of the Mycdire element in AMF However, a
greater number of species Have to be used to verify or not such ¢ hypothesis.
Nevertheless, the availability of such an element, especially one closely
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
genome.

(2) The Mycdire element is well conserved in four species of arbuscular
mycorrhizal fungi belonging to three genera of Glomales.

(3) The Mycdire element contains three variants of the ARS sequence of S.
cerevisae 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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LIEGLNDS AND FIGURIES

Iig.1. The pUCIL8 plasmid containing the Mycdire of S. castanea was
hydrolvsed with EcoRI, and electrophoresed in a 0.8% agarose gel. The
Mycdire insert was isolated from the gel by the "squeeze-freeze” method (Tauz
and Fenz, 1983). Total DINA was extracted from spores of different genera o:
arbuscular mycorrhizal fungi (Zézé et al. 1994) and serially diluted two folc
from 300 ng to 2 ng for Glomus caledonium Nicolson & Gerdemann (LPA12)
(a) and from 600 ng to 4 ng for Scutellospora castaned Walker (BEG1) (b
Gigaspora rosea Nicolson & Scl%enck (BEG9) (¢) and Acaulospora laevic

Gerdemann & Trappe (BISG13) (d). The Mycdire sequence from S. castanea

‘was serially diluted two fold from 2 ng to 0.008 ng. DNA was blotted onto &

Bioprobe Biohylon Z+ membrane according to the manufacturer's procedure.
The Mycdire sequence was digoxigenin-labeled according to the Bochringer
Manheim protocol and used as a probe. After overnight hybridization at 68°C,
the filter was washed twice 5 min. at room temperature in 2XSSC/0.1%SD5
and twice 15 min. in 0.1%S3C/0.1%SDS. The copy number in the S. castanec

genome was determined by quantification of the hybridization signal using
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image analysis (Alcatel-TITN, Image analysis system Grenoblz, France) and

the Mycdire sequence as reference.

Fig. 2. A) DNA from spores of S. castanea lane 2 (500ng) and la e 3 (1ug) was
hydrolysed with EcoRI endonuclease, separated in a 0. 8% agarose gel,
transferred onto a Bioprobe Biohylon Z+ membrane and (B) h: bridized with
the digoxigenin-labeled Mycdire fragment overnight af #8°C Lane 1, 1kb
ladder (Gibco BRL). -

Fig.3 Sequencing of the Mycdire DNA element was carried out using a
Promega fmol sequencing kit with 32P end-labeled primers. After mini-
preparation using the akali lysis followed by Quiagen (Quiagen Inc)
purification, the insert cioned into the EcoRI site of pUC18 was used as
template for sequencing reactions using pUC18 universal primers in both
directions. Internal primers were chosen on both strands and used to complete
the sequence of the Mycdire element. Sequence analysis was performéd using
the Genetics Computer Groups version 8.0. The symbols DA to DE and IR in
italic marked above identify direct and inverted repedfs respectivély. The
sequences underlined with arrows indicate the S.‘ cerevisae ARS
{(A/T)TTTTAT(A/G)TTT(A/T)} variants identified " Primers Mycl and Myc2 are
indicated in bold. CDEI and CDEIII 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 pl reaction mixture contained 10 uM of each primer (Mycl and
Myc2), 1U of Taq polvmerase (Appligene), 250 uM deoxynucleotide
triphosphates and 1.5 mM MgClg. 5 te 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 65 scc., annealing at 52°C for 55 sec. and clongatinn
at 72°C for 1.5 min.. After amplification with primers Mycl and Mvc2, the
PCR products were separated by electrophoresis on a 1.5% Nusieve agarosz
gel made up in 1xTAE. After staining with ethidium bromide, the DNA was
visualized under ultra violet light. Lane 1, A. laevis,; lane 2 Gig. rosea ; lane 2.
G. caledonium ; lane 4, S. castanea ; lane 5, S. pellucida : lane 6. necative
control ; lane 7, 1kbladder.

B)After denaturation in NaOH (0.4N), the PCR products were transferred
onto a biohylon Z+ membrane Lising the TE 80 transvac vacuum blotting uni-
system (Hoefer scientific instruments) and hybridized overnight at 68°C with

the digoxigenin-labeled Mycdire sequence from S. castanea as in Iig. 1.

IFig.5 Comparison of 280 nucleotides on the 5" strand of Gig. rosea. G
caledonium and their corresponding region of the Mycdire sequence from S.
castanec. After electrophoretic fractionation of different PCR products on 1.5%
Nusieve (FMC Bioproducts) agarése gel, the band of the expected size using
the primers Mycl and Myc2 were excized from the gel and puriﬁed using the
Promega "wizard kit". The fragment from each species was cloned into the
pT7Blue vector according to the manufacturer (Novagen). The ligation was
performed at 15°C overnight in the presence of 1U ligase. After
transformation of E. coli (DHw5) competent cells (Promega) with 3 ul of
ligated product, aliquots of 50-100 ul were plated on ampicillin selection
media containing IPTG and Xgal. White colonies were resuspended 1in 100 ul
of sterile water and 2 ul were used in a PCR reaction with Mvcl and Myc2
primer.;, as described above. Positively amplified clones were checed by
control ing 1nsert sizes a’ter clectrophoresis on an 0.8% agarosc gel. Mini-

prepar: tion of positive clones was performed by the alkali lysis followed 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.



