KHOA HOC CONG NGHE

KHA NANG LIEN KET DAC HIEU VOI1 TRINH TU DRE
CUA NHAN TO PHIEN MA OSDREB1A DIEU KHIEN
TiNH CHIU HAN O LUA

Pham Xuén Hei!, Nguyén Duy Phuong!

TOM TAT

Han, man 1a nhimg nhan t6 phi sinh hoc quan trong nhat 1am giam nang suit cay trong. Dac biét, trong béi
canh thay déi khi hau toan cau han, man dang 1a thach thac cho san suat néng nghiép va la nguyén nhan
chinh dan dén tinh trang mat an ninh luong thuc. Cac nhan té phién ma dap img han DREB/CBF bao gém
DREB1s va DREB2s tuong tac dac hiéu voi nhan to hoat hda cis dap ing han (DRE dehydration
responsive element/CRT - C repeat responsive element) va diéu hoa biéu hi¢n cua rat nhiéu gien chuc
nang cam img voi diéu kién han, min va lanh o Arabidopsis. Trong nghién ciru nay, vung ma hoa gien
OsDREBI1A duoc gan vao vector biéu hién pGEX-4T dé tao ra plasmit tai t6 hop pGEX-4T- OsDREBI1A.
Protein dung hop GST-OsDREB1A dugc biéu hién trong E~coli, chung DE3 (Rossetta) boi chat cam img
IPTG ¢ ndéng d6 1 mM va mure do biéu hién cao nhat duge quan sat sau hai gio cam umg. Protein dung hop
duoc tinh sach bai cot sac ky ai luc theo hé théng dung hop gien GST. St dung ki thuat bang dich chuyén,
da da chimg minh duoc protein OsDREBI1A tai té hop lién két dic hiéu véi nhan té cis dap tmg han DRE
nam trong vung khoi dong gien cua gien chuc nang sinh ra trong diéu kién bat loi mai truong, JRC2606
(Glutamate dehydrogienase-like proteins).

Tir khoa: Lién két dic hiéu, nhin t6 cis dap umg han DRE/CRT, nhan t6 phién ma, OsDREBIA, protein tii

{6 hop.
I. DAT VAN DE

Dac diém dic trung cta cac protein diéu khién
(nhan t6 phién ma) la c6 hai vung hoat dong
(domain): (1) vung hoat hoa cac protein chic ning
(activation domain) va (2) vung lién két (binding
domain) véi cac trat tu ADN dac hiéu (cis-acting
element) trén ving khoi dong gien (promoter). Vung
lien két voi trat tu ADN dac hiéu cta cac nhan té
phién ma twong tac voi yéu té cis trong vung khoi
dong gien cta hang loat cac gien chac nang lién
quan dén stress, tir d6 hoat hoa biéu hién cua cac
gien nay, gitup thuc vat tang cuong st choéng chiu
v6i diéu kién bat loi moi truong (Shinozaki,
Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Nakashima et al/,
2009). Chi rieng trong hé gien cta Arabidopsis da
khoang 1500 gien ma hoa nhan t6 phién ma dugc
phat hién 1a c6 lien quan dén su biéu hién cua cac
gien chic niang dap img han (Riechmann, Ratcliffe,
2000).

Cac nghién ciru & muc d6 phan tr da ching
minh vai tro trung gian cta yéu té cis trong co ché
hoat hoa gien chirc nang dudi diéu kién méi truong
stress. Yéu t6 dap tmg han DRE c6 trinh tu 16i bao
thit gdm 9 nucleotit (5~TACCGACAT-3") duoc phat
hién lan dau tién trong vung promoter cua gien

