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Chủ đề : Chuyển gen ở thực vật bằng bằng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens . Ví dụ về quy trình chuyển gen cryI diệt ấu trùng bộ cánh vảy vào thực vật bằng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens
BÀI LÀM
I. MỞ ĐẦU
Nhiều phương pháp khác nhau đã được phát minh để đưa gen vào tế bào và mô động vật và thực vật. Kỹ thuật đơn giản nhất là chuyển DNA trần bằng vi tiêm (microinjection), xung điện (electroporation), súng bắn gen. Các phương pháp phức tạp và hiệu quả hơn bao gồm sử dụng các phức hợp lipid-DNA (liposome), vector virus, tế bào gốc phôi, chuyển gen gián tiếp nhờ vi khuẩn Agrobacterium, chuyển gen bằng súng bắn gen. Phương pháp để đưa gen mới vào tế bào thực vật bằng việc  sử dụng Agrobaterium. Phát kiến về việc Agrobaterium tumefaciens có khả năng chuyển gen vào thực vật đã biến loài này trở thành một trong những công cụ quan trong nhất của Công nghệ sinh học thực vật. A. tumefaciens là loài vi khuẩn đất có khả năng chèn gen của mình vào thực vật và sau đó sử dụng bộ máy thực vật để biểu hiện các gene này dưới dạng hợp chất dinh dưỡng cho chúng .
Trong thập niên của những năm 1880 mở ra kỷ nguyên của cây trồng chuyển gen khi con người đã phát hiện ra khả năng chuyển gen của vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens.
A.tumefaciens là loại vi khuẩn gây bệnh khối u ở thực vật sống trong đất, trong lĩnh vực biến nạp gen nó được sử dụng làm vectơ đặc biệt để chuyển các gen ngoại lai vào thực vật nhằm tạo ra những thực vật mang gen có các đặc tính mong muốn.
Đây là phương pháp chủ yếu và thành công nhất trong chuyển gen thực vật: Đậu tương ; cà chua; khoai tây; bông…. Phương pháp này dựa trên cơ chế gây u vết thương của A.tumefaciens. Khi cây bị thương, vi khuẩn này đã nhập vào chỗ bị thương và gây u.
Tiến hành phân tích thành phần các chất trong khối u thì thấy có nhiều hợp chất lạ. Phân tích hoá sinh các hợp chất lạ thì phát hiện ra đó là các phức hợp axit amin arginin-xetoaxit, những hợp chất đó không có ở thực vật; vi khuẩn đã sử dụng những hợp chất đó trong quá trình đồng hoá. Như vậy vi khuẩn đã chuyển vào trong tế bào thực vật tác nhân gây u và những tác nhân đó tổng hợp lên những hợp chất mới. Nhờ những thành tựu của kỹ thuật ADN tái tổ hợp, những phương pháp nghiên cứu mới về ADN, người ta đã làm sang tỏ cơ chế gây bệnh của vi sinh vật đất.
Hiện nay có rất nhiều kỹ thuật chuyển gen khác nhau vào tế bào song kỹ thuật chuyển gen bằng vi khuẩn Agrobacterium tumerfacien vẫn được ứng dụng rộng rãi là nhờ những ưu điểm sau:
1. Không đòi hỏi dụng cụ đặc biệt
2. Số lượng bản copy thấp và ổn định ở thế hệ con cháu
3. Dễ thao tác invitro, dễ làm
4. Đây là kỹ thuật đơn giản, chi phí thấp.
II. NỘI DUNG
2.1. Biến nạp gián tiếp thông qua Agrobacterium
2.1.1. Đặc điểm của vi khuẩn  Agrobacterium 	
A. tumefaciens là loài vi khuẩn đất, có dạng hình gậy, kích thước 2.5-3.0 x 0.7-0.8mm, dạng đơn bào, không tạo ra bào tử, có vỏ và lông roi, là vi khuẩn háo khí, nhuộm gram (-) ,khuẩn lạc tròn và rìa nhẵn.Khuẩn lạc màu trắng kem, nhẵn, bóng, tròn, nhỏ, rìa đều đặn và có màu xanh da trời nhạt sau đó đậm dần trên môi trường chỉ thị D2M.