G. caledonium
S. castanea
Gig. rosea

A. laevis

Mycdire

FIGURE 1

126



127

¢

2

FIGURE



51

101

151

201

401

451

501

601

651

701

751

801

851

901

140

AATTCGATAA ACAAAAAATT TATAATAAAA ACCAGTTTTC TTEZTCATAAA
MYC1
ATTTTAATTG GTGTTTITAGA AATTTAAAAG TTTTTCAAAR TATILTLTITL
AATTAAGAAA GTTTAZAAAA AATTCTTATT GCUTTAG T Th T TLA TTA
Da DA
AAAAACTAGA TATTARTTGA GTAAAATTTT GTATTCTAAL AANTTITTETLL
IR

AGAAGAACAA GTAAAFATCT TAATAAAATT AGTTAAAAAA ALTI)2I bl

DB pc TN T DB -
ATAAAAAACG TATTTITTTG ATATATTITT TAACATCIAT TTTTTTCTAC

- DC

TACTATATTT GGTGTATAAT ATATTTTTAA GCATTTTATA ATTTLTCGCC

‘ATGGCGATGT ATCGCCACCT TCTGATCAAC CAATTAGAAT GCAGCATCAG

GTGTAATGTG AAATTCAAGC GATTATGATT TTTTTTCAAA AATCCGTTAT
AGCATGAAAT TTTGCCTATA AAACCATCTC TCATGCTCZTA ACAARLIAML
ATTCTTTTCG ABATTTTGGA TTAGAACCTC TTTATTAALG CCTCCTLICT

DD
TAACCCTAAC CTAACCCTC

TTCTTTTGAT TTCATCTTAC ACCAGATCTT ATAGCGTU iAo

TATGTGAAAA AATAAFAAAT TCTATTTTTA ATACTATATT TATATLTLEY

DE — DE
ATATACACTA TATAACTATA TACATCACGT CLCCGTGTTT ATACALCETS

TGTACAAATA GAAATTCTCT TAAAAGAATA ATATTAATTA TCTAATTATT
TTTTTATTAA AATTTATCTTITTTTTAATA TATATAAAAT ATATAATTTT
AACTTTTTTC CCTTTTTTAA AAAATCACAT CGATTTTTGTT ACTTCTTT T~
ATAAAATTTT TTATTTGAAT TTTAAAATCA ATCCTATTTA TATTAACTTC
ACCATATAGT ATTTT2TAAA ATTCTATGCT GTAAAATAAA TATTAATTTT
ATTAATAGTT TAAAACATTG CTATTCCTAT AACTTTTTAT GAAGTTTTCA
MYC2
CCCTTTTTTA TATTGLTTCT TAGACTTAAC CATCTTTACC TGAAAATTAA
TAATACATAT TATTTTCATA TAATTATCGC TTCATTATAT AACCAATAAT
TCTAACCAAT ATTCTLACCT TTCTTTTCAA ATTTCTCTGT TCTPLA_A.T‘C-AG
AACAATTATT TGATTCTGTA ACCTCAACAC CATTACTATT ATTCTIGCTCA
GCTTTGTTAT GTICCOTGAT TTTGCTGTCT CTATCTTTTG ATARTCTACGT
CCGTTTTTTG ACGATIATAS CATTCTCAGT AGAAALTTCC RCAATCLATC
IR

TCTTTTTTTC ACCAALTATG CCTGGATTGT TGTTAACGATA TCTCALTCCT

GCTAATGCAT GAGAATGTTG TGTGAATT

FIGURE 3




129

FIGURE 4



G. rosea
Gl. cal
Mycdire

G. rosea
Gl. cal
Mycdire

G. rosea
Gl. cal
Mycdire

G. rosea
Gl. cal
Mycdire

G. rosea
Gl. cal

pMycdire

60
60
60

120
120
120

180
180
180

240
240
240

TTAAGTCTAAGAATCAA'TATAAAAAAGGGTGAAAACTTCATAAAAAGTTATAGGAATAGC
TTAAGTCTAAGAATCAATATAAAAAAGGGTGAAAACTTCATAAAAAGTTATAGGAATAGC
TTAAGTCTAAGAATCAATATAAAAAAGGGTGAAAACTTCATAAAAAGTTATAGGAATAGC

R R R R R R e R R R A R

AATGTTTTAAACTATTAATAAAAT TAATATTTATTTTACAGTATAGAATTTTATAAAATA
AATGTTTTAAACTATUTAATEAAATTAATATTTATTTCACAGTATAGAATTTTATAAAATA
AATGTTTTAAACTATVTAATLAAAT TAATATTTATTTTACAGCATAGAATTTTATAAAATA

R AR R R R R R A R R R R R R RN R LN

CTATATGGTGAAGT AATATAAATAGGATTGATTTTAAAATTCACATAAARAA -TTTTAT
CTATATGGTGAAGT ' AATATAAATAGCGATTGATTTTAAAATTCACCTAAAAAA-TTTTAT
CTATATGGTGAAGT AATATAAATAGGATTGATTTTAAAATTCAAATAAAAAAATTTTAT

