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(57) Giai phap hitu ich dé cap dén ciu tric ADN biéu hién gen ¢ thuc vat, trong d6 ciu
triic nay mang gen ZmLEA14A c¢6 trinh tu SEQ ID NO:1 dugc phan lap tir cady ngd T¢é vang
1 cua Viét Nam va ching vi khuén A. tumefaciens mang ciu trac ADN biéu hién gen nay.
Trong do, gen ZmLEA144 dugc gin voi doan polynucleotit ma hoa cho peptit cmycKDEL
va nam trong mot catxet biéu hién c6 trinh tir khoi dong 35S va trinh tu két thuc 35S. Cau
tric mang gen ZmLEA14A nay da dugc thlet ké nam trong vecto biéu hién thyc vat. Ngoai
ra, chang vi khuan A. tumefaciens mang cdu trac biéu hién nay cling dugc tao ra bing
phuong phap xung dién nhiam muc dich chuyén gen vao thuc vat. cdu tric ndy giup ting
cuong kha nang biéu hién cua gen ZmLEA144 ¢ thyc vat chuyén gen, nho d6 nhimg dong
chuyén gen c6 kha ning chiu han tot hon nhitng dong khong chuyén gen.
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Linh viwe k§ thuit dwoc dé cip

Giai phap hitu ich thude linh vue cong nghé sinh hoc, dé cap dén cau traic ADN
dung cho biéu hién gen & thuc vat, mang gen ZmLEAI4A phan 1ap tir ciy ngd Té vang 1
ctia Viét Nam. Ciu tric nay c¢6 kha ning biéu hién & cdy chuyén gen nham cai thién kha
nang chiu han cho cdy. Ngoai ra, giai phap hitu ich dé cip dén chung vi khudn A.
tumefaciens mang cau trac nay trong té bao ctia n6 va c6 kha ning st dung dé chuyén

gen vao cdy trong.
Tinh trang ky thuit cida giai phap hiru ich

Ho protein LEA (late-embryogenesis abundant) la mot ho protein quan trong
trong té bao thuc vat c¢6 chirc nang cam ung voi bat loi (Umezawa er al., 2006). Vai trod
bao vé clia nhém protein nay bao gom chéng lanh, chéng bat loi thdm thdu dé lam don
dinh mang va cac protein khéc. Protein nhom LEA ¢6 kha nang va nudc cao, nhitng doan
lap axit amin ngin thuong duge tim thiy trong nhém protein nay. Protein LEA cling
duoc chu v trong didu kién bi stress do thiéu nude (Goyal et al.,. 2005). Bén canh dit liéu
phong pht vé cdu triic va su biéu hién cua protein nay, ngay cang nhiéu céc cong trinh dé
cip dén viéc st dung cac gen LEA nham cai tién tinh chng chiu kho han trong diéu kién
df”)ng rudng (Grelet et al., 2005, Xiao ef al., 2000). Vi du, gen HVAI mi héa nhém
protein LEA3 cua cdy lua mach (Hordeum vulgare L.). Nguoi ta da chuyén nap gen nay
thanh cong vao cdy ngd dé tang cudng tinh chbng chiu kho han va chéng chiu man trong
diéu kién & nha Iudi (Nguyen et al,. 2013). Mot ADN c6 trinh tu bd sung voi ARN thong
tin ma cho OsLEA3-1 chira toan bd gen LEA- nhay cam voi stress do man da thé hién
tinh Chéng chiu kho han trong diéu kién déng ruong, nho trinh tu khoi dong (promoter)
HVAI-like v cu tric trinh tu khéi dong CaMV35S (Xiao ef al., 2000). Nghién ctru cla
Li va Cao (2016) da thuc hién phan tich so sanh hé gen & ngd bao gdm quan hé phat sinh
chiing loai, vi tri trén nhidm sic thé, su lap gen, clu tric gen va thiét 1ap hd so biéu hién
ctia ho gen LEA. Toéng cong 32 gen LEA da duogc xéac dinh ¢ ngo. Dua trén cac thanh
phdn ciu tric khac nhau, protein LEA duoc chia thanh chin nhom. T chire gen va thanh

phén cdu tric ctia cac thanh vién LEA bao thu cao trong mdi nhom, gen LEA phan b déu
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trén 10 nhiém sic thé ctia ngd va hién tuong chuyén vi, lap doan hay lap doan ndi tiép da

g6p phan mé rong ho gen LEA (Li va Cao, 2016).

Vi tri protein duoc tich 1fly va thuc hién chirc ning 12 mot trong cac yéu to quyét
dinh hiéu qua cta protein dugc biéu hién. Céc bao quan chura protein c6 thé anh huoéng
manh mé& dén cac qua trinh lién quan nhu cudn gip, lap rap va cac qué trinh bién doi sau
dich ma cta né. Béng thoi, viée biéu hién mot protein tham gia vao qua trinh chuyén hoa
can phai dua protein d6 vao noi ¢6 co chit. Chinh vi vay, dé c6 duoc tinh trang mong
mubn & cdy chuyén gen ciing can cha y dén dich cua protein duoc tao ra. O thuc vat,
protein s& dwoc dua vao mang ludi ndi chit néu mang mot trinh tu tin hiéu gom 20 axit
amin, thong thuong nam & dau N cia protein. Néu khong c6 cac tin hi¢u dinh hudng
khéc, protein s& dugc dua vao con dudng tiét. Dich dén mic dinh cia con duong tiét 1a
khoang gian bao hodc moi truong nudi ciy té bao (Denecke ef al., 1990). Co ché dé
protein dugc dua vao ludi ndi chét duogc nghién ctru khé ti mi va cho théy cO su bao toan
trong tién hoa & dong vat va thuc vat. Motif gém 4 axit amin nhu KDEL, HDEL, nim &
viing dau C clia protein la cin thiét dé dua protein vao ludi ndi chét hodc it nhat dugc
quay lai Iudi noi chat. Nhidu protein dugc hudng dich dén ludi noi chét bang viéc gin
thém trinh tw KDEL hodc HDEL da dugc cong bd va cho thdy nong do tich lity tuong ddi
cao (Schouten ef al., 1996).

Viéc thiét ké mét clu tric biéu hién thich hgp vao vecto chuyén gen la can thiét
dé dam bao tao ra duoc hiéu qua chuyén gen va do chinh xac cao, cling nhu kha nang
biéu hién ciia cac gen dugc chuyén trong cay bién ddi gen. D3 c¢o nhiing cdu trac biéu
hién & thuc vat nham muc dich chuyén gen vao cay trong nhung chua c¢6 céu tric mang
gen ZmLEAI4A phan 1ap tir dong ngd Té vang 1 ctia Viét Nam. Cac cdu truc da co lién
quan dén gen chiu han khong c6 phin polynucleotit ma hoa doan peptit cmycKDEL lai
v6i phan polynucleotit ciia gen dich nhu trong céu truc chira gen ZmLEAI4A da phan lap

tu ngd T¢é vang 1 cta Vit Nam.
Ban chit ky thuat ciia giai phap hitu ich

Muc dich cua gidi phap hitu ich 1a tao duge mot ciu trac ADN biéu hién & thuc
vat mang gen ZmLEAI4A dugc phén 1ap tir ngd Té vang 1, thich hop trong viéc biéu hién
gen & cdy chuyén gen. Nham dat dugc muc dich néu trén, gidi phap hitu ich da dé xudt

cau tric ADN biéu hién cta gen ZmLEAI4A, trong d6 cdu tric nay chaa doan gen
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ZmLEAI4A c6 trinh ty SEQ ID NO:1 dugc phan lap ti cdy ngo Té vang 1 cia Viét Nam
duoc gin v6i doan polynucleotit ma hoa trinh tu peptit cmycKDEL, trinh tu khoi dong
(promoter) 35S va trinh tu két thiic phién ma (terminator) 35S. Doan gen lai nay s& biéu
hién ra mot protein lai nhdm dé dang phat hién duoc su biéu hién protein va hudng dich
& ludi ndi chit trong té bao thuc vat. Ngoai ra, giai phap hiru ich con dé xuét ching vi

khuan Agrobacterium tumefaciens mang cau tric ADN biéu hién néu trén.

