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Résumé

Le but de cette mission était d'apporter, dans le cadre du projet FEDER/DICACAO, un appui 
à Julien Vasseur, stagiaire M2 en génétique des micro-organismes pour l'étude de la diversité 
et de la structuration génétique des populations de quatre champignons pathogènes des 
cacaoyers de Guyane : Phytophthora palmivora, Phytophthora capsici, Moniliophthora 
perniciosa et Ceratocystis cacaofunesta

Cet appui a surtout consisté en un transfert de technologies, à savoir la formation aux 
méthodologies de caractérisation moléculaire utilisées à l'UMR BGPI du CIRAD Montpellier.

Les travaux concernant ce stage ont consisté en l'extraction de l'ADN pour les 4 espèces 
étudiées et en l'utilisation de différentes techniques pour la caractérisation moléculaire des 4 
espèces.

Les principales conclusions de ce stage sont les suivantes

* L'ADN génomique a été extrait avec succès et en quantité satisfaisante pour une trentaine 
de souches de P. palmivora, 6 souches de P. capsici, 2 souches de M perniciosa et 10 
souches de C. cacaofunesta.

* L'appartenance des souches aux espèces P. palmivora et P. capsici pourra être vérifiée par 
l'étudiant à l'aide de la comparaison des séquences ITS (Internai Transcribed Spacer) avec le 
couple d'amorces ITS4-ITS6. La diversité intra-spécifique sera étudiée à l'aide de marqueurs 
RAPD et AFLP déjà disponibles au laboratoire de BGPI.

* L'appartenance des souches aux espèces M perniciosa et C. cacaofunesta pourra être 
vérifiée par l'étudiant à l'aide du couple d'amorces ITS4-ITS6. La diversité intra-spécifique 
sera étudiée en fonction des résultats ITS, à l'aide de marqueurs SSR déjà publiés.
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But de la mission

Le but de cette mission était d’apporter, dans le cadre du projet FEDER/DICACAO, un appui 
à Julien Vasseur, stagiaire M2 en génétique des micro-organismes pour l’étude de la diversité 
et de la structuration génétique des populations de quatre champignons pathogènes des 
cacaoyers de Guyane : Phytophthora palmivora, Phytophthora capsici, Moniliophthora 
perniciosa et Ceratocystis cacaofunesta.
Cet appui concernait plus particulièrement le transfert de technologies de caractérisation 
moléculaire utilisées à l’UMR BGPI.

Abréviations

FEDER: Fond de développement régional. Programme convergence 2007-2013, région 
Guyane.

DICACAO : acronyme du projet « Diversité des cacaoyers spontanés de Guyane et des 
endophytes associés. Intérêt et utilisation dans la lutte contre les maladies »
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Déroulement de la mission

29/03/2010 : Trajet Montpellier-Paris-Cayenne-Kourou

30/03/2010 : Cirad Kourou : entretien avec P. Lachenaud, J-M. Thevenin et J. Vasseur.
Vérification au laboratoire avec F. Doaré du matériel nécessaire pour les travaux d’extraction 
de l'ADN.
Prise de contact avec l’équipe du laboratoire de génétique de l’UMR Ecofog et préparation 
des tampons et solutions de travail

31/03/2010 : Extraction ADN

01/04/2010 : Quantification de l'ADN sur gel et mise en place du planning de travail 
(réservation des équipements)

02/04/2010 : Visite de la station de recherche CIRAD de Combi, commune de Sinnamary, et 
en particulier des parcelles de cacaoyer

03-04-05/04 :2010 : Week-end Pascal

06/04/2010 : Dosage de l'ADN sur Nanodrop
Dilution des ADN et préparation des plaques pour PCR microsatellites
Réunion avec les équipes UPR 31 et UMR Ecofog pour évaluer l’avancement des travaux

07/04/2010 : Vérification des PCR sur gels d’agarose et préparation des plans de plaques pour 
les techniques ITS
Amplification des ITS par PCR

08/04/2010 : Vérification des PCR ITS sur gels d’agarose

09/04/2010 : Nettoyage du laboratoire et vérification des dernières PCR ITS
Préparation de plaques pour le séquençage des microsatellites

10-11/04/2010 : Trajet Kourou-Cayenne-Paris-Montpellier
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1. Mise en culture des souches pour extraction de l’ADN

Les souches de P. palmivora et de P. capsici ont été mises en culture sur milieu V8 liquide 
(200ml/l).
Les souches de M. pernisiosa et C. cacaofunesta ont été mises en culture sur milieu Malt 
liquide à 2 %.