Vi khuẩn A. tumefaciens  không có khả năng khử arginine, không phân giải gelatin; có thể phân giải các loại đường, tinh bột, tryptophan, tạo NH3 và H2, khử oxydase. Agrobacterium  không thể tạo gây khối u (chuyển T-DNA) ở nhiệt độ trên 290C và khoảng pH baz. Lý do là hệ thống protein vir đặc biệt là virA rất nhạy cảm với nhiệt độ, chúng bất hoạt ở 290C  và biến tính ở 320C, hiệu suất chuyển gene cao nhất ở 220C và khoảng pH từ 5.2 - 5.7, điều này được giải thích do thụ thể nhận biết ký chủ của Agrobacterium (ChvE-VirA)được hoạt hóa bằng proton của hợp chất phenolic và nó bị bất hoạt trong môi trường baz. Một khi protein Vir A bị bất họat thì tế bào vi khuẩn sẽ mất khả năng hoạt hóa toàn bộ hệ thống protein vir dẫn đến mất khả năng chuyển gen 
[image: ]2.1.2. Cấu trúc tế bào vi khuẩn Agrobacterium  
Agrobacterium tumefaciens có chứa nhiễm sắc thể và một plasmid lớn kích thước khoảng 200 kb gọi là Ti-plasmid chính là tác nhân truyền bệnh cho cây. Khi cây bị nhiễm A.tumefaciens qua các vết thương, biểu hiện rỏ nhất là các khối u được hình thành ở ngay chổ lây nhiểm. sự hình thành khối u sau đó có thể được tiếp tục mà không cần thiết phải có sự hiện diện của vi khuẩn. Khả năng có được do A.tumefaciens đã chuyển một đoạn DNA của Ti-plasmid xâm nhập vào hệ gen của cây bị bệnh.
Ti-plasmid 
Ti-plasmid là một plasmid lớn 200kb, chúng được  duy  trì  ổn  định  trong  Agrobacterium  ở  nhiệt  độ  dưới  300C. Trên Ti-plasmid có đoạn T- AND có được giới hạn bằng bờ phải (right border) và bờ trái (left border). Trình tự nucleotid của bờ phải và bờ trái tương tự nhau. Đoạn này được gọi là T-AND vì đây là đoạn sẽ được chuyển vào tế bào thực vật gắn vào bộ NST và gây ra bệnh khối u. T-DNA của vi khuẩn  được chuyển vào tế bào thực  vật  và  hợp  nhất  với  gen  nhân (tế bào thực vật). T-DNA  ổn  định  trong gen nhân.Vị trí hợp nhất của T-DNA vào DNA thực vật là hoàn  toàn  ngẫu  nhiên. 
Vùng vir: là vùng chứa các Gene vir (virulence gene) mã hóa cho các protein thực hiện việc cắt, chuyển và gắn T-DNA vào genome thực vật.
Vùng CON:vùng mã hóa chức năng tiếp hợp
Vùng ORI :vùng mã hóa chức năng tái bản và khởi điểm tái bản
T-DNA
Đó là một đoạn DNA có kích thước 25 kb trong đó chứa gen mã hóa cho sinh tổng hợp auxin, cytokinin, opine là các gen gây khối u (oncogenes). Trong Ti-plasmid, vị trí của T-DNA được giới hạn bằng RB và LB. Ngoài T-DNA, trên Ti-plasmid còn có các vùng DNA mã hóa cho việc tái sinh plasmid (replication), cho khả năng lây nhiễm và tiếp hợp (vùng vir), cho việc tiêu hóa opine (opine catabolism). Trong các vùng DNA của Ti-plasmid, ngoài T-DNA, được nghiên cứu nhiều hơn cả là vùng DNA phụ trách khả năng lây nhiễm còn gọi là vùng vir. Sản phẩm hoạt động của các gen nằm trong vùng vir dưới tác động kích thích của các hợp chất phenol tiết ra từ vết thương là một loạt các protein đặc hiệu như virE2, virB, virD, virD2, virC1... Các protein này nhận biết các vết thương ở các cây chủ thích hợp (hầu hết là cây hai lá mầm), kích thích sản sinh ra các đoạn T-DNA, bao bọc che chở các đoạn DNA này và giúp chúng tiếp cận với hệ gen của cây chủ một cách an toàn. Khi cây nhiễm A. tumefaciens, do T-DNA nạp vào trong hệ gen của cây chủ bắt đầu hoạt động và sản sinh ra auxin, cytokinin và opine, toàn bộ sinh trưởng của cây bị rối loạn, các tế bào phân chia vô tổ chức và tạo ra các khối u. Opine được vi khuẩn sử dụng như một loại “thức ăn” nhờ gen chuyển hóa opine trên Ti-plasmid. vì thế sự thay đổi hình thái chính của thực vật là chúng tạo ra rất nhiều rễ tơ (hairy roots) khi bị nhiễm bệnh. Trên thực tế Agrobacterium chỉ gây hại ở cây hai lá mầm, vì vậy người ta cho rằng chúng chỉ có thể đưa T-DNA vào hệ gen các cây hai lá mầm. Gần đây, nhiều tác giả đã chứng minh khi nhiễm vi khuẩn, các cây một lá mầm cũng có thể sản xuất opine và có thể khai thác khả năng biến nạp gen của vi khuẩn Agrobacterium vào cây một lá mầm.
