THIET KE VECTOR MANG CAU TRUC GEN DREB2 PHUC VU CHUYEN GEN

KHANG HAN O CAY PAU TUONG
TONG QUAN

Trong nhirng ndm gdn day, do bién déi khi hau, tinh trang khé han kéo  dai da xdy ra & nhiéu
vung trén dat nuéc ta ciing nhu trén the gidi. Viéc chon  tao gidng cdy tréng hién nay, ngodi vén
dé quan tém dén ndng sudt, phdm chét, tinh chdng chiu néi chung...Cac nha chon gidng thyc vat
dang quan tam dén  tinh chiu han cla cdy trdng trong dé cé cdy dau tvong. Bang cdc phuong
phép chon giéng truyén théng, mac du ky thuét chon ra cac céy trong cé khd nang chiu han
thuong don gidn, d& lam, song méi ding lai & khéu chon ra céc cé thé cé bidu  hién chiu han,
thdi gian chon tao dai va chua di séu vao co ché phan to cda  ddc tinh nay. Bén canh dé, khé
ndng chiu han chua chédc da di kém véi néng  suét cao va phdm chét t8t. Phuong phép tao gidng
bdng céng nghé gen, ddc biét la ky thuat chuyén gen buéc dau da lam sang t co ché phan to
cba tinh chiu  han, c6 thé tao ra giéng cdy tréng vira cé ndng sudt cao, pham chdt 18t lai  vira cé
khd nang chiu han chi trong thai gian ngdn. Cdc céng trinh nghién cdu  vé ddc tinh chiu han cia
céy ddu tvong cho thdy, khd néng chiu han cba cdy déu tvong lién quan dén nhiéu gen, méc du
chua xdc dinh dugc gen ndo mang  tinh quyét dinh song c6 thé chia lam hai nhém: Gen chic
nding va gen diéu khién.

Hién nay, ky thuat chuyén gen d€ néng cao tinh chiu han cda cdy tréng trong dé cé cay dau
tvong dang du-gc cac  nha khoa hoc quan tam nghién cdu va & Viét Nam da c6 mét vai cong
trinh  nghién cu tién hanh theo huéng si dung ky thudt chuyén gen dé cdi thién khd  néng chiu
han cda cay dau tvong (Tran  Thi Phuong Lién va dtg, 1998), (Chu Hoang Méu va dtg, 2011),
(Nguyén Thi Thoy Huong va dtg, 2008). Nghién ctu cia céc nha khoa hoc trén thé gisi vé DREB
(Dehydration-responsive element-binding) da cho rdng: DREB la mét ho protein. Céc protein
DREB la nhéin t6 phién ma kich hoat nhém gen lién quan dén  tinh chiu han cda thyc vét néi chung
va cda cdy ddu tvong néi rieng. Nhén 6 phién mé DREB déng vai trd quan trong trong bigu hién
gen trong mdi fruong  cuc doan va ddi véi qué trinh phdt trign cdy tréng. Trén co sé tuong ty va
ddc tinh cda chudi axit amin gen DREB duoc chia thanh 5 nhém, nhém th nhdat  gém DREB3,
DREB4 va DREB5; nhém th hai gém W5, DREB6, DREB7 va DREB1; nhém  thi ba gém DREB2 va
DREB8; nhém th tv gém DREB9 va DREB10; nhém th ném gébm DREB11, ERF1, ERF2 (Liu va
cdng sy, 1998; Riech man va céng sy, 2000; Tsui-Hung Phang, 2008).

Viéc nghién ctu vé DREB dang duoc cdc nha khoa hoc quan  t&m, vi cac nhén 16'DREB khéng tryc
ti€p tham gia véio qud trinh chéng chiu  han nhung chunhg dé tac déng déh kha néng chiu han
bdng céch kich hoat  déng thai sy bigu hién cia gen chéng chiu. Nghién ctu nhén & phién md”

DREB va'gen md  hoa nhéan 18 nay la'co so’ d& cdi thién khé néing chéng chiv  cia céy trong déi
véi han thong qua ky™ thuat chuyén gen.

MUC TIEU



(1) Tao duoc vector mang céu tric gen DREB2 phyc vy tao cdy chuyén gen khéng han.

(2) Danh gid hogt déng cda vector chuyén gen trén céy thudc ld mé hinh

NOI DUNG

N&i dung 1. Phan l&p gen DREB tr mRNA cda céy déu tvong

(1) Thu thép théng tin vé'nhom gen DREB va'nhom nhén t6"phién md™ DREB; vé'gen DREB2 va'
protein DREB2;

(2) Thiét k&'va'téng hop c&p méi PCR nhan gen DREB2 tu 'cdy déu tuong;

(3) Nhén ban gen DREB2 tv'mRNA: Tach chiét RNA téng 56, tao cDNA, khuéch dai gen DREB2
(cDNA);

(4) Tach dong cDNA gen DREB2: Tao vector tach dong tai t6 hop, biéh nap vao vi khuén E.coli
DH5a, nhén dong va tach plasmid tai t6 hop;

(5) Xaic dinh trinh tv gen DREB2 trén thiét bi tu déng;

(6) Phan tich trinh tu gen DREB2 dé& khaing dinh gen DREB2 da duoc phén lép;

(7) So sanh trinh tu. gen DREB2, protein DREB2 va'vung AP2 duoc phén lap voi cac trinh tu gen
DREB2 dd” céng bé'trén GenBank d&’ dahh gia’su da dang cua gen DREB2 va'nhén t6"phién md”
DREB2, vung AP2.