Toutes les souches ont été mises en culture dans des puits de plaques IWAKI et mises à 
incuber à 25°C pendant 7 jours à l’obscurité (annexe 4).

Nous avons travaillé au cours de cette mission avec des souches appartenant théoriquement à 
4 espèces de champignons responsables de maladies du cacaoyer et qui ont été isolées en 
Guyane au cours de l’année 2009.

- 33 souches de P. palmivora
- 6 souches de P. capsici
- 12 souches de C. cacaofunesta
- 2 souches de M. perniciosa

2. Extraction de l’ADN génomique

L’ADN génomique a été extrait selon le protocole présenté en Annexe 1.
Les solutions d’extraction sont présentées en Annexe 2.

Les résultats des dosages sur Nanodrop thermo-scientific sont présentés dans le tableau 1.

Les extractions d’ADN génomique ont été satisfaisantes :
Pour 30 souches sur 33 de P. palmivora (code GUY), les concentrations d’ADN sont 
supérieures à 200 ng/μl. Il est nécessaire de ré-extraire l’ADN des souches GUY 37, 45 et 53, 
après une nouvelle mise en culture.
Toutes les souches de P. capsici (code REG) ont obtenu des concentrations en ADN 
supérieures à 300 ng/μl.
Les ADN des souches de M. perniciosa (code M) sont compris entre 400 et 600 ng/μl.
Deux souches de C. cacaofunesta (code C) sur le 12 étudiées doivent refaire l’objet d’une 
nouvelle extraction C2 et C8.
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Tableau 1. Dosage de l’ADN génomique pour les souches étudiées.
Sample 11) User name Date and Time Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 260/230
GUY6 Passager Kourou 06/04/2010 08:40:44 645.8 ng/μl 12,917 7,765 1,66 0,78
GUY9 Passager Kourou 06/04/2010 08:43:08 544 ng/μl 10,879 6,978 1,56 0,65
GUY 10 Passager Kourou 06/04/2010 08:45:19 599,7 ng/μl 11,993 7,897 1,52 0,62
GUY11 Passager Kourou 06/04/2010 08:46:23 656,6 ng/μl 13,131 8,684 1,51 0,57
GUY12 Passager Kourou 06/04/2010 08:47:06 493,2 ng/μl 9,864 6,128 1,61 0,76
GUYI3 Passager Kourou 06/04/2010 08:47:55 555,6 ng/μl 11,113 6,847 1,62 0,79
GUY 17 Passager Kourou 06/04/2010 08:48:44 602.6 ng/μl 12,052 7,765 1,55 0,65
GUY23 Passager Kourou 06/04/2010 08:49:27 620,5 ng/μl 12,409 7,972 1,56 0,68
GUY26 Passager Kourou 06/04/2010 08:50:04 731,8 ng/μl 14,635 9,666 1,51 0,57
GUY27 Passager Kourou 06/04/2010 08:50:43 579,3 ng/μl 11,585 7,422 1,56 0,69
GUY28 Passager Kourou 06/04/2010 08:51:28 662 ng/μl 13,241 8,19 1,62 0,75
GUY29 Passager Kourou 06/04/2010 08:52:10 635,5 ng/μl 12,711 8,608 1,48 0,54
GUY30 Passager Kourou 06/04/2010 08:52:51 592 ng/μl 11,84 7,467 1,59 0,69
GUY3I Passager Kourou 06/04/2010 08:53:45 400,3 ng/μl 8,006 4,276 1,87 1,75
GUY32 Passager Kourou 06/04/2010 08:55:31 471,9 ng/μl 9,437 5,049 1,87 1,67
GUY33 Passager Kourou 06/04/2010 08:56:21 208,4 ng/μl 4,167 4,84 0,86 1,35