2.3. Thiết kế vectơ mang gen mã hoá protein có hoạt tính diệt côn trùng để chuyển vào cây trồng nhờ a. tumefaciens
  Chiến lược thiết kế vectơ mang gen kháng côn trùng đã mở ra triển vọng mới trong công nghệ chuyển gen nhằm tạo cây trồng tự kháng sâu bệnh. Rất nhiều loài cây trồng đã nhận được gen kháng côn trùng và hình thành khả năng diệt côn trùng gây hại.
2.3.1.Các loại vectơ chính : 
Hiện nay có khá nhiều loại vectơ, như plasmit, cosmit, phagơ, nhiễm sắc thể nhân tạo của vi khuẩn và nấm men. Plasmit rất thông dụng. Các loại vectơ khác thường được sử dụng cho các mục đích đặc hiệu hơn. Việc nghiên cứu, ứng dụng gen quan tâm cũng như các gen kháng côn trùng thường bắt đầu bằng kỹ thuật thiết kế các vectơ plasmit này. Tiến bộ đáng kể đạt được khi hệ thống vectơ chuyển gen thực vật thế hệ mới ra đời giúp tăng năng suất, chất lượng cây trồng và cải thiện môi trường sinh thái.
2.3.1.1. Vectơ tạo dòng
Đây là các plasmit nằm ngoài nhiễm sắc thể có kích thước nhỏ và chứa gen chọn lọc được sử dụng để tạo dòng các đoạn ADN. Chúng được phát hiện đầu tiên ở vi khuẩn, sau đó không ngừng được cải tiến với nhiều đặc tính quý: (1) Plasmit thế hệ thứ nhất như ColE1, pSC101 nguồn gốc tự nhiên có rất ít các đặc tính cần thiết; (2) Plasmit thế hệ thứ hai như pBR322 được thiết kế nhân tạo trên cơ sở tập trung các tính trạng quý của plasmit tự nhiên và được sử dụng để biến nạp gen quan tâm vào E. coli nhằm tạo dòng và nhân lên với lượng lớn. Chúng thường chứa vùng sao chép trong E. coli, chỉ thị chọn lọc vi khuẩn và vùng MCS. Plasmit pBR322 và các thế hệ vectơ biểu hiện có nguồn gốc từ pBR322 khá bền, tồn tại trong tế bào chủ qua nhiều thế hệ nuôi cấy ngay trong điều kiện không có kháng sinh chọn lọc. Tuy nhiên, trong một vài trường hợp, plasmit có thể không bền vững khi protein tái tổ hợp có hoạt tính độc ảnh hưởng đến sinh trưởng của tế bào chủ [27]; (3) Plasmit thế hệ thứ ba: như pUC, pSP, pBluescript có kích thước nhỏ nên sao chép rất nhanh trong tế bào vi khuẩn.
2.3.1.2. Vectơ biểu hiện 
Đây là phương tiện để biểu hiện các gen quan tâm đã được tạo dòng. Một trong những hệ thống vectơ mạnh được sử dụng rộng rãi để tạo dòng và biểu hiện các protein tái tổ hợp trong tế bào E. coli là hệ thống vectơ pET [183]. Dưới sự điều khiển của các tín hiệu phiên mã và dịch mã có nguồn gốc từ phagơ T7, gen quan tâm được tạo dòng trong pET, sau đó được chuyển sang hệ thống tế bào biểu hiện mang T7 ARN polymeraza (T7 RNA polymerase) dưới sự điều khiển của lacUV5 và sự biểu hiện được cảm ứng bởi Isopropylthio-õ-D-galactosit (Isopropylthio-õ-D-galactoside - IPTG). Trong giai đoạn tạo dòng gen quan tâm, các tế bào chủ không chứa gen mã hoá T7 ARN polymeraza nên khả năng sản xuất các protein có hoạt tính độc đối với tế bào chủ không xảy ra. Nhờ vậy, plasmit được duy trì bền vững hơn. Đặc biệt, thế hệ pET mới bao gồm vectơ phiên mã và dịch mã do Công ty Novagen thiết kế với những đặc tính tăng cường cho quá trình tạo dòng, biểu hiện và tinh chế protein: (i) Vectơ phiên mã dùng để biểu hiện gen quan tâm của tế bào nhân sơ đã mang vị trí gắn ribosom và mã khởi đầu ATG; (ii) Vectơ dịch mã mang vị trí gắn ribosom hiệu quả của protein vỏ phagơ T7 để biểu hiện gen quan tâm của tế bào nhân thật. 