A X AR E T A KA A TR AT S R AR I F Ak e kA RT T+ + kAT T AR KIS F ¥k > P R R

TAAAAGAAGTAACALAAATCATGTGATTTTTTAAAAAAGGGTARAAAAGTTAAAATTATA
TAAAAGAAGTAACG/ AAATCATGTGATTTTT -AAAAAAGGGTAAAAAAGTTAARAATATA
TAAAAGAAGTAACALAAATCATGTGATTTTT TAAAAAAGGCTAANAAGTTAAAATTATA

KA A A AR T XRARIT Y AE RS T FF A A FXXFIFN T I K P A A A I F T I F AT P E L X T Sk

TATTTTATATATATVAAAALM -GATAANTTT
TATTTAATATATAT ARAAALAAAGATALATTT
TATTTTATATATAT U AAAALAAAGATARAT - -

AF kR F AP A S AP K EFF RS E e e F ko

FIGURE 5




. —— — —— — I I I —— — — I I I — I ——— — —— —— ——
/

CONCLUSION GENERNLE
€T
PERSPELTIVES



132

Les objectifs majeurs de ce travail ont été d'une part, la mise au point
d'une approche moléculaire d'identification de champignons
endomycorhizogénes in planta et d'autre part, la recl.lerche d'un
marqueur génomique pouvant permettre des études de variation. Les
séquences répétées sont largement citées dans la littérature quant a
leur utilisation comme cutil de diagnostic et d'étudé de variation et
de phylogénie, notamment chez les végétaux (Schmidt et al. 1990 :
Santoni et Bervillé 1992). |

Dans un premier témps, nous avons cloné 'ADN génomique d'un
champignon endomycorhizogene, S. castanea. Mais cela a necessité
la mise au point d'une technique simple d'extraction d'ADN & partir
de spores de champignons endomycorhizogénes & arbuscules. La
mise au point de cette technique constituait une étape importante car
il fallait obtenir de I'ADN hyd'rolysable pour atteindre notre premier
objectif, I'établissement d'une banque génomique.

La technique d'extraction nous a en effet permis d'obtenir de 'ADN
hydrolysable & partir de spores dec champignons
endorﬁycorhizogénes a arbuscules. L'ADN de spores de l'espece S.
castanea, digéré par EcoRI a é'.t‘é cloné en vecteur puC18. Cela nous a
permis d'obtenir environ 1000 clones recombinants.

Les spores des champignons endomycorhizogénes a arbuscules
pouvant étre contaminées par d'autres micro-organismes du sol, il
nous est apparu nécessaire, avant l'initiation de toute étude,
confirner l'origine fongique de quelques inserts de la banque. Pour
cela, apres digestion par EcoRI des ADN totaux de spores de S.
~astar ea, et de racines de poireau infectées par cette méme espece,
une h /brid-aﬁon moléculaire utilisant la techrnique de Southern a été

réalic 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 effectivefnent 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
endomycorhizogéne trés important de la part du champignon.

La deuxieme grande ligne directrice de nos recherches a été la
recherche de séquences répétées dans la banque génomique de S.
castanea. Des hybridations utilisant I'ADN total de spores de S.
castanea sur des clones de la banque nous ont permi‘s de répérer des
séquences répétées. Au total, 23 clones ont été testés. 14 ont donné des
signaux dont 9 avec des signaux trés intenses. |

Nous nous sommes oricntés vers ces 9 clones trés répétés en vue de
rechercher des séquences spécifiques ou non de S. castanea. Une fois
répérés, ces deux types de séquences devaient nous permettre de
développer d'une part des outils de détection spécifique de S.
castanea in planta et d'autre part, la mise en évidence d'un
fragment pouvant étre présent chez les différentes espéces testées en
vue d'une étude de variation intergénérique.

La technique d'hybridation en dot d'’ADN totaux de différents
champignons endomycorhizogénes a arbuscules utilisant ces neuf
séquences nous ont permis de montrer l'existence de certaines
d'entre elles, qui ont donné deé réponses de type spécifiqu: vis-3-vis
de S. castanea et d'autres des réponses non sp cifiques,
reconnaissant tous les champignons testés. Deux séquenc:s SC1 et
Mycdire donnant respectivement une réponse spécifique 01 'non ont
été choisis pour la suite de notre travail. Avant leur util sation en
détection spécifique in planta (SC1) et en étude de variation

intergénérique (Mycdire), une caractérisation de ces deux séquences



a été effectuée. La technique d'hybridation en Southern nous a
permis de montfer que la séquence SC1 est organisée en tandem
dans le génome de S. castanea alors que la séquence Mycdire est
dispersée. Le séquengage complet a permis de mettre en évidence des
séquences repétées directes dans la séquence SC1. Aucun cadre de
lecture ouvert (ORF) significatif n'a été mis en évidence. De
nomb reux codon stop ont été mis en évidence et aucune protéine
codée par cette séquence n'a été mise en évidence. Ce qui nous fait
penscr qu'elle constituerait une séquence de structure de
I'hété 'ochromatine comme le sont certaines séquences repétées en
tancde n, La caractérisation nucléotidique de 1'élément Mycdire nous
3 pernis de mettre en évidence de courtes séquences repétées
direcues et inversées. Unc séquence conférant unc autonomic de
replication (ARS) a été mise en dévidence. Des eléments
caractéristiques d'ADN centromérique de S. cercvisiae (CDE) ont été
mis en évidence. Ces résultats indiquent que 1'élément Mycdire
pourrait étre une séquence centromérique ayant une autonomie de
replication et de transformation.

