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Céc dong dot bién mang doan T-ADN cé
thé duoe tao ra bing céch chuyén mot doan T-
ADN (trans ADN) c6 d¢ dai 25 Kb vao bo gien
clia Arabidopsis thaliana. Cic doan T-ADN nity
duge thiét k& réi dua vao céc plasmit cam tng
tao u (tumour inducing plasmit - Ti plasmit)
trong vi khuéin Agrobacterium tumefaciences.
Poan T-ADN dugc chuyén vao by gien clia
Arabidopsis bing phuong phdp nuéi cdy mo hay
gy nhiém vi khuén vdo hat. BAng céch ndy hon
8000 dong dot bién dd duge tao ra va hién nay
dang dugc luu gilt tai trung tdm nghién ctu
Arabidopsis & M§ vi Ditc. Théng qua vi¢c sang
loc nhiing dot bién quan tam tir nhitng dong dot
bién ¢6 sén ndy, cé thé dé dang tdch dugce gien
ddt bién nhd vao dusi T-ADN di duge dua vdo.
Tuy nhién, cho d&n nay chua cé céng b6 nao vé
céic dot bién quan tarh duge chon ra tir qudn thé
dot bién nay. V1 vay, chiing toi d& chon huéng
sang loc mot luong 16n cdc dong dot bien nay dé
fim ki€m nhitng dot bién c¢é khd nang chéng
chju arsenic. Biing viéc chon loc va phan tich
céc dot bién c6 kha ning tfch'lily hogc loai trit
arsenic, chiing t6i hy vong s& xdc dinh va tim
hiéu duge dic trung clia nhitng gien chju trdch
nhiém cho tfmh ¢héng chju arsenic & A.
thaliana. Két qui ndy s& gép phdn vao vi¢c tim
hiéu co ch€ di truyén va 'sinh 1y cla tinh chong
chju arsenic néi riéng v kim.loai néi chung &
thyc vat bac cao. Pay 14 huéng nghién cttu hoan
tohn méi mé va dang dugc tién hanh rédt manh
mé trén thé gidi [4, 6, 9].

I. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

1. Nguyén liéu thue vat
Hat clia cdc ddng dot bién cé mang doan T

-ADN clia A, thaliana nhin dugc tit Trung tam
luu trlt hat Arabidopssis & Trudong dai hoc Ohio,
My, Céc dong dot bién nay bét ngudn tir kiéu
hinh Columbia va vi vay A. thaliana kiéu hinh
Columbia dang dai (wr) dugc ding lAm dé6i
ching.

Dot bién xit Iy EMS (etyl metylsulfonat) clia
Arabidopsis pho2 1 qua tang clia Dr. Delhaize
E. Dai hoc quéc gia Oxtraylia.

2. Phuong phéap

Nghién cttu sy ndy médm clia hat duge tién
hanh theo phuong phép clia Gilbeau va cs [3].

Ham lugng Chlorophyll duge xdc dinh theo
phuong phdp clia Porra va cs. [8].

K§ thudt vertical mesh transfer (VMT) diing
dé sang loc cdc dot bién c6 kha nang chdng chju
arsenic tit quén thé Arabidopsis mang doan T-
ADN c6 sfin, duge cai tién tir phuong phép cla
Murphey va Taize [7]. Hat dugc gico trén cdc
1uGi nilon phit trén mét cdc gid thé thiy tinh c6
kfch thudce (19x19 em) réi dat theo huéng théng
ditng vao binh séc ky ¢6 moi trudng dinh dudng
chita arsenic 5 ppm. M&i mot h¢ théng VMT ¢6
thé chita nhiéu gid thé nhu vay. Sau khi 0 72 giv,
cdc ludi nilon duge chuyén sang gid thé méi
déng thdi cling quay ludi mot géc 90° so véi ban
ddu. Sau 36 gid U ti€p theo, lai tién hanh cdc
bude chuyén gid thé va quay ludi nilon tuang ty.
Sau 36 giv Ui ti€p tyc, s& ti€n hanh ddnh gid do
ch6ng chju ciia cdc cAy ndy mém thong qua vige
xem xét phan tng clia r& d6i véi arsenic trong
moi trudng nuoi khi quay Iudi nilon 90° hai ln.
Nhitng cay con c6 18 dai khodng 2 mm va hinh
thanh 2 géc quay 90° dugc xem 1 c6 kha nang
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chéng chju véi arsenic. Nhing cay c6 ré hinh
thanh 2 géc quay 90° nhung d¢ dai & chi dat
dudi 1 mm duge xem la nhiing cdy chéng chju
kém. Céc cdy con c6 ré chi hinh thanh 1 géc
quay 90° dugc xem 1 nhitng cd thé nhay cam
véi arsenic. Chi nhiing cdy ndy mém cé kha
ning chéng chju arsenic dugce tdch khoi luéi va
ngam trong dung dich dinh dudng. Sau dé duge
chuyén sang tréng trong cdc chau chita d4t nhan
tao va dit trong phdng nuoi céy dé thu hat ding
cho céc nghién citu tiép theo.