GUY37 Passager Kourou 06/04/2010 08:57:15 41 ng/μl 0,82 1,371 0,6 2,62
GUY38 Passager Kourou 06/04/2010 08:58:11 552,1 ng/μl 11,042 5.944 1,86 1,66
GUY39 Passager Kourou 06/04/2010 08:59:07 521 ng/μl 10,419 5.488 1,9 1,76
GUY40 Passager Kourou 06/04/2010 09:00:06 317,3 ng/μl 6,346 3.343 1,9 1,84
GUY42 Passager Kourou 06/04/2010 09:01:10 267,5 ng/μl 5,35 3.005 1,78 1,21
GUY43 Passager Kourou 06/04/2010 09:02:06 663.2 ng/μl 13,263 8,905 1,49 1,21
GUY44 Passager Kourou 06/04/2010 09:02:58 347.3 ng/μl 6,945 3,683 1,89 1,79
GUY45 Passager Kourou 06/04/2010 09:03:39 -6,3 ng/μl -0,126 -0,051 2,49 0,13
GUY45 Passager Kourou 06/04/2010 09:04:35 480,3 ng/μl 9,607 5,456 1,76 1,33
GUY46 Passager Kourou 06/04/2010 09:05:26 766,1 ng/μl 15,322 9,942 1,54 0,73
GUY48 Passager Kourou 06/04/2010 09:06:13 277,8 ng/μl 5,556 2,946 1,89 2,22
GUY49 Passager Kourou 06/04/2010 09:07:03 432,9 ng/μl 8,659 4,58 1,89 1,84
GUY53 Passager Kourou 06/04/2010 09:08:01 -5,9 ng/μl -0,119 -0,05 2,38 0,12
GUY53 Passager Kourou 06/04/2010 09:08:38 306,7 ng/μl 6,133 3,214 1,91 2,08
GUY54 Passager Kourou 06/04/2010 09:09:29 269 ng/μl 5,379 2,88 1,87 1,91
GUY56 Passager Kourou 06/04/2010 09:10:16 402,8 ng/μl 8,055 4,164 1,93 1,88
GUY57 Passager Kourou 06/04/2010 09:10:59 513,6 ng/μl 10,273 5,637 1,82 1,76
GUY33 Passager Kourou 06/04/2010 09:12:30 402,9 ng/μl 8,059 4,196 1,92 2,01
GUY37 Passager Kourou 06/04/2010 09:13:09 420,2 ng/μl 8,404 4,468 1,88 1,77
REG2.1 Passager Kourou 06/04/2010 09:14:11 462 ng/μl 9,24 5,496 1,68 1,08
REG2.3 Passager Kourou 06/04/2010 09:14:54 583,1 ng/μl 11,661 6,597 1,77 1,47
REG2.4 Passager Kourou 06/04/2010 09:15:34 546 ng/μl 10,921 6,36 1,72 1,48
REG2.6 Passager Kourou 06/04/2010 09:16:12 1102,1 ng/μl 22,043 13,471 1,64 1,11
REG2.6 Passager Kourou 06/04/201009:16:56 676,4 ng/μl 13,529 7,796 1,74 1,29
REG2.8 Passager Kourou 06/04/2010 09:17:44 341,8 ng/μl 6,835 2,719 2,51 2,95
REG2.10 Passager Kourou 06/04/2010 09:18:31 374,7 ng/μl 7,494 4,421 1,69 1,03

0 Passager Kourou 06/04/2010 09:20:44 0,1 ng/μl 0,002 -0,008 -0,3 -0,18
MT Passager Kourou 06/04/2010 09:21:33 483,7 ng/μl 9,674 5,982 1,62 0,84
M29 Passager Kourou 06/04/2010 09:22:21 564,8 ng/μl 11,295 5,94 1,9 1,59
Cl Passager Kourou 06/04/2010 09:23:24 953,3 ng/μl 19,066 10,186 1,87 1,33
C2 Passager Kourou 06/04/2010 09:24:12 57 ng/μl 1,139 0,93 1,22 0,28
C2 Passager Kourou 06/04/2010 09:24:52 52,5 ng/μl 1,05 0,865 1,21 0,29
C5 Passager Kourou 06/04/2010 09:25:34 375,7 ng/μl 7,515 3,888 1,93 1,44
C7 Passager Kourou 06/04/2010 09:26:21 1274,5 ng/μl 25,49 13,215 1,93 1,64
C7 Passager Kourou 06/04/2010 09:27:09 1258,2 ng/μl 25,165 13,171 1,91 1,63
C8 Passager Kourou 06/04/2010 09:27:54 169 ng/μl 3,38 2,037 1,66 0,85
C13 Passager Kourou 06/04/2010 09:28:43 452,3 ng/μl 9,045 5,282 1,71 1,04