La détection spécifique de S. castanea, en ut:lisant la séquence SC1,
s'est faite & plusieurs niveaux, par: (1)hybridation zn Southern blot
d'ADN de racines infectées par. S. castanea d'ADN totaux obtenus a
partir de spores et (ii)utilisation de la technique PCR, en utilisant des

amorceés obtenues de la séquence spécifique SC1. En utilisant les

“amorces mises au point SC1-1 et SC1-2, il nous a été possible de

détecter le symbiote fongique S. castanea au cours de ses deux
phases de vie, la phase sporale et la phase symbiotique.

L'hybridation en "dot blot" d'ADN totaux de différents champignons
endomycorhizogénes nous a permis de montrer que la séquence

Mycdire est présente dans les génomes des esptees testées. La
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variation de cette séquence a été recherchée entre différerts genres.
Ne pouvant appliquer la technique RFLP sur ADN génorique, des
amorces ont été mises au point a partir de cette séque ace. lLeur
utilisation en PCR sur ADN génomique de différents senres de
champignons endomycorhizogénes & arbuscules nous a permis
d'amplifier une portion de cette séquence. En vue de savoir les
relations qui pourraient exister entre l"élément Mycdire dz= S.
castanea et les portions amplifiées chez les autres genres, une
hybridation en Southern utilisant cette séquence comme sonde sur
les produits amplifiés a été réalisée. Les réponseé fortes obtenues
avec les produits de Gig. rosea, S. pellucida et G. caledonium,
indiquent que 1'élément Mycdire est trés conservé chez ces especes,
mais pas chez A. laevis, qui n'a donné qu'un éignal faible. Le
séquencage comparé des produits d'amplification nous a permis de

confirmer ces résultats.

En ébnclusidn, cette étude a permis de cloner, pour la premiére fois,
I'ADN génomique d'un champignon endomycorhizogéne a
arbuscules et de mettre en évidence |'existence de séquences repétées
dans son génome. La possibilité d'utiliser une séquence repétée
comme outil moléculaire de détection des. champignons
endomycorhizogénes a arbusé‘ules in planta a été démontrée.

La séquence Mycdire qui posséde une séquence conférant une
autonomie de replication pourrait étre d'un intétét 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 séquence 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 endomycorhizogénes & arbuscules appartenant & des
genres différents. Mais ces résultats ne sont surprenants car des
résultats similaires ont déja été obtenus avec d'autres organismes
par d'autres auteurs (Lawrence et al. 1992 ; Maruyama et al. 1991).
Hamer et al. (1989) ont utilisé 1'élément transposable conservé de
Magnaporthe grisea pour di(férencier les pathogenes du riz des non
pathogeénes. L'élément Mycdire pourrait &tre utilisé comme
marqueur du pouvoir endomycorhizogéne des symbiotes fongiques.
Par ailleurs, 1'élément Mycdire pourrait étre utilisé comme
marqueur d'étude de la dynamique de populations naturelles de
champignons endomycorhizogénes 4 arbuscules.

Au cours de cette étude, le clonage génomique, couplé aux
techniques de PCR et de séquengage nous a permis de développer
une approche moléculaire de détection d'un champignon
endomycorhizogéne a arbuscules in planta. Dans l'article suivant
intitulé "Biodiversity and characterization of arbuscular
mycorrhizal fungi at the molecular level", un apergu général sur les
différentes techniques moléculaires wutilisables pour Ila
caractérisation et 1'étude de la biodiversité des champignons

endomycorhizogeénes & arbuscules est donné.
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Introduction

Biodiversity within a biological group provides the basis for distinguishing members into
pencra and species according o taxonomic criteria, and between individuals within a species
depending on more detailed differences at the genetic level. Diversity between species occurs
after a genetic barrier has been created either by a geographic or genetic impedance of gene
flow. Divergence can conudnue by nucleotide substitutions and by mutations in a broader
sense (deletions, translocations, duplications), and resulting diversity can be evaluated at the
molecular level and used as a phylogenetic character. Diversity at the subspecies level is a
function of both mutation rates and gene flow between individuals.

Variability in arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) can be appreciated at different levels
(Giovannetti and Gianinazzi-Pearson, 1994), but up to date evaluation of their gznetic
diversity has relied mainly on morphological and structural features of asexual spores (see
Rosendahl et al., this volume). Spore characteristics can, however, vary depending on
environmental factors and on the physioloéical status of the fungus. Moreover, it 5 not
possible to differentiate between AMF at the subspecies level, due to the general absenze of
sexual reproduction and to the recalcitrance of these fungi to grow in the absence of «t host
plant. For these different reasons, biochemical and molecular tools offer a va .able

alternative to resolve taxonomic issues, and to address the question of biodiver: ty at,

different taxonomic levels.
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Possible sources of genetic diversity in AMF