'Vién Di truyén Néng nghiép

rd29A (Yamaguchi-Shinozaki, Shinozaki, 1994). Bang
ki thuat Band shift assay, Yamaguchi-Shinozaki va
Shinozaki (1994) da phat hién cac protein cé trong
dich chiét nhan té bao cay Arabidopsis xit li trong
diéu kién man lién két dac hiéu véi trinh tu DRE va
dat tén protein nay la "nhan té lien két DRE 1"
(DREB-1). Cac protein dang nay sau d6 duoc xép
chung vao mét nhém, goi 1a nhan t6 phién ma DREB.
Sau d¢, rat nhiéu nghién ctru ti€p theo da chimg
minh trinh tu DRE ¢6 lién quan dén phéan tmg dap
img stress cua thuc vat, theo ca hai con duong phu
thuoéc va khong phu thuéc ABA (Liu ef al, 1998;
Dubouzet et al, 2003). Yéu t& cis nay co vai tro rat
quan trong d6i voi su biéu hién cia gien rd294 trong
diéu kién stress nhu han, man va lanh (Saleh ef al,
2005).

Cac nghién ctru sau nay da phat hién thém yéu
t6 dap ung lap lai C — CRT (C-repeat responsive
element) véi trinh tu 16i 5-CCGAC-3, ndm trong
vung diéu khién gien cla cac gien cam tmg diéu kién
han & Arabidopsis (Saleh et al., 2005). Trinh tu nay
tuong tu yéu té6 DRE, tham gia qua trinh khéi dong
hang loat gien chic ning lién quan dén diéu kién
lanh. Trinh tu CRT va yéu t6 dap tmg nhiét do thap
LTRE (low-temperature responsive element) da duoc
phat hién ndm trén ving diéu khién gien ctia mot s6
gien cam tng vdi diéu kién lanh ctia Arabidopsis nhu
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kinl, kin2va rabl8 ngoai ra con phat hi¢n tham gia
vao qua trinh diéu hoa hoat dong cta gien BNI15va
WCS120 cha Brassica napus va lua mi (Baker, 1994;
Ouellet ef a/, 1998). Cac yéu té ¢7s nay tham gia vao
con duong diéu hoa hoat dong gien khong phu thudce
ABA trong diéu kién lanh va han & Arabidopsis. Tuy
nhién, mot so nghién ciru cang da chimg minh yéu (0
DRE/CRT c¢o tham gia vio con duomg dic¢u hoa hoat
dong gien phu thuoe ABA (Haake ef al, 2002). Vi
dy, yéu t6 DRE2 nam trong promoter rabl7 ¢o licn
quan dén cac dap ung vai stress phu thuoc ABA cia
ngo co trinh tu 161 dac trung 5- ACCGAC-3', duoc
phat hién t¢ bao phai va la (Busk et al, 1997). Yéu 1o
crs DRE1 (5-ACCGAG-3’) cung duoc xac dinh co mat
trong promoter rabl7 vda tham gia vao con dumg
diéu hoa hoat dong gien dap tmg stress phu thuoce
ABA & té bao phoi, nhung khong c¢o & (¢ bao sinh
dudng (Busk et a/, 1997, Busk, Pages, 1998).

Trong mét nghién ciru truoe day, chung toi da
phan lap duoc gien OsDREBIA tir thu viéen AcDN
cua giong lia Moc Tuyén bang ki thuat PCR st dung
thu vién AcDN chiu han va cap méi dac hieu.
OsDREB1A la mét nhan té phién ma tham gia diéu
hoa hoat dong cua cac gien chic nang biéu hién
trong diéu kién han, man va lanh ¢ lua va da duoc
chimg minh c6 vai tro lam ting cuong kha ning
khang han trong cay lua chuyén gien. Trong nghién
clu nay, da tiép tuc tién hanh nghién ciu kha ning
lien két dac hiéu cla protein tai t6 hop OsDREBI1A
véi trat tu DRE (CGGCCGAC) nam trong vung khaoi
dong gien cua gien chirc nang sinh ra trong diéu kién
bat loi moéi truomg, JRC2606 (Glutamate
dehydrogienase-like proteins).

B. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
1. Nguyén lieu

Nguon gien OsDREBIA dugc cung cdp béoi
nhém nghién ctu thugc Phong Bénh hoc Phan tir
Thyc vat  Vién Di truyén Nong nghiép. Cac thi
nghiém nhan dong, biéu hién va tinh sach protein tai
t6 hop OsDREB1A duorc tién hanh tai B6 mon Benh
hoc Phan tr Thuc vat; cac thi nghiém danh diu
phong xa va bang dich chuyén dugc tién hanh tai
Phong Thi nghiém Sinh hoc Phan tir Thuc vat -
Trung tim Ky thuat Gien va Cong nghé Sinh hoc
Qudc té. Cac cap oligo mang trat tu DRE va cac hoa
chat s dung trong biéu hién, tinh sach protein tai t3
hop va xac dinh diém bam dic hiéu caa nhan t§

phien ma OsDREBIA i t6 hop duoc dat mua c;
cac hang: Sigma, Pharmcia, Promega, Clontech...

2. Phuong phap
a. Thict ke'vd ddnh dau phong xa P cho trinh g,
ADN dich

‘I'rinh tu ADN dich 1a hai cap oligo ¢6 chiéu djj
50 nucleotit chira va khong chia trat tu DRE trep
vung khai dong gien JRC2606 dugc danh dau bé
chat dong vj phéng xa phot pho 32 st dung Klenow
fragment ADN polymeraza d¢ phuc vu cho thi
nghicm xac dinh kha nang lien két dac hiéu cia
protein tai té hop. Phan tng danh dau phong xa duoc
thuc hi¢n theo bo kit va quy trinh cua Hang
Promega.

b. Bicu hicn va tinh sach protein tdi to hop
OsDREBIA

Phan trinh tv ADN ma hoa gien OsDREBIA
duoc gan vao vector biéu hién pGEX-4T théng qua vi
tri enzym gioi han BamH 1 bai enzym T4 ligaza. San
pham phén {mg gin duoc bién nap vao té bao E. coli
ching DE3 (Rossetta) kha bién va cay trai trén moi
truong chon loc ¢6 bé sung chat khang sinh
ampicilin (100 pg/ ml). Ky thuat colony PCR stir dung
cap moi T3/T7 va giai trinh tu duoc tién hanh dé xac
dinh su gin xuéi chiéu cua trinh tu ma hoa gien
trong vector biéu hién. Mot khuan lac duong tinh
duoc nuéi cdy lic qua dém trong moi truomg LB ¢6
bo sung 100 pg/ ml ampicilin va nghién ciu biéu
hién protein tai to hop duoc tién hanh bang chat cim
tmg IPTG voi cac nong do 0,5 mM va 1 mM: biéu
hién trong 1, 2 gio; & 37°C. Protein tai t6 hop GST-
OsDREB1A dugc tinh sach bing sic ky ai Iuc
Glutathione Sepharose 4B theo quy trinh cta Héing
Pharmacia (GST Giene Fusion System).

¢. Kithuat phan tich bang dich chuyén (BAND
shift assay)

Ki thuat phan tich bang dich chuyén duoc tién
hanh theo s6 tay phong thi nghiém (Sambrookn,
Russell, 2001). Vé nguyén tic, téc do di chuyén cta
ADN soi d6i trong dién truong phu thuoc vao kich
thuée, cau tric phan tir va hiéu dién thé. Trong thi
nghiém xac dinh kha nang lien két dic hiéu cla
protein tai t6 hop véi trinh tu ADN dich, mau protein
duoc 4 voi ADN truéc khi duoc dién di trén gel
polyacrylamit. Néu ADN lién két véi protein, toc do
di chuyén trén gel sé cham hon so véi toc d6 di
chuyén binh thuong. Dua vao suy thay déi vi tri cla
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bang ADN trén gel dé xac dinh kha nang lién két voi
ADN cua protein tai t3 hop.