ở thực vật, vectơ biểu hiện được thiết kế phù hợp với phương pháp chuyển gen. Trên cơ sở Ti-plasmit nhân tạo và phương pháp chuyển gen nhờ A. tumefaciens, rất nhiều vectơ biểu hiện thực vật đã được thiết kế và đưa vào ứng dụng. Bevan đã tạo ra vectơ hai nguồn mang vùng T-ADN cải biến với đoạn biên phải, trái, gen nptII và vùng MCS từ M13mp19 giúp gắn gen quan tâm dễ dàng [39]. Velten & Schell đã thiết kế hàng loạt vectơ có thể hoạt động trong nhiều đối tượng cây trồng với đặc tính vừa mang gen chỉ thị chọn lọc, vừa mang đoạn khởi động điều khiển biểu hiện gen quan tâm [191]. An đã thiết kế vectơ biểu hiện pGA492 mang gen cat khuyết đoạn khởi động nhằm nghiên cứu chức năng của các yếu tố điều khiển trong tế bào thực vật [30]. Cho tới nay, rất nhiều Ti-plasmit thế hệ mới được thiết kế và sử dụng với các ưu điểm như dễ tạo dòng gen quan tâm, dễ chuyển từ tế bào E. coli sang A. tumefaciens và sang các mô cây bị tổn thương. 
2.3.2. Các thành phần chính của vectơ
Các vectơ sử dụng trong công nghệ gen thực vật thường là các plasmit đơn giản với một số đặc tính như: 
+  Có khả năng tự sao chép độc lập và tích cực trong tế bào chủ; 
+ Có kích thước nhỏ, dễ nhận gen quan tâm, dễ xâm nhập và dễ được sao chép; 
+ Mang chỉ thị chọn lọc giúp phát hiện dễ dàng tế bào chứa plasmit;
 + Tồn tại bền vững trong tế bào chủ; Các đặc tính này là cơ sở quyết định các thành phần chính của plasmit với: (1) Gen quan tâm được gắn thêm đoạn khởi động và đoạn kết thúc gen; (2) Gen chỉ thị chọn lọc; (3) Các thành phần khác như vùng khởi đầu sao chép và vùng MCS. 
2.3.4. Vectơ mang gen kháng côn trùng
Các vectơ này được thiết kế để biến nạp vào cây trồng các gen kháng côn trùng có giá trị phân lập từ động vật, thực vật, vi sinh vật hoặc tổng hợp nhân tạo. 
[bookmark: _Toc8458209][bookmark: _Toc8458304][bookmark: _Toc8458385][bookmark: _Toc8458416]2.3.4.1. Gen cry mã hoá protein độc tố của Bacillus thuringiensis
Trong nguồn gen kháng côn trùng, gen cry mã hoá protein tinh thể độc có hoạt tính diệt côn trùng (Insecticidal Crystal Proteins - ICPs) của Bt được sử dụng phổ biến nhất để chuyển và biểu hiện ở hàng loạt cây trồng quan trọng. 
[bookmark: OLE_LINK2]* Sơ lược về Bt: Bt là vi khuẩn hiếu khí, hình que, gram dương, có khả năng hình thành bào tử trong điều kiện môi trường bất lợi và sản sinh protein tinh thể độc ở dạng ngoại bào và nội bào. Trong đó, endotoxin là một họ protein tinh thể độc chính do hơn 140 gen cry mã hoá được sản sinh trong quá trình hình thành bào tử. Chúng gây độc hệ tiêu hoá của côn trùng mẫn cảm và thường được sử dụng để khống chế côn trùng Bộ Cánh vảy (Lepidoptera), Hai cánh (Diptera), Cánh cứng (Coleoptera) và tuyến trùng (Nematoda). 
Gen mã hoá protein tinh thể độc: Gen cry tự nhiên thường nằm trên plasmit cỡ lớn kích thước khoảng 3 kb, trong đó chỉ có đoạn khoảng 2 kb mã hoá protein tinh thể độc. Các plasmit này có mặt trong hầu hết các chủng Bt với số lượng dao động từ 2 đến 12 bản sao. Ngoài ra, các gen cry cũng có thể nằm trên nhiễm sắc thể ở một số chủng Bt như chủng kurstaki HD-1, entomocidus, aizawai 7.29... Một chủng vi khuẩn có thể mang đồng thời nhiều gen cry như chủng aizawai và kurstaki HD-1 tự nhiên chứa 5 gen cry nằm trên các vị trí tách biệt nhau; Chủng Bt var. israelensis có 4 gen cry mã hoá protein diệt đặc hiệu côn trùng Bộ Hai cánh và một gen mã hoá Cytolysin nằm trên cùng một plasmit. 