C15 Passager Kourou 06/04/2010 09:29:31 195,8 ng/μl 3,915 2,162 1,81 1,25
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Sample ID User name Date and Time Nucleic Acid Conc. Unit A 260 A 280 260/280 260/230
C16 Passager Kourou 06/04/2010 09:30:09 434,3 ng/μl 8,685 4,823 1,8 1,13
C19 Passager Kourou 06/04/2010 09:30:48 324,1 ng/μl 6,482 3,591 1,8 1,14
C20 Passager Kourou 06/04/2010 09:31:26 291,6 ng/μl 5,831 3,426 1,7 0,99

C37 Passager Kourou 06/04/2010 09:32:08 285,3 ng/μl 5,706 3,357 1,7 0,69

C38 Passager Kourou 06/04/2010 09:32:46 202,8 ng/μl 4,056 2,549 1,59 0,7
0 Passager Kourou 06/04/2010 09:33:35 -0,3 ng/μl -0,006 -0,013 0,46 0,32
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3. Caractérisation moléculaire des espèces par l’étude des séquences ITS

3.1. Méthodologie

La technique d’amplification de l’ADN par PCR a été utilisée pour obtenir les séquences ITS 
(Internal Transcribed Spacer du rDNA (et plus précisément les séquences ITS1 et ITS2 
encadrant le 5.8 gène). Quatre différentes amorces ITS ont été testées :

ITS 1 5’- TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3’
ITS 2 5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC -3’
ITS 4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’
ITS 6 5’-GAAGGTGAAGTCGTAACAAGG -3’

Et les combinaisons d’amorces suivantes ont été étudiées :
ITS1 / ITS2, ITS1 / ITS4, ITS1 / ITS6, ITS2 / ITS4, ITS2 / ITS6, ITS4 / ITS6
Ceci dans le but d’obtenir des séquences ayant des longueurs de paires de bases différentes.
Et également, par exemple pour les Phytophthora, l’amorce IT6 est meilleure que l’amorce 
ITS1 (problème d’amorçage).

Les séquences ITS sont utilisées pour des études de confirmation d’appartenance au sein 
d'une espèce d’une souche étudiée. Les séquences ITS constituent également une région 
génomique utile pour comprendre les relations évolutives et génétiques entre espèces proches.

AMPLIFICATION DES ITS

ADN 10 μl (20ng/µ1)
ITS 1 2.5μl (10μΜ)
ITS 4 2.5μl (10μΜ)
TP10X 5μl
DNTP 5μ1 (200μΜ final)
MgC12 1.5μ1 (50mM) (Nous n’en avons pas rajouté car déjà dans tampon)
Taq 0.1μl (Biolabs)
H2O 23.4μ1 (Ultra-pure)

Programme d’amplification des ITS

- 94°C 7mn
- 34 cycles : 94° C /1mn

60° C /1mn
72° C /3mn

- 72° C 10mn
- 15° C 24h
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Contrôle d’amplification
Le contrôle de la qualité des amplifications a été réalisé sur gel d’agarose à 1% : pour un 
isolat déposer 5μ1 de la solution amplifiée + 3μ1 de bleu PCR dans un puits du gel.
Migration du gel pendant 1H à 130V.
Coloration et observation des bandes représentatives des séquences sur les gels.

La durée de la mission n’a pas permis de passer les produits d’amplifications ITS au 
séquenceur de l’UMR Ecofog et d’obtenir les séquences nécessaires pour la comparaison avec 
les séquences de la database NCBI. Et ainsi de confirmer l’appartenance des différentes 
souches étudiées à des espèces déjà définies. Ce travail sera à continuer par le stagiaire.