Dung dich protein tai t6 hop tinh sach duoc G
trong dém BS (promega) & nhiét d6 phong trong
10 phut, sau d6 bé sung 1 ul ADN da danh diu
phong xa 2P va tiép tuc 0 20 phut. 1 ul loading dye
duoc bd sung vao hén hop truoc khi dién di trén
gel polyacrylamit khong bién tinh 10% trong dém
TBE. Ban gel sau khi dién di du¢c phoi nhiém trén
film X-quang trong 1 h, sau d6 phan tich két qua
bang hé théng may chup anh phéng xa.

M. KET QUA VA THAO LUAN

1. Thiét ké va danh ddu phéng xa trinh tu ADN
dich ciia nh6m nhén t3 phién ma DREB

Tién hanh sinh téng hop hai cip oligo ¢6 trinh tu
bé sung tuong \mg véi hai doan ADN cé chiéu dai 50
nucleotit trén vung khdi dong gien cta gien chirc

nang sinh ra trong diéu kién bat loi méi truong
JRC2606 & lda lam trinh tu dich cho thi nghiém bang
dich chuyén. Cap thir nhat chira trinh tu ADN dic
hiéu ctia nhom gien DREB (CGGCCGAC), cap thu
hai ¢6 trinh tu nhu cap thir nhat nhung trinh tu ADN
dac hiéu ctia nhém gien DREB da dugc thay déi. Cap
oligo thir nhat dugc pha loang va tron déu dam bao
méi oligo c6 nong d6 10 pmol trong 50 pl. TE buffer.
Dung dich chira 2 oligo ¢é trinh tu tuong dong duoc
dun s6i 5 phut sau dé cho giam nhiét do tir tir dén
nhiét d6 phong dé hai oligo gan két lai voi nhau theo
nguyén tic b sung tao nén doan ADN c6é chiéu dai
50 nucleotit chia trat tu ADN dic hiéu ctia nhém
gien DREB. Cap oligo thir hai ciing duoc tién hanh
nhu cip thir nhat dé tao nén doan ADN c6 chiéu dai
50 nucleotit nhung khong chira trat tv ADN dic hiéu
cua nhom gien DREB, st dung nhu déi chimg am

(hinh 1).

S-AGCCAAACGCAGCCGGCCGACCTCCTCCCGTGCCTTCCTCCTCGATCCCC-3’
3 -TCGGTTTGCGTCEGCCCGCCTGCGAGGAGGGCACGGAAGGAGGAGCTAGGGG-3!

(A)

S-AGCCAAACGCAGCTAATTATCCTCCTCCCGTGCCTTCCTCCTCGATCCCC-3”
J-TCGGTTTGCGTCGATTAATAGGAGGAGGGCACGGAAGGAGGAGCTAGGGG-3’

®)

Hinh 1. Trinh tir cdp oligo dich

A: Trinh tuw ADN dich chira trinh tir Ioi DRE: CCGGCCGA
B: Trinh tu ADN dich khéng chiua trinh tur loi DRE: CTAATTAT

Panh dau hai doan ADN soi khuén béi chat
dong vi phong xa phét pho 32 st dung Klenow
fragment ADN polymeraza va duoc tién hanh nhu
sau: sir dung 100 ng méi doan ADN s¢i khuon trong
5 ul TE buffer, i & nhiét do 65 °C trong 5 phut roi
gidm nhiét d¢ tir tir dén nhiét d6 phong. B6 sung 1yl
0,5mM dATP, 1l 0,5 mM dCTP, 1yl 0,5 mM dTTP,
7 ul Hy0, 2 pl 10x klenow buffer, 2 pl 10x klenow
buffer, 1 ul klenow ADN polymeraza va 2 ul {o-
2P}dGTP. U hén hop phan tmg & 37°C trong 30 phut
sau d6 tién hanh loai bé a-2P du thira bing cot loc
gel. Doan ADN duoc danh dau béi o3P dugc st
dung nhu s¢i khudén trong phan tng bang dich
chuyén.