N&i dung 2. Thiét k& vector chuyén gen mang cdu tric gen DREB

(1) Lva chon vector chuyén gen phuhop o' thuc vét trong diéu kién phong thi'nghiém;

(2) Tao vector chuy&n gen mang céu truc gen DREB2;

(3) Kiém tra vector tai t6’hop bahg enzym gioi han va'bang phan uhg colony-PCR;

N&i dung 3. Tao chung vi khuan Agrobacterium tumefacien mang vector chtra cdu tric gen
DREB2;

(1) Bién nap vector chuyén gen fdi t& hop mang gen DREB2 vaio Agrobacterium tumefaciens;

(2) Nudi cély va'nhan dong Agrobacterium tumefaciens tai t6 hop;

(3) Chon dong Agrobacterium tumefaciens tai t6’hop bahg colony-PCR;

N&j dung 4. Phét trign hé théng tdi sinh & cdy thudc ld mé hinh va'tao cay chuyén gen

(1) Lay nhi& m Agrobacterium tumefacien tai t6’hop vad mé thuée las,

(2) Phat trién hé théhg tai sinh cdy thudc la'tu la’vatw ' mét vai bs phén khak;

(3) Su'dung hé théhg chon loc mé, chéi chuyén gen;

(4) Tao céy thusc la’chuyén gen mang céiu truc DREB2.

Nbi dung 5. Kiém tra két qué bién nap va hoat déng clia cdu tric gen DREB2 trong céy thudc la
mé hinh. Phén tich céy chuyén gen

(1) Kiém tra su co'mét cua gen chuyén DREB2 bang phan uhg PCR;

(2) Kiém tra su biéu hién cua gen chuyén DREB2 béng RT-PCR;

(3) So sahh kha'néng chiu han cua dohg céy chuyén gen so voi céy déi chung khéng chuyén gen.
PHUONG PHAP NGHIEN COU

(i) Thu thap théng tin v&'gen DREB2, thiét k&' cdp mdi PCR nhén gen DREB2

(i) Phuong phdp sinh hoc phén td: tach chigt RNA tng 58, tng hop cDNA tr mRNA bdng ky
thudt RT-PCR, tdch dong va xdc dinh trinh ty gen DREB2 cda céy déu tvong;

(iii) Thiét k& vector chuy&n gen chira gen DREB2 theo phuong phép duoc mé ta’theo Sambrook va®
cdng su 1998.

(iv) Phuong phép nudi cdy mé t& bao thyc vat: Phét trién hé thdng téi sinh cdy thude la tir cdc
ménh |4.



(v) Bién nap, kiém tra két qué bién nap va dénh gié hoat déng cla vector mang gen DREB2 & cdy
thuéc |&. Phéan tich cay thudc la’chuyén gen bang PCR va RT-PCR.

(vi) Dahh gia"kha’ néing chiu han cua dohg céy chuyén gen so voi cay déi chuhg trong diéu kién
han nhén tao;

(vii) Phuong phép phén tich s8 liéu théng ké bang phdn mém Excel. Phan tich trinh ty gen bahg
phdn mém BioEdit v DNAstar. So sdnh trinh ty gen, trinh ty amino acid cda protein bdng phén
mém Megalign.

HIEU QUA KTXH

Hiéu qué vé Gido duc va ddo tao: (i) Két qud nghién ciu cda dé tai la tai liéu khoa hoc s& duoc su
dung trong gidng day cdc chuyén dé cho hé dao tao thac si; (i) Tham gia daod tao 0TNCS; dao
tao 02 thac sT va 02 dé tai NCKH cia sinh vién; (iii) K&t qué nghién cdu cia dé tai la tai liéu phuc
vy nghién ctu, ddo tao nganh Sinh hoc va Céng nghé Sinh hoc tai PH Théi Nguyén.

Hiéu quad vé kinh & - xa hai: (i) Vector mang cdu tric gen DREB diéu khign hoat dong cia nhém
gen lién quan dén tinh chiu han cé thé chuyén vao cac dai tuong cay tréng khdc. (i) Céc két qué
nghién ctu la co s& phdt trién cdc ky thudt chuyén gen nham cdi thign déc tinh chdng chiu cda cay
trong tai céc phong thi nghiém thudc trudng Dai hoc Su pham va Dai hoc Thai nguyén.

DON V| SUDUNG

Khoa Sinh —K§ thuét néng nghiép, Trudng Bai hoc su pham-DH Théi Nguyén;