In the actual state of knowledge, AMF are considered to have originated between the
Ordovician and Lower Devonian, 400-500 Myr ago, from a common ancestor in the
Glomaccae (Berbee and Taylor, 1992; Pirozynski and Dalpé, 1989; Simon et al., 1993a).
Divergence with evolution has led to what are presently recognized as three familics, six
genera and some 130 species in the order Glomales (Morton and Benny, 1990; Walker and
Trappe, 1993). Apart from one report (Tommcrup, 1988), scxual reproduction is not known
for Glomales and there is presendy no information conceming plasmogamy, karyogamy nor
meiosis in these fungi. However, this does not necessarily mean that genetic flux between
individuals of the same species is absent or limited, since sexuality or parasexuality could
cxist but be very :imple and limited to the formation of a coenocytic mycelium containing
nuclei of different origins. AMF have an aseptate, multinucleate mycelium which originates
from an asexual, multinucleate spore. Saprophytic development of the fungus in soil is
extremelv limite!, whereas it is abundant both within root tissues and $oil once the
symbiosis 1s ¢st blishc-d. Vegetative hyphal anastomosis occurs in saprophytic and
symbiotic myceli im of AMF (Casana and Bonfante-Fasolo, 1982; Hepper and Mosse,
1975; Toinmerup 1988; unpublished observations) and provides opportunities for somatic
reassortmant of r iclei, also during growth in the root cortex. It has been suggested that
hyphal incompat: ility arising between isolates due 10 geographic distancing could be one
mechanism cont buting to localized genetic differences between AMF populations
(Tommenp, 198% 1.

As no uninucle. te stage is known for AMF, it would be reasonable to assume that hyphae
harbour a heterogeneous population of nuclei which would be subject to random genetic
drift If there is no sexual or parasexual reproduction in AMF, variations duc to spontancous
allelic mutations in the population of nuclei in any one species would tend to become
homogenous dusing repeated divisions and sporulation. The latter could then be considered
simply as a sort ¢f 'packaging’ of a sample of nuclei into a limited space. In this case,
diversity would become important between species originating from different soils or
geographical regions, since the species would have a clonal origin, with random divergence
and no gene flow. If sexual or parasexual reproduction occurs, nucleotide substitution
frequency will remain the same but exchange of genetic material will be possible, leading 10
an increasing diversity in genotypes within a same specics or group.

In ecither situation, the theoretical models for origin and scattering of diversity can be
based on those of population genetics (Spiess, 1989). In order to clone a unique genotype of
the nuclear population‘ the genetic drft during sporulation has to be taken into consideration.
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Estimates ;)f numbers of nuclei in spores of different glomalean fungi give extremely hi;:h
values of between one and several thousand per spore (see in Giovannetti and Gianinaz:'i-
Pearson, 1994). However, it is not known whether nuclei within a spore originate from a
small number which subsequently divides, or whether the entire population migrates direct v
from the vegetative mycelium. This is pertinent since the possibility of genetic drift wou d
depend on the size of the sample of nuclei. Using a model genotype of one locus and tv o
alleles, p and q respectively, the probability of the frequency of either p or q evolvir g .
towards 1 or 0 will be greater if the number of original nuclei in the spore is smali. If there s
such a random drift phenomenon with sporulation, several reinoculation cycles starting fro n
a single spore will inevitably lead to cloning of one of the single nuclear types (p or q). If, n
contrast, the population of nuclei in one spore represents the nuclear diversity of the mycelta
from which they have all originated, repeated reinoculation with a single spore is likely o
maintain diversity. The analysis of nucleotide sequence divergence through a number >f
generations starting from a single spore should make it possible to detect an eventual genetic
drift and estimate its amplitude.

Estimations of DNA contents of nuclei indicate values from 0.25 pg for Glomus
versiforme 10 0.77 pg for Gigaspora margarita (Bianciotto and Bonfante, 1992), but there is
no information as to whether the amplitude of such variation could be due to polyploidisation
or to amplification of certain DNA sequences (repeated sequences) without chzingcs in the
overall information contained within the genome. Estimates of thermal reassociation curves
ol DNA that has been split and denatured could help to answer this question (Britten and
Kohne, 1968).

The genetics of AMF may te relatively simple but it is difficult to analyse. The
development of molecular approaches represents a powerful alternative towards

understanding biodiversity in these unculturable organisms.

Analysis ol diversity in AME at the molecular level

The study of biodiversity requires tools which provide criteria for defining and resolving
biological groups at different taxonomic levels, and different techniques can be applied to
analyse genetic diversity depending on the level to be considered. In the case of anamorphic,
mitotcally reproducing fungi that do not underg¢ sexual reproduction, like AMF, molecular
characters offer extremely interesting possibilities for addressing problems of diversity
complexity and phylogenetic relationships.