3.2. Résultats

3.2.1. Ceratocystis et Moniliophthora

Les photographies des gels pour 12 souches de Ceratocystis et 2 souches de Moniliophthora 
pour les combinaisons d’ITS sont présentées en Figure 1.

L’obtention et la meilleure qualité des bandes représentatives des séquences ITS ont été 
obtenues avec les combinaisons d’amorces ITS6-ITS4 (environ 650 paires de bases), ITS1- 
ITS2 et ITS6-ITS2 (environ 300 pb).
Donc l’utilisation du couple d’amorce ITS6-ITS4 sera préconisé pour l’obtention de la 
séquence complète (ITS 1 -5.8S-ITS2) et le couple ITS6-ITS2 pour la séquence ITS1-5.8S.
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Figure 1. Gels pour les combinaisons d’ITS chez M. perniciosa et C. cacaofunesta.

ITS1 / ITS2 ITS1 /ITS4

ITS 2 / ITS 6 ITS 4 / ITS 6

ITS 1 / ITS 6 ITS 2 / ITS 4
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3.2.2 Phytophthora

Les photographies des gels pour 31 souches de P. palmivora et 6 souches de P. capsici pour 
les combinaisons d’ITS sont présentées en Figure 2.

L’obtention et la meilleure qualité des bandes ont été obtenues avec la combinaison 
d’amorces ITS4-ITS6 comme pour les deux autres espèces. Confirmation des résultats déjà 
obtenus à l’UMR BGPI pour les Phytophthora.

Donc préconisation de l’utilisation du couple d’amorces ITS4-ITS6 pour obtenir les 
séquences ITS complètes des deux espèces de Phytophthora.
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Figure 2. Gels pour les combinaisons d’ITS chez P. palmivora et P. capsici.

ITS 1 / ITS 2
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ITS 1 / ITS 2 ITS 1 / ITS 4

ITS 1 / ITS 4 ITS 2 / ITS 6

40 42 43 44 45 46 48 49 53 54 56 57 2.1 2.3 2.4 2.6 2.8 2.10
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ITS 2 / ITS 6

ITS 2/ ITS 6 ITS 2 / ITS 4

ITS 2 / ITS 4 ITS 1 / ITS 6
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ITS 1 / ITS 6 ITS 4 / ITS 6

3.2.3. Conclusions et suggestions

Ces résultats obtenus avec le couple d’amorce ITS4-ITS6 sont à confirmer pour l’ensemble 
des souches à étudier par l’étudiant. Ensuite il pourra passer l’ensemble des produits 
d’amplification au séquenceur afin d’obtenir les séquences ITS pour chaque souche. La 
comparaison des séquences permettra de confirmer le nom de l’espèce responsable de maladie 
sur cacaoyer en Guyane.

L’étudiant devra finaliser le séquençage proprement dit avec le couple d’amorces choisies 
pour chaque espèce et comparer ces séquences avec les séquences contenues dans les bases de 
données comme NCBI. Il pourra ainsi confirmer l’appartenance d’une souche à une espèce 
donnée. Ceci est indispensable pour l’utilisation de certains marqueurs comme les SSR qui 
sont spécifiques à une espèce donnée.
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4. Caractérisation moléculaire intra-spécifique par marqueurs SSR

4.1. Méthodologie
Afin d’étudier la diversité spécifique des espèces M. perniciosa et C. cacaofunesta, la 
technique utilisant des marqueurs moléculaires de type microsatellite (SSR, également 
désigné sous le nom de séquence microsatellite ou STR) a été testée.
Ceci a été destiné à montrer à l’étudiant la technique qu’il devra appliquer en fonction des 
résultats des séquences ITS pour chaque espèce.

Les marqueurs SSR représentent de brèves séquences de nucléotides (d'une longueur de 2 à 6 
unités) qui se répètent en tandem:

Répétition de di-nucléotides: CACACACA
Répétition de tri-nucléotides : ATGATGATGATG

Avantages de l'ADN hautement répétitif (SSR) :
Co-dominant (fournit davantage de données dans le cas des hétérozygotes)
Très variable (caractéristique importante pour les espèces à fond génétique limité) 
Usage très répandu
Se prête très bien à la sélection à l'aide de marqueurs moléculaires, à la cartographie 
peptidique et au croisement en retour assisté par marqueurs
Inconvénients de l'ADN hautement répétitif (SSR) :
Capacité d'alimentation moyenne; on peut en accroître l'efficacité en recourant au 
multiplexage (utilisation de plus d'un marqueur SSR par réaction)

La procédure d’amplification est décrite en Annexe 3.