Pé tao ra dugc cdu tric ADN biéu hién néu trén, giai phap hitu ich d& xuét
phuong an thuc hién phan lap gen ZmLEAI4A tir hé gen cidy ngd va dung cong nghé
ADN t4i t6 hop dé ghép gen ZmLEAI4A véi cac doan ADN 14 trinh tu khéi dong 35S va
doan polynucleotit mi hoa cho peptit cmycKDEL cung véi trinh tu két thuc phién ma
35S trong cac hé vecto thich hop. Pong thoi, giai phap hitu ich ciing dé& xuét phuong an
dua cdu triic biéu hién gen ZmLEAI4A4 & trén vao ching vi khudn A. tumefaciens bang
phuong phap xung dién. Chiing vi khudn A. tumefaciens tai to hop nay duoc st dung véi
muc dich chuyén gen vao thuc vat (nhu thude 14, ngod, v.v.) dé tao ra thuc vt chua gen
ZmLEA144 c6 kha nang ting cuong stre chéng chiu voi didu kién han.

M5 ta chi tiét cdc hinh vé

Hinh 1 thé hién ban dd cdu tric vecto chuyén gen pCAMBIA1300/ZmLEA14A. LB,
Vung bién trai cua T-ADN (left T-ADN border); RB, Vung bién phai ciia T-ADN (right
T-ADN border); HygR, gen khang hygromycin; CaMV35S pro, trinh tu khéi dong phién
ma 35S ctia Virus khdm Sup lo (Cauliflower mosaic virut); polyA, vi tri két thiic phién
mi gen; 358 ter, trinh tu két thuc phién ma 35S; ZmLEAI4A, gen mi cho yéu t6 phién
ma ZmLEA14A; vi tri cac diém cit gi61 han ctia enzym Ncol, Notl va HindIII.

Hinh 2 thé hién anh chup két qua dién di san phim ADN. Duong chay 1: san pham cit
kiém tra vecto pRTRA/ZmLEA14A bing enzym cit gidi han Neol va Notl; DPudng chay
2: san phdm cét kiém tra vecto pCAMBIA1300/ZmLEA14A bing enzym cit gioi han
HindIlI.

Hinh 3 thé hién anh chup quy trinh tao cay thudc 14 chuyén gen ZmLEAI4A4 thong qua vi
khudn 4. tumefaciens. Hinh (A) 1a hinh anh manh 14 sau lay nhiém dat trén moi truong
chon lgc, hinh (B) 1a hinh anh chdi téi sinh & mép 14, hinh (C) 1a cdc chdi khée manh trén
moi trudmg ra ré, hinh (D) 14 hinh anh tai sinh thanh cay hoan chinh va hinh (E) 1a hinh

anh cdy chuyén gen trong ra dt.
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Hinh 4 thé hién anh chup quy trinh tao cdy ngd chuyén gen ZmLEAI4A4 thong qua vi
khuén 4. tumefaciens. Hinh (A) 1a hinh anh phéi ngd sau lay nhiém dit trén moi truong
ddng nudi cdy, hinh (B) 1a hinh anh phoi ngod phat trién trén moi truong phuc hdi, hinh
(C) 1a hinh 4nh md seo hinh thanh trén moi truong chon loc, hinh (D) 1a hinh anh céc
chdi phat sinh tir mo seo trén mdi trudng téi sinh, hinh (E) 12 hinh anh than va 14 tai sinh,
hinh (F) la hinh &nh tai sinh thanh cdy hoan chinh va hinh (G) 14 hinh anh ciy chuyén

gen trong trong nha ludi.

Hinh 5 thé hién anh chup két qua kiém tra cdy chuyén gen ZmLEAI4A4 én dinh bing
phuong phdp PCR va RT-PCR. Hinh (A): Pudng chay 1: dién di san pham PCR cay
thube 14 chuyén gen, duong chay 2: dién di san pham PCR cdy ngd chuyén gen; WT: san
pham PCR cdy khong chuyén gen, (+): dbi chimg duong la plasmit
pCAMBIA1300/ZmLEA14A; (-): dbi chimg 4m la nuge khir trung; va M: thang ADN
chudn 1kb (Fermentas). Hinh (B): Pudng chay 1: dién di san phdm RT-PCR cay thudc 14
chuyén gen, dudng chay 2: dién di san phdm RT-PCR cay ngd chuyén gen; WT: san
phim RT-PCR cay khong chuyén gen; (+): déi ching duong la plasmit
pCAMBIA1300/ZmLEA14A; va M: thang ADN chuan 1kb (Fermentas).

Hinh 6 thé hién anh chup két qua Western blot kiém tra su biéu hién cua protein
ZmLEAT14A trong dong ciy chuyén gen tam thoi va chuyén gen dn dinh. Duong chay 1:
dong cay thubc 14 chuyén gen ZmLEAI4A4 tam thoi; duong chay 2: dong cay thude la
chuyén gen ZmLEA 144 én dinh, dudng chay 3: dong cay ngd chuyén gen ZmLEAI4A4 6n
dinh; WT: dong cdy khong chuyén gen; va M: thang protein chudn. Mii tén chi vi trf
bang san phim protein ZMLEA14A lai c6 kich thudc khoang 46kDa.

Hinh 7 thé hién anh chup két qua danh gia tinh chiu han cua cic dong cdy thude 1a
chuyén gen ZmLEAI4A. Hinh thai cay WT (cdy khong chuyén gen) va cdy chuyén gen
dugc so sanh trong ba giai doan Hang (A): hinh théi cdy ¢ giai doan truGe chiu han, hang
(B): hinh théi cay tai thoi diém 15 ngay chiu han va hang (C): hinh thai cy tai thoi diém

sau giai doan chiu han va 3 ngay tudi nuéde trd lai.
M0 ta chi tiét gidi phap hiru ich
Céc loai thuc vat khac nhau s& c6 kha ning chéng chiu khéac nhau véi cac yéu to

cuc doan ctia mdi truong phu thude vao ban chat di truyén (hé gen) ctia chung. Vi vy,

khi doi mat true ti€p voi cac yéu to bat loi cua moi truong, ¢o6 loai cdy ¢6 thé chong chiu
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dugc dé ton tai, sinh truéng va phat trién, co loai cdy s& bi chét. Ngay trong ciing mot
loai, céc ca thé khac nhau cling c6 muc do phan tmg khic nhau v6i yéu td cuc doan cta
moi trudong (Buchanan, 2000). Mot trong nhiing kha nang chéng chiu ctia thuc vat véi
nhitng diéu kién bt loi I biéu hién cac gen ma céc san phdm cua ching c6 chirc nang
dap tmg phit hgp duéi cac didu kién bt lgi. Cac gen tham gia trong viéc diéu khién su
dap ting v6i moi trudong khic nghiét & thuc vat duge biét cho dén nay bao gém ba nhoém
chinh: i) cic gen lién quan dén yéu td didu khién phién ma (transcription factor — TF) nhu
cac ho HSF, CBF/DREB, ABF/ABAE hoac cic enzym MyC, MAP kinaza va SOS
kinaza; ii) cac gen lién quan dén chuic niang bao vé truc tiép 1én mang té bao va protein
nhu céc heat shock protein (Hsps), chaperoline, LEA protein; iii) cac gen lién quan dén
con duong van chuyén nude va cac ion nhu gen ma hoa céc protein tham gia kénh véan

chuyén hodc céc chat van chuyén ion.