Isozyme analysis Information on the genetic and nuclear condition of a fungal isolate
can be obtained from isozyme analyses. Isozymes are proteins having the same enzymatic
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activity but coded by different alleles at a same genetic locus (allozymes) or by separate
genetic loci. This gives rise to a different tchia.ry structure of the protein and consequently
different clectrophoretic mobilities in gels (Micales et al., 1986). Allozyme bands migrate
closely together whilst isozymes encoded by different loci occur in different regions of gels. .
A number of isozyme systems has been studied in AMF and it has been suggested from
analyses of banding patterns that these fungi may be haploid (Rosendahl and Sen, 1992). As
the banding patterns represent direct gene products, they can reveal genetic differences
between closely related fungi. Isozyme analysis has been applied particularly to members of
“the genus Glomus and, as can be scen in Figure 1, variations in allelic and locus isozyme
banding pattemns occur between species and isolates. It is interesting to observe an apparent
genetc diversity between isolates recognised as G. mosseae and of different gcographical
origin, as previously reported by Hepper et al. (1988a). However, the amplitude of isozyme
variability depends very much on the enzyme in question (fig.1), so that unambiguous
gencic analyses based on isozyme expression in fact requires testing of a large number of
different ecnzyme systems. The usefulness of isozyme pattern variability as a taxonomic
criterior. in conjunction with morphological characters is discussed more {ully elsewhere
(Rosendahl and Sen, 1992; Rosendahl et al., this volume).

1 2 3 4 65 6 7 8

A

Figure 1. Esterase (A) and malate dehydrogenase (B) isozyme activities of d:fferent Glomus specics. Exumncts
in lanes from 1) G. intraradices, 2) G. fistulosum, and 3) G. claroideum (DK, S. Rosendahl), 4) G.
geosporum (UK, J. Dodd), 5) G. coronatum (, M. Giovannetti), 6-7) G. masseae (UK, Rothamsted), 8) G.
mosseae (DK). Data kindly provided by S. Rosendahl.

Differential expression of alleles or loci at different stages of development or due to
dissimilar nuclear conditions can give rise to variations in isozyme banding patiemns. For
example, Hepper et al. (1986) reported expression of a peptidase locus in symbiotic
mycelium, but not in spores, of two Glomus species. Nevertheless, some 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 et al., 1986, 1988b; Rosendahl et al., 1989)

Nucleic acid analysis. Methods for analysing diversity at the nucleic acid level
essenually screen for substitutions, insertions, deletions or rearrangement of groups of
nucleotides. Initially, the molecular techniques used were based on electrophoretic profiles
of genomic DNA digested by restriction enzymes and revealed by hybridization wit}';" cloned
DNA fragments (Restriction Fragment Length Polymorphism: RFELP). Research into
diversity at the genomic level in AMF was, until recently, hampered by the problem of
obtaining sufficient amounts of digestible DNA required for this type of analysis. However,
this tield of research is gaining interest wilh the development of new molecular techniques
such as enzymatic amplification of DNA (Saiki ct al., 1985; Mullis et al., 1986) or the
polymerase chain reaction (PCR), which have completely modified nucleic acid analyses and
studies of biodiversity (Gibbons, 1991). With this new technology, it has been possible to
have access to the DNA molecule and to the genetic code of organisms for which only

minute amounts of DNA are available, and even from fossil species.

Random Amplified DNA Polymorphism* Due to the development of PCR it is now
possible to analyse and characterize a species at the DNA level starting from a small amount
of material such as a single arbuscular mycorrhizal fungal spore. The Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) method uses short arbitrary primers to amplify DNA fragments
by PCR 2nd analyse them clectrophoretically (Williams et al., 1990). Depending on the
primer used, the banding pattern of DNA fragments varies and can be species-specific.
Wyss and Bonfante (1993) used the RAPD approach to detect polymorphism between AMF.
They showed that similarity in banding profiles obtained after RAPD amplification was

- greatest in spores of a same isolate and least between different species. The advantage of this

method is that it does not require preliminary k‘nowlcdgc of a DNA sequence, as the DNA
fragments are randomly amplified. This method has nevertheless several serious drawbacks.
Since the primers used are not specific, the DNA present in any contaminating organism c:11
lead to amplification of a DNA fragment and so give unspecific banding patterns. This is if
particular concern for arbuscular mycorrhizal research, as the fungi cannot generally 1
produced axenically so that bacterial contamination is difficult to avoid. Furthermore, t is
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 lead to the isolation of specific DM A
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fragments for which corresponding primers can be generated. Such primers can then be used
in combination with PCR-RFLP analysis of variability or, if species-specific, as probes 1o
detect a given fungus.

PCR-RFLP One possible way to overcome unspecific amplification of DNA is to use the
technique of PCR-RELP. In this, a specific DNA fragment is digested, after PCR
amplification, by several restriction enzymes. Variations in nucleotide sequences will lead to
a different restriction pattern after electrophoresis of the digestion products, if the differences
are located within the restriction site of an enzyme. Instead of randomly amplifying a
fragment using one arbitrary primer as for RAPDs, two primers specifically flanking the
DNA region of interest are used. This requires knowledge of the target DNA sequence, or at
least of the primer regions, in order to synthesize corresponding primers. The choice of the
target DNA will depend on the presence of conserved nucleotide sequences to allow binding
of the primcrs, and of non-conserved sequences for the detection of variability between
genomes. Tt s feature is generally the property of multicopy genes. '