4.2. Résultats

Au cours de la mission uniquement la vérification de la présence et qualité des produits 
d’amplification sur gels pour 2 souches de M. perniciosa et 12 souches de C. cacaofunesta 
pour les différents marqueurs SSR ont été réalisées et sont présentées en Figure 3.

Description des résultats et commentaires :

- Pour les 12 Ceratocystis étudiés, les marqueurs SSR CAT9 et CAD 22.5 ont présenté des 
bandes polymorphes à la longueur attendue (environ 250 paires de base) pour l’ensemble des 
souches. Toutefois, il ne faut pas exclure les deux autres marqueurs SSR CAG900 et CCA9 
car des bandes apparaissent pour certaines souches à la bonne distance (ceci sera à confirmer 
par l’étudiant)
- Pour les 2 Moniliophthora , CENA 12 et CENA16 n’ont pas présenté de bandes. Seuls les 
marqueurs SSR Cena3 et Cenal 1 ont présenté des bandes toutefois certaines très éloignées 
des longueurs de séquences attendues. Mais il faudrait pouvoir les tester sur un nombre 
d’individus plus important (difficile car problème de culture saine).

Dans le cadre de cette mission, une première approche a permis de valider des SSR pour les 
deux espèces. Toutefois il reste à l’étudiant à passer sur séquenceur, après marquage d’une 
des deux amorces, les produits d’amplification afin d’obtenir une confirmation du 
polymorphisme semblant exister pour les deux espèces. Egalement il sera possible également 
de tester d’autres SSR déjà définis pour les deux espèces.

CR de mission CH- 08.11.2010- - Page 16/23



Figure 3. Gels pour les marqueurs SSR chez M. perniciosa et C. cacaofunesta.
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5. Caractérisation moléculaire par RAPD et AFLP :

La technique RAPD est très similaire à la technique ITS, la seule différence concerne 
l’utilisation d’une amorce au lieu d’un couple d’amorce au moment de la PCR. Les amorces 
aléatoires M4, M6, M7, M17, R4, R5, R6, R11 et R14 pourront être utilisées par l’étudiant 
pour caractériser la diversité des Phytophthora.

La technique AFLP, elle, est presque identique à celle des SSR, avec des PCR puis un passage 
au séquenceur permettant de caractériser le polymorphisme des différentes souches. Cette 
technique pourra être appliquée également aux Phytophthora.

C IRAD-DIST
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6. Conclusion générale

Les objectifs de la mission ont été atteints, c'est-à-dire un transfert de technologies concernant 
la caractérisation moléculaire d’espèces fongiques, avec plus précisément :

- technique de culture des 4 espèces des champignons pathogènes facilitant l’extraction 
de l’ADN

- technique d’extraction de l’ADN pour les 4 espèces

- techniques d’utilisation des différents marqueurs :
a) ITS pour les 4 espèces
b) Microsatellites SSR pour 2 espèces : Ceratocystis et Moniliophthora
c) Pour les Phytophthora, fin 2010, des marqueurs SSR seront disponibles à l’UMR 

BGPI et pourront donc remplacer les techniques RAPD et AFLP moins fiables que les 
SSR.

Pour l’étudiant, il reste à compléter l’extraction d’ADN pour certaines souches et de passer 
l’ensemble des produits d’amplification PCR au séquenceur de l’UMR Ecofog pour obtenir 
soit les séquences (ITS), soit les électrophoregrammes après marquage fluorescent d’une des 
amorces du couple SSR.
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Annexe 1. Extraction de l’ADN génomique

1/ MISE EN CULTURE
Dans plaque de culture stérile distribuer 1.5ml de milieu par puits
(Microplaque 12 ou 24 puits IWAK.1)
Ensemencer avec une culture fraîche (4 à 5 implants par puits) 6 puits par souche
Incuber à 25°c pendant 7 jours