Gen ZmLEAI4A trong gidi phap hitu ich dugc phéan lap tu ngd (Zea mays L.)
gidng Té vang 1 ctia Viét Nam, biéu hién khong dic hiéu mé va co quan trong ngd va
trinh tu cia nd duoc thé hién & SEQ ID NO:1. Gen nay nam trén nhiém sic thé sb 8.
Doan ADN phén 14p c6 kich thude 693bp (bp = base pair, cdp bazo). So sanh vdi trinh tu
gen ZmLEAI4A tham khio cong bd trén Ngin hang gen Qudc té (GenBank), ma sb
NM_001159174, trinh tu phan 1ap tuong tng véi nucleotit tir 38 dén 731 cua trinh tu
tham khao. Su khac biét xdy ra trong trinh tu phén lap tai hai vi tri 347 tr G -> A, 422 tUr
C -> T, 1an luot twong Ung v4i vi tri 381 va 456 trong trinh tu tham khao. Vung ma hoa
dai 459bp, tir nucleotit 105 dén 563 (nucleotit 139 dén 597 cta trinh tu tham khao). Gen
ZmLEA144 phan lap trong giai phap hitu ich khong chtra intron trong trinh tu.

Mic du, trong trinh tu gen phén lap tir ngd gidng Té vang 1 ¢6 hai vi trf sai khéc
v6i trinh tu tham khao nhung khung doc m& khong bi thay doi, ma hoa cho mot protein
c6 kich thuéc 152 axit amin va trinh tu ctia protein nay thé hién & SEQ ID NO:2. Protein
suy dién tr khung doc mé& néu trén ¢ phan tir luong khoang 16kDa va diém dang dién
(pI) du dodn 12 5,6 dén 5,9. Protein nay thudc nhém 3 ho cac protein LEA, ¢é chtic nang
béo vé té bao trong diéu kién thiéu nude. Chung duoc nhan dién nho motif lap lai va mot

vung bao tha & dau N dé tao thanh cau tric xoin a ludng cuc (Zhang, Zao, 2003).

Pé thu duge gen trong giai phap hitu ich, trude hét cdp moi ¢o trinh tu thé hién

trong SEQ ID NO:3 va SEQ ID NO:4 dua trén trinh tu tham khao duoc thiét ké. Poan
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ADN dai 693bp chtra trinh tu ma héa gen ZmLEAI4A thu duoc bing phan Gmg PCR
thong thuong (PCR-polymerase chain reaction, phan tmg chudi tring hop) st dung cip
mdi trén v6i khudn 12 ADN tong s6 tach chiét tir 14 ngd Té vang 1. San phim PCR sau do
duoc kiém tra kich thuée bang phuong phap dién di trén gel agaroza 0,8%. San pham c6
kich thudc dung nhuw mong mudn duge tinh sach va tach dong trong vecto pJET1.2.
Vecto pJET1.2 tai to hop duoc dua vao té biao kha bién £. coli DH10B theo phuong phap
sdc nhiét. Chon dong chtra gen chuyén bang cich chon ngdu nhién mot sé dong khuin
lac trén dia cdy trai chira khang sinh thich hop dé tach plasmit va tién hanh kiém tra su c¢6
mat cta gen chuyén thong qua phan ung PCR véi mdi dic hidu va cit kiém tra bang
enzym cat gidi han Bg/Il. Ngoai ra, doan ADN chuyén duoc giai trinh tu theo phuong
phap Sanger va so sanh véi trinh tw ADN tham khao.

DPé gen co thé duoc biéu hién trong té bao thuc vat, tién hanh thiét ké tao ciu truc
bidu hién gdm gen ZmLEAI4A nam giita trinh ty khoi dong va trinh ty két thuc phién ma
thich hgp. Trinh tu khoi dong 1a yéu tb quan trong nhat trong viéc diéu hoa biéu hién
gen. Céc trinh tu khoi dong c6 thé duoc chia thanh ba nhom gdém: trinh tu khéi dong lién
ung, trinh tu khéi dong ddc hiéu md va trinh tw khoi dong cam Ung. Trinh tu khoi dong
lién (mg khién gen biéu hién lién tuc ¢ (it ca cic mo va trong tat ca céc giai doan phat
trién. Trinh tu khéi dong diac hidu mo s& biéu hién gen chi ¢ loai mé dac hiéu nhét dinh.
Trinh tw khéi dong cam tng chi biéu hién gen dudi mot diéu kién nhit dinh nhu anh
sang, nhiét do, néng do dinh dudng hoac khi dap ung voi viée st dung mot chit hoa hoc
nao do6. Trinh tw khéi dong duogc sir dung nhiéu nhat 1a CaMV35S tir Virus kham Sap lo
(Cauliflower Mosaic Virus) véi cac cai bién khac nhau dé tang cuong hoat dong cua
trinh tu khoi dong trong cay mot 1a mam (Vain et al., 1996; Frame et al., 2002). Cho dén
nay, trinh ty khoi dong CaMV35S (hay con goi la trinh tu khdi dong 35S) van 1a mot
trinh tu kho1 ddng manh, thuong duoc st dung. Do do, trong giai phap hitu ich chting toi
Iwa chon st dung trinh tu khdi dong nay. Truge hét, ving ma hoa gen duoc nhan 1én
bang phan tmg PCR v&i cip mdi mai duoc thiét ké dé tao trinh tu nhan biét enzym gioi
han Neol va Notl lan lugt vao dau 5° va 3’ cua gen. San phém du kién c6 kich thudc
463bp. Trinh tw cip mdi st dung thé hién & SEQ ID NO:5 va SEQ ID NO:6. San phdm
ctia phan g ciing duoc kiém tra trén gel agaroza 0,8%. San pham ¢6 kich thude mong
mubn (463bp) dwoc thu nhan, tinh sach va lai ghép vao vecto pRTRA. Vecto pRTRA

dugc sir dung lam vecto trung gian dé tao cdu trac biéu hién 35S
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promoter::ZmLEA14A::35S terminator, dong thoi gin thém trinh tu cmycKDEL. Céu
tric ndy gitp gen chuyén duge biéu hién manh mé trong té bao thuc vat, dong thoi, trinh
tw KDEL nim & ving dau C cia protein sau phién ma gitp dinh hudéng dua protein vao
luéi ndi chat va cmyc nam ¢ ving déu C giup d& dang nhén dién protein chuyén trong
cdc phép lai phan tir. Protein lai ZmLEA14A-cmycKDEL c6 khdi luong phan tir 1a
18,2kDa. Vecto tai to hop pRTRA/ZmLEA14A dugc bién nap vao té bao E. coli kha
bién bang phuong phap sdc nhiét. Cac dong plasmit duoc thu nhan va cit kiém tra bang
hai enzym gi¢i han Ncol va Nofd. Trén co s& c6 nguyén liéu 1a céu truc 35S
promoter::ZmLEA14A::35S terminator nam trong vecto tai to hgp pRTRA, chung toi
tién hanh thiét ké vecto biéu hién thuc vat pPCAMBIA1300 mang gen ZmLEAI4A4. Céu
tric biéu hién (kich thude khoang 1200bp) duoc thu nhén bing phan (mg cit enzym gi6i
han HindIII sau d6 ghép nbi vao vecto pPCAMBIA1300. San phdm lai dugc bién nap vao
té bao E. coli kha bién bang phuong phép sdc nhiét. Céc dong plasmit dugc thu nhan va
kiém tra kich thudc bang phuong phap dién di trén gel agaroza 0,8% va tiép tuc duoc cit
kiém tra bang enzym gi¢i han Hindlll. Nhu vdy, vecto biéu hién thuc vat
pCAMBIAI300 tai t5 hop ngoai catxet bidu hién th nhit la 358
promoter::ZmLEA14A::35S terminator biéu hién gen chuyén con chira céc catxet biéu
hién chira gen chon loc 1a khang hygromycin (4ygR) va gen khang kanamycin (kanr) cho

phép sang loc cac thé bién nap.