2. Biéu hién va tinh sach protein tai td hop
OsDREB1A

Vector tai t6 hop pUCI%0OsDREBIA mang trinh
tur ma héa gien OsDREBIA gid¢i han hai dau bai vi tri
enzym giéi han BamH 1 cung véi vector biéu hién

pGEX-4T duoc xtr li v6i enzym gidi han BamH [ dé
tao 2 doan ADN mach théng chtta 2 d4u dinh c6 vi tri
nhan biét cha BamH 1. Doan ADN mach théng
vector biéu hién pGEX4T duoc xu li voi CIAP theo
quy trinh ctia hang Promega dé khit goc phot phat &
dau 5 cua soi ADN nhidm loai b kha nang tv dong
vong. Cac san phdm cét giéi han sau do duoc tinh
sach bang cot Gienelute™ Minus Etbr cha Hang
Sigma dé loai bo cac bang ADN khong dic hiéu va
c4c thanh phan phu cta phan ung cét giéi han con
lin trong san phdm (hinh 2A). Phan img ghép noi
gien OsDREBIAvao vector biéu hién duoc thuc hién
nho enzym T4 Ligaze & 16°C, qua dém. San phim
phan tmg dugc bién nap vao té bao E. coli chiing
DE3 (Rossetta) kha bién va cdy trai trén moi truong
chon loc cé bé sung chat khang sinh ampicilin (100
pg/ ml).

bé kiém tra sy c6 mit cha gien OsDREBIA
trong thé bién nap, mot s6 khuin lac duoc chon ngiu
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nhién va kiém tra bang PCR str dung cap mébi vector
T3/T7. Theo ly thuyét, néu doan gien OsDREBIA
gin vao vi tri BamH I trén vector biéu hién pGEX4T
thi san pham PCR thu dugc sé 1a mot doan ADN ¢6
kich thuoc 1020 bp, bao gém ca doan gien
OsDREBIA (720 bp). Két qua dién di san phdm PCR
trén gel agaroza 1% cho thay san phdm PCR tir cac
khuan lac 1 va 2 cho mét biang ADN duy nhat c6 kich
thude khoang 1020 bp, ding vaéi kich thude tinh toan
li thuyét, ching té phan ma hoéa gien OsDREBIA da
duoc gin vao vector pGEX-4T tao plasmit tai t3 hop
PGEXAT-OsDREBIA (hinh 2B).

Hinh 2. Anh dién di sin phdm c4t giéi han va san phdm
PCR khu4n lac mang gien OsDREB1A
A Giéng M: Thang ADN chudn 1 kb; giéng 1
pUCI9-OsDREBIA cdt BamH I giéng 2: : pUCIS-
OsDREBIA nguyén badn; giéng M: Thang ADN
chudn 1kb; giéng 1 - 3: san phdm PCR tir khudn lac
s6'1-3.

————

Pa lua chon khudn lac duong tinh s6 2, tiéy
hanh tach chiét plasmit va gidi trinh tu theo phuong
phap ctia Sanger va cong su bing may doc trinh tur tu
dong ABI 3100 dé khing dinh su c6 mat va gdn xuéi
chiéu cta gien OsDREBIA trong vector tai td hep,
Két qua giai trinh tu cho thiy gien OsDREBIA di
dugc gén xubdi chiéu vao vector biéu hién tai t3 hep
pGEX-4T OsDREBIA (hinh 3).

Té hao mang vector tai 6 hop dugc nuéi cdy qua
dém trong moi truong LB c6 bd sung chdt khang
sinh va bi¢u hién protein tai t6 hop bang chit cam
tmg IPTG vo&i cac nong do 0,5 mM va 1 mM, biéy
hién trong 1, 2 gio, & 37°C. Té bao duogc siéu am dé
ph4 mang va djch chiét dugc thu lai dé kiém tra mic
d6 biéu hién cua protein tai to6 hop OsDREB1A-GST
trong dich chiét t€ bao bang dién di tren gel
polyacrylamit bién tinh  (SDS-PAGE). Gien
OsDREBIA (ma héa 240 axit amin, tuong duong
voi 27 kDa) sau khi duge dua vao vector biéu hién
pGEX-4T sé ndm néi ti€p vai trinh tu ma hoa cho
protein GST (25 kDa), vi vay khi biéu hién trong té
bao vi khuan sé biéu hién thanh mot protein dung
hop c6 khai luong khoang 52 kDa.
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Hinh 3. Két qua gidi trinh tir gien OsDREBBlA trong vector bléu hién pGEX-4T