· Phân loại gen cry và protein tinh thể độc của Bt: Dựa trên khả năng diệt côn trùng đặc hiệu và những trình tự tương đồng, gen cry và protein tinh thể độc được chia thành 4 nhóm chính: 
+  Gen cryI mã hoá cho protein CryI 130-140 kDa độc đối với côn trùng Bộ Cánh vảy; +  Gen cryII mã hoá cho protein CryII kích thước 66 kDa độc đối với côn trùng Bộ Cánh vảy và Hai cánh;
 + Gen cryIII mã hoá protein CryIII 73 kDa độc đối với côn trùng Bộ Cánh cứng;
 + Gen cryIV được phân lập từ chủng israelensis mã hoá cho protein CryIV kích thước 135, 128, 74 và 72 kDa độc đối với côn trùng Bộ Hai cánh [107]. Dựa trên độ tương đồng của các trình tự aa, protein tinh thể độc được chia tiếp thành các nhóm phụ. Tuy nhiên, việc phân loại này chỉ là tương đối. CryI chỉ nhóm protein tinh thể độc có hoạt tính diệt côn trùng Bộ Cánh vảy, nhưng CryIAb lại được công bố có khả năng kháng lại ấu trùng muỗi. CryII có hoạt tính kép (diệt đồng thời côn trùng Bộ Cánh vảy và Hai cánh) trong khi CryIIB chỉ diệt côn trùng Bộ Cánh vảy. 
1.2.3.1 Thiết kế vectơ mang gen kháng côn trùng thế hệ mới
Vectơ thế hệ mới có thể tăng cường khả năng biểu hiện của gen quan tâm, nâng cao chất lượng protein ngoại lai trong cây trồng. Thông thường, các cải biến tập trung vào trình tự mang mã của gen quan tâm, đoạn khởi động, trình tự tăng cường, intron... 
a) Sử dụng đoạn khởi động/ gen đặc hiệu
Tìm kiếm và phân lập gen cũng như đoạn khởi động đặc hiệu các loại mô và tế bào (như đặc hiệu hạt phấn, bó mạch, vỏ, lá) cũng như đặc hiệu về thời gian biểu hiện... là một trong những hướng chính trong tạo giống cây trồng biến đổi di truyền. Đối với gen kháng côn trùng, nhằm tăng khả năng biểu hiện của gen cũng như giảm ảnh hưởng của protein độc tố đến côn trùng có ích, rất nhiều nghiên cứu tập trung tìm kiếm nguồn gen và đoạn khởi động đặc hiệu để thiết kế vectơ .Nhờ các đoạn khởi động này, độc tố được biểu hiện ở những loại mô nhất định, ở những giai đoạn phát triển nhất định của cây, dưới sự tác động của từng điều kiện môi trường hoặc chỉ biểu hiện ở nơi bị tổn thương khi côn trùng tấn công. Chẳng hạn, người ta thường sử dụng đoạn khởi động Ubi hoặc Actin để điều khiển biểu hiện gen trong cây một lá mầm, đoạn khởi động của gen mã hoá sucroza synthaza để điều khiển gen biểu hiện đặc hiệu bó mạch . Để diệt bọ cánh cứng Colorado (Leptinotarsa decemlineata) hại khoai tây, đoạn khởi động đặc hiệu lá đã được sử dụng thay đoạn khởi động đặc hiệu củ . Hiện nay, ngoài việc phân lập gen quan tâm và tìm kiếm đoạn khởi động đặc hiệu, các nghiên cứu điều khiển hoạt động gen thông qua các đoạn khởi động này cũng là mục tiêu nghiên cứu của nhiều phòng thí nghiệm trên thế giới. ở nước ta, những vấn đề này cũng đang bắt đầu được tiếp cận nghiên cứu nhằm chuẩn bị nguyên liệu cho quá trình thiết kế vectơ để chuyển vào cây trồng.
b) Cải biến vùng mang mã của gen kháng côn trùng nhằm tăng hiệu quả biểu hiện trong thực vật
Để tăng cường sự biểu hiện của gen kháng côn trùng, người ta đã sử dụng đoạn khởi động mạnh để điều khiển gen, cắt bớt gen và biến đổi mã di truyền của chúng cho phù hợp với mã thực vật. Điển hình của hướng nghiên cứu cải biến gen tự nhiên, Perlak  đã tiến hành thay thế các trình tự Adenin/ Timin của gen cryIA(b) và cryIA(c) bằng các trình tự Guanin/ Xytonin (Guanin/ Cytonin) mà vẫn giữ nguyên trình tự aa của protein. Các gen cải biến này, dưới sự điều khiển của đoạn khởi động mạnh, đã được chuyển vào giống bông Coker 312 với mức độ biểu hiện protein tăng 100 lần . Đối với cây một lá mầm, Koziel & đtg đã tổng hợp nhân tạo đoạn gen cryIA(b) mã hoá trình tự aa từ 1-648 của gen cryIA(b) nguyên vẹn chủng Bt kurstaki HD-1. Gen này được thiết kế lại dựa trên cơ sở một số mã di truyền của vi khuẩn được thay bằng mã di truyền của ngô với trình tự Guanin/ Xytonin tăng từ 37 lên 65%. Sau đó chúng được chuyển vào ngô và được các đoạn khởi động đặc hiệu khác nhau điều khiển biểu hiện sản sinh protein CryIA  ở những mô đặc hiệu là nguồn thức ăn của sâu hại. 