Vecto pPCAMBIA1300/ZmLEAT4A c6 thé duoc dua vao té bao thuc vt biing mot
s6 phwong phap truc tiép nhu sir dung xung dién, vi tiém, xir ly polyethylen glycol (PEG)
va diing sing ban gen hodc gian tiép thong qua vi khuén 4. tumefaciens. Céc té bao duoc
bién nap co thé 1a té bao la da dugc biét hoa, té bao phdi hoac loai té bao bat ky khac.
Trong giai phap hiru ich nay, ching tdi lwa chon phuong phap chuyén gen st dung vi
khuén 4. tumefaciens va té bao bién nap 1a té bao 1a (déi véi thude 14) hodc phoi non (doi
v6i ngd). Tuy nhién, can hiéu rang cac phuong an lya chon nay khong lam gidi han pham
vi clia giai phap hitu ich. M6t hé thong chuyén gen vao thuc vat théng qua A. tumefaciens
can ¢6 ching Agrobacterium da c6 Ti-plasmit chira gen quan tam trong vung T-ADN vdi
cac yéu td diéu hoa cis bao gdm viung bién T-ADN, trinh tu khoi dong, trinh tu két thuc
phién ma va cac gen thudc ving vir cé thé trén ciing Ti-plasmit hodc trén mot Ti-plasmit
khac. Hé thdng chuyén gen con phai ¢ chua cac gen lam chi thi chon loc: cho thuc vat,

gen chi thi nam trong ving T-ADN cho phép xdc dinh nhiing té bao thuc vit co su sat
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nhdp gen quan tdm vao hé gen nhan; cho vi khuan, gen chi thi nim ¢ ngoai ving T-ADN
cho phép chon duoc céc vi khudn ¢6 mang Ti-plasmit chtra gen chi thi va gen quan tam
vi du chi thi 1a tinh khang hygromycin phophotransferaza ¢ thuc vat va khang kanamycin
& vi khuan. Céac phan tir ADN khi dugc thiét ké chia céc ving can thiét ctia Ti-plasmit tur
nhién nhu vdy dugc stt dung cho muc dich chuyén gen vao thuc vat duoc goi 1a nhiing
vecto. Céac vecto ¢6 thé dua trén Ti-plasmit tu nhién cda Agrobacterium hoac duoc bién
ddi tir plasmit ctia mot vi khuan nao do. Cac Ti-plasmit thuong duoc sir dung trong cong
nghé gen thuc vat 1a nhitng vecto don gidn mang céc dac tinh chinh: (1) C6 kha nang sao
chép doc 1ap va tich cuc trong té bao chu; (2) C6 kich thudc nho, dé nhan gen ngoai lai,
d& xam nhap vao té bao va dé sao chép; (3) Mang chi thi chon loc/sang loc gitp d& dang
phat hién céc t€ bao tai t6 hop chtra plasmit; (4) Ton tai bén viing trong té bao chu; (5)
Mang céc cdu triic gen c6 gia tri. Khong gidng cic vecto co ngudn gde virut, hé thdng
Agrobacterium c6 thé cho phép str dung cic gen ngoai lai ¢6 kich thude dai (trén 2 kb).
Hon nita, hé théng st dung Agrobacterium c6 thé cho phép chuyén nhiéu gen ciing mot
ltic vao té bao thuc vat. Vi vay, nhiéu protein tai td hop co thé ciing duoc biéu hién trong
té bao thuc vat (Vaquero ef al., 1999). Theo phuwong phép lua chon, vecto téi to hop
pCAMBIA1300 mang gen ZmLEAI4A duoc bién nap vao A. tumefaciens chimg EHA105
bang xung dién. Té bao sau bién nap duoc cdy trai trén moi truong LB dic c6 chia
khang sinh thich hop va nudi qua dém & 28°C . Céac khuan lac A. tumefaciens xuit hién
trén moi truong chon loc duoce kiém tra bang phan tmg PCR khuan lac str dung doan mdi

nhan gen dich SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8 nhan cau tric biéu hién ZmLEA 14A.

Pé chuin bi cho thi nghi¢m chuyén gen on dinh vao té bao thuc vat, vi khuin 4.
tumefaciens duge nudi trong moi trudng LB 1ong chira khang sinh thich hop. Dich khudn
thu duoc sau d6 str dung dé 0 véi vt lidu chuyén gen (1a thude 14 hodc phoi ngd) tir 15-
30 phit. Tiép theo, vat liéu chuyén gen dong nudi cdy véi vi khuén téi t6 hop trén moi
truong thich hop & diéu kién ti trong 3 ngay. Khi vat liéu chuyén gen da c6 kha nang bi
vi khuan xdm nhap, ching dugc chuyén sang moi truong nudi cdy thich hop dé tao mo
seo. Cac mo seo tai sinh tiép tuc trai qua qua trinh sang loc trén méi trudng co bd sung
khang sinh chon loc thich hop va nudi cdy dén khi thu duge cac cdy con. Ciy con hoan
chinh dugc chuyén sang gia thé cat : trdu hun (1:1) va chuyén ra trdng trong nha ludi.
Thanh phan moéi truong cling nhu diéu kién nuéi cdy cu thé tuy thude loai vat lidu chuyén

gen s& duoc néu chi tiét & phan vi du thuc hién giai phap hitu ich dudgi day. Su co mat
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ctia gen chuyén trong ciy con duoc kiém tra bang phuong phap PCR sir dung cip moi
SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8 khuéch dai cu triic biéu hién gen ZmLEAI4A véi khudn
12 ADN tong sd tach chiét tir 14 cdy chuyén gen. Ngoai ra, su biéu hién gen ¢ muc do
ARN ciing duoc kiém tra bang phuong phéap PCR phién ma nguoc (RT-PCR) véi su két
hop cta cip modi SEQ ID NO:5 va SEQ 1D NO:8. Dbi véi thi nghiém danh gid bicu hién
tam thoi ctia gen chuyén, dich khuan A. rumefaciens duoc bom nhe nhang vao 14 cdy
thube 14 N. benthamiana 4-6 tuan tudi, giai doan 4-6 14. Cay tiép tuc duoc tréng trong
didu kién 24°C, 16 gio sang/ 8 gio toi, do am 80%. Biéu hién ctia protein ZmLEA14A
trong chuyén gen tam thoi va on dinh dugc kiém tra bang ki thuat Western blot. Protein
téng s6 tach chiét tir cac mau la cay chuyén gen dugc phén tach bang dién di SDS-PAGE
12% rdi chuyén 1én mang nitroxenluloza bang may chuyén mang. Sau khi phong bé bang
sita tach béo 5%, mang dugc 0 v6i khang thé khang cmyc do protein ZmLEA14A da
duoc thiét ké gén thém dudi cmyc. Sy c6 mdit cua protein ZmLEA14A dugc phat hién

nho phan tng hién mau NBT/BCIP.
Vi du thue hién gidi phap hitu ich

Gidi phéap hitu ich s& duge md ta chi tiét hon dua vao cac vi du thuc hién, nhung

khong nén hiéu 1a ching gidi han pham vi cua giai phap hitu ich.
Vi du 1: Phan 14p gen ZmLEAI4A4 tir gidng ngd T¢é vang 1

Gen theo giai phap hiru ich dugce phan lap tir gidng ngd Té vang 1 nhd phan tng
PCR thong thuong v6i khuon 1a ADN tong s6 cta gidng ngd Té vang 1. Dua trén trinh tu
gen ZmLEAI4A4 cdng b6 trén ngan hang gen Qudc té (GenBank), ma s6 NM 001159174,

chung t6i thiét ke cdp moi co trinh tu nhu sau:

SEQIDNO:3 5 TCACTTCTCTTCCAGCGAGTAC 3’
SEQ ID NO:4 5’ TCTCGTACTACTCAAGCAGCAC 3°

Str dung cap mdi trén, ching t61 thu dugc doan ADN chura gen voi kich thudce la
693bp (bp = base pair, cdp bazo). Trong do, doan chira ving ma hda gen (ORF = Open
Reading Frame, khung doc m¢) dai 459bp, ma cho mét protein ¢6 kich thude 152 axit
amin. San pham cta phan tng PCR dugc kiém tra bang phuong phap dién di trén gel
agaroza 0,8%. Phan doan c6 kich thudc tuong tmg san pham mong mudn duoc thu nhén

va tinh sach bang bd kit tinh sach san pham PCR tur gel agaroza cua hiang Fermentas.
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Sau d6, doan ADN duoc ghép ndi vao vecto tach dong pJET1.2 theo hudng dan
ctia nha san xuat trong bo kit di kem. Vecto tai td hop pJET1.2 mang doan ADN chén
duoc dua vao té bao kha bién E. coli DH10B theo phuong phap séc nhiét: éng chia té
bao kha bién tir t -80°C duoc rd dong trong dé 30 phut. Cho toan bd san pham lai vao
émg té bao kha bién, tron nhe va dit trén da 10 phat. Hon hop duge sbe nhiét & 42°C
trong 1 phut sau d6 dat lai ngay trén dé trong vong 5 phut. B6 sung 300 ul moi truong
LB vao hdn hop, nudi lic 200 vong/phit & 37°C trong 1 gior dé té bao phuc hoi. Vi khuén
duogc cdy trai trén dia moi truong LB chon loc ¢o bd sung khang sinh ampicillin 50mg/I
va nudi qua dém & 37°C. Chon dong chira gen chuyén bang cach chon ngiu nhién mot sb
dong khuén lac trén dia céy trai dich khuan sau bién nap dé tach plasmit va tién hanh
kiém tra sy c6 mit cua gen chuyén thong qua phan tng PCR v6i mdi dic hiéu (trinh tu
mdi néu trén). Phan tmg tudn theo chu trinh nhiét: 95°C- 3 phat; 30 chu ky (95°C - 1
phut; 52°C - 1 phat; 72°C -1 phut); 72°C - 10 phut va két thic ¢ 4°C. Cac dong plasmit
dwong tinh v6i kich thudce phan doan ADN xép xi 700bp tiép tuc duoc kiém tra bang
enzym cit giéi han BglIl. Nhiitng phan ting cho kich thudc san pham cét 14 khoang 700bp
(doan chuyén) va khoang 2900bp (vecto pJET1.2) duoc giir lai dé tiép tuc giai trinh tu
bang phuong phap Sanger. Sau do, sb lieu duoc xu Iy bang cac phan mém ABI PRISM
3100 Data Collection v2.0, ADN Sequencing Analysis v5.2, Seqscape v2.5, BioEdit
v7.0.5. Két qua so sanh trinh tu nucleotit va axit amin ctia gen ZmLEA 144 phan lap duogc
tir gibng ngd Té vang 1 véi trinh tu doan gen dd dugc cong b trén Ngan hang gen qudc
té ma s6 NM_001159174. Tur két qua so sanh trén, chung t6i da nhan thdy c6 hai vi tri
thay ddi so v&i trinh tu tham khao: vi tri 347 tir G->A, 422 tir C->T, 1an luot tuong Ung
v6i vi tri 381 va 456 trong trinh tu tham khao. Tuy nhién, cic diém khéac biét nay khong
lam thay ddi trinh ty axit amin ctia protein suy dién. Vi vay plasmit pJET1.2/ZmLEAT4A
duge str dung cho céc thi nghiém tiép theo.

Vi du 2: Thiét ké vecto biéu hién thuc vat mang gen ZmLEAI4A c6 ngudn goe tir gidng
ngd Té vang 1 ’

Pé gen ¢6 thé duoc biu hién trong té bao thuc vat, chung toi tién hanh thiét ké
tao cdu trac ADN biéu hién g61n gen ZmLEAI44 nim gitta trinh tu khoi dong va trinh (v
két thuc phién ma thich hgp. Ching t6i lya chon trinh ty khoi dong va trinh tu két thuc

phién ma cé ngudn goc tir virut kham Stp lo (cauliflower mosaic virus - CaMV) 1a mot
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h¢ diéu khién biéu hién manh. Trudc hét, ving ma hoa gen dugc nhan [én bang phan ung
PCR véi cdp mdi méi duge thiét ké de tao trinh tu nhan biét enzym gidi han Neol va Noil
lan luot vao dau 5° va 3’ ctia gen. Sdn pham du kién c6 kich thude 463bp. Cap moi su

dung c6 trinh ty nhu sau:

SEQ ID NO:5 S’ATTACCATGGCGCAGTTGGTG 3°
SEQ ID NO:6 S’ATTAGCGGCCGCGAAGATGCTGGE 3°

Phan tng PCR nhan vung ma hoa gen ZmLEAI4A st dung khuon la plasmit
pJET1.2/ZmLEA14A tai td hop va cap mdi néu trén véi chu trinh nhiét: 95°C - 3 phut;
30 chu ky (95°C - 1 phut; 56°C - 1 phut; 72°C - 1 phut); 72°C - 10 phut va két thuc ¢ 4°C.
San pham cua phan ung cling duoc kiém tra trén gel agaroza 0,8%. Séan pham ¢6 kich
thuéc mong mudn (463bp) duoc thu nhan va tinh sach. Vecto pRTRA duogc st dung lam
vecto trung gian dé tao ciu traic ADN biéu hién 35S promoter::ZmLEA14A::35S
terminator dong thoi gin thém mot doan polynucleotit lai & cudi gen ma hoa cho peptit
cmycKDEL. Vecto pRTRA va gen ZmLEA 144 duge xtr ly v6i hai enzym gidi han Neol
va Notl dé tao dau so le, lam nguyén liéu cho phan ung lai ghép. Phan Gng lai ghép duogc
xtuc téc boi T4 ADN ligaza & 16 °C qua dém dé tao thanh vecto tai to hop
pRTRA/ZmLEA14A. San pham lai dugc bién nap vao té bao E. coli DH10B kha bién
bang phuong phap soc nhiét. Cac dong plasmit duge thu nhan va cit kiém tra bang hai
enzym giéi han Neol va Notl. Dong plasmit xuét hién hai phan doan kich thuge 463 bp
(gen ZmLEAI44) va khoang 3400 bp (vecto pRTRA) la dong plasmit
pRTRA/ZmLEA14A tai t6 hop.

Trén co s& c6 nguyén liéu 1a cau trac ADN  biéu hién 35S
promoter::ZmLEA14A::35S terminator (kich thude khoang 1200bp) nim trong vecto téi
t6 hop pRTRA, ching t6i tién hanh thiét ké vecto bidu hién thuc vat pCAMBIA 1300
mang gen ZmLEAI44. Vecto pPCAMBIA1300 (kich thudc phan tir 8958bp) va vecto tai
t6 hop pRTRA/ZmLEA14A déu chtra vi tri ¢t clia enzym giéi han HindlIl. Do d6, sau
khi cung dugc xt 1y v6i enzym Hindlll, vecto pCAMBIAI300 va céu tric 35S
promoter::ZmLEA14A::35S terminator sé tao dau so le tuong Gng va c¢6 kha nang ghép
n6i véi nhau nho enzym T4 ADN ligaza. Phan Ung lai ghép dién ra ¢ diéu kién 16°C qua
dém. San phém lai dugc bién nap vao té bao E. coli DH10P kha bién bing phuong phép

sdc nhiét. Cac dong plasmit duge thu nhan va kiém tra so bo bang phuong phéap dién di
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trén gel agaroza 0,8%. Céac dong plasmit c¢6 kich thude 16n hon vecto pCAMBIA1300
trong s& tiép tuc dugc cit kiém tra bing enzym gi¢i han HindIIL Dong plasmit
pCAMBIA1300/ZmLEA14A tai t6 hop la dong xuat hién hai phan doan kich thuge
khoang 1200 bp (gen ZmLEA14A4) va khoang 9000 bp (vecto pCAMBIA1300).

