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1) Etapes de l’extraction de l’ADN génomique de Sinapsis arvensis
 Méthode dite «rapide »
- Prélever 2/3 plantules et les mettre dans un tube Eppendorf de 1,5 ml.
- Broyer à l'aide d'un piston pellet.
- Ajouter 400 µl de Tampon d'extraction (200 mM TrisHCl pH 7.0, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA et 0,5 % SDS).
- Vortexer 5s (on peut laisser les échantillons à température ambiante).
- Centrifuger 1 min à 13 000 rpm.
- A 300 µl d'Isopropnnol,  ajouter 300 µl de surnageant.
- Incuber à température ambiante 2 min. 
- Centrifuger 5 min à 13 000 rpm.
- Ajouter un volume 300µl de l’éthanol 70%.

- Centrifuger 3 min à 13 000 rpm.

- Jeter le surnageant. 
- Sécher au speed-vac 10 min ou sur la paillasse 30 min environ (tube renversé sur un papier absorbant.
- Reprendre le culot dans 100 µl de TE (Tris – EDTA) ou de l’eau distillée.
- Conserver à 4° C ou à - 20°C pour une utilisation ulterieure.
2) Electrophorèse

Nous utilisons des mini-cuves d'électrophorèse MUPID (Eurogentec), qui permettent d'avoir un résultat en 30 min.

La migration et le gel se font dans du Tampon Tris Borate EDTA TBE 0,5 × préparé à partir de TBE 10 × (0,89M Tris, 0,89M Acide Borique, 20 mM EDTA). Le TBE est disponible dans notre laboratoire sous forme de solution prêt à l’emploi de concentration 20x, nous devons diluer un volume (0.5x) suffisant à notre manipulation  
Préparation du gel 0.4%

Peser l'agarose pour préparer 50 ml de gel à 0,8 % dans du TBE 0,5x , faire fondre l'agarose dans un microonde, ajouter une goutte de Bromure d'Ethidium à 2,5 µg/ml (BET) soit 10 µl, refroidir et couler le gel après avoir monté le système électrophoretique sans oublier de mettre un peigne afin de creuser les puits ( travailler attentivement de préférence sous la hotte ).
            Dépôts des échantillons sur gel 
Sur un ruban de parafilm : 10 µl d'ADN + 2 µl de tampon de charge.prendre le melange pour chaque ADN et le déposer à l’intérieur de puits délicatement pour ne pas abimer le gel. 
Recouvrir le gel de TBE 0,5 × déposer les échantillons, lancer la migration à 100V pendant 20 min.
Passer au transilluminateur pour la révélation sous UV du profil des ADN et les photographier.
ATTENTION LE BET EST UN AGENT MUTAGENE !!!
ATTENTION aux UV !!!
3) PCR "Polymerase Chain Reaction"
Nous  procédons à l’amplification d’un fragment d’ADN, il s’agit répliquer une partie de l’exon 4 du gène d’actine 2 qui s’étend sur 350pb (Taille de l'amplifiat) en utilisant la technique PCR.
Les amorce ou oligonucléotides pour amplifier cette partie du gène de l'Actine 2 (séquence en annexe) sont :
Act25 : 5’CCATTCTTGCTTCCCTCAG3’  (Tm 58°C) sens (Forward).
Act23 :  5’GACGTAAGTAAAAACCCAG3’(Tm 54°C) antisens (Reverse) .
Préparation du MIX :
Préparer un mélange (Mix) dans un tube Eppendorf de 1,5 ml. Le volume du mélange, dépend du volume de la PCR (25 µl) et du nombre de tubes (ne pas oublier les témoins) et toujours prévoir 1 tube de plus que nécessaire. Par exemple pour 2 échantillons + 1 Témoin négatif, il faut prévoir un mélange de 4 × 25 = 100 µl. 
 Composition du mélange :
	Solutions mères
	Concentration finale
	Volume ajouté

	Tampon 10 ×
dNTP's 2,5mM
MgCl2  25 mM
Amorce 5' (10 µM) 
Amorce 3' (10 µM) 
H2O u.p.
Taq Dna pol (5U/µl)
	1× (1/10)
0,25 mM (1/10)
4 mM
0,1 µM (1/100)
0,1 µM (1/100)
qsp vol. final
0,05 U/µl

	2,5 µl
2,5 µl
4 µl
0,25µl
0,25µl
13.25 µl 
0,25µl


- Mélanger à la pipette, sans faire de bulles

- Répartir 23 µl de mélange par tube de PCR de 200 µl.