One of th: main targets for studies of vanability and biodiversity in genomic studies are
the 1ibosomz | genes. These multicopy genes are made up of three coding regions of different
sizes (185, 5.8S and 25-28S), scparated by two non-translated sequences (intra-genic
transcribed ipacers: ITS). The coding regions have been sufficiently conserved during
evolution t« enable he design of specific primers for the ribosomal gene. The ITS
sequences, ¢ :parating the 5.8S region from the 18S and 25-28S regions, are very variable
and can be vied to differaniaté between closely related species (White et al., 1990). The ITS
regizns hav . been used to identify ectomycorrhizal fungi by PCR-RFLP (Gardes et al.,
1991), and > design taxon-specific primers (Gardes and Bruns, 1993). The first gene of
AME to be « :quenced was the complete region coding for 18S rRNA subunit from Glomus
intraradices and Gigaspora margarita (Simon ct al., 1992). By comparing the sequences
obtzined wi.h known 18S rRNA sequences from other fungi, these authors were able to
gencrate a p.imer specific for AMFE. This pamer simplified subsequent work as the problem
of contamination by DNA from other organisms was climinated. Using this primer in
combination with universal primers, almost complete nucleotide sequences for the 18S gene
were obtained for twelve different AMF (Simon et al., 1993a). Vanability and similarity in
these sequences were used (o analyse phylogenetic relationships between the fungi, based on
the fact that the rate of nucleotide substitution is correlated with divergence between species.
The resulting phylogenetic tree was congruent with the classification of the AMF established
on morphological diversity. It also concords with the hypothesis that the ancestral form of
AMF was Glomus-like, originating with the appearance of vascular land plants and
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recently, the technique of Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP} has be .

applied to 'AMF in combination with taxon-specific primers (Simon et al., 1993b). Tl is_

technique not only opens the possibility of :identifying AMF in root tissues but also f .

detecting more punctual variations in the genome, since it enables separation of DM A
fragments which have undergone point mutations (Hayashi and Yandell, 1993). :

IFigure 2. PCR-RFLP analyses of the 5' end of the large rRNA 28S gene subunit of (1) Glomus mosseae (F,
C. Leyval), (2) G. mnosseae (UK, Rothamsted) and (3) G. vesiculiferum. Fragmcents were obtained after no
digestion (A) and after digestion by Hinf I (B) or RSA I (C). Molecular weight markers (1kb ladder) (M).

The large 25-28S rRNA subunit gene is also suitable for studies of variability and for
phylogenetic comparisons. This gene possesses a common conserved core, which in
cukaryotes is interspersed with 12 (labelled D1 to D12) divergent and more rapidly evolving
domains (Hassouna et al., 1984; Michot and Bachellerie, 1984). The variability of several of
these twelve domains has been used for phylogeny studies of Fusarium (Guadet et al.,
1989). Starting from a single AMF spore, wé have analysed by PCR-RFLP an amplified
portion of the large subunit rRNA gene, covering the domains D1 and D2 located near the 5'
end of the subunit, in two isolates of Glomus mosseae and in G. vesiculiferum. A vanability
in length of the amplified fragment was observed between G. vesiculiferum and G. mosseae
(fig.2A). Digestion by different restriction enzymes gave banding patterns which clearly
ditferentiated the two species (fig.2B and C), whereas the two G. mosseae isolates could be
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Figure 3. Two single spores of (A) Glomus mosseae (F, C. Leyval) and (B) G. mosseae (UK, Rothamsted)
subjected to PCR-RIFLP analyses as described in Figure 2. :

distinguished after digestion of the amplified fragment by only one out of nine enzymes
tested (fig.3). Although it is necessary to screen a large number of restriction enzymes, these
preliminary results indicate that the 28S rRNA subunit genc may be sufficiently vanable in
AMF to permit differentiation between isolates of species defined on a morphological basis.

DNA cloning: Random cloning of genomic DNA fragments representing sequences of
interest can be used to obtain probes to detect variability between genomes. Recent progress
has been made in our laboratory in the extraction and cloning of genomic DNA from AMF
using a relatively low number of spores (500-2000), and partial genomic librarics of two
species have been established in piasmids or phages (Z€z€ et al., 1994; P. Franken
unpublished results). Screening of a partial genomic library of Scutellospora castanea has
indicated the existence of repeated DNA sequences in moderate or high copy number within
the fungal genome. Species-specific and non-specific DNA cloned fragments have been
identified and some sequenced with the aim of obtaining primers specific to Scurellospora
castanea and primers with a broader specificity (unpublished results). The availability of
taxon-specific primers will enable the detection of AMF directly in root extracts, whereas the
non-specific primers will provide a means for detecting variability between AMEF species by
PCR-RFLP. For example, amplification products from different AMF obtained with a pair
of 20mer primers designed from the sequence of a random clone from S. castanea and
digested by the restriction enzyme Mbol give a banding profile showing differences between
S. castanea and the other species tested (fig.4). The use of partial gecnomic librarics to

generate specific or non-specific primers ot to analyse DNA sequence vaniability is not as
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straight forward as the techniques described 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.

A B

M1 2 3 4 1234 M

Figure 4..PCR-RFLP analyses after amplification with primers deduced from a clone of a partial genomic
library of Scutellospora castanea, Fragments from the genomic DNA of Acaulospora leavis (1), Gigaspora
rosea (2), Glomus caledonicum (3) and Scu!ello:pord castanea (4) were obtained after no digestion [A] or
digestion with Mbol after amplification [B). Molecular weight marker (100 bp ladder) (M).