Vi du 3: Tao ching vi khuln A. tumefaciens mang plasmit tai to hop

pCAMBIA1300/ZmLEA14A

Trude hét, t& bao vi khuin 4. tumefaciens kha bién duoc tao ra nhu sau: Mot khuéan lac
don trén dia cdy trai ching 4. tumefaciens EHA 105 dugc nuéi lic 200 vong/phit ¢ trong
mdi truong LB 16ng qua dém ¢ 28°C. Sau d6, bo sung 100pul dich khuén trén vao 100ml
mbi truong LB 16ng chtra glucoza 0,1% va nudi lic 200 vong/phut & 28°C t&i khi mat do
té bao vi khudn dat ODggy =1 — 1,5. Dich huyén phu duoc lam lanh trén dé trong 15 phut.
Tiép theo, can té bao dugc thu bang cach ly tim 5000 vong/phut trong 20 phut. Rtra can
ba lan bang 10ml dung dich HEPES ImM, do pH 1a 7,0 va mot lan biang 10ml glyxerol
10%. Can vi khuin duoc hoa tan lai trong 500ul glyxerol 10% va chia vao cac ong ly tam

1,5ml (50ul dich vi khuan/éng), béao quan 6 -80 °C.

Plasmit pCAMBIA1300/ZmLEA14A tii t6 hop duoc dua vao t& bao kha bién A.
tumefaciens EHA 105 bang phuong phdp xung dién nhu sau: B sung 1pl
pCAMBIA1300/ZmLEA14A vao 6ng chtra 50ul dich té bao kha bién A. rumefaciens da
tao nhu trén. Hon hop vi khuan va plasmit dugc tron déu va dat trén da. Chuyén hdn hop
sang cuvet dd dugc lam lanh va xu ly xung dién & diéu kién 400W; 2,5kV; 8-10ms. B
sung ngay Iml moi truong LB 1éng vao cuvet va ddo déu. Chuyén dich khudn sang dng
ly tim 1,5ml vo tring va nudi lic 200 vong/phut & 28°C trong 1 giv. Té bao sau do duoc
cdy trai trén mdi truong LB dic c¢6 chira khang sinh kanamycin (50 mg/1), rifampicin (50
mg/l) nudi qua dém & 28°C. Mot s6 khuan lac 4. rumefaciens xuit hién trén moi truong
chon loc duge kiém tra bang phuong phap PCR khuédn lac st dung cip moi SEQ ID
NO:7 va SEQ ID NO:8 nhan cau tric ADN biéu hién ZmLEA14A. Phan ung tudn theo
chu trinh nhiét: 95°C - 3 phut; 30 chu ky (95°C — 45 gidy; 54°C — 45 gidy; 72°C - 1 phut);
72°C - 5 phat va két thac & 4°C. San pham PCR sau d6 duge dién di kiém tra trén gel
agaroza 0,8%. Dong khudn lac ¢6 san pham PCR duong tinh voi bang ADN kich thudc

659 bp 1a dong A. tumefaciens chira plasmit tai t6 hop pPCAMBIA 1300/ZmLEA14A.
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Vi du 4: Tao cdy thudc 14 biéu hién tam thoi protein ZmLEA14A

Gen ZmLEAI14A dugc dua vao cay thudc 14 N. benthamiana nham biéu hién tam
thoi dé danh gia kha nang biéu hién. Mot khudn lac don chung vi khudn 4. tumefaciens
EHA 105 c6 chita plasmit pPCAMBIA1300/ZmLEA14A duoc nudi cdy trong moi trudng
LB chtra khang sinh kanamycin (50mg/l), rifampicin (50mg/l) qua dém & 28°C. Sau khi
ly tam dich khuan & véi te do 5000 vong/phit trong 10 phit, cin té bao duoc hoa tan lai
trong dém chira 10mM MES va 10mM MgSO4. Dich hoa tan dugc gitr trong da 20 phut.
Tiép do, dich khun duoc bom nhe nhang vao 14 cdy thude 14 N. benthamiana 4-6 tudn
tudi, giai doan 4-6 14. Cay tiép tuc duoc tréng trong diéu kién 24°C, 16 gio chiéu sang/ 8
gi0 tdi, do 4m 80%. Sau 3 ngay, mau l4 tai cac vi tri da tiém vi khuén 4. tumefaciens
dugc thu thap dé tach chiét protein. Sy biéu hién cta protein ZmLEA 14A duoc kiém tra
bang ki thuit Western blot. Két qua Western blot di cho thdy su xudt hién cta bing
protein ¢6 kich thude 46kDa twong tng véi protein ZmLEAT4A gia thiét sau qua trinh

cai bién, chung to cdu truc biéu hién chung t6i thiét ké da co kha nang hoat dong.
Vi du 5: Tao cdy thubc 14 chuyén gen ZmLEA 144

Vi khuan 4. tumefaciens EHA105 chia vecto pPCAMBIA1300/ZmLEA4A nudi
trong moi truong LB 16ng chtra khang sinh kanamycin (50 mg/l), rifampicin (50 mg/l)
qua dém & 28°C. Ly tAm dich khuan & te do 5000 vong/phut trong 5 phit & 4°C va thu té
bio khuin, hoa tan té bao trong dung dich %4 MS 16ng, do pH 1a 5,8 dé tao huyén phu vi
khuén A.tumerfaciens ¢6 mat dd ODgyo= 0,7 - 1,0. ThAm kho céc méanh 14 trén giéy thim
kKhu trang. Sau do6 ddt vao binh chta moi truong CT1 = MS+1mg/l BAP+30g/l
glucoza+9g/1 agar, d6 pH 1a 5,8. Pdng nudi cdy trong ba ngay & didu kién tdi, tai 28°C.
Sau ba ngdy, chuyén cdc manh 14 sang moi truong CT1 ¢6 bo sung cac khang sinh
50mg/l kanamycin va 500mg/1 cefotaxim. Cac binh mau dat trén gian dén véi chu ky 16
gi0 sang/8 gid tdi, cuong do anh sang 2000 lux va nhiét do 26 °C. Sau mét tuan, Chuyén
cdc méanh la sang moi truong CT1 c¢6 bo sung cic khang sinh S0mg/l kanamycin va
250mg/l cefotaxim, chu ki cdy chuyén 1 1an/tudn. Sau 3 - 4 tudn, cac cum chdi duoc tach
ra va chuyén sang mdi truong ra r& CT2 = MS + 0,Img/l NAA + 30g/l glucoza + 9g/I
agar + 250mg/1 cefotaxim, do pH la 5,8. Cdy con hoan chinh dugc chuyén sang gia thé

cat : trAu hun (1:1) va chuyén ra trong trong nha luéi. Kiém tra tinh trang gen chuyén
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mAu cay thudc 1a chuyén gen ZmLEAI4A bang phuong phap PCR, RT-PCR va Western

blot d4 cho thay c6 thu duoc ciy mang gen mong mudn.
Vi du 6: Tao cAy ngd chuyén gen ZmLEAI44

Vi khudn A.tumefaciens EHA105 chita vecto pCAMBIA1300/ZmLEA14A nubi
trong moi trudng LB 16ng chira khang sinh kanamycin (50mg/1), rifampicin (50mg/l) qua
dém & 28°C. Dich huyén phu vi khuén thu duoctheo cach trén duoc ly tAm voi tbc do
5000 vong/phut, & 4°C trong 5 phut. Loai bd dich ndi va hoa tan can vi khun bing méi
trudong lay nhiém long LN = MS + 1,5mg/l 2,4D + 0,7g/l L-prolin + 68,4g/lsucroza +
36g/1 glucoza + 100uM AS, do pH la 5,5 t6i khi dat duge mat do vi khuin ODggp= 0,5-

1,0. Dich huyén phui vi khudn dugc st dung dé 1y nhiém véi phdi non clia ngd.