c)  Thiết kế cấu trúc gen kép
Hoạt tính kháng côn trùng nhiều khi đã tăng lên khi cây được chuyển đồng thời nhiều gen với các cơ chế kháng sâu khác nhau. Thử nghiệm các dòng bông không chứa, chứa 1 hoặc 2 gen cry cho thấy, cây bông có hoạt tính độc mạnh nhất đối với sâu hại khi được chuyển và biểu hiện đồng thời gen cryIA(c) và cryIIA(b) [182]. Kết quả tương tự nhận được khi biểu hiện operon với 3 gen mã hoá CryIIA trong lục lạp. 
3.4 . Quy trình chuyển gen cryI diệt ấu trùng bộ cánh vảy vào thực vật bằng vi khuẩn Agrobacterium tumefaciens
3.4.1  Thiết kế Ti-plasmit tái tổ hợp chứa gen cryIA(c) dưới sự điều khiển của đoạn khởi động Ubiquitin
Những lý do chính để sử dụng gen cry tổng hợp nhân tạo này: 
+  Gen cry có khả năng kháng côn trùng đặc hiệu với nồng độ độc tố thấp và không ảnh hưởng đến môi trường sinh thái; 
+ Thông thường các gen cry tự nhiên có hiệu quả biểu hiện trong thực vật không cao 
Sau khi thiết kế, các cấu trúc gen được chuyển vào tế bào vi khuẩn E. coli, mục đích để nhân Ti-plasmit tái tổ hợp với lượng lớn phục vụ thí nghiệm chuyển các lasmit này vào tế bào vi khuẩn A. tumefaciens.
3.4.2	Thiết kế Ti-plasmit tái tổ hợp chứa gen cryIA(c) khuyết đoạn khởi động
           Đoạn khởi động Ubiquitin trong cấu trúc Ubi-cryIA(c) là đoạn khởi động tách từ cây ngô, hoạt động rất mạnh trong cây một lá mầm. Trong các nghiên cứu chuyển gen trên đối tượng cây một lá mầm, Ubi-P được sử dụng nhiều hơn CaMV35S-P [55]. Tuy nhiên, chúng điều khiển biểu hiện gen ở rất nhiều mô lúa khác nhau 
Chủng E. coli HB101 chứa plasmit pC1300-Ubi-cryIA(c) mang nguồn gen cry được nuôi cấy lắc ở 370C trên môi trường chọn lọc LB có bổ sung 50 g/ ml Km để tiến hành tách chiết ADN plasmit. Bản đồ enzym hạn chế của pC1300-Ubi-cryIA(c) cho thấy Ubi-P, kích thước 2020 bp, có thể bị cắt ra khi ADN plasmit được xử lý bằng BamH I
3.4.3  Tạo các chủng A. tumefaciens mang các vectơ Ti-plasmit chứa gen kháng côn trùng để chuyển vào cây trồng
Ti-plasmit tái tổ hợp có thể được chuyển vào A. tumefaciens bằng phương pháp trực tiếp nhờ sốc nhiệt sử dụng CaCl2 hoặc xung điện hay bằng phương pháp gián tiếp như phương pháp phối ba bố mẹ . Hiệu quả chuyển gen vào tế bào A. tumefaciens khá thấp so với tế bào E. coli khi sử dụng cùng một phương pháp biến nạp. Chỉ khi phương pháp xung điện được đưa vào ứng dụng, hiệu quả chuyển Ti-plasmit vào tế bào A. tumefaciens đã tăng lên nhiều lần . 
3.4.3.1 Tạo chủng A. tumefaciens mang các Ti-plasmit tái tổ hợp pC1300-Ubi-cryIA(c)/ pC1300-C71S-cryIA(c) bằng phương pháp xung điện
Sử dụng phương pháp xung điện để chuyển Ti-plasmit mang các kết cấu gen thiết kế được vào tế bào A. tumefaciens. 
