Chwong 20.
DI TRUYEN HOC
VI SINH VAT

Bién soan: Pham Thanh H6, Nguyén Lan Diing

20.1. MO PAU

Maii dén nhitng ndm 40 caa thé ky trude, cdc ddi twong vi sinh vat moi
bit dau duoc sir dung vao nghién ctu di truyén hoc. Tuy ra doi cham, nhung
céc phat minh quan trong c6 tinh cach mang trong sinh hoc nhu chirng minh
tree tiép ADN la vét chdt di truyén, sao chép ADN, sinh tong hop protein, kj
thudt di truyén,... &&u thyc hién trén cic dbi twong vi sinh vat. Do vay, c6 thé
n6i di truyén hoc vi sinh vt di déng vai trd “cdch mang héa”, tao ra nhiing
budc tién nhay vot cho di truyén hoc néi riéng, hinh thanh Sinh hoc phan tir
va sy phit trién Sinh hoc hién dai néi chung ca vé phuong dién Ii thuyét ciing
nhu ing dung thyc tién.

Di truyén hoc ctia vi sinh vét di gép phan cha yéu cho su phit trién di
truyén hoc phan tir, ma dinh cao chéi loi 1a su ra doi ky thudt tdi to hop
ADN hay ky thudt di truyén (KTDT), lam bung né Cdch mang Cong nghé
sinh hoc.

20.1.1. Tinh cach mang ciia Di truyén hoc vi sinh vat

Nhan loai dang séng ¢ cudi thap nién dau tién cta thé ki 21 — thé ki
Cong nghé sinh hoc. Di truyén hoc di siu vao cdc van dé co ban cia su ton
tai va luu truyén su séng nén né gitt mdt vi tri dac bi¢t quan trong, c6 nguodi
vi "Di truyén hoc la trdi tim ciia Sinh hoc”, vi khong it thi nhiéu, né lién quan
va chi phdi bat ki linh vuc nao cta sinh hoc, tir cdc co ché phan tir cua su
séng cho dén sur tién héa cla toan bo thé gi6i sinh vat trén hanh tinh cua
chiing ta.

Nhirng phat minh 16n véi sé lwong ting vot cua di truyén hoc da c6 tic

dung cdch mang hoa sinh hoc, bién sinh hoc tir md ta thanh thuc nghiém



chinh xdc. Hoi nghi Di truyén hoc thé gi6i ¢ Toronto (Canada) nam 1988 da
néu phuong cham "Di truyén hoc héa" Sinh hoc.

Sudt thé ki XX, cdc nghién ctru tap trung giai quyét van dé gen dan dén
Thoi dai gen, Cdch mang di truyén, ma dinh cao 1a viéc hoan tit Bé gen
nguoi vao nam 2003 va mo ra Thoi dai sau Bo gen (Post-Genomeics Era).

Céc dbi tugng vi sinh vat da gép phan chii yéu vao cdc phdt minh nén
tang khong nhirng cua di truyén hoc phén tir, ma cua sinh hoc phén tir va sinh
hoc hién dai n6i chung. Piém qua lich stur cac phat minh cta sinh hoc phan tu
s théy r0 vai tro cdch mang héa cua céc dbi tuong nay.
20.1.1.1. Gid thiét mét gen — mot enzym

Vao nam 1941, G. Beadle va E. Tatum tién hanh thi nghiém trén vi
nam Neurospora crassa. Cong trinh chtimg minh méi lién hé giira gen va tinh
trang thong qua viéc kiém sodt cdc enzym — protein va qua d6 kiém sodt cdc
phan vmg sinh héa trong té bao. Gia thuyét ny mod ra mot trang méi vé mdi
quan hé chirc ning gitta gen va enzym trong con duong trao ddi chat ciia co
thé. Phat minh nay c6 y nghia quan trong: d6 1a budc chuyén tiép tir di truyén
hoc ¢b dién sang di truyén phén tir. Chinh vi vay, hai 6ng da duoc nhan giai
thuong Nobel vao nam 1958.
20.1.1.2. Cdc chitng minh truc tiép rang ADN la vit chit di truyén

Ngay sau khi cdc dinh ludt cia Mendel dugc phat hi¢n lai vao nam
1900, di truyén hoc da phat trién rat nhanh véi thuyét di truyén NST va nhiéu
thanh twu khéc nhu gy dot bién nhan tao... Tuy nhién cho dén 1940, van
chua c6 mot bude tién trién nao trong hiéu biét ban chdt hod hoc ciia vt liéu
di truyén va chua hiéu duoc bang céch nao gen trén nhiém sdc thé biéu hién
ra tinh trang. Trong mot thoi gian dai, mac du c6 nhiéu sé liéu gidn tiép cho
thdy ADN la vdt chdt di truyén, nhung protein van dugc coi 1a thanh phan
chu yéu cua vat liéu di truyén vi n6 ¢6 cdu tric phan tir khd phirc tap. Do vay,
cdc chitng minh triee tiép trén cac Vi sinh vat ¢6 y nghia quyét dinh trong xdc
nhan vai tro cua ADN.

a. Bién nap: truyén thong tin di truyén nho ADN.

Nam 1928, Griffith phét hién hién tuong bién nap (transformation) ¢ vi

khuan Diplococus pneumoniae (nay goi 13 Streptococus pneumoniae. Nam



1944, T.Avery, Mc Leod va Mc Carty di xdc dinh 18 tdc nhdn gdy bién nap
12 ADN. Hién tuong bién nap 12 bang ching tryc tiép dau tién xdc nhan ring
ADN mang théng tin di truyén.

b. Su xam nhdp cua ADN virut vao vi khudn.

Nam 1952, A.Hershey va M.Chaz da tién hanh thi nghiém va&i
bacteriophage T» (virut ciia vi khuan hay goi tit 12 phage) xAm nhap vi khuan
E. coli, chimg minh truc tiép raing ADN cta phage T, dd xam nhap vao té bao
vi khuén va sinh san tao ra thé hé phage méi mang tinh di truyén c6 kha ning
tiép tuc 14y nhidm cdc vi khuan khéc. Két luan: Vdr chdt di truyén ciia phage
T, la ADN.

Nim 1952 dd dién ra nhiéu cudc tranh luan sdi néi vé vai trd ctia ADN:
la vdt chat di truyén. Sau d6, nim 1953 md hinh Waston va Crick da dat dau
cham két cho giai doan nghi ngd rang ADN c6 1a vat liéu di truyén hay
khong.

Cic ching minh tryc tiép néu trén 1 nhitng tién dé quan trong cho
phat minh ra mé hinh cdu triic chudi xodn kép ADN ciia Waston va Crick. N6
da tao nén budc phat trién méi cho sinh hoc dan dén sy hinh thanh sinh hoc
phan ti hién dai.
20.1.1.3. Chi tiét héa “hoc thuyét trung tam,, ciia sinh hoc phdn tie: ADN
2 ARN -2 Protein

a. Sao chép ADN

— Trong nam 1955, A. Kornberg va dong sy dd phan 1ap ADN polymeaz I tix
vi khuan E. coli. Sau khi cho enzym nay vao 6ng nghiém mudi chira ADN va
4 loai nucleotit triphotphat, hon hop nay cé thé téng hop mach ADN modi.
— Nam 1958, trén d6i tuong E. coli, M.Meselson va F. Stahl da ching minh
ADN sao chép theo co ché “bdn bdo ton”: mdi mach b me s& 1am khudn cho
sur téng hop mach ADN moi.

Cho dén nay, toan bo chi tiét vé sao chép ADN déu duoc thuc hién trén
E. coli.

b. Cdc qud trinh phién md, dich md va diéu hoa sinh tong hop protein

Trén dbi twong E. coli:



— Nam 1961: S. Brenner, Fr. Jacob va M. Meselson da khdm phd mARN la
phan tir mang thong tin di truyén ctia ADN tir nhian dén bd mdy san xuét
protein nam trong t& bao chat. Piéu nay béc bo gia thuyét cua Fr. Crick néu
ra nim 1958 cho rang ARN cuia riboxom 12 phan tir trung gian mang thong
tin di truyén tir nhan sang té bao chat.
- 1961 - 1966: Ma di truyén dugc kham pha. (Giai Nobel)
— Ngoai 2 phéit minh trén, toan b cac qua trinh phién ma, dich ma, cau triic
ctia riboxom déu thyc hi¢n trudce tién trén E. coli.
— 1962: Phat hién co ché diéu hoa sinh tong hop protein & Operon
lactoz.(Giai Nobel)
—1970: Phat hi¢n enzym Reverse transcriptaz. (Giai Nobel)
20.1.1.4. Nhitng déng gop cu thé ciia cdc déi twong lam mé hinh chii yéu
Viéc tim hiéu nhitng d6éng gép cu thé cua cdc dbi twong 1am mé hinh
chu yéu s& gidp hiéu rd mot cich hé thdng va cu thé hon vé vai trd “cdch
mang trong cdch mang” cua di truyén Vi sinh vat.
a. Vi khudn Escherichia coli (E. coli)
— Céc déng gép chu yéu: Pbi twong chu yéu duoc ding cho cdc nghién
cuu:
% Sao chép, phién ma, dich ma va téi t6 hop.
» Dot bién.
% Diéu hoa biéu hién gen (Gen regulation).

< K§ thuat ADN t4i t hop (recmbinant ADN technology).

— Dong
g6p cho nghién
cau cac linh
vuc khac: Trao
dbi chét cua té
bao (Cell

metabolism),

gen (rc ché vo nghia (Nonsense suppressors), su tuyén tinh (Colinearity) giita



gen va polypeptit, cic Operon, su khang thudc dua vao plasmid (Plasmid-
bazod drug resistance) va sy van chuyén tich cuc (Active transport).
b. Nam men Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae)

— Vai trd chi yéu cho cdc nghién ctru:

% Chu trinh té bao (Cell cycle): Su xdc dinh céc gen kiém sodt phan bao
nhd cdc dot bién nhay cdm nhi¢t (temperature-sensible mutants (cdc
mutants)) dan dén mo hinh rat tdt cho nghién ctru su phan bao.