     - Ajouter 2 µl d'ADN (2 µl d'H2O pour le T-) pour avoir un volume final de 25 µl.
 Programme utilisé au thermocycler  :
94°C 5 min 
94°C  30 s
          50°C 30 s
30 cycles

        72°C   30  s

72°C 7 min

4) Contrôle de PCR
- Préparer des gels d'agarose à 1,5 % comme précédemment.
- Préparation des échantillons : Prélever 10 µl de chaque tubes de PCR (ne pas oublier le Témoin négatif), ajouter 2 µl de tampon de charge. 
- Déposer les échantillons sans oublier les marqueurs de taille (100pb)
- Passer au transilluminateur pour la révélation sous UV du profil des bandes amplifiées et les photographier. 

ANNEXE
	 Principe de PCR "Polymerase Chain Reaction" :
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Séquence de l'Actine 2 d'Arabidopsis thaliana même famille de Sinapsis arvensis 
AAACCCGCCTATATAAATTCATATATTTTCCTCTCCGCTTTGAATTGTCTCGTTGTCCTCCTCACTTTCATCAGCCGTTTTGAATCTCCGGCGACTTGACAGAGAAGAACAAGGAAGAAGACTAAGAGAGAAAGTAAGAGATAATCCAGGAGATTCATTCTCCGTTTTGAATCTTCCTCAATCTCATCTTCTTCCGCTCTTTCTTTCCAAGCTCATAAAAAATGGCTGAGGCTGATGATATTCAACCAATCGTGTGTGACAATGGTACCGGTATGGTGAAGGCTGGATTTGCAGGAGATGATGCTCCCAGGGCTGTTTTTCCCAGTGTTGTTGGTAGGCCAAGACATCATGGTGTCATGGTTGGGATGAACCAGAAGGATGCATATGTTGGTGATGAAGCACAATCCAAGAGAGGTATTCTTACCTTGAAGTATCCTATTGAGCATGGTGTTGTTAGCAACTGGGATGATATGGAAAAGATCTGGCATCACACTTTCTACAATGAGCTTCGTATTGCTCCTGAAGAGCACCCTGTTCTTCTTACCGAGGCTCCTCTTAACCCAAAGGCCAACAGAGAGAAGATGACTCAAATCATGTTTGAGACCTTTAACTCTCCCGCTATGTATGTCGCCATCCAAGCTGTTCTCTCCTTGTACGCCAGTGGTCGTACAACCGGTATTGTGCTGGATTCTGGTGATGGTGTGTCTCACACTGTGCCAATCTACGAGGGTTTCTCTCTTCCTCATGCCATCCTCCGTCTTGACCTTGCTGGACGTGACCTTACTGATTACCTCATGAAGATCCTTACAGAGAGAGGTTACATGTTCACCACAACAGCAGAGCGGGAAATTGTAAGAGACATCAAGGAGAAGCTCTCCTTTGTTGCTGTTGACTACGAGCAGGAGATGGAAACCTCAAAGACCAGCTCTTCCATCGAGAAGAACTATGAATTACCCGATGGGCAAGTCATCACGATTGGTGCTGAGAGATTCAGATGCCCAGAAGTCTTGTTCCAGCCCTCGTTTGTGGGAATGGAAGCTGCTGGAATCCACGAGACAACCTATAACTCAATCATGAAGTGTGATGTGGATATCAGGAAGGATCTGTACGGTAACATTGTGCTCAGTGGTGGAACCACTATGTTCTCAGGTATCGCTGACCGTATGAGCAAAGAAATCACAGCACTTGCACCAAGCAGCA TGAAGATTAAGGTCGTTGCACCACCTGAAAGGAAGTACAGTGTCTGGATCGGTGGTTCCATTCTTGCTTCCCTCAGCACATTCCAGCAGGTAAAAAATTGATCAGATTTTGTTTCGAATTCTCTTACATGCAAATTGAAATCAAAGGCTGATTATTTATGTATATGTTGGTTACAGATGTGGATCTCCAAGGCCGAGTATGATGAGGCAGGTCCAGGAATCGTTCACAGAAAATGTTTCTAAGCTCTCAAGATCAAAGGCTTAAAAAGCTGGGGTTTTATGAATGGGATCAAAGTTTCTTTTTTTCTTTTATATTTGCTTCTCCATTTGTTTGTTTCATTTCCCTTTTTGTTTTCGTTTCTATGATGCACTTGTGTGTGACAAACTCTCTGGGTTTTTACTTACGTCTGCGTTTCCCGCTTTCGTTTTGCGTTTTAGTCCCATTGTTTTGTAGCTCTGAGTGATCGAATTGATGCCTCTTTATTCCTTTTGTTCCCTATAATTTCTTTCAAAACTCAGAAGAAAAACCTTGAAACTCTTTGCAATGTTAATATAAGTATTGTATAAGATTTTTATTGATTTGGTTATTAGTCTTACTTTTGCT.
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