Để có tế bào khả biến A. tumefaciens, tiến hành nuôi cấy lại các chủng vi khuẩn trên môi trường thạch đặc YEP trước khi cấy chuyển liên tiếp hai lần sang môi trường lỏng có bổ sung 0,1 % glucoza. 
Sau khi xử lý bằng xung điện (ở điều kiện 25 F; 400 ; 2,42 kV; 8-10 ms), mẫu thí nghiệm và đối chứng đều được phục hồi ngay trong môi trường tăng cường. Trên các môi trường chọn lọc (YEP + Km cho chủng EHA105 và YEP + Km + Rifampicin (Rf) + Carbenicillin (Cb) cho chủng LBA4404) sau hai ngày nuôi cấy, chúng tôi đã thu được khá nhiều khuẩn lạc.
Các khuẩn lạc A. tumefaciens  tạo được nhờ xung điện có chứa Ti-plasmit tái tổ hợp được phát hiện bằng phương pháp chọn lọc trên môi trường đặc hiệu, tách chiết ADN plasmit, biến nạp trở lại tế bào E. coli và tiến hành các thí nghiệm phân tích phân tử tiếp theo. Sở dĩ cần phải thực hiện bước biến nạp trở lại ADN plasmit vào trong tế bào vi khuẩn E. coli vì số lượng bản sao của plasmit tái tổ hợp này trong tế bào Agrobacterium rất ít, không đủ để tiến hành các thí nghiệm kiểm tra sự có mặt của các kết cấu gen đưa vào. Chỉ trong một số trường hợp, lượng ADN plasmit trong tế bào A. tumefaciens đủ để cắt enzym hạn chế và điện di sử dụng các kỹ thuật sinh học phân tử thông thường của Sambrook & đtg.
Ngoài ra, tiến hành PCR cho phép khẳng định và xác định chính xác cấu trúc của plasmit tái tổ hợp được biến nạp vào A. tumefaciens. Giống như các PCR thông thường, hiệu quả phản ứng phụ thuộc vào rất nhiều yếu tố: trình tự mồi, nồng độ Mg+, nhiệt độ và thời gian của các chu kỳ phản ứng… Theo Walkerpeach & Velten, cặp mồi để nhân CaMV35S-P và NOST chứng minh sự có mặt của plasmit tái tổ hợp trong Agrobacterium và tế bào thực vật chuyển gen là cặp mồi được sử dụng nhiều và cho hiệu quả rất cao 
Như vậy, đã nhận được các dòng vi khuẩn A. tumefaciens chủng EHA105 và LBA4404 có chứa plasmit tái tổ hợp pC1300-Ubi-cryIA(c)/ pC1300-C71S-cryIA(c) dùng làm nguyên liệu để chuyển gen cry vào lúa.
3.4.3.2. Tạo chủng A. tumefaciens mang Ti-plasmit tái tổ hợp pC1300-Ubi-cryIA(c)/ pC1300-C71S-P-cryIA(c) bằng phương pháp phối ba bố mẹ
Phương pháp phối ba bố mẹ thường được sử dụng để chuyển các vectơ Ti-plasmit, đặc biệt là vectơ liên hợp, từ tế bào E. coli sang tế bào A. tumefaciens. 
Trong trường hợp chuyển pC1300-Ubi-cryIA(c), ba chủng vi khuẩn chúng tôi sử dụng trong tiếp hợp là:
+ Chủng E. coli HB101 mang plasmit pRK2013 đảm nhận chức năng trợ giúp;
+ Chủng E. coli HB101 mang vectơ pC1300-Ubi-cryIA(c);
+ Chủng A. tumefaciens nhận: LBA4404 (pGA3850) hoặc EHA105. Trong trường hợp này, chúng tôi không sử dụng chủng EHA101 để tiếp hợp do chúng mang chỉ thị chọn lọc (gen kháng Km) tương đồng với chỉ thị chọn lọc của pC1300-Ubi-cryIA(c). Tính kháng Km trùng nhau nên không thể chọn lọc được các dòng A. tumefaciens EHA101 tái tổ hợp.
Ba chủng vi khuẩn bố mẹ được nuôi cấy trên đĩa môi trường LB/ YEP có bổ sung kháng sinh chọn lọc ở nhiệt độ và thời gian thích hợp. Sau đó, nuôi cấy lắc một khuẩn lạc của mỗi chủng vi khuẩn trong 2 ml môi trường LB/ YEP lỏng có bổ sung kháng sinh ở nhiệt độ và thời gian thích hợp để chuẩn bị mẫu tiếp hợp. 
3.4.4. Quy trình bảo quản giống vi khuẩn E. coli và A. tumefaciens tái tổ hợp
Nuôi cấy và lưu giữ các chủng vi khuẩn là một trong những bước quan trọng của kỹ thuật thiết kế vectơ chuyển gen thực vật. Các chủng vi khuẩn tái tổ hợp cần được kiểm tra định kỳ nhằm đảm bảo plasmit được duy trì và giảm khả năng nhiễm các loài vi sinh vật khác. Các chất kháng sinh thích hợp cần được bổ sung vào môi trường nuôi cấy nhằm tạo áp lực chọn lọc để loại bỏ các tế bào không mang vectơ trong quá trình phân chia. Đối với các chủng A. tumefaciens tái tổ hợp, vì tốc độ sinh trưởng chậm và chịu sự chọn lọc của nhiều loại kháng sinh, nên để phục hồi nhanh chóng các tế bào đang lưu giữ ở -750C, thường tiến hành làm mới lại giống bằng cách cấy lắc trên môi trường lỏng trước khi chọn lọc các khuẩn lạc đơn. Trong một số ít trường hợp, nếu bước phục hồi này không hiệu quả thì A. tumefaciens cần được cấy tiếp sang môi trường lỏng và lắc trong khoảng 2 ngày ở 280C. 
3.4.5. Biểu hiện gen  cryIA(c)  
ở Việt Nam, các nghiên cứu chuyển gen thực vật, bao gồm gen Bt và một số gen khác mới được bắt đầu vài năm gần đây . Kỹ thuật PCR thường được sử dụng để đánh giá sơ bộ sự có mặt của GOI nói chung và gen cry nói riêng trong cây trồng. Tuy nhiên, kết quả cuối cùng cần phải khẳng định là các cây được chuyển gen có khả năng biểu hiện gen chuyển thành sản phẩm protein có tính kháng sâu nhờ kỹ thuật lai miễn dịch protein của cây chuyển gen và kháng thể đặc hiệu cho protein Cry của loại gen được chuyển vào cây. Vì vậy, việc thiết kế vectơ và biểu hiện gen cryIA(c) trong E. coli với mục đích tạo và tinh chế protein CryIA(c) tái tổ hợp để sản xuất kháng thể kháng CryIA(c) nhằm sử dụng để kiểm tra sự có mặt của protein cryIA(c) ở các cây
								
III. KẾT LUẬN
Hiện nay, rất nhiều loại thuốc trừ sâu hoá học đang được sử dụng để phòng trừ sâu bệnh với chi phí tốn kém, gây ô nhiễm môi trường và gây độc hại cho sức khoẻ con người,vật nuôi. Để cải thiện tình hình này, chúng ta cần ứng dụng những kỹ thuật tiên tiến trong bảo vệ cây trồng nhằm xây dựng một nền nông nghiệp sạch, bền vững. Việc tạo ra các giống cây trồng biến đổi di truyền (Genetically Modified Crops, GMOs) có khả năng kháng sâu bệnh và côn trùng nói riêng nhờ kỹ thuật kỹ thuật chuyển gen thực vật được quan tâm nghiên cứu và ứng dụng thực tiễn nhằm nâng cao năng suất cây trồng và đem lại lợi ích tối đa cho nền nông nghiệp. Hơn nữa, các tiến bộ đạt được cũng khắc phục được những hạn chế khi sử dụng các biện pháp trừ sâu hoá học cũng như các biện pháp sinh học truyền thống, nâng mức độ an toàn cho con người, vật nuôi và cải thiện môi trường sinh thái. Bằng các kỹ thuật di truyền mới này, triển vọng tạo ra các giống cây trồng mang những đặc tính mong muốn trong thời gian tương đối ngắn đó trở thành hiện thực. Đến nay hàng loạt gen mã hoá protein có hoạt tính diệt côn trùng gây hại như gen cry của vi khuẩn Bacillus thuringiensis được chuyển vào thực vật nhờ các phương pháp thích hợp với sản phẩm là những cây trồng có khả năng tự kháng sâu bệnh.
Trên thế giới, khá nhiều phương pháp chuyển gen thực vật đó được nghiên cứu và áp dụng thành công, như phương pháp vi tiêm, sử dụng súng bắn gen, xung điện. Trong đó, phương pháp có giá trị thực tiễn cao và được sử dụng rộng rãi nhất là phương pháp biến nạp gen thông qua vi khuẩn đất Agrobacterium tumefaciens. Với ưu điểm như ít tốn kém, dễ áp dụng trên các đối tượng cây trồng nên phương pháp này rất phù hợp với điều kiện của các nước đang phát triển như Việt Nam. Nhiều nơi trên thế giới, kỹ thuật chuyển và biểu hiện gen kháng côn trùng nói riêng và gen có lợi nói chung vào cây trồng thông qua phương pháp này đã và đang là công cụ hỗ trợ chính trong chọn giống thực vật. 
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