Bip ngd non dugc thu tir cic cdy ngd me tréng ngoai dong rudng sau khi duge thu
phén tir 10 dén 12 ngay. Trudce hét, bap duoc khir tring bang nudc Javen 1% trong budng
cAy phong thi nghiém khoang 20 phut, sau d6 ding dao va panh dé tach 14y phéi tir trong
hat ngb. Tiép theo, cac phdi ldy ra duoc ngam trong mdi truong ldy nhidm LN = MS +
1,5mg/l 2,4D + 0,7g/1 L-prolin + 68,4g/1 sucroza + 36g/l glucoza + 100uM AS, d6 pH
5,5. Sau d6, hiit bd méi trudng nay va bo sung dich khuan chuan bi nhu trén vao cc dng
chtra phéi, 14y nhidm trong 15 phut. Phoi sau khi 1ay nhiém véi vi khudn duoc chuyén
sang moi trudng dong nudi cdy CCM = MS + 2mg/l 2,4D + 0,7g/l L-prolin + 30g/1
sucroza + 2,4g/1 phytagel + 0,85mg/l AgNO;+ 100uM AS, dd pH 1a 5,8 trong 3 ngay &
didu kién toi va nhiét d6 21°C. Cac phdi sdng sot trong méi truong CCM duoc chuyén
sang méi trudng phuc hdi Re = MS + 2mg/l 2,4D + 0,7g/l L-prolin + 30g/l sucroza +
0,5g/1 MES + 2,4¢/l phytagel + 100mg/] cefotaxim + 100mg/l vancomycin + 0,8 mg/l
AgNOs, d6 pH 1a 5,8 trong 7 ngay & didu kién t6i va nhiét d6 28°C. Md seo tao thanh tur
phoi non dugc ciy chuyén tir moi truong Re sang moi truong chon loc 1 Sel = MS +
1,5mg/12,4D + 0,7g/1 L-prolin + 0,5g/1 MES + 30g/1 sucroza + 2,4g/1 phytagel + 100mg/1
cefotaxim + 100mg/l vancomycin + 0,85mg/l AgNO;+ 1,5mg/l hygromycin, d6 pH 12 5,8
trong 14 ngay & diéu kién t6i va nhiét 46 28°C. Sau d6, cac mo seo tiép tuc duoc chuyén
sang moi truong chon loc 2 Se2= MS + 1,5mg/1 2,4D + 0,7g/1 L-prolin + 0,5g/1 MES +
30g/1 sucroza + 2,4g/1 phytagel + 100mg/1 cefotaxim + 100mg/l vancomycin + 0,85mg/1
AgNO; + 3mg/l hygromycin, d6 pH 1a 5,8 voi diéu kién nuoi ciy tuong tu. Cac md seo

phoi hod tao thanh trén moéi truong SE2 duogc cdy chuyén sang mdi trudng tai sinh 1
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RMI1= MS + 100mg/l myo-inositol + 60g/l sucroza + 2,4g/l phytagel + 100mg/1
cefotaxitn + 100mg/Ivancomycin + 3mg/l hygromycin, d6 pH 1a 5,8 trong 7 ngay & didu
kién t6i va nhiét d6 25°C. Cac m6 seo phoi hoa nay tiép dé duoc cdy chuyén sang moi
truong tai sinh 2 RM2 =MS + 100mg/l myo-inositol + 30g/1 sucroza + 400mg/1 casein +
Img/1 kinetin + 150ml/l nudc dura + 2,4g/1 phytagel, d§ pH 1a 5,8 dudi cuong d6 anh
sang 2000 lux va nhiét do 25°C. Lién tuc chuyén méi truong RM2 cho dén khi cac mo
seo phoi hod nay tao thanh cac chdi. Chdi tai sinh dugc cdy chuyén sang méi truong ra ré
RR = MS + 100mg/l myo-inositol + 30g/l sucroza + 100mg/l casein + Img/l NAA +
0,1mg/l IBA + 2,4 g/l phytagel, d6 pH 1a 5,8 dé tao cay hoan chinhvéi diéu kién nhu trén
trong khoang 10 - 20 ngay. Cay tai sinh trén moi trudng tai sinh khi cé khoang 2 - 3 14
dugc chuyén sang gia thé cat:trdu hun (1:1) va chuyén ra trong trong nha luéi. Kiém tra
tinh trang gen chuyén trong cac méu cdy ngd chuyén gen ZmLEAI4A bing phwong phap
PCR, RT-PCR va Western blot d& cho thdy c6 thu duoc cay mang gen mong mudn,

Vi du 7: Péanh gia cdy chuyén gen & cac cip do phén tir

Sur c6 mit ctia gen chuyén trong cdy con duoc kiém tra bang phuong phap PCR sir
dung cip mdi c6 trinh tu thé hién trong SEQ ID NO:7 va SEQ ID NO:8 dic hiéu nhan
doan cdu trac ADN biéu hién ZmLEA14A ti trinh ty khoi dong35S téi trinh tu
cmycKDEL véi khuon 14 ADN tdng s tach chiét tir 14 cAy chuyén gen. Kich thudc cia
san phidm PCR chinh xé4c 14 659bp.

SEQ ID NO:7 5> CACTGACGTAAGGGATGACGC 3’
SEQ ID NO:8 5" TATCGACGGATCGGGCTAGAGTTCG 3°

Phan Ung tudn theo chu trinh nhiét: 95°C - 3 phat; 30 chu ky (95°C — 45 gidy;
54°C — 45 gidy; 72°C -1 phut); 72°C - 5 phut va két thuc & 4°C. San phdm PCR sau d6
duoc dién di kiém tra trén gel agaroza 0,8%. MAu c6 san phAm PCR duong tinh v6i bing

ADN kich thudc 659 bp 1a miu ciy chira ciu tréic biéu hién gen ZmLEAI4A.

Ngoai ra, sy biéu hién gen ¢ mirc d ARN dugc duge kiém tra bing phuong phap
PCR phién mé nguoc (RT-PCR). Trudc tién, ARN téng sd dugc tach chiét tir 14 cay
chuyén gen. Tir 46, soi cADN don ¢ trinh ty bd sung vdi ARN trén dugc tong hop bang
kit Affymetrix va duoc sir dung cho phan tmg PCR thuong véi cip moi SEQ ID NO:5 va
SEQ ID NO:8. Phan tng tuin theo chu trinh nhiét: 95°C - 3 phut; 30 chu ky (95°C — 45
gidly; 54°C — 45 gidy; 72°C -1 phut); 72°C - 5 phut va két thiic & 4°C. San phdm PCR sau
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d6 duogc dién di kiém tra trén gel agaroza 0,8%. Mau c6 san phdm PCR duong tinh véi
bang ADN kich thudc 537 bp 1a mau da chira gen chuyén ZmLEAI4A c6 kha ning tao ra
ARN tuong tng.

Su biéu hién ctia protein ZmLEA14A duoc danh gia thong qua phan (ng lai phin
tir Western blot. Trude hét, 1g miu 14 cdy chuyén gen duoc nghién thanh bot min trong
nito 10ng bing chay cbi st Dung dich dém chiét 1X SDS - PAGE duogc bd sung vao mau
bot v6i ty 1& mau : dém chiét = 1:1. Dung dich trén tiép tuc dugc bién tinh mau ¢ 95 °C
trong 10 phut va ly tam 13000 vong/phut trong 15 phut va thu dich trén. Protein dugc
phan tach bang dién di SDS-PAGE 12%, chuyén 1én mang nitroxenluloza bang may
chuyén mang. Sau khi phong bé bing sita tach béo 5%, mang dugc U v6i khang thé
khang cmyc do protein ZmLEA14A da dugc thiét ké gan thém dudi cmye. Su ¢6 mit cla
ZmLEA14A duogc phét hién nho phan ung hién mau NBT/BCIP. Mang lai xuit hién
bang protein trong khoang 46 kDa kha ddm & mau cdy chuyén gen ZmLEAI4A. Két qua
lai cho thdy bang lai ¢6 kich thuée 16n hon kich thude du doan cia protein ZmLEAT4A
khi thiét ké vao vecto. Piéu nay duoc giai thich 1a do trong qua trinh thiét ké chung toi da
gin thém dudi polynucleotit ma héa cho peptit cmycKDEL vao doan cubi cua gen
ZmLEAI4A da phan 1ap. Day 1a mot doan tin hiéu dé dan duong protein sau khi tdng hop
thi dugc chuyén dén ludi noi chét. Trong thuc vat, qué trinh dudng hoa hodc qua trinh cai
bién sau dich ma xay ra trong ludi ndi chét va dicu nay thuong xay ra doi véi rat nhidu
protein. Vi vy, protein ZmLEA14A sau khi biéu hién c6 thé da co xay ra qua trinh cai
bién sau dich ma c6 gan thém dudi vi du duong nén tao nén kich thudc protein 16n hon

du doén khi thiét ké.
Vi du 8: D4nh gi kha ning chiu han trén cdy thudc 14 chuyén gen