Conclusions

In studics of biodiversity, no one character can give an accurate picture of the amplitude of
variation within a given population or taxon, and for AMF there exists no one criterion {or
taxonomy and phylogeny that is infallible. Different types of characters have to be analysed
separately then compared to each other, and it is necessary to be aware that whilst molect lar
data may be congruent with morphological characters, contradictions may well arse (Kc 1,
1992). Furthermore, interpretations of diversity in molecular characters, and in partict lar
DNA sequences, have 10 bear in mind that each analytical method is focused on a limi o«
portion of the genome and that little is known about how different regions of the fun ral
genome evolve relative to each other, nor of the pressures that may be selectively affect ng
change. In conclusion, knowledge of the genetics and the genome complexity of AlF
would greatly contribute to a fuller understanding of their biodiversity. In the dosence of
such information, molecular techniques provide the opportunity of better appreciat ng
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genomic variability and of cvaluating the magnitude of diversity within this group of obligate
symbionts.
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SUMMARY

Arbuscular myccorhizal fungi (Glomales) are obligate symbionts which are very
important for the development anci the health of land plants. Knowledge of these fungl

‘at the molecular level is stiil poor, due to the inability to culture them without the host

plant. Development of an efficient technique for extracting DNA from spores of
arbuscular mycorrhizal fungi has enabled the establishment of a partial genomic
library of the species Scutellospora castanea. Molecular hybmduatlon was used to
screen this library for repeated DNA sequences. A sequence (SC1) specific to the S.
castanew geriome and another one present in genomes of four genera (Mycdire) were
obtained by Southern and dot blot nybridization of a saiaple of repeated DNA sequences
with total digoxigenin-labeled DNA from S. castanea, Gigaspora rosea, Acaulospora
laevis and Glomus caledonium. The characterisation of SC1 showed that this
sequence is organized in tandem erray, possesses direct repeats and does nof, code for
any known protein. It could therefore be an element of the heterochromatin structure.
The M::cdire sequence was shown to be a dispevsed repeated element which possesses
autonomoﬁsly replicating sequences (ARS) and centromeric DNA elements (CDE) ;
this suggests that the Mycdire sequence could be a centromeric elemcnt with an
autonomously rephckltmg funcuorn.

In order to apply the PCR technique for specific detection of S. castanea, a set cf
primers was deduced frorn the SC1 sequence which specifically amplified DNA of S.
castanea from spores or from infected roots.

Using a set of primers derived from the Mycdiie sequence, it was possible to amplily
DNA tiem spores of A. lacvis, Gl. caledonium, Gig. rosea, S. pellucida and S.

‘castance. and follow the variation of this sequence in the genomes of these species.

After sequencing and comparison of PCR products from the Mycdire sequence, it was
shown that this element is well conserved in the genomes of Gl. caledonium, Gig.

rosea, S. pellucida and S. castanea while it has diverged in the genome of A. [acuvis.

Keys words : arbuscular mycorrhizal fuagi, Glomales, repeated DNA sequences,

characterisation, detection in planta by PCR, CDE, ARS, conserved centromeric
sequence.
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HES UYL

Les champignons endomycorhizogénes a arbuscules (Glomales) sont des symbiofftes
obligatoires qui jouent un role trés 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-hdte. La mise au point
dune technique d'extraction d'ADN de spores de champignons endomycorhizogénes a
arbuscules a permis de réaliser un clonage partiel de I'ADN de I'espece Scuetellospora
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
ADN de spores des espeéces S. castanea, Gigaspora rosea, Glomus caledonium et
Acaulospora laevis avec un échantillon de séquences répétées a permis de mettre en évidence
une séquence (SC1), spécifique de S. castanea et une autre (Mycdire), présente chez les quatre
especes utilisées. Une caractérisation approfondie a été entreprise montrant qué la séquence
SC1 est organisée en tandem dans le génome de S. castanea, posséde des séquences répétées
directes. Des recherches de cadre de lecture ouverts n'ont donné aucun résultat significatif.
Par ailieurs cette séquence posséde plusieurs codons stop et ne code pour aucune protéine. La
séquence SC1 pourrait donc &tre une séquence de structure hétérochromatique. La séquence
Mvedire, dispersée dans le génome de S. castanea posséde des séqueri'ces répétées directes et
répétées inversées. Par ailleurs des séquences a autonomie de replication (ARS) conférant
uite autonomie de réplication et des appelés CDE (éléments centromériques )ont été mis en
¢vidence dans cette séquence; ce qui ferait de cette séquence un élément centromérique &
autonomie de réplication.

En vae de metire au point des outils de détection spécifique par la technique PCR, des
amorces ont ¢té choisies de la séquence SC1 pbur amplifier électivement I'ADN de spores de
S castarnea et 'ADN de racines de poireau infectées par cette espeéce. |

Le choix d'un couple d'amorces de la séquence non spécifique Mycdire a permis de suivre la

variation intergénérique de cette séquence aprés amplification de 'ADN de spores et analyse

comparée des produits d'amplification. Cette analyse a permis de montrer que cetrte_séquencg_’

est conservée sous forme allélique chez les espéces G. rosea, G. caledonium, S. castanea et S.
pellucida alors qu'elle a subi une modification trés importante chez l'espéce A. laevis.
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