2/ DIGESTION DES PAROIS
Récupérer le mycélium essorer sur toile Miracloth et mettre dans Eppendorfs de 2ml
Ajouter 1.5 ml de solution de digestion
Laisser incuber 2h à température ambiante

3/ LYSE
Centrifuger 5mn vidé le surnageant
Reprendre le culot avec 600μ1 de tampon de lyse
Vortexer pour remettre en suspension
Incuber à 65°C 45 mn au bain marie

4/ PURIFICATION
Ajouter 600 μl de CIAA (24 V chloroforme + 1 V iso amylique alcool)
Mélanger par inversion
Centrifùger 10mn
Récupérer la phase aqueuse dans eppendorfs de 2 ml

5/ PRECIPITATION
Ajouter 600 μl d'Isopropanol
Mélanger par inversion
Laisser 30 mn au congélateur
Centrifuger 7mn
Vider et égoutter sur sopalin

6/ LAVAGE
Ajouter 1 ml d'Ethanol à 70%
Vider immédiatement, égoutter et laisser sécher

7/ TRAITEMENT RNASE
Reprendre le culot dans 100μ1 de TE à lpg/ml de RNASE
Incuber à 60° C de 5 à 10mn pour dissolution complète

8/ EVALUATION DE LA CONCENTRATION D' ADN

Gel d’agarose à 0.8%

Dépôt: 1 μl ADN
1 μl de bleu
9μ1 H2O pure stérile
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Annexe 2. Preparation des solutions d’extraction

SOLUTION NEW GLUCANEX 200
H2O 15 ml
NaC1 1M 35 ml
New glucanex 2.2 g

Ajuster PH à 6 avec NAOH 5Μ

TAMPON DE LYSE
H2O 22 .95 ml
Na Cl 1M 3 ml
Tris H Cl 1M pH 8 0.30 ml
EDTA0.2M pH 8 0.15 ml
Triton x 100 0.6 ml
SDS 10% 3 ml

TRIS EDTA
Tris H Cl 1M pH 8 0.1ml
EDTA 0.5M pH 8 0.02 ml
H2O 9.88 ml

RNASE
1µg / ml de RNASE dans Tris EDTA
Solution mère 100µg /ml 
100μ1 RNASE dans 10 ml de TE
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Annexe 3. Procédure d’amplification des marqueurs microsatellites

Les amplifications sont obtenues par PCR réalisées dans un volume total de 20μ1

Pour 1 volume :
Conc. initiale Pourl5µl de réaction

Tampon 10x 2
DNTP 2000 μΜ 2
MgCl2 50 μΜ 0.8 (le T P utilisé contenait Mg Cl2
Amorce 1 100 μΜ 0.1 penser à ajouter 0.8 μl H2O au mix)
Amorce 2 100 μΜ 0.1
Taq 5 unit/μl 0.1
H2O 9.9
ADN 10µg/μl 5

Le programme de la réaction PCR est le suivant

1 95°C 4mn
2 94°C 30s
3 59°C lmn30 (température à modifier selon l’amorce)
4 72°C Imn
5 goto step 2 40 fois
6 72°C 10mn
7 15°C 12h

Pour les amorces CAG 900, CAT 9 et CAD 22.5, la température de l’étape 3 est de 49°C. 
Pour les amorces CCAA 9, Cena 3, Cenal 1, Cena 12 et Cena16, la température de l’étape 3 
est de 59°C
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Annexe 4. MILIEU DE CULTURE POUR EXTRACTION

DE L’ADN GENOMIQUE 
(Pour Phythophtora)

- Yeast Extract 2g / litre

- Glucose 10g/litre

-KNO3 3g/litre

-K H2PO4 2g/litre

Ajuster à PH 6 avec NaOH 5M 
Stériliser à 120 °C /20 mn 
Ajouter les antibiotiques

- Rifampicine 10mg/ litre

- Pimaricine 10 mg/ litre

- Ampicilline 250 mg/litre

Préparer solution mère antibiotique et congeler à - 20°C
Dissoudre 100mg Rifam, 100mg de Pima et 2500mg Ampi dans 10ml H2O
Filtrer sur millex 0.45μ et repartir 0.5 ml dans cryotubes stériles
Congeler à - 20° C (utiliser 0.5 ml pour 500 ml de milieu)
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