Kha ning chiu han ctia cdy chuyén gen ZmLEAI44 duoc dénh gi4 theo phuong
phdp nhu sau: Cac mau thi nghiém bao gdm cay thude 14 khong chuyén gen va cdy thude

14 chuyén gen ZmLEAI44 ba tuin tudi khoe manh trong trong nha ludi duoc dua vao ba

giai doan dicu kién nudc.

- Giai doan 1 — Ché do nude day di: Cac mau thi nghiém duoc tudi nude déu dian
- Giai doan 2 - Chiu han: Céc mau thi nghiém dirng tugi nude hoan toan trong 15

ngay
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- Giai doan 3 - Tudi lai sau han: Cac mau thi nghiém dugc tu6i lai dan dan tré vé

ché d6 nudc ban dau

Trong mdi giai doan, cidc mAu thi nghiém dugc quan sat va chup anh ghi lai hinh
thai lién tuc. Sau d6, xu hudéng thay déi hinh thai ctia mau ciy chuyén gen va ciy khong
chuyén gen dugc so sdnh v6i nhau.Két qua cho thay cay thubc 1a chuyén gen ZmLEA14A4
sau thoi gian xtt Iy han ¢6 kha ning phuc hdi nhanh hon so v&i cdy khong duge chuyén

gen.
Hiéu qua dat dwgc ciia gidi phap hitu ich

Giai phép hitu ich dé xudt phuong phap tao ciu tric ADN biéu hién cta gen ma
héa protein ZmLEA14A dugc phén 14p tir cdy ngd Té vang 1 cia Viét Nam va ching vi
khuén Agrobacterium tumefaciensmang ciu tric biéu hién do dé chuyén vao thuc vat va
tao cdy chuyén gen tingcuong kha ning chéng chiu véi diéu kién han. Poan gen
ZmLEAI4A4 nam trong cAu tric biéu hién chira trinh tir khéi dong 35S nén c6 cuong do
biéu hién cao va lién tuc. Do d6, cdy chuyén gen ZmLEAI4A c6 kha niang chéng chiu tdt

hon va phuc héi nhanh honkhi gip diéu kién han.
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YEU CAU BAO HO

1. Céu triic ADN biéu hién ctia gen ZmLEAI4A, trong d6 ciu tric nay chira doan gen
ZmLEAI4A c6 trinh tu SEQ ID NO:1 dugc phan ldp tu cay ngd Té vang 1 ctia Viét Nam
dugc gin v6i doan polynucleotit ma héa trinh tu peptit cmycKDEL, trinh tu khoi dong
35S va trinh tu két thic phién ma 35S, cdu tric ADN biéu hién nay ma héa cho protein
7ZmLEAT4A lai v&i peptit cmycKDEL.

2. Chung vi khuan Agrobacterium tumefaciens mang ciu trac ADN biéu hién theo

diém 1.
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DANH MUC TRINH TU

<116>Vién Nghién cilru hé Gen

<120> C3u tric ADN biéu hié&n mang gen ZmLEA14A via vi khuan
Agrobacterium tumefaciens chita cdu tric ADN biéu hién nay

<160> 8

<170> BiSSAP 1.3.6
<21e> 1

<211> 693

<212> ADN
<213> Zea mays

<220>
<221> CDS
<222> 105..563

<400> 1
tcacttctct tccagcgagt acacacatca cacagcgaag ggcagcgcat cgtgetgegg 60

cggccggagg tgatcgacaa gcacctctct aggaataata aata atg gcg cag ttg 116
gtg gac aag gcg aag ggg ttc gtc gcc gac aag ctg gcc aac atc cag 164
aag ccg gag gcg gag ctg gcc gac gtc acg gtg ggg cac gtg ggec cgc 212
gat ggc gcc acg ctg gcg ggg cge gtg gac gtg cgc aac ccg tac tcg 260
cac gcc atc ccg gtg tgt gag gtg acc tac acg ctg cgg agc gcc ggg 308
cgg acg gtg gcg tca ggg acg gtg ccc gac ccg ggg tca ctc gce ggc 356

gac ggg gct acc acg cgec ctc gac gtg ccc gtc aag gtg ccc tac gac 404
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ttc ctg gtt agc ctc gct aag gac gcc gge agg gac tgg gac atc gac
tat gar atg cgt gtc ggg ctc acc gtt gac ctc ccc gtc gtc ggc aaa
ctc acg ctg ccg ctc acc aag tcc ggec gag ctc aag ctc ccc acc ctc
Tcc age aty ttc tga tcgatcgatc tgecgtgetge tcgetcgate cgtaactgeg
gecttgegtg ttcatgactg atctgecctac tcgataatat gtaaaccget ctcttgagtg
ttgttgttgt gctgcttgag tagtacgaga

<210> 2

<211> 152
<212> PRT
<213> Zea mays

<400> 2

Met Ala Gln Leu Val Asp Lys Ala Lys Gly Phe Val Ala Asp Lys Leu

1 5 10 15

Ala Asn Ile Gln Lys Pro Glu Ala Glu Leu Ala Asp Val Thr Val Gly

20 25 30

His Val Gly Arg Asp Gly Ala Thr Leu Ala Gly Arg Val Asp Val Arg

35 40 45
Asn Pro Tyr Ser His Ala Ile Pro Val Cys Glu Val Thr Tyr Thr Leu
50 55 60

Arg Ser Ala Gly Arg Thr Val Ala Ser Gly Thr Val Pro Asp Pro Gly

65 70 75 80

Ser Leu Ala Gly Asp Gly Ala Thr Thr Arg Leu Asp Val Pro Val Lys
85 90 95

Val Pro Tyr Asp Phe Leu Val Ser Leu Ala Lys Asp Ala Gly Arg Asp

100 105 110
Trp Asp Ile Asp Tyr Glu Met Arg Val Gly Leu Thr Val Asp Leu Pro
115 120 125
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Val Val Gly Lys Leu Thr Leu Pro Leu Thr Lys Ser Gly Glu Leu Lys

130 135 140
Leu Pro Thr Leu Ser Ser Ile Phe
145 150
<210> 3
<211> 22
<212>ADN

<213>Trinh tu nhan tao

<220>
<223> oligonucleotit

<400> 3

tcacttctct tccagecgagt ac
22

210> 4

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> oligonucleotit

<400> 4

tctcgtacta ctcaagcagc ac
22

<210> 5

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
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<220>
<223> oligonucleotit

<400> 5

attaccatgg cgcagttggt g
21

<2106> 6

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> oligonucleotit

<400> 6

attagcggcc gcgaagatge tgg
23

<210> 7

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> oligonucleotit

<400> 7

cactgacgta agggatgacg c
21

<210> 8
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<211> 25
<212> ADN
<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> oligonucleotit

<400> 8
tatcgacgga tcgggctaga gttcg
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Hinh 1

Hindhl Ncol Notl Hindllt
RB

CANMNZSS oo
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Hinh 5

M (+) () wr 1 2 3

750 —

500 —

Cay chuyén gen
ZmLEA14A
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