< Tuong tic gen (Gen interaction): nghién ciru sy tc ché gen
(suppression). H¢ théng plasmid lai kép (two-hybrid plasmid system) gitp
tim céc tuong tic giira cdc protein & ndm men di dan dén céc ban d6 tuwong
tac phirc tap, ma la khoi d4u cho sinh hoc cac hé théng (systems biology).

% Di truyén hoc ty thé: nho cdc dot bién “petite” mat kha ning ho hap
ma phét hién cic gen cua ty thé. Nho ching va cdc dot bién khac cua ty thé
ma phan tich chi
tiét cdu tric va
chirc nang by gen
ty thé.

s Di truyén

hoc kiéu bat cap
(Gentics of mating typ): Céc alen MAT & nam men 1a cic gen kiéu bét cap
dau tién duoc xdc dinh cdc dic tinh & muic phén ti.

— Nhirng déng gép khdc: Di truyén cua khéa déng mo (switching)
giifa sy ting trudng kiéu ndm men (yeast-like) va soi (filamentous); di truyén

hoc su thodi hda (senescense).




c. Nam soi Neurospora crassa:
— Céc déng gép chu yéu:
% Di truyén sinh héa va trao d6i chét.
% Di truyén hoc ctia giam phan.
% Di truyén ty thé.
— Céc déng gép khdc: sy da dang cdc loai nAm
va thich nghi (adaptation), di truyén té bao (cytogentics), cdc gen kiéu bét
cap, cic gen dung hop thé di nhan (heterokaryon-compatibility gens).
20.1.1.5. Ky thudt di truyén va sw mé dau cach mang Cong nghé sinh hoc
a. Enzym giéi han (restriction endonucleaz): Nam 1962, W.Arber 1an
dau tién ching minh rang c6 nhitng enzym dic biét han ché (restriction) sinh
san cta phage trong té bao E. coli. Nam 1968: Enzym cat gidi han dau tién
dugc khdm pha: EcoR 1. Pén nam 1970, Hamilton Smith va cong su da tach
dugc mdt loai enzym cat gidi han moi tr vi khuén Haemophilus influenzae,
goi 1a Hind 11.

Arrnmnildbns Siriitds, //a/e//ﬂ%om I Nizthzont wl ] B Sodios

Enzym nay la cong cu dau

tién trong k¥ thuat di truyén. (Giai

Nobel) Ctsilosi Mo Wdf 179CK asmen Dt Pmii Movah i
b. Ky thudt ADN tdi t6 hgp: Nam 1972, nhém cua Paul Berg tao nén

phan tir ADN tdi t6 hop in vitro dau tién tir ba ngudn khic nhau: nguyén bo

gen virut SV 40 giy ung thu ¢ khi, mot phan bd gen cia phage va cic gen

cua operon lactoz cua E. coli. Nam 1973, nhém Cohen, Helenski, Boyer da



lan dau tién thu nhan dwoc cic sdn phdam cé hoat tinh tir ADN tdi t6 hop & E.
coli (Giai Nobel)

c. Sdan xudt protein tdi t6 hop: Nam 1977 dugc xem 13 nim md man
cho ky nguyén ciia cong nghé sinh hoc khi 1an dau tién hormon ting trudng ¢
ngueoi xomatostatin duoc san xuat thanh céng bang con dudng téi to hop gen
vao vi khuan.E. coli. Nam 1978, da san xuit insulin nguoi lan dau tién nho

cong nghé gen.

d.Genomeics: Su xdc dinh chinh xdc trinh tw (sequencing) tung
nucleotit cia ADN hay goi ngan 1a gidi trinh tir chudi (sequencing) thanh
cong & cic vi sinh vat va bo gen nguoi di tao nén khoa hoc vé b gen goi la
genomeics (genome - bd gen) hay bg gen hoc. Genomeics gitip xdc dinh
nhanh chéng trinh tu nucleotit cia ADN bd gen va cédc chirc ndng cta ching.
Nhing sinh vat dau tién dugc hoan tit giai trinh tu
chudi dau tién ciing 1a céc Vi sinh vat.

— 1995: Hai vi khuan, cling 12 hai sinh vdt c¢é cdu
tao 16 bao dau tién duoc hoan tat gidi trinh tu chudi

(sequencing) bd gen la Haemophilus influenza va

Mycoplasma genitallum.

Vi khuan Hmophilus — Théng 5/1996, ndm men Saccharomyces
influenza cerevisiae, sinh vat Nhan thyc Eukaryota dau tién
dugc giai trinh tu chudi hoan tat.

— Théang 9/1997: dang téi trinh ty bd gen hoan chinh cua E. coli.

Toan bo viéc giai trinh ty chudi ADN o tat ca cdc sinh vat, ké ca bo gen
ngudi déu stir dung céc cong cu tir cdc dbi twong Vi sinh vat nhu enzym cét
gidi han, vector plasmid tao dong, NST nhan tao cua nim men (YAC) va vi
khuan (BAC).
20.1.1.6. Sw hdp déin déi véi cdc nha vit ly va héa hoc

Di truyén hoc hién dai da hinh thanh nhimg phwong phdp phan tich di
truyén (methodes of gentic analysis) cho phép phat hién cdc qud trinh sinh
hoc ctia tinh di truyén va bién di dén cip do phén tr va nguyén tir, tirc nhiing
pham trit nghién ciru chii yéu cia vt Iy va héa hoc. Cdc vi sinh vat nhu vi

nam, vi khuan va phage di déng vai trd quyét dinh trong van dé nay. Di



nhién, sy nhan thtic cdc qud trinh di truyén ¢ cip d6 phén tir chi trd thanh
hién thyc sau phdt minh chudi xodn kép ADN. Nhiéu ngudi cho riang vai trd
hang dau trong su hinh thanh di truyén hoc phén tir 1a viéc st dung rong rai
céc phuong phép vat ly va héa hoc. Vat ly va héa hoc da va dang déng vai tro
quyét dinh trong cac nghién ctru nhitng co ché phuc tap va mbi quan hé cua
bd gen véi cic qué trinh sinh tong hop trong té bao. Tuy nhién y nghia cin
ban cta céc quan niém di truyén phan tir 12 sy ting vot ndng lwc phan gidi di
truyén (gentic resolving power) nho viéc st dung cdc vi sinh vat. Vi thé c6
thé néi rang sy phat trién cac quan niém di truyén phén tir trd thanh hién thyc
nho di truyén hoc vi sinh vat.

Pénh gid vai trd cta cdc nha vat 1y hoc trong sy phét trién cua di
truyén hoc phan tir, c6 thé phan ho thanh 2 nhém. Mot nhém tham gia truc
tiép vao céc thi nghiém di truyén vi khuan va bacteriophage (Delbruck,
Benzer, Fris, Levental,...) va ho da thuc hién nhitng cong trinh rat thu vi, tuy
nhién ho khéng tao ra phwong phdp ndo méi trong phan tich di truyén
(gentic analysis). Su tham gia cua ho vao di truyén hoc rat ¢6 loi nho nguén
sédng tao cua tu duy vat ly. Nhom cédc nha vat 1y khic tham gia vao di truyén
hoc bﬁng cdc “suy dién trf tué” va it c6 déng gép cho di truyén hoc phan tir.

Trén thyc té, mam mdng cua di truyén hoc phan tir da chira dung ngay
trong hoc thuyét vé gen cia Mendel, trong céc nguyén 1y di truyén nhiém sic
thé ctia Morgan.

Trong nhitng ndm 1940, mdt giai doan madi cua di truyén hoc bt dau.
Vao thoi diém nay c6 mot nhém cdc nha khoa hoc quan tim dén bdn chdt ciia
gen. Phan 16n ho 1a cdc nha vat 1y hoc, ho khic cdc nha di truyén hoc co dién
ca vé tu duy 1an dinh huéng. Pa s6 cdc “tan binh,, nay rat it biét vé nhiing
thanh tuu di truyén hoc trong vai thap nién trude dd, tham chi céd sinh hoc néi
chung. Sy quan tdm cua ho dén sinh hoc chi gidi han chu yéu vao van dé
thong tin di truyén cé co sé vt Iy nhu thé nao?

Viéc cdc nha vat 1y hoc tham gia giai quyét cdc van dé sinh hoc thi
khong phai diéu la, vi ngay Mendel xuat than ciing 1a mot nha vat 1y hoc. Tuy
nhién su cudn hit cdc nha vat 1y hoc dén véi di truyén hoc vao nhitng nam
1940 con ¢6 nguyén nhan dic biét. Ping vao thoi diém nay, khi ma giéi khoa

hoc ngimg phd bién ‘sink liec ludn’, thi nha vat 1y hoc ndi tiéng Niels Bohr,



duoc giai Nobel vé thuyét co luong tr (Quantic Mechanics), néu ra quan
diém rﬁng mét sé qua trinh sinh hoc co thé khéng gidi thich tron ven bang
cdc khdi niém vdt 1y ¢é dién. Sau khi xay dung thuyét co lwong tir, Bohr phat
trién céc khai niém tong quat hon. Nam 1932, tai hoi nghi quéc té vé quang
hoc, Bohr da phat biéu réng:“Su’ cong nhan tam quan trong rat 16n cua céc
nguyén tir cin ban trong cdc chirc ning cua cdc sinh vét tu né khong da dé
giai thich mot céch toan dién céc hién twong sinh hoc. Van dé 1a & chd 1am
thé nao khi phan tich cdc hién tugng ty nhién khong bo sét mot s6 ddc diém
rit quan trong dé hiéu vé sy séng trén co s& thi nghiém vat 1y”.

Nam 1935, Max Delbriick, hoc trd ctia Bohr, trong bai bdo “Vé bdn
chdt cdc dgt bién gen va cdau triic gen” di giai thich rang, chinh Di tuyén hoc
12 linh vyc sinh hoc, ma trong d6 nhiing giai thich tir cdc quan diém vat Iy va
héa hoc dudng nhu “khong du” theo quan niém ma Bohr néu ra. Ong chi ra
rang “néu nhu trong vt 1y cédc s6 do, vé cin ban, din dén do khong gian va
thoi gian, con khéi niém cin ban cta di truyén hoc - su khdc nhau trong tinh
trang - ching 18 ¢4 thé biéu thi trong nhitng don vi tuyét d6i”. Theo Delbriick,
di truyén hoc cé tinh ddc ldp va gen la phan tir ¢é tinh 6n dinh cao trong mét
thoi gian dai khong phu thudc tdc dong cua moi truong.