Két qua kiém tra su biéu hién cta protein ti té
hop OsDREB1A-GST trong dich chiét t& bao bing
dién di trén gel polyacrylam1t bién tinh (hinh 4A) cho
thdy dich nuéi cdy c6 bd sung 1 mM IPTG va trong
2 gi¢ ¢6 muc do biéu hiéu protein tai t§ hop ro nhét

(hinh 4A, giéng 2). Khi st dung dich chiét té bao
nay, d4 tién hanh tinh sach protein tai t3 hop bing
sic ky 4i luc Glutathione Sepharose 4B. Dung dich
thu dugc sau tinh sach duoc xit Ii qua budc thim tach
dé loai bo cac thanh phdn mudi l4n con du va dién di
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kiém tra trén gel polyacrylamit bién tinh. Két qua thu
duoc cho thiy da thu dugc mét bang protein duy
nhat c6 kich thuoéc khoang 52 kDa dung véi kich
thuoc tinh toan li thuyét (hinh 4B).
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Hinh 4. Anh dién di trén gel SDS-PAGE protein tai t8
hop OsDREB1A-GST

A Giéng M: Thang protein chuin; giéng 14:
dich chiét té bdo; gieng 1, 2: cam umg vor [IPTG 1 mM
trong 1 gio, 2 gio; giéng 3, 4. cam ung IPTG 0,5 mM
trong 1 gio, 2 gio.

B. Giéng M: Thang protein chudn; giéng 1: dich
chiét té bao, giéng 2: OsDREBIA tii t6 hop tinh sach
qua cdt Glutathione Sepharose 4B.

3. banh gia kha ning lien két dic hiéu cta
protein OsDREBIA tai t5 hop véi trinh tu dich

Theo két qua nghién ciu da cong bs vé nhom
nhan t6 phién ma DREB & Arabidopsis, nhém nhan
td phién ma nay lién két dac hiéu véi mot trinh tu
ADN dic hiéu DRE nam trén promoter cia gien
chirc nang, cé trinh ty 16i la CGGCCGAC. Trong
nghién ciu nay, da sir dung ki thuat bang dich
chuyén dé chimg minh kha nang bam dac hiéu cua
nhan t6 phién ma OsDREBI1A & lua véi trinh tu dich.
Dung dich ADN dich da danh dau phéng xa phét pho
32 duoc 0 véi dung dich protein tai t§ hop trong dém
BS trong 20 phut dé thuc hién phan (mg lién két. San
phim phén tmg sau d6 duoc dién di kiém tra trén gel
polyacrylamit khong bién tinh 12%. Theo tinh toén li
thuyét, néu protein tai t6 hop lién két voi trinh tu
ADN dich, khi duoc dien di trén gel polyacrylamit,
lam bang ADN sé dich chuyén cham hon so véi
bang ADN khong cé protein bam vao.

Két qua dién di thu duoc cho thdy khi c6 mat
protein OsDREBIA tai t5 hop trong hén hop, ADN
dich di chuyén cham hon (hinh 5, giéng 3 7) trén
gel polyacrylamit 12% so véi doi chimg 4m 1a hén hop
khong bé sung protein OsDREB1A (hinh 5, giéng 1).
Két qué nay chimg t6 OsDREBI1A da lien két voi

trinh tu ADN dich va lam cham téc do di chuyén cua
ADN trong dién truong. Trong khi dé, véi hén hop
da duoc U trude voi protein tai t6 hop OsDREBIA,
nhung sir dung trinh tu ADN dich d4 thay thé trat tu
loi CGGCCGAC béng TAATTATC (hinh 5, giéng 2),
bang ADN van di chuyén nhanh nhu trong phan tng
doi ching am (hinh 5, giéng 1), chimg t6 nhan t6
phién ma OsDREBIA tai t6 hgp khong lien két voi
trinh tu ADN thay thé. Cac két qua ndy ching to
protein OsDREBI1A tai t6 hop c6 kha nang lien két
dac hiéu véi trinh tu ADN ¢6 trat tu 161 CGGCCGAC.
1 2 3