Ham lugng arsenic trong méu duge xdc dinh
theo phuong phdp clia Allen [1].

Kha nang hép thy arsenic duge xdc dinh nhu
sau; céc cay dot bién va wr dugce tréng trong cdc
cfc khir tring cé chita agar 0,7%. Cy dugc
tréng tir 12-14 ngdy & nhiét d¢ 23°C v6i chu k¥
sdng/t6i 12 16/8 gidy (cudng do sdng clia dén
chi€u Gro-lux 12100-150 mmolm™s” trong viing
sdng tir 400-700 nm). M¢t ngay trude khi lam
thf nghiém, cdc nép hop duge md ra dé cdc cay
con thich nghi véi moéi trudng bén ngoai, Khi
bét d4u thf nghiém, céc cay con duge 14y ra khoi
moi truding tréng, rira sach va dua vao dung djch
dém MES (axit 2-N-morpholinoethan sulphonic)
c¢6 chita As**10 ppm trong 1 gid. Cdc cAy ndy
sau d6 lai dugc chuyén sang 20 ml dung dich
MES chita 0,5 mCi/ml As** vd As**10 ppm,
sau dé dé trong phdng nudi cé chu ky sdng t6i
nhur trén. Sau 2 ngay, cdc cdy ndy duge rira véi
dung dich moéi trudng khong chita phéng xa réi
lam kho trén gidy loc. MAu nay duge hién trong
hop Molecular Dynamics (22x27 cm) trong 16
gid. Phan tich dnh phéng xa dugc ti€n hanh
ding STORM 860 phospho  screen,
ImageQuantTM v6i phdn mém phién ban 1.1.
Mitc d6 As* trong than clia cdc miu phéng xa
dugc xdc dinh bing mdy dém tu dong vy
(Beckman wizard TM 1480).

IL. KET QUA NGHIEN cUU

1. Sang loc cdc dot bién mang doan T-ADN
clia A. thaliana ¢6 kha nang chéng chiu
arsenic

Sir dung k¥ thuat VMT, ching t6i dd sang
loc duge khodng 100000 hat M2 tir hon 8000
dong A. thaliana dot bi€n mang doan T-ADN
bao gém 265 ddng Koncz, 6500 ddng Feldmann
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vd 1300 dong Thomas. Cdc hat nay dugc sang
lpc trong méi trudng chita As*10 ppm. Két qua
cho thdy sy phét trién clia phén 16n céc dot bign
ndy bj dc ché ngay tir giai doan déu clia qud
trinh ndy mdm vA qué trinh hinh thanh ré ciing
bj &nh hudng nghiém trong. Trong s6 nay, 33 cé
thé tir 16 ddong Koncz, 32 cd thé tir 24 ddng
Feldmann va 7 c4 thé tir 6 dong Thomas dé td ra
c6é khd nang chdng chju véi As*® va duge chon
loc dé chuyén sang dét tréng ti€p. Hat thu dugc
tir cdc cAy nay s& tiép tuc duge sang loc & vong
sau. Do mot s& cAy di khong thu phan, chi cé 65
cd thé duge sing loc lai. Két qua 1a chi c¢d 2 cd
thé cla dong Koncz va 9 céd thé cla dong
Feldmann to ra ¢6 kha nang ch6ng chju As**10
ppm. Hai d¢t bién clia dong Koncz goi 14 as] va
as2 dugc chiing toi chon dé ti€p tuc nghién ciu
vi chiing thugc nhitng dong d¢t bién tdch biét va
dugc coi 12 nhitng dot bién déng nhat. Cic dot
bi€n khdc déu phan ly va vi vay cdn phéi sang
loc tiép.