Niam 1945, ngay sau thé chién thir II, quyén sach nho “Thé nao la suw
song ?” (What is the life ?) da dugc xuat ban. Tac gia cta cudn sich 1a E.
Schrédinger, mot trong nhitng nha vat 1y hoc ndi tiéng xay dung thuyét co
hoc luong tir. Quyén séch da thu hidt dugc sy chu ¥ cua cong chiing, dac biét
1a cdc nha vat 1y hoc, vi trong d6 Schrédinger ¢b vii cho nghién ctru sinh hoc
tim cac quy luat vat ly moi.

Bit dau quyén sich, Schrodinger cho riang “viéc vat 1y va héa hoc hién
dai chua c6 kha nang giai thich cdc qud trinh séng khong c6 nghia 1a khong
thé giai thich nho cdc khoa hoc nay”. Ong cho rang chinh tinh di truyén Ia
chu dé can dugc giai thich. Piéu 1am cho Schrédinger ngac nhién 13 1am thé
nao cdc gen nhod bé c6 thé khang lai nhitng dao dong ctia méi truong dién ra
lién tuc ma nhu hinh dang mdi cua dong ho Gabsburg duoc truyén qua nhiéu
thé ky. Ong cho rang nhiém sdic thé 1a mot tinh thé d chu ky (aperiodic

crystall), trén d6 co su sép xép cac ma di truyén (gnetic code) theo mot thir tu



chinh xdc. Schrodinger cho rang trong chit song c¢6 “nhing quy lut vat ly
chua biét dén”.

Cic quan diém cua Bohr va Schrodinger da c6 vii nhiéu nha vat 1y hoc
chuyén sang nghién ctru di truyén hoc véi hoai bdo lang man la tim ra cdc
quy luat vat Iy moi trong ban chat cdu triic gen. Dén nam 1965, ky niém 100
nam cong trinh cia Mendel, ban chat ciia gen di dugc sang to, nhung khong
tim ra quy luat vat Iy méi, ngoai chuyén dut va ndi céc lién két hydro.

Tuy nhién, c6 thé néi di truyén hoc duoc tiép thém mot nguén sinh luc
mdi d6 1a cac nha vat 1y, héa hoc voi ede cong cu va tw duy chinh xdc thyc
hién thi nghiém trén nhirng dbi tuong Vi sinh vat c6 nhiéu wu thé. Ho bét dau
cdc nghién ctru tir nhitng sinh vdt don gidn nhat d6 14 cic phage, vi khudn - 12
cac sinh vat nhan so. M. Delbruck, mét nha vat 1y hoc da chuyén hoan toan
sang nghién ctru sinh hoc, da phét biéu rang linh vuc nghién civu virut ciia vi
khudn la sdn choi tuyét voi, noi ma nhiéu cAu héi siu xa cé thé nay sinh.
Thém vao d6 héa hoc trén da phat trién ctia minh dd cung cap nhiéu phuwong
phdp tinh vi méi dé x4c dinh ddnh gia cc két qua thi nghiém.

20.2. UU THE CUA CAC POI TUQNG VI SINH VAT

Trong nghién ciru di truyén hoc, cdc ddi twong vi sinh vat ¢6 nhiéu wu
thé hon han cic dong vat thyc vat bac cao.

20.2.1. Thoi gian thé hé ngin, toc d sinh sin nhanh

Trong diéu kién thuan 1oi, té bao E.coli c6 thé phan chia mdt lan trong
20 phiit, con bacteriophage c¢6 thé trong 30 - 40 phiit tao ra hang trim cd thé,
nam men c6 thé phan chia té bao trong 2 gid. Pic diém cua nghién ctu di
truyén hoc 12 theo ddi qua nhiéu thé hé nén cdc ddi twong vi sinh gidp rit
ngan ddng ké thoi gian thi nghiém. Néu so thoi gian thé hé cua rudi gidm 2
tudn, cla chudt 2 thing, cua nguoi 20 nam thi cac vi sinh vat hon han. Néu
nha di truyén hoc phai chd 2 tuan dé c6 mot thé hé rudi gidm, thi ddi véi
E.coli, thi nghiém hém trudc, qua ngdy sau da c6 thé danh gid két qua.

20.2.2. Ting vot s lwong ca thé

Céc vi sinh vat don bao, mdi té bao 1a mot c4 thé. Néu du dinh dudng
cdc vi sinh vat sinh san nhanh tao quan thé c6 so lwong cd thé lom c6 thé
khoang 10" - 10" té bao/ml. Té bao E.coli c¢6 duong kinh 1 pm (micromet)



néu du dinh dudng va moi diéu kién thuan loi khic thi sau 44 gio ¢6 thé tao
ra mot luong sinh khdi ning bang qua dat. Rudi giam 1a d6i twong thuén tién
cho di truyén hoc quan thé ciing chi c6 thé dat t6i 10°-10° c4 thé. Nho sb
lugng 16n cd thé cua vi sinh vat, ¢6 thé phdt hién cdc sie kién di truyén hiém

hoi (nhu dot bién hay cdc dang tdi to hop) véi tan s6 107 - 107",

Ruoi giam

Nhu vay, sb lugng cé thé 16n gilp nang cao nang sudt phdn gidi
(resolving power) di truyén, tirc kha nang phat hién cdc dot bién va tdi to hop
¢6 tan sb xuét hién rat nho.

Uu thé nay lai dugc ting thém nhd méi truong nudi don gian, d& nudi
ciy, d& nhan gibng, ma diéu kién nudi cdy khong cong kénh, it ton dién tich
hon so voi nudi rudi, nudi chudt va trong cdy. Méi truong nudi cdy dé kiém
soat theo cong thirc chat ché nhu khi lam thi nghiém héa hoc.

20.2.3. Ciu tao b gen don gian

Vi khuan va virut ¢6 bod gen la ADN tran d& tién hanh thi nghiém tryc
tiép trén ADN ciing nhu chiét tach tinh sach. S6 locus ciing it hon so véi cic
sinh vat khdc. C4c vi nAm va vi tdo c6 thé ton tai & dang don boi (n) véi thoi
gian dai, nén cic gen Idn c6 thé biéu hién ngay, ma khoi phai tién hanh lai
phan tich hay dua vé dang dong hop tir 1an. Tuy nhién, céc vi sinh vat ké trén
c6 trang thai luwong boi (2n) nén cling dé dang thuc hién phan tich tdi 16 hop.

Céc tinh trang & vi sinh vét ciing don gian hon, x4c dinh di truyén cdc
tinh trang nay it phirc tap hon, nén dé nghién ctru. Pbi véi cic tinh trang sinh
héa hay tinh dé khang thi c¢6 thé dé dang sir dung méi trieong chon loc dé phit
hién.

20.2.4. Dé thu nhén céc dot bién
Cac phan tich di truyén hoc phan 16n dwa vao nhitng khdc biét cia

dang binh thuong so véi dot bién. Tan sb dot bién ¢ thuc vat va dong vat



khoang 10~ — 107, khé thu nhan va can thoi gian dai khoang vai thé hé dé
khang dinh ding 12 dang dot bién. Nhidu dot bién ¢ dong vat dé gy chét nén
sO lwong @6t bién thu nhan dugc ¢ dong vat rat han ché.

Cdc dot bién ¢ vi sinh vat c6 thé thu nhan d& dang, thim chi ¢6 tan sd
XUAt hién thép 107°, ma viéc x4c nhan dang dot bién cling rat nhanh.

Nho wu thé nay ma di truyén hoc vi sinh vat phét trién rat nhanh hinh
thanh nén di truyén hoc phn tir va sinh hoc phén tir.

20.2.5. D& nghién ciru bing céac ky thuit vat Iy héa hoc

Pa s cdc vi sinh vat ¢6 cdu tao don bao nén quén thé cua ching c6 do
déng nhdt cao hon so véi céc té bao sinh vat da bao bac cao bt nguén tur
nhiéu loai md khéc nhau. Ciu tao té bao vi sinh vat don gian, d& chiét tach,
tinh sach ADN. C6 thé nuéi vi sinh vt do”‘ng nhat (synchronous culture) tirc
1a da sd cédc té bao ¢ nhiing giai doan phat trién gan gidng nhau. Do dong
nhét cao cua vt liéu thi nghi¢ém tao thuan loi cho viéc sit dung cic phuong
phap vat Iy héa hoc trong nghién ciru di truyén.

Do nhiing uu diém ké trén, véi viée st dung céc ddi tugng vi sinh vat,
di truyén hoc da budc vao giai doan nghién ctru di truyén “trong dng nghiém”
(in vitro).

Mic dit cdc vi sinh vét c6 nhitng ddc diém riéng nhung chiing van tuin
theo cdc quy luat di truyén chung, cic két qua thu duoc c6 thé doi chiéu ap
dung cho céc vi sinh vat bac cao.

20.3. CAC PAC PIEM CUA DI TRUYEN HQC VI SINH VAT
20.3.1. Nghién ctru truc tiép & cip dd té bao va cip d phan tir

Di truyén hoc c6 dién st dung cdc md hinh doi tugng nhu ddu Ha Lan
Pisum sativum, cdy bap (ngd) Zea mais, rudi gidm Drosophila melanogaster
va chudt nhit Mus musculus, 1a nhitng sinh vat da bao ma sy biéu hi¢n tinh
trang phai trai qua mot qud trinh phat trién phirc tap va kém theo biét héa. Vi
du, té bao hong cdu & dong vat c6 vi chi chuyén san xuit hemoglobin. Di
nhién moi biéu hién séng déu lién quan dén té bao, nhung cdc quan sit &
nhitng dbi twong trén 1 gidn tiép.

Trong khi d6, nhiéu dbi twong vi sinh vat nhu vi khuan Escherichia

coli, nam men Saccharomyces cerevisiae 1a sinh vat don bao nén cic quan sat



thuc hién truec tiép hon ¢ mike té bao. Vi dy, trén méi trudong tdi thiéu véi
lugng mudi hiru co va glucoz cho trude, mot té bao E. coli c6 thé tong hop tat
ca cic hop chat can thiét cho su ting trudng, sdng s6t va sinh san. Néu té bao
bi d6t bién mat kha ning tong hop mot chat nao d6 nhu mot loai axit amin thi
né khong moc dugc trén moi truong tdi thiéu. Trén moi truong cé bd sung
thube khang sinh thi chi c6 cic té bao dé khang m&i moc duoc.

Hon nita, cic té bao vi sinh vt ¢ nhu cau dinh dudng don gian dé
kiém soét thanh phan méi trudng nudi, dé nudi cdy, dé& nhan gidng, dé dang
thu nhan nhiéu loai dot bién phuc vu cho nghién ciru truc tiép va nhanh
chéng & cap do té bao, phan tir. Do vay, ching 1a nhimg ddi twong 1y tudng
cho nghién ctru di truyén hoc phan tir.

20.3.2. Dong té bao

Dic diém cua cdc té bao vi sinh vat 12 rat nhd bé, phai nhin duéi kinh
hién vi méi thdy duoc. Do vay khé c¢6 thé quan sat tirng té bao riéng 1é, hon
nira, bang cdch nay ciing khéng ghi nhan duoc céc tinh trang bién dudng, tinh
dé khang va nhiéu tinh trang khac. Do vay, di truyén vi sinh vét khong nghién
ctru timg té bao riéng 1é ma 12 dong ciia té bao, tic tip hop cua nhiéu té bao
bt ngudn tir mot té bao ban dau nho sinh san vo tinh. Thong thudng, té bao
vi sinh vat duoc céy lén modi truong thach déc, roi trai déu dé cdc té bao nam
1o xa ra thi moi té bao moc 1én thanh mét cum roi goi la khudn lac (colony).
MJi khuén lac cling 1a mot dong té bao (clone) g@)m cdc té bao bét nguén tu

su phan chia ciia mot t€ bao ban dau.

Khudan lac ( colony) cua vi sinh vat
MJi khuan lac d& nhin thiy bang mat thuong, c6 téi thiéu 107 (mudi
triéu) té bao. Nhu vay, céc tinh trang & vi sinh vat dugc ghi nhan qua mdot

quan thé gdm hang trdm triéu, hang ti té bao.



Dong té bao mang mdt dac tinh di truyén nao d6 goi la ching (strain).
Vi du: chung vi khuan tao nhiéu vitamin B, hay ching vi khuin mét kha
nang tong hop mot axit amin nao dé.
20.3.3. Cac tinh trang

Céc d6t bién & vi sinh vat thuong duogc phat hién theo su bién doi céc
tinh trang sau:

a. Hinh thdi: kich thu6c, hinh dang té bao hay khuan lac, c6 mang
nhan hay khong, kha nang di dong...

b. Sinh héa: sy hién dién cua céc sic td, mau sic dic trung.

c. Nudi cdy: nhu kiéu hd hép, kiéu dinh dudng (khuyét dudng -
auxotroph) hodc nhu cau doi héi cdc nhan té ting truong.

d. Tinh dé khdng: nhu khang thudc, khang phage, chiu nhiét...

e. Mién dich: nhu cic phan tng khang thé, khang nguyén...

Cdc dot bién c6 thé xuat hién ngiu nhién hay do gy tao ra nhd cic fdc
nhan gay dot bién. Mbi gen c6 tan sé dot bien dic trung.

Céc tinh trang & vi sinh vét duoc ki hiéu bang 3 chit tit tiéng Anh hodc
ddi khi chit hoa dau tién. Kem theo ki hi¢u con thém du + hodc — hoic chit
tat dé giai thich rd thém tinh trang. Vi du: lac” dé chi mat kha ning tong hop
lactoz; his"* - téng hop histidin; str® — nhay cam (Sensible) voi Streptomycin,
str — dé khdng (Resistant) v6i Streptomycin.

Dé chi hai gidi tinh khdc nhau khong diing hai ki hiéu @ va & thay vao
d6 1a cac chit nhu mt (+), mt (-) (mating typ) (& Chlamydomonas reinhardi),

hodc A, a (6 Neurospora crassa) hay a va « (vi nam).

contractile
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¢ e ¢ 6 @
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20.3.4. Céu tric bd gen

ADN hi¢n dién trong bd gen (Genome) cua tat ca cdc loai té bao tr vi
khuan dén nguoi. Giira cdc sinh vat nhan so Prokaryota va nhan chuan
Eukaryota c6 sy khdc nhau ddng ké vé kich thudc, thanh phan cdu tao va to
chtrc cia ADN trong té bao.

Bo gen cua vi khuan E. coli va da s6 céc sinh vat nhan so 1a mét phan nr
ADN c6 dang vong tron kin. Khai niém nhiém sic thé hién nay dugc dung
cho ca vi khuan, nén néi nhiém sdc thé vi khuan ta hiéu d6 1a soi ADN. Ty thé
va lyc lap ciing c6 ADN riéng, ma cdu triic bd gen ciing twong ty vi khuan.

Da phan ADN cua Eukaryota nhu ndm soi, ndm men, vi tdo duge to
chtic thanh nhiéu nhiém sdc thé trong nhan té bao. Mdi nhiém sic thé chira 1
phan tir ADN thang mach kép kém theo mot sé protein nhu histon. Céc nhiém
sdc thé c6 s lirong va hinh dang ddc trung cho té bao ciia mdi loai sinh vat
nhan chuan.

Cdc virut c6 bo gen rat da dang: ADN mach don hodc kép, ARN mach
don hoac kép, nhung chi mét loai phan tu.

20.3.5. Kiéu sinh san

Cac ndm soi, ndm men, vi tdo c6 cac qué trinh sinh sdn vo tinh va hitu
tinh vé cdn ban giéng cdc sinh vat bac cao, thyc hi¢n qua nguyén phdn va
giam phan.

Céc vi khuan khong c6 cdc co ché nguyén phan va giam phan, phan
chia té bao theo co ché trirc phdn, nhung ciing ¢6 sinh san vo tinh va sy trao
d6i thong tin di truyén twong tu sinh san hiru tinh duoc goi 12 qud trinh cén
hitu tinh.

Cdc virut chi sinh san trong té bao chii séng véi nhiéu co ché khac
nhau phu thudc kiéu virut.

20.3.6. Van dé bién di & vi sinh vat

Mii dén nim 40, G. Beadle va E.Tatum lan dau tién str dung vi nam
Neurospora crassa vao nghién ctru di truyén hoc. Viéc str dung cham tré céc
dbi tuong vi sinh vat vio nghién ctru di truyén, mot phan 16n do van dé bién
di. Trong khi ¢ thyc vat, dong vat su di truyén O cdc tinh tdp nhiém (do

luyén tap hay bi nhiém trong doi séng c4 thé) da duoc khéng dinh 1a khong



c6 thi ¢ vi sinh vat van dé duoc hiéu nguoc lai: ching bién doi triee tiép dudi
tdc dong moi truong. Nhiéu hién tuong thuc té tao cam gidc cdc vi sinh vat
bién d6i dudi tac dong truc tiép ciia moi truong. Vi du, hién twong céc vi sinh
vat nhon thude hay céc chat doc. Lic dau thude khang sinh st dung véi liéu
thdp, dan dan cic vi sinh vat nhon thuc nén phai sir dung lidu cao. Trudc
day mot quan niém pho bién 1a cic vi sinh vat bién d6i theo nhiing quy luat di
truyén khac. C6 thé néi van dé bién di & vi sinh vat 13 thanh tri cudi cing ciia

chii nghia Lamack (cong nhan su di truyén tinh tdp nhiém).

Max Delbruck, Nobel 1969 cung
v&i A.D.Hershey va S. Lurila

Tuy nhién mét s nha di truyén hoc cho rang bién di & vi sinh vat ciing
tuan theo quy luét di truyén chung. Hién tuong quen thudc dwoc giai thich 1a
phan 16n té bao nhay cam bi diét, mot so it bi dot bién khang thudc con sbéng
s6t nhd sinh san nhanh di tao quan thé méi véi kiéu gen khang thudc nén giy
cam gidc “nhon thude”.

Tiép theo nhiéu thi nghiém x4dc ddng chirng minh ring bién di & vi sinh
vat cling xuat hién do céc dot bién ngu nhién. D6 12 thir nghiém dao dong
(fluctuation test) cua P.Luria va M.Delbruck (1943) va dic biét 1a phuong
phap in hay déng dau cia E. Lederberg (1952).

Cho dén nay, thyc té cho thiy céc dir liéu nghién ctru di truyén phan tir
tir ADN, ARN, protein va cic qud trinh khdc thu duogc tir cic dbi twong vi
sinh vat hoan toan cé thé dp dung cho sinh vat bac cao. Hon thé nita, néu
thiéu nhimg nghién ctru & mirc d6 don gian hon trén cic ddi tugng nay thi

kho hiéu dugc nhitng co ché phtrc tap hon rat nhiéu & sinh vat bac cao.



20.4. CAC UNG DUNG THU'C TE
Di truyén hoc 1a co so khoa hoc cua chon giéng. Cac thanh tuu cua di

truyén hoc dugc tmg dung sdm, nhanh va nhiéu hon ca cho dén nay 1a trong
chon giéng. Budc dau, chon gidng dot bién duoc tng dung va di duoc nhitng
thanh tyu ngoan muc 1am co s¢ cho sy phdt trién cua cong nghiép 1én men.
Budc phit trién tiép theo c6 tinh chat cdch mang 12 tng dung cong nghé gen
dan dén su bung nd ciia Cong nghé sinh hoc, ma thé ky 21 dugc mang danh.
20.4.1. Chon gidng dét bién

Cidc thanh twu cua Cong nghiép vi sinh vat khong thé tich roi véi
nhitng tién bd nhay vot trong chon loc cdc ching ¢é ndng sudt cao. Cac
phuong phéap chon loc dot bién duoc ung dung vao chon giéng lam tang nang
sudr tao cdc san phém, lam bién doi ban chat hod hoc céc chat va khdc phuc
mot s6 nhuwoc diém cua chung dugc ding trong san xut cong nghiép.

Phuong phdp chon gidng nay c6 cic dic diém:
— Thu nhén két qua rat nhanh.
— Chi d4nh gid san pham thu duoc, khéng quan tim céc bién ddi sinh i, sinh

hoa.

Vi nam Penoicillium chrysogenum

Qud trinh chon giéng cdc ching Penicillium chrysogenum & My c6 thé
1ay 1am vi du dién hinh cho phuong phép nay. Tir dong ban dau c6 san luong
60mg/1, chon cdc dot bién ngiu nhién duoc dong 150mg/l, va sau d6 st dung
céc dot bién nhan duge do tic dong tia X va UV. Viéc chon lgc theo nguyén

tac: 1ay dong c6 san lugng cao nhit dem gy dot bién roi chon ching c¢6 ning



sudt cao hon. Qua nhiéu budc trung gian cudi ciing cho dén nay nhan duoc
dong E.15.1 ¢6 san lugng 7000mg/l. Trong bang 20.2 khong néu mot thanh
tiru quan trong 12 tao chung khong san sinh ra sdc 16 dgc, phai tén kém nhiéu
cho viéc loai bo sic td. Viéc nhan cdc dor bién khong téng hop sdc t6 da lam
giam dang ké chi phi san xuat va cdc dong nay duoc sir dung dé ning cao
nang suét trong qua trinh chon gidng tiép theo.

Phuong phép chon gidng dot bién duoc sir dung dé tao cdc chung san
sinh ra nhiéu axit amin (nhu glutamic axit) hay c4c nucleotit. Ngoai ra con c6
thé nhan céc dot bién lién quan dén co ché diéu hoa trao d6i chat:

— Céc dér bién co cdu (constitutive mutants): tao san phém khong can chét
cam rng (inducer).

— Céc dot bién khdng trc ché nguwoc 1a cdc dot bién tao san pham nhiéu ma
khong bi tc ché boi san pham cudi (end product repression).

Phuong phép nay di dem lai nhitng thanh tich ngoan muc, gép phan
tich cuc cho su phat trién ctia cong nghiép 1én men vi sinh nhu:

— Chung Penicillium chrysogenum ban dau c6 ning suat 60 mg/l va nay dat
60000 mg/l, hon ching ban dau dén 1.000 1an.

—Chung Corynebacterium glutamicum tao glutamic axit dat hon 200g/1 (ban
dau 20g/1).

Vi khudan Corynebacterium glutamicum

— Chung Serratia marcescens sinh ra biotin dat 600mg/1.



Vi khuan Serratia
marcescens

—Riboflavin (vitamin B,) 13 san pham thuong mai duoc tong hop bing
phuong phép 1én men va phuong phéap hod hoc. Siéu san xuét riboflavin do 2
chung vi nam Eremothecium ashbyii v Ashbya gossypii v6i san luong hon
20 g/1, gap 40000 1an nhu cau cta né.

Eremothecium ashbyii sinh vitamin B, ngay
trén moi truong

— San xuat vitamin Bj, trong cdng nghiép do cdc chung vi khuédn
Propionibacterium shermanii hodc Pseudomonas denitrificans. Cac chung
dot bién san sinh mot luong san phém 16n hon rat nhiéu so véi nhu cau cia té
bao, tham chi 16n hon nhiéu lan khéi lwong khod cua né. Pseudomonas

denitrificans sinh ra vitamin B, gdp 100000 1an nhu ciu cta né.



204.2. Cudc Cach
mang cong nghé sinh
hoc

Cong nghé sinh
hoc (Biotechnology,
CNSH) 1a mot thuat ngir
khoa hoc do k¥ su nguoi

Hungary la Karl Ereky

néu ra vao nam 1917 dé
chi qué trinh nudi lon véi quy mé 16n bang thirc n 1a cu cai duong lén men
nho cdc vi sinh vdt. Sau dé vao nam 1961, tap chi khoa hoc “JouARNI of
Microbiological and Biochemical Engineering and Technology” (Tap chi ki
thuat va cong nghé vi sinh sinh héa) dugc d6i tén thanh “Biotechnology and
Bioengineering” (“Cong ngh¢ sinh hoc va ki thuat sinh hoc”). Tuy nhién,
thuat ngir nay it dugc nhic dén trong hon 50 nim va chi duoc str dung rong
rdi sau phdt minh ra Ki thuat di truyén-Gentic engineering (KTDT) vao dau
nhitng nim 70 cua thé ky trude, cho nén c6 lic ngudi ta coi d6 1a su "bing
né" cia CNSH.

Trude thap ky 70, CNSH dugc
hiéu 12 su Ilén men céng nghiép
(industrial fermentation) vi sinh vat dé
tao thuong pham. Trong nhiing thap ky
60 va 70, cong nghé 1én men da phit trién
thanh mot nganh cong nghiép lon trén
thé giéi v6i doanh sé gan trim ti

USD/nam. Su hoan thién cdc trang thiét

bi & tat ca cac khau va sy kiém sodt, diéu
khién phan tmg cta té bao & trinh do cao CNSH thuc khoi ddu
lam tang san luong dang ké. Tuy nhién, khau quyét dinh 1am giam dang ké
gid thanh 12 ndng sudt ching giéng. Phuong phdp chon giéng c6 dién duoc
thuc hién voi nhitng chung phan 1ap tir thién nhién va sau dé gy dot bién

bang tia tir ngoai, tia phéng xa hay bang héa chat.



Pau thap nién 1970, CNSH da chuyén sang mot giai doan méi cao hon
han vé chat nho KTDT. Cac ki thuat méi cho phép tao giong triee tiép nhanh
hon, tdn dung nguon gen tir nhiéu sinh vat khic nhau dé tao cic chung san
lugng cao, ma it ton cong stc dé phan lap va gdy dot bién nhu trude day.
Nho khd néing vuwot gidi han tién héa cia KTDT, cac vi sinh vat, cdc té bao
dong thuc vat c¢6 thé duoc st dung nhu cic “nha mdy sinh hoc” (biological
factories) dé san xuét hang loat cédc protein ngudi nhu insulin, hormone tang
trudng, interferon,... Cac dong vat va thuc vat cé thé tro thanh bioreactor tur
nhién tao cac san phém tor gen la dua vao, khong can lai tao va chon loc cac
bién di bang lai trong loai nhu trudc ddy. Ngoai ra, KTDT dong thoi cung
cap cdc phuong phdp trj liéu va chan dodn méi dé chira tri bénh ¢ ngudi. Can
nhan manh rang, KTDT 14 céng nghé cao, gdm nhiéu cong doan phirc tap va
noé thyc sy da tao nén mot cudc cdch mang.

Su ra doi cua Cdch mang sinh hoc moi lam cho thuat ngtr Cong nghé
sinh hoc tr&d nén thong dung vao ntra sau nhitng nam 70. Trudc 1973, nguoi
ta thuong dung céic tu “Vi sinh cong nghiép, Céng nghé lén men, Ki thuat
sinh hod”... Cong nghé sinh hoc 1a mgt thuat nglr rat dat, da bao ham trong
né tit ca nhitng tén dd goi vé céc linh vuc Gmg dung trudc day va voi noi
dung méi. N6 phan dnh nhitng thanh tyu hét sirc to 16n cta sy phat trién sinh
hoc trong nhiéu thap nién trudc d6. Cach mang sinh hoc mdi cao hon hén vé
chat so v6i “Cdch mang xanh” vao nhiing nam 60.

TU thud so khai thdi ¢d La Ma-Hi Lap, khoa hoc 1a mdt hé théng nhat.
Pén thoi Phuc hung, su phat trién khoa hoc din dén sy tich biét thanh cic
nganh va chuyén nganh. Piéu nay ciing thé hién rd trong sinh hoc cho dén
nay. Su xuét hién cua cdch mang mdi da tao ra cac linh vuc da nganh va hop
nhdt cdc g dung sinh hoc ¢ cap do té bao va phan tir, ddng thoi gdn lién
Vi cong nghé, dudi tén goi chung 1a CNSH va duogc coi nhu "quyén lyc ghé
gém nhdt ma lodi nguwoi gianh duoc ké tir sau thanh tuu phdn hach nguyén tiv
"hay" Chiia té ciia thé ki 21",

Khé ké hét nhitng thanh tyu vo cling to 16n cia CNSH dén muc ma thé
ky 21 dugc mang danh 12 thé ky cong nghé sinh hoc. O day chi néu tiép mot

s0 ung dung chu yéu lién quan dén cac doi tugng vi sinh vat.



20.4.3. Gidi ma cac by gen cua vi sinh vit

Ngay tor ndm 1995, Cr. Venter da hoan tat viéc gidi ki tu chudi cua 2
loai vi khuan Haemophilus influenzae (1830121bp) va Mycoplasma
genitatum (0,58Mb). Hién nay, s6 vi sinh vat duoc gidi ki tu chudi bd gen da
xong 12 hon 200 loai. Ngoai ra, nhidu lodi quan trong khic gdm:
Streptomyces coelicolor (9,05Mb — 1996), Bacillus subtilis (4,21Mb — 1997),
Agrobacterium tumefaciens (,67TMb — 2001), Xanthomonas campestris
(5,08Mb — 2002) va Corynebacterium glutamicum (3,31Mb — 2003) da biét
dugc chi tiét vé bo gen.

Su hiéu biét genomeics vi sinh vét ¢6 ¥ nghia hét sitc quan trong vé
mat khoa hoc co ban cling nhu tng dung, ma du 4n néu sau la mot vi du vé
nghién ctru di sau vao ban chat su song.

Tu nam 2001, di dn té bao vi sinh vt (Microbial Cell Project — MCP)
duge thue hién v6i bdn muc tiéu: 1) Xéc dinh céc protein vi sinh td hop thanh
ciac by may protein dé thuc hién nhiéu qud trinh ndi bao quan trong cho sy
song ; 2) Panh gid dic tinh mdi truong ndi bao va cdc hiéu qua ciia né 1én cic
protein va bd mdy protein dén thuc hién cic chirc nang ; 3) Péanh gid dic tinh
phan bd, sd luong, cdc ludng protein va bd mdy protein noi bao ; 4) Ding
dién todn xay dyng cdc mo hinh gen — gen, gen — protein, cic tuong tic
protein — protein va hod sinh ndi bao.

20.4.4. Cong nghé protein tai t6 hop

Nhimng thi nghiém tao dong gen dau tién duoc thuc hién & vi sinh vat.

Nho thao tic d& dang lai c6 cong nghé 1én men phét trién manh, cic vi sinh
vat da cung cAp rat nhiéu san pham & quy md cong nghiép do KTDT, tir cic
protein, ADN, ARN dén céc phan tir nho.
Ttr 14u, cdc nha khoa hoc mong mudn san xuat cdc protein véi s lwong 16n.
Cong nghé gen cho phép san xuét nhiéu loai protein tdi t6 hop (recombinant
protein — r-protein) khac nhau khong nhitng voi s6 lwong Ién ma con cb chdt
lirgng protein tot hon. Cong nghé r-protein that sy dang phat trién v6i nhidu
thanh tyu rat ngoan muc.

Nhiéu protein tri bénh duogc biéu hién & cdc hé théng vi khuan, ndm

men. Chung can cho chita tr1 mot $6 bénh, nhung chiét tich tr co thé thi sb



luwong it. Cdc r-protein dau tién dugc san xuat nho cdc vi sinh vdr chii nhu E.
coli hay ndm men S. cerevisiae. Cu thé 12 sdu trong bay loai protein tri liéu
v6i tong doanh sb khong dudi 15 ti USD, ma bing sing ché (patent) da hét
hgn (thuong khodng 15 — 20 ndm), dugc néu trén bang 20.1.

Céc protein tdi to hop dugc san xuat gdm cdc nhém chi yéu:

Bang 20.1: Sdu loai r-protein tri liéu do E. coli hay S. cerevisiae tao ra

NP . S Niim hét
STT Tén san pham Cac bénh dwoc diéu tri
han patent
1 Insulin Tiéu duong 2001
2 Interferon alpha Viém gan siéu vi C, mun c6c qua 2002
duong tinh duc, ung thu
3 Interferon beta Xo cung (Multiple sclerosis) 2003
4 Hormone ting trudng Thiéu ning ting trudng (Growth 2003
nguoi defiency)
5 Erythropoetin Thiéu mau 2004
6 G-CSF (Granulocyte- Héa tri liéu giam bach cau trung 2006
Colony Stimulating tinh (Chemotherapy-induced
Factor) neutropenia)

— Cé4c protein tri liéu nhu mot s6 néu trén bang 20.1.
— Cac enzym: ADNz I, alginat lyaz, phenylalanin amoni lyaz, alpha-1-
antitrypsin.
— Céc khéng thé ding trong chan dodn va chira tri nhiéu bénh.
20.4.5. Tao cac gidng vi sinh vit nho ki thuit di truyén

E. coli, Saccharomyces cerevisiae 1a nhitng d6i tugng dau tién duogc sir
dung KTDT dé tao ra cdc chiing san xuat cdc r-protein nguoi, tiép d6 1a nhiéu
vi sinh vat khac. Sau day la vai vi du cu thé.

a. Thiét ké trao doi chat (Metabolic Design)

KTDT da can thiép vao qud trinh trao déi chat & cdp do gen dé san

xuat cdc chat phan tir nhd. Cic Uing dung dau tién cua metabolomics, cong




nghé gen diéu khién trao déi chdt, thyc hién & vi sinh vat. Hai vi dy dién hinh
dau tién 1a tao dong té bao E. coli sinh téng hop cédc chat, ma vén né khong
c6 kha nang nay, nhu xanh indigo va sic t6 den melanin. Su tao dong mot
gen tit Pseudomonas putida vao E.coli 1am né c¢6 kha nang tong hop indigo
xanh trong moi truong c6 tryptophan. Su tao dong gen tyrosinaz cho E. coli
1am né bién tyrozin thanh dopaquinone va chét nay ngu bién thanh melanin
khi c6 khong khi.

Tiép theo, cdc san pham trao doi chat so cip va thir cip duoc san xuat
tor cdc dong thiét ké nhu cdc ching sir dung lactoz, chuyén hod xyloz, sin
xudt etanol tir pentoz, phdn gidi cdc chat di sinh (xenobiotics), ...

b. Cong nghé bé mdt té bao nam men

Céc protein trén bé mat t& bao nam men ciing duoc tong hop bén trong
té bao, nhung sau d6 ching duogc dua ra gén 1én bé mit té bao. Dua vao su
hiéu biét céc gen tuong Ung, cong nghé bé mat té bao (cell surface
technology) da ra doi. Str dung CN gen dé cb dinh protein ngoai lai trén bé
mit té bao nham thay d6i va cai thién chirc ning cua té bao. Tiém ning tng
dung da dang ctia né gdm: san xuat cic enzym, khing thé, khang nguyén, thy
the,....

Budc dau, cdc nha nghién ctru di thanh cong trong biéu hién cic
enzym nhu glycosyl hydrolse, glucozamylaz, lipaz,... PTN Cong ngh¢ sinh
hoc phan tir cua Pai hoc KHTN (TPHCM) da tao dugc ching nim men gén
protein GFP (green fluorescense protein — protein phat huynh quang xanh luc
clia stra) va chung gén alpha-amylaz.

c. Su can thiép cua KTDT vao san xudt etanol nhién lieu

Nam men S. cerevisiae va vi khuan Zymomonas mobilis 1a 2 vi sinh vt
cht yéu c6 kha niang st dung trong 1én men etanol nhién liéu. NAm men van
giit vai trd chii yéu, nhung né khong 1én men xyloz, pentoz va mot sd loai
duong khic. Do tdm quan trong chién luoc cap thiét, hién tai va trong tuong
lai ¢6 rat nhiéu nd luc dugc tap trung cho cai thién ching giéng nham sir
dung t6t hon ngudn nguyén liéu da dang va thuan tién cho quy trinh cong
nghiép. Céc nghién ciru chil yéu nham thiét ké:

— Cdc ching sir dung lactoz dé tan dung phu pham cong nghiép stra.



— Cdc chiing vi sinh c6 kha ndng chuyén hod xyloz ma nAm men khong déng
hoa.
— Cdc chiing ndm men phdn gidi tinh bgt dé 1én men bot khoi phai qua dudng
hoa.
— Cdc ching vi sinh vdt dé san xudt etanol tir pentoz.

Ngoai ra, van dé quan trong khdc 12 san xut enzym cellulaz gid ré dé
gid thanh etanol nhién liéu du sirc canh tranh véi xang dau.

Chuyén hod sinh khoi thuc vét thanh etanol nhién liéu 1a mot diém
néng cua CNSH hi¢n dai.

d. Cdi bién cdc ching vi sinh vdt san xudt vitamin
— Riboflavin (Vitamin B2): Phuong phdp méi st dung céc loai Candida hoac
chung Bacillus subtilus tai to hop cho san lugng 20 — 30g/1.
— Téng hop cdc tién chdt ciia vitamin: Gan ddy (1990) da thanh cong trong
tao dong cdc gen cho su sinh tong hop carotenoit vong, chira B-caroten tir
Erwinia uredovora. Sau khi 4 gen sinh tong hop B-caroten dugc chuyén vao
Z. mobilis va Agrobacterium tumefaciens, cic khuan lac mau vang thu dugc
trén cdc dia thach. Céc thé tiép hop san xuét 220 — 350yg B-caroten trén gram
khéi lugng khd & phaz 6n dinh trong méi trudng nuoi.
— Sinh tong hop L-ascorbic axit dugc cai bién nhd KTDT. L-ascorbic axit
(Vitamin C) duoc hién tong hop thuong mai theo mot quy trinh dit tién, bao
gém 1 giai doan Ién men Vi sinh vat va mot $6 giai doan héa hoc bét dau véi
D-glucoz. Giai doan cudi ciing trong qud trinh 13 su chuyén hod 2-keto-L-
glucoznic axit (2-KLG) thanh L-ascorbic axit du6i xic tac la axit. Do do,
cach tot nhat dé chuyén hod glucoz thanh 2-KLG 1a ché tao mét Vi sinh vit
c6 mang tat ca cdc enzym can thiét. Viéc chuyén héa D-glucoz thanh 2,5-
DKG bing Erwinia herbicola bao gdbm nhiéu budc xic tic bdi enzym, trong
khi d6 sy chuyén d6i 2,5-DKG thanh 2-KLG do Corynebacterium sp. ddi hoi
chi mot budc. Chién luoc don gian nhat dé thiét ké mot sinh vat c6 kha ning
chuyén D-glucoz thanh 2-KLG 1a tich gen 2,5-DKG reductaz tu

Corynebacterium sp. va cho biéu hién trong Erwinia herbicola.

Cic té bao Erwinia duoc bién nap gen 2,5-DKG reductaz c6 kha nang

chuyén hod truc tiép D-glucoz thanh 2-KLG, vi cic enzym ndi bao cua



Erwini nam & mang trong cia vi khuan chuyén glucoz thanh 2,5-DKG va 2,5-
DKG reductaz xic tic chuyén 2,5-DKG thanh 2-KLG. Do d6, bang thao tic
gen, kha niang chuyén hod ctia 2 Vi sinh vat rit khac nhau lai duoc két hop
thanh mot va do d6 c6 kha ning tao san pham cudi cta qud trinh chuyén hod
duge thiét ké. Sinh vt loai nay rat hitu ich nhu 1a mot ngudn 2-KLG cho san
xuat L-ascorbic axit, bang cdch d6 thay thé 3 céng doan dau cia quy trinh
hién dang dugc st dung.

Thong qua dét bién diém dinh hwéng bang oligonucleotit di thu duoc
dot bién 2,5-DKG reductaz c6 hoat tinh cao hon khoang 2 lan va bén véi
nhiét hon dang enzym tu nhién.

Tém lai, KTDT da thé hién quyén lyc to 10n trong cai bién sinh gidi vé
nhiéu mat, khong nhirng thay ddi céc tinh trang khdc nhau, ma can thiép ca
dén chi tiét cdc thanh phan va qud trinh trao d6i chat. Trén cédc dbi tuong vi
sinh vat, cong nghé¢ gen dugc tng dung dau tién, ky thuat da dang, hi¢u qua
hon ca va hang loat san phém da xam nhap thi truong tr nam 1982.

20.5. BIEN DI O VI SINH VAT

Bién di va dot bién c6 ¥ nghia quan trong trong nghién ctru di truyén
hoc. Céc dot bién g@)m nhiéu loai khéc nhau va chiing dugc thu nhan dé dang
tur cac vi sinh vat nho cac phuong phédp phat hién chuyén biét. Cac dot bién
gen bat ngudn tir nhitng bién ddi phan tir trén ADN. Con ngudi c¢é thé sir
dung céc tdc nhan vat li va héa hoc gy nén cic dot bién nhan tao hay cam
ung.

Céc nghién ciru vé hodi bién gitp hiéu rd hon vé céc tic ché trong gen
cua su dich ma

Bién di ¢ vi sinh vat ciing tudn theo céc quy luat di truyén nhu & sinh
vat bac cao. N6 c¢6 nhiéu loai va sé luong rat 10n, cung cip nguyén liéu
thuong xuyén cho qué trinh tién héa va nghién ctu di truyén hoc. Nhiéu
phirong phdp phdt hién va chon loc cic dot bién khic nhau dugc sir dung dé
thu nhan cdc dot bién c6 tan sb xudt hién rat thip. Ching gép phan ddng ké
cho cdc nghién ctu di truyén. Cdc thay dbi thém, mat hay thay thé cic
nucleotit trén phan tir ADN dan dén céc bién doi phan tir, gy ra céc dot bién

gen nhu: léch khung, sai hay nham nghia va im ling. Phdt minh ra cic tdc



nhan gdy dot bién vat 1f va héa hoc 1am ting dang ké ngudn dot bién phuc vu
cho nghién ctru va chon giéng. Con ngudi c6 thé ting ngudn bién di bang lai
tao hay sir dung cic tic nhan gy dot bién.

20.5.1. Pai cwong vé bién di & vi sinh vat

20.5.1.1. Bién di 6 vi sinh vt ciing tudn theo quy lugt di truyén chung

C6 nhiéu phuong phdp chimg minh bién di & vi sinh vt ciing do céc
dot bién. O ddy chi néu 2 phuong phdp cha yéu: thir nghiém dao dong
(fluctuation test) va ddc biét 1a phuong phdp in hay déng ddu cua E.
Lederberg (1952).

a. Nguyén ly cua thir nghiém dao dong (fluctuation test)

Nam 1943, Luria va Delbriick tién hanh thi nghiém nhu sau. Ly 20
6ng nghiém cho vao mdi dng mot it mdi truong nudi (1ml) 16ng véi mot it té
bao vi khuan nhay cam véi bacteriophage va u cho ching sinh san dat 10° té
bao/ml. Liy dich nudi 20 dng nudi riéng 1é va 20 éng véi s dich nudi twong
tu tir binh 16n nudi chung va dich ting dng cay 1én cdc hop Petri méi trudng
dac chua bacteriophage. Néu dot bién 1a su kién ngdu nhién thi ) lugng thé
dot bién (mutants) it (2 & hinh bén trdi) hay nhiéu (8 — hinh bén phai) do xuat

hién mudn hay sém nhu mo ta trén hinh 20.1.
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Hinh 20.1: Pét bién la su kién ngcfu nhién: s6 luong thé dét bién phu thuoc thoi
diém xudt hién.
S6 lwong thé ddt bién (cdc té bao to ddam) it (2 ¢ hinh bén trdi) hay nhiéu (8 — hinh bén
phdi) do xuat hién mudn hay som trong dong té bao.

Két qua cho théy c6 sw dao déng (fluctuation) vé sd luong khuan lac
khang phage moc 1én tir dich nudi ctia 20 dng nudi riéng 16. Cuy thé: 11 dng
khong c¢6 khuan lac dé khdng, s6 con lai ¢6 1, 1, 3, 5, 5, 6, 35, 64 va 107
khuan lac/hop Petri. Trong khi d6, dich nudi 20 ng tir binh 16n nudi chung it



c6 sy dao dong tir hop Petri nay sang hop khac va trong koang 14 — 26 khuan
lac/hop Petri hay thudc khang sinh.

b. Phwong phdp in hay dong ddu

Céc vi khuan duge céy dé moc roi tung khuén lac trén moi truong co
dinh dudng. Dlung miéng nhung (c6 nhiéu 16ng min) 4n nhe 1én bé mat mdi
truong thuong dé ghi ddu cdc khuan lac nho céc 16ng min, sau in ding cic vi
tri khuan lac trén méi truong cé phage hay thudc khang sinh. Cac khuan lac
dot bién khéng phage hay khang sinh moc 1én dugc. Can ctr vi tri khuén lac
khong moc ¢ ban sao tach cic dot bién twong tng (hinh 20.2).
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Hinh 20.2: Phurong phdp in ding phdt hién cdc dot bién.

Nhu vy, phwong phép in cho biét phat hién cdc dot bién dé khang cic
nhan t5 bt 1oi nao ddy cia mdi trudng trong quan thé vi khuan i truede khi
cic té bao cua ching tiép xiic véi tdc nhan nay. Piéu d6 c6 nghia rang, vi du,
streptomycin khong phai 12 nguyén nhan gy bién di khang thudc, ma chi 1a
tdc nhan chon loc gitr lai cdc dot bién da xuét hién trude khi tiép xic véi
thuc. Cédc dot bién nay c6 kiéu hinh gidp cho vi khuén thich nghi véi bién
d6i ctia moi trudng va nho sinh san nhanh sau mot thoi gian ngan quan thé c6
kiéu hinh méi.

Cic két qua nghién cru nay khang dinh céc vi sinh vat ciing fudn theo
cdc quy ludt di truyén nhu cdc dong vat va thuc vat. Diéu niy ¢ ¥ nghia rat
16n cho sy phat trién cta di truyén hoc va sinh hoc phéan tir. Do vay, giai
Nobel Y hoc nim 1969 duoc trao P.Luria va M.Delbruck vé déng gép nay.
20.5.1.2. Qud trinh dpt bién tw nhién



DPét bién theo nghia rong chi cc bién doi di truyén xay ra dot ngot. Tir

xa xua, con nguoi da nhan thay nhi€u ddt bién ty nhién. Nhiéu giong cay

trong va vat nuodi bat ngudn tur cac dot bien.

Dot bién gen 12 3ot bién dugc hiéu theo nghia hep, 1a chi nhimg bién doi

xay ra bén trong cdu tric gen. Mdi dot bién gen dan dén su thay doi trinh tir

nucleotit tao ra cdc alen khac nhau. Dot bién c6 thé xay ra do bién do6i nhi¢u

nucleotit, c6 thé do 1 nucleotit. bot bién gen khong phat hién dugc khi quan

sét té bao hoc.

Bang 20.2: Tan so dot bién ngdu nhién cua mot so gen

Sinh vat Dot bién Tan Can ct ddnh gia
50
Phage T2 Kimhim tanr —r* | 1.10® dot bién/1 sao chép
E.coli Lén men lactoz céc té bao dot bién /
lac — lac* 2.107 1 1an phan bao
lew — leu* 7.10 dot bién /1 té bao
arg* — arg o dot bién /1 t bao
i sy 4107 dotbién /1 té bao
6.10° 5t bién /1 té b
ara” — ard dot bién /1 té bao
) 2.10°
Khdng
s 4.10M°
Str’ — St
Neurospora adenin 4.10®  dot bién/ 1 bao tar vo
crassa ade” — ade’ tinh

Trong tu nhién, du gilt trong di€u kién nao, tat cd cic gen déu c6 dot

bién, dugc goi la dot bién tuw nhién hay ngdu nhién (spontanous mutation).

Céc dot bién ty nhién thuong xuat hi¢n rat it. Khéi niém tan so dot bién dugc

dung dé d4nh gid mirc do xuét hién nhiéu hay it dot bién & mot gen. C6 nguoi

phan biét tan sé (frequency) voi t6c do (rat) dot bién.




Céc gen khdc nhau cua ciing 1 sinh vat c6 thé c6 tan s6 dot bién khéc
nhau. Nhung tan sé dot bién tw nhién d6i vi mdi gen 1a mot s6 on dinh.

Tan sb dot bién duogc ddnh gid theo cic cdn ctr khac nhau nhu: trén 1
1an sao chép, 1 lan phan bao hay trén 1 giao tir va trén 1 té bao / 1 thé hé
(bang 20.2).

Pé dé hiéu cdc s trén c6 thé tinh dao nguoc lai. Vi du: O E.coli d6t bién
tir nhay cam véi streptomycin sang khang tic Str° — Str* véi tan s6 4.107™°
dot bién tinh trén 1 t& bao/1 thé hé. Pé dé hiéu ta c6 thé tinh nguoc lai tic
trong 10 ti té bao ciia mot thé hé c6 4 dot bién St* (resistance) khang
streptomycin xuat hién ngiu nhién.

Tuy tan sd dot bién cia ting gen 12 rat thap, nhung tong céc dot bién cua
nhiéu gen 1a mot s dang ké, c6 y nghia quan trong cho tién héa.

Dot bién anh huong dén moi tinh trang khic nhau cua sinh vat va tac
dong theo moi hudng.

20.5.2: Cac loai dot bién thwong gip & vi sinh vat

Vi sinh vat cling c6 cdc loai dot bién nhu & sinh vat bac cao. O day chi
néu cdc dot bién thuong gap ¢ vi sinh vat va c6 y nghia quan trong ddi véi di
truyén phan tir.
20.5.2.1. Dét bién gen hay dot bién diém

Bién d6i rat nho trén mot doan ADN, thudng lién quan dén 1 nucleotit
hay 1 c@p nucleotit.

a) Dot bién déng nghia (Samesense) con goi la trung tinh (neutral) hay
im Igng (silent), khi codon ma héa cho mdt axit amin bi bién d6i, thuong &
bazo thir ba nén van ma héa cho axit amin d6 (do tinh suy thodi ctia mi di
truyén.

b) Dot bién vé nghia (Non-sense) khi codon mi héa cho mdt axit amin
bién thanh mot trong ba codon UAA, UAG va UGA 1a céc codon két thiic
khong ma hoa cho axit amin nao.

c) Dot bién sai nghia (Mis-sense): Khi codon cua axit amin nay bién
thanh codon ma héa cho axit amin khéc, 1am thay ddi axit amin twong tng

trén phan tr protein.



d) Bét bién 1éch khung: Sy thém 1 bazo hay 1am mét 1 bazo dan dén cic
codon sai nghia hay v6 nghia so voi codon twong tng ban dau tir diém bién
d6i vé sau, su dich ma bi 1éch khung c6 tinh day chuyén tir bo ba bi sai.
20.5.2.2- Djt bién nhiém sic thé

Cidc dot bién nhiém sic thé hay con goi 12 sai hinh nhiém sic thé xuat
hién ¢ sinh vat nhan thuec.

— Bién doi trén 1 nhiém sdc thé: mit doan, lap doan, d4o doan.
— Bién doi giita cdc nhiém sdc thé: chuyén doan.
— Dot bién by gen (genome mutation)

Pa boi thé (Polyploidy) hiéu theo nghia rong 1a sy thay doi s6 luong
nhi€m sac thé gom: Da boi thé nguyén (Polyploidy hay Euploidy) (2n —> 3n,
4n, ...), da bgi thé lai con goi di bgi thé (Alloploidy)(2n A + 2n B) va da béi
léch (Aneuploidy), hay da nhiém:(vi du: 2n + 1 hodc 2n — 1).
20.5.2.3- Cdc bién doi vi cdu triic

Cic thay d6i thanh phan nucleotit ctia gen.

a) Dot bién thay thé: Thay mot nucleotit nay bang nucleotit khéc.

— Dong chuyén (Transition) khi pyrimidin dugc thay thé bai pyrimidin
hay purin boi purin. Vi du: T thay cho C hodc nguoc lai.

— Pdo chuyén (Transversion) khi pyrimidin dugc thay thé bai purin
hay purin boi pyrimidin. Vi du: T hay C thay cho A hodc G va ngugc lai.

b) Mt nucleotit (Deletion): Mét mot phﬁn nucleotit cua gen.

c) Dot bién xen nucleotit (Insertion mutant): Thém 1 hay nhiéu nucleotit
vao gen.
20.5.2.4- Cdc dot bién kiéu hinh

a) Cdc dpt bién hinh thdi: Cac bién d6i anh hudng dén hinh dang, mau
sdc va kich thudc. Vi du: mot dang dot bién khuan lac mau do & Serratia

marcescen.




Hinh 20.3. Dot bién khudn lac mau dé & Serratia marcescens

b) Bét bién sinh héa:

— Cdc dot bién khuyét dwéng (Auxotrophe mutation) 1am mat kha nang téng
hop cdc chat.
— Cdc ddt bién cé diéu kién: Céc dot bién c6 thé khdéng ¢ biéu hién trong
nhirg diéu kién gidi han nhét dinh (restrictive condition) va c¢6 biéu hién
trong céc diéu kién cho phép (permissive condition). Vi dy, cic dot bién nhay
cam véi nhiét do cao c6 biéu hién & nhiét do tuong ung.
— Dot bién dé khdng: Céc bién d6i sinh héa gitp khang lai duoc cdc tic nhin
bt 1oi.
20.5.2.5. Djt bién va héi bién

a) Dét bién thudn hay truc tiép (Direct mutation): Bién dbi tir kiéu
hinh hoang dai sang khéc thuong.

b) Hoi bién (Reversion): Dot bién tir kiéu hinh dot bién quay vé kiéu
hinh hoang dai.
— Hoi bién thét hay dét bién nghich. Bién di trd lai y nhu ban dau.

Vi du: adenin — guanin — adenin

T T
Dot bién thudn Dot bién nghich.

— Dét bién trc ché hay kim ham (Supressor): Dot bién ¢ mot diém khic. Ca
hai cling tao kiéu hinh gan nhu hoang dai.

- Dot bién kim ham ngoai gen: Xay ra & gen khéc voi gen bi dot bién.

- Dot bién kim ham trong gen: Xay ra & nucleotit khic trong gen dua
gen trd vé trang thdi tao kiéu hinh hoang dai.

N6i chung, cdc dot bién 1a céc bién doi rdt da dang cla vat chat di
truyén va c6 nhiéu tdc déng khic nhau.

20.5.3- Cac phwong phap phat hién dot bién



bé nghién ctru chi tiét vé céc dot bién, can c6 céc phuong phap phat
hién ching mot cich twong déi ddy du va chinh xdc. Pay Ia cong viéc khé
khin vi da s6 dot bién ¢ dang 1an va nhiéu dang khé phat hién.

Su hoan thién cdc phuong phap phat hién dot bién da gép phan déng ké
cho su phat trién cta di truyén hoc va sinh hoc.
20.5.3.1- Cdc hé thong chon loc djt bién 6 vi sinh vt

Mubdn phat hién cdc dot bién ¢6 hiéu qua can ¢ hé théng chon loc dé
tim thy cdc dot bién hiém hoi trong khi rat 16n cdc dang khong dot bién.
Céc hé thdng chon loc dot bién c6 nhidu va phu thudc vao cdc dot bién khac
nhau. Bang 20.3 néu cac cach phat hién 3 dang dot bién.

Bang 20.3. Co so phdt hién cdc kiéu hinh dét bién cia 3 loai dot bién can cir kiéu

hinh
Kiéu gen | Dot bién c6 didukién Dot bién khuyét dudng = Dot bién dé khang
(nhay cam nhiét d9)
Nhiét do Nhiétdg ~ Khongbo = C6bé6 | Khong tic — C6 tdc
thuong cao sung sung nhan nhan
Kiéu Binh Binh Tang Tang Tang Khong
hoang dai thuong thuong trudng trudng trudng
Dot bién Binh Dot bién Khong Tang Tang Tang
thuong trudng trudng truéng

Khai niém lyc phan giai (resolving power) dugc dung dé chi kha nang
phét hién céc dot bién rat hiém. Luc phan giai cang 16n khi phat hién dugc
cdc dot bién cang hiém. Vi duy, cdc dot bién dé khang c6 d6 phan giai cao vi
khi cdy s6 luong rat 16n té bao 1én moi truong chon loc ¢6 chira tdc nhén thi
phan 16n té bao chét, chi s rét it t& bao c6 dot bién dé& khang moc thanh
khuan lac.
20.5.3.2- Phuwong phdp dé khdng

O vi khuan, céc tdc nhan chon loc thudng 1a thudc va phage. Cic dot
bién dé dang duoc phat hién trén méi truong agar c¢6 thudc hay phage ¢ dang
céc khuén lac duoc moc 18n nhu trén hinh 20.3.

20.5.3.3- Phwong phdp lam giau chdm: (Default enrichment method)



Viéc phét hién céc dor bién khuyét drdng khé khian hon. Dung dich vi
khuan pha lodng duoc ciy 1én bé mdt moi trudng agar tbi thiéu dé moc roi
thanh khuan lac. Mot 16p mdi trudng twong tu duwoc db 1én trén, phu 16p
mong. Hop Petri duoc u dé céc khuan lac binh thuong moc 1én. Sau d6, d6
phi 1én thém mot 16p méi truong dinh dudng cé bd sung va 1 tiép cho chat
bd sung khuéch tan. Cédc dot bién khuyét dudng s& moc sau, khi c6 chét bd
sung, nén khuén lac nhé hon do moc cham.
20.5.3.4- Phwong phdp lam giau han ché (Limited enrichment method)

Day la dang don gian hon cua phuong phdp lam giau cham. Céc vi
khuan dugc cdy trén mdi truong tdi thiéu c6 mot it bo sung. Trong diéu kién
d6, cic dot bién khuyét dudng moc dén khi hét chét dinh dudng bo sung thi
dimg, nén tao khudn lac nhé. Cac vi khuan binh thudng tiép tuc moc tao

khuén lac to.

20.5.3.5- Phwong phdp lam giau nho penixilin

Phuong phdp dugc dp dung cho cic vi khudn. Penixilin c6 tic dong
diét cac vi khuén binh thuong khi phéan chia. Cac vi khuén duoc cho vao moi
truong toi thiéu ¢ penixilin. Céc vi khuan dang tang trudng bi diét, chi céc té
bao dot bién khong tang trudng con séng sét. Sau d6, hon hop dugc ciy 1én
mdi truong khong c6 penixilin thi cdc dot bién khuyét dudng moc 1én véi ti 16
turong ddi cao hon (hinh 20.4).

Té bao E. coli nudi Té bao E. coli nudi
trong moi truong du —_— trong moi truong co
dugc giy dot bién penicillin thiéu leuxin

Cay 1én MT + leuxin In qua MT - leuxin



Hinh 20.4. Phwong phdp penicillin chon loc am tinh
(vi du chon leu”)

Cic té bao E. coli dugc nudi trén mdi trudng da va gy dot bién. Rua
sach té bao khoi MT du va chuyén sang MT c6 penicillin thiéu leuxin (-
leuxin). Sau d6 cay té bao 1én hop Petri chira MT ¢6 leuxin (MT + leuxin ),
cic ta bao moc 1én thanh khuan lac. In cdc khuan lac sang hop Petri chira MT
t6i thiéu khong c6 leuxin. So sanh 2 hop Petri xdc dinh dugc dong té bao dot
bién: moc trén MT du (+ leuxin ) va khong moc trén MT thiéu leuxin (-
leuxin )
20.5.3.6. Phuong phdp loc

Phuong phdp dugc st dung dé chon lya cdc dot bién khuyét dudng &
nam SOT.

Dung dich cdc bao tir duoc nudi trong mdi truong dinh dudng thiéu
chét bd sung. Cdc dot bién thiéu chét bo sung khdng moc dugc, cic dang binh
thuong moc ra nhiéu sgi. Khi loc qua mang loc soi thuy tinh, cdc dang binh
thuong nhiéu soi bi gifr lai, cdc dang dot bién di qua mang loc. Dung dich c6
nhiéu dang d6t bién duogc cay 1én méi truong c6 chat bod sung va kiém tra tim
céc dang dot bién.
20.5.3.7- Phwong phdp in

Céc vi khuan duge céy dé moc roi tung khuén lac trén moi truong co
dinh dudng. Dung miéng nhung (cé nhiéu 16ng min) in diing céc vi tri khuan
lac trén moi trudng t6i thiéu. C4c khuan lac dot bién khong moc Ién duogc.
Can ct vi trf khuén lac khong moc & ban sao tach cac dot bién khuyét dudng
(hinh 20.4 phia trén).

Ngoai cdc phuong phdp néu trén con cé cic phuong phap chuyén biét dé phat

hién nhiéu loai dot bién khