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Summary

Botrytis cinerea (teleomorph: Botryotinia fuckeliana) is a phytopathogenic, polyphagous and ubiquitous fungus,
difficult to control, with high phenotypic and genetic variability. DNA integrity is a key tool for successful molecular
identification procedures of this pathogen, many extraction protocols require mycelial grinding procedures using
liquid nitrogen to obtain extracts of high quality and in enough quantity. Three DNA extraction protocols (SDS -
tritone x 100, sorbitol - CTAB Microwave - SDS-EDA) commonly used were used in this study.

We followed the same approach of genetic diversity studies by including three isolates from different host plants
(strawberry, tomato and grapevine), with the aim of optimising genetic identification methods based on PCR for a
group of primers (C729 +, F300/F1550, BotyF4/BotyR4). In the first part, we carried out a morphological
characterisation study of our isolates (T5, V9 and F3), which revealed a high variability. In the second part, the
protocol described by Zelaya-Molina et al. (2011) who's the SDS - triton x 100 buffer extracted the DNA with the
best yield, and is the most reproducible, we have also optimised the PCR protocol described by Mirzaei et al. (2007)
for the detection of B. cinerea, in addition, we have found a tip in PCR consists in using the gradient of the
hybridisation temperature to detect the Boty and Flipper transferable elements of 24 samples at the same time. The
two transposable elements, Flipper and Boty, were detected in this study.

Keywords: Botrytis cinerea - Genetic biodiversity - Optimization - Phenotypic diversity - Transposable elements
Flipper and Boty

Résumé

Botrytis cinerea (téléomorphe : Botryotinia fuckeliana) est un champignon phytopathogéne, polyphage et ubiquiste
difficile a contréler, présente une grande variabilité phénotypique et génétique. L’intégrité de ’ADN soit un outil clé
pour réussir les procédures d’identification moléculaires de cet agent pathogéne, plusieurs protocoles d’extractions
exigent la procédure de broyage mycélienne en utilisant I'azote liquide pour obtenir des extraits de haute qualité et
en quantité suffisante. Trois protocoles d’extractions d’ADN( SDS - triton x 100, Sorbitol - CTAB Microondes - SDS-
EDTA ) couramment utilisé ont été utilisés dans cette étude.

Nous avons suivi les mémes démarches des études de la diversité génétique en incluant trois isolats provenant
des différentes plantes hotes (de la fraise, la tomate et la vigne), dans le but optimiser les méthodes identification
génétique basée sur la PCR au moins pour un ensemble des amorces ( C720 #, F3o0/F 1550, Botyra/Botyr4). Dans la
premiere partie nous avons procédé a une étude de caractérisation morphologique de nos isolats ( T5, V9 et F3),
qui ont révélé d’une grande variabilité. A la seconde partie , le protocole décrit par Zelaya-Molina et al. (2011) dont
le tampon SDS - triton x 100 a extrait I'ADN avec le meilleur rendement, et est le plus reproductible, également
nous avons optimisé le protocole PCR décrit par Mirzaei et al. (2007) pour la détection de B. cinerea, en outre,
nous avons trouvé un truc dans la PCR consiste a utilisé les gradients de la température d’hybridation pour détecter
les éléments transposables Boty et Flipper de 24 échantillons en méme temps. Les deux éléments transposables,
Flipper et Boty ont été détectés a cette étude.

Mots clés : Botrytis cinerea - Biodiversité génétique - Optimisation - Diversité phénotypique - Eléments

transposable Flipper et Boty.
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