Ps 4 5 G 7

Hinh 5. Dién di trén gel polyacrylamit 12% danh gia
kha ning bam cua protein OsDREB1A lén viing
ADN dic hiéu ctia nhém gien DREB
Giéngl: Dor ching am khong cé protein OsDREBIA
(doi chung am); giéng 2: Hén hop OsDREBIA v soi
khuon ADN khong chua ving ADN dic hiéu; giéng 3
- 7 Hén hop OsDREBIA va sof khuén ADN chirma
vung ADN ddc hiéu vor cdc nong do tuong umg Ia 50

ng, 100 ng, 200 ng, 300 ng va 500 ng.
V. KET LUAN

Phan ma hoa gien OsDREB1A da dugc gin
vao vector biéu hién gien pGEX-4T theo ding khung
doc mé& tao plasmit tai t6 hop pGEX-4T-OsDREBIA
va biéu hién thanh coéng trong vi khuan £, coli chiing
DE3 (Rossetta). Két qua biéu hién protein tai t6 hop
OsDREBI1A-GST trong dich chiét té bao DE3 cho
thay dich nuéi cay dugc cAm tmg béi 1 mM IPTG va
nudi trong 2 gid c6 mirc d6 biéu hiéu protein tai té
hop cao nhat. Két qua tinh sach protein tai t6 hop
OsDREB1A-GST tir dich chiét té bao bang cot sac ky
ai luc Glutathione Sepharose 4B cho thdy mot bang
protein duy nhat c6 kich thuéc khoang 52 kDa - ding
voi kich thuoc tinh toan li thuyét da duoc tinh sach. -

Protein OsDREBI1A tai t6 hop c6 kha nang
lien két dic hiéu véi yéu to6 dap tng han DRE co6 trat
tur 16i CGGCCGAC ndm trong viung khéi dong gien
cta gien chirc nang sinh ra trong diéu kién bat loi
moi truomg, JRC2606 (Glutamate dehydrogenase-like
proteins).

Loi cAm on: Cong trinh hodn thanh vor sur giip

dé tdi chinh cua Vién han lam Khoa hoc Thé gior thir
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SPECIFIC BINDING ACTIVITY TO DRE SEQUENCE OF TRANSCRIPTION FACTOR
OSDREB1A INVOLVED IN DROUGHT TOLERANCE IN RICE

Pham Xuan Hoi, Nguyen Duy Phuong

Summary
Drought and salinity are among the most important abiotic stress factors limiting food production. In the
context of climate change, drought & high-salt are challenges in agricultural production and the main
reason for food insecurity. DREB/CBF (dehydration-responsive element-binding protein/C-repeat-binding
factors (CBFs) transcription factors including DREB1s and DREB2s specifically interact with the DRE/CRT
¢/fs acting element and control the expression of many stress-inducible genes in Arabidopsis. In this study,
coding sequence of OsDREBI1A was cloned in expression vector pGEX4T to get a recombinant plasmid
PGEXAT- OsDREB1A. Fusion protein GST-OsDREB1A was over-expressed in E colf, strain DE3 (Rossetta)
by IPTG (1 mM) induction and maximum level of expression was observed after two hours of induction.
Purified protein, GST- OsDREB1A was donned using Glutathione Sepharose 4B arccording to GST Gene
Fusion System. Using band shift assay, we determine that purified recombinant protein OsDREB1A bound
specifically to DRE sequence localised on promoter of stress inducible gene, JRC2606 (Glutamate

dehydrogenase-like proteins).

Keywords: Specific binding activity, DRE/CRT, transcription factor, OsDREBIA, recombinant protein.
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