2. Hinh thél cita cée dot bién asl va as2

Céc dic tinh hinh thdi cla cdc dot bién asl,
as2 d& dugc so sénh véi wr (hinh 1), Dot bién
asl ¢6 14 va than to, day hon, mau xanh t6i hon,
ra hoa muén hon so véi wt. Tréi lai, 14 clla as2
lai ¢6 mau xanh nhat hon, ra hoa sém hon wt.
Ham lugng chlorophyll & 14 clia 2 d¢t bién nay
va clia dang wt duge trinh bay trong bang 1.

3. Anh hudng ciia As*® Ién sy phét trién ré
cua asl va as2

Hat clia asl, as2 vd wt dugc gieo trén gidy
loc tdm moi trudng dinh dudng c6 bd sung As*
5 ppm. Két quia cho thdy ré& cha cdc dot bién nay
sau S ngdy pht trién dai hon so véi ré clia wr,
chitng td chiing c6 kha néng chéng chju As*

(bang 2). '

: Bdng 1
Ham lugng chlorophyll § 14 clia wt va
céc dot blén asl, as2
Thue vat | Ham ligng chlorophyll (ug/g)
wt 602,155+4,800
~asl 675,130+18,038
as2 519,280+14,786




Hinh 1. Hinh théi cla céc dét bi&n chéng chju arsenic mang

.

doan T-ADN asl, as2 va dang dai wt clia A, thaliana

Bdng 2

Chiéu dai ré& clia wt v cdc dot bién as/, as2 sau
5 ngdy moc trén moéi trudmg 6 chita As** 5 ppm

Thue vat Chiéu dai ré (cm)
wit 0,646+0,008
asl 0,892:+0,009
as2 0,730+0,008

4, Tich lity arsenic trong cdc dot bién asl, as2
D¢ kiém tra xem cdc dot bién as!, as2 I

nhitng @6t bién tich lfly hay loai trir arsenic,
chiing toi dé tién hanh phan tfch ham lugng chat
ndy trong than clia cdy 6 tudn tudi tréng trén dat
va trén moi trudng thily sinh ¢6 chud As* 10
ppm. Céc cay con duge tréng trong méi trudng
binh thudng trong 4 tudn, sau dé dugc tuéi véi
As* 10 ppm cit ba ngay mot 14n trong vong 2
tuéin. Cdc cdy moc trong moi trudmg thily sinh
c6 chita As™ 10 ppm nhung khong chita
photphat, Sau khi mqc dugc 2 tudn, than cdc cay
con dé c6 nhung biéu hi¢n bj nhim doc arsenic.
S8 liéu bang 3 cho thdy than clia cdc dot bién
asl, as2 ¢6 ham lugng arsenic cao hon ddng ké
so v6i wt. K&t qud ndy goi ¥ rdng as! vh as2 1A
nhung thye vat tich lly arsenic.

Bdng 3
Ham lugng arsenic trong than clia wt va cdc dt bién asl, as2 sau 14 ngay
tréng trén d4t va trén mol trudng thiy sinh c6 chita As* 10 ppm
Mol trudng | Thye vat | Ham lugng arsenlc(ug/g trong lugng kho) |% so v6l wi

Wt 16,5£1,3 ' 100

bt asl 17,142,5 104
as2 | 63,6+4,3 386

Wit 82,9+3,8 100

Thily sinh asl 141,3£5,2 171
as2 162,048,9 195

5. Kha nang hap thu "As* cia asl, as2

Cay d6i chitng cling cdc dot bién dugc tréng
trén moi trudng thiy sinh khong cé photphat
hojc agar c6 chita As* 500nCi. Anh phéng xa
nhén duge (hinh 2) cho thdy ]d ‘clia cdc dgt bien

c6 mic do phéng xa cao hon ld clia cdy d6i
chiing. K&t qua dém phéng xa (bang 4) chiing to
ring hoat tinh phéng xa clia nhitng b¢ phan phia
trén ré clia as/ va as2 cao hon déng ké so véi
wt. K&t qua ndy khing dinh ring "As* dd duge
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hép thy va tich Ily & cdc bo phan phfa trén ré  cla as/ v as2.

Bdng 4
Tich liiy As** & cdc by phén phia trén ré clia wt va cdc dot blén asl, as2
Thuye vat Mol trudmg thach Thiy sinh
Dém /mg TLK | % sovéiwt | Dém/mg TLK | % so véi wt
wt 2577 100 808 100
asl 3141 122 2373 294

as2 ; 8492 330 1260 156
Ghi chii: TLK: trong lugng kho '

6. Tich 10y Pl trong cdc dot bién asl va as2 Pi & nhitng d¢t bién ndy, ching téi d4 ti€n hanh

kiém tra ham lugng Pi trong 14 cla wt, asl, as2

Pho2 1a d¢t bién xir 1y EMS clia A. thaliana vk pho2. Céc s6 li¢u trong bing 5 d& cho thdy

c6 kha néng tich ldy Pi trong than di dugc ham lugng Pi trong 14 clia wr va as] 1a tuong dé6i

Delhaize va cs. cong b6 nam 1995. P& tim hiéu  gi6ng nhau nhung trong as2 va pho2 lai cao hon
mdi lién quan gitta kha nang tich 18y arsenic v&  déng ké so véi wr. _

we
Cay moc trén agar

Cay mqc trén moi trudng thiy sinh

Hinh 2. Help thy As® & céc cAy wt, asl, as2 sau 2 nghy tréng trén
moi trudng chia As phéng xa. Phén ré c6 mau dam & phén duéi.
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Bdng 5
Ham lugng PI trong 14 clia wt, pho2, asl, as2
Thue vat H(E}?’?E’gr?l % s0 v6l wt
wi 0,37+0,03 100
pho2 0,90£0,05 243
As! 0,43+0,05 116
As2 1,02::0,04 276

Ghi chii: TLT: trong lugng tuoi
I, THAO LUAN

Phuong phdp VMT d& dugc sit dung dé sang
loc céc dot bign c6 mang doan T-ADN vl né cho
phép sang loc tryc ti€p va nhanh chéng mot
lugng 16n céc cd thé dot bién c6 kha nang chéng
chju arsenic. Trong thf nghiém cla ching toi,
hon 100.000 hat di duge sing loc trong mét thdi
gian tuong d6i ngén. Cdc dot bién thu duge as/,
as2 ¢é tinh chéng chju, dugc lya chon dya trén
kiéu hinh clia ré trong giai doan ddu cla qud
trinh phdt trién, 13 nhitng d¢t bién tich ldy
arsenic. V1 vay, k¢ thuat VMT c6 1& 1a phwong
phép tin cay dé sang loc cdc dgt bién tich lly
arsenic,

Mic di cdc nghién ciu co s& phan tir v
sinh 1y clia tfnh chéng chju kim loai néng & thyc
vat bac cao dang duge tién hanh rét manh mé
nhung cdc nghién ctu v& tfinh chéng chju
arsenic cdn rét han ché., Ching toi did chon
huéng di truyén phan tir dé nghién ciu co ché
chéng chju arsenic, thong qua vi¢e tim kiém
nhitg dot bién cé kha nang tich Ity hodc loai
trir arsenic. Tit nhitng dot bién nay, ching téi hy
vong s& tim dyoc gien chju trdch nhiém cho tfnh
chéng chju arsenic. Viéc chon qudn thé
Arabidopsis ¢6 mang doan T-ADN dé sang loc
dot bién 12 mot huéng nghién citu méi vi cho
dén nay chua c6 mot dot bi€n Arabidopsis
chéng chju hay nhay cdm véi bét ky mot kim
loai ndo da dugc chon ra tir quén thé ndy. Bing
céch sang loc nhu dd mo td, ching toi dd tim
duge mot s6 dot bién chéng chju arsenic trong
s6 8000 dong dugc cung cép. Hai dot bién as/
vd as2 tir dong Koncz d& dugc tiép tyc nghién
cttu vé khd néing hép thy, tich ldy arsenic cfing
nhu déc trung phan tir clia né,

Céc s6 ligu vé ham lugng arsenic trong than
vi dic bigt 1a cdc dnh chup phéng xa ciing nhu
céc két qud vé mic do tich lily phéng xa & 14 d&
cho thdy rdng asl va as2 12 nhitng dot bieh c6
kha néng tfch 1fy kim loai. Dic tinh chéng chju
cla asl, as2 dyoc xdc dinh dya trén hinh thdi
clia 18 & giai doan ddu clia sy phét trién, 3 giai
doan sau, cdc dot bién ndy dic biét 1a as2 ¢c6
triéu ching nhiém ddc gidng nhu pho2 vi As™
dd dyoc van chuyén va tich Illy vio than cay. C6
1& sy van chuyén va tich Illy arsenic 12 gidng véi
pho2. Diéu ndy goi ¥ ring c6 thé as2 va pho2 bj
dot bién & ciing mot locus. Hién tai, co ché tich
1y Pi & d¢t bién pho2 vén cdn chua duge biet
dén. Delhaize va cs. [2] di dua ra hai gia thiét
gidi thich cho co ché nay: 1) C6 co ché sita chita
dac biét trong qud trinh van chuyén Pi & phloem
gifta than va ré, din dén sy dot bién trong gien
mé héa cho chdt van chuyén Pi & nhiing t& bdo
ndy. 2) C6 sy dot bién hoac & gien mi héa cho
phan tif van chuyén Pi déc hi¢u & than hodc gien
mé héa cho mot protein nhay cam véi sy thay
d8i néng d¢ cla Pi, din dén sy thay déi trong
qué trinh diéu hoda hodc biéu hi¢n cla chél van
chuyén Pi, nhd vay ch&t ndy vin c6 thé hoat
dong duge ngay ci & nhitng diéu ki¢n dd ¢6 du
Pi. Nhu vay, viéc tdch gien dot bién cé dudi T-
ADN ciia as2 s& ddy nhanh viéc 1am séng to co
ché van chuyén ndy.

Céc s6 litu v& ham lugng Pi & 14 clia pho2,
asl vA as2 cho thdy as2 da tich 1y mot lugng
ddng ké Pi va arsenic, trong khi d6 asl dudng
nhu lai khong tfch lfly chét ndy. Nhu vay, as! c6
thé d& sl dung mot co ché€ khdc dé chi hép thy
arsenic. Bing chitng v8 viéc as2 hép thy ca Pi va
arsenic dd (ing ho gia thiét cho réng photphdt va
arsenic ¢6 chung mot co ché tich 1dy trong thuc
vat. Cdc phan tich ti&p theo vé cdc dot bién
pho2, asl, as2 cén dugc tiép tyc tién hanh dé
1am séng to vai trd clia cdc gien tham gia vdo
céic qué trinh hap thy va tich llly cdc chat ndy.

Vanvliet va cs. [9] cho ring tinh nhay cim
véi Cu® chia dot bién EMS clia A. thaliana c6 1€
lien quan dén sy tang cudng tich liy Cu® trong
dot bién ndy so véi wr. Tuy nhién, dot bién EMS
nhay cdm véi Cd* cha A. thaliana dugc
Howden v Cobbett cong bs [4] dudng nhu lai
12 do bj mat kha nang loai bd kim loai ndy. Cé 14
v r& clia dot bién ndy déu mat kha nang tich 10y
Cd*. Lasen vA cs. [6] d& thong bdo vé viéc chon
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dugc dot bién EMS cla Arabidopsis cé kha
ning chéng chju AI* dya vio khd ning phét
trién ré trong sy ¢6 mat clia Al**so véi wr. Céc
dot bieh ndy c6 kha nang loai trit AI** ra khoi ré
bing viec tang cudng tich lfly cdc axit hitu co
hotc ting pH & ving ré. Nhu vay, sy loai déc
chia kim loai trong thyc vit 12 mét qué trinh
phifc tap lién quan dén hang loat cdc co ché
khdc nhau. Cho dén nay céc nghién citu vé héa
sinh phén tir va sinh 1y lién quan dén sy hinh
thanh kiu hinh tich Idy arsenic cdn rdt ft. Cdc
dot bién as/ va as2 cla ching toi ¢6 thé s& 1a
nhitng cong cu hitu {ch cho cdc nghién ctiu nay.
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SCREENING OF ARABIDOPSIS THALIANA T-DNA INSERTION
MUTANTS IN RESPONSE TO ARSENIC STRESS

NGUYEN THI MAI PHUONG, ROSS McC LILLEY, REN ZHANG

SUMMARY

More than 8,000 T-DNA insertion mutant lines of Arabldopsis thaliana were screened in terms of their
tolerance to 10 ppm As(V) by using vertical mesh transfer technique (YMT). Two mutants as/ and as2, with
enhanced root tolerance characteristics towards arsenate have been identified. Other phenotypic differences
between these mutants and the wild-type were characterised. The chlorophyll content in the mutant as/ was
higher but lower in'the mutant @s2 in comparison with the wild-type. The above-ground parts of these two
mutants, when grown hydroponically or in soils watered with 10 ppm As(V), contained more arsenic than
those of the wild-type. Autoradiographic studies of ™As(V) uptake by these mutants confirmed the
accumulation of As(V) in the above-ground parts. The results have suggested that as2 was a phosphate and
arsenate accumulator like pho2 (an EMS mutant) while as! was only an arsenate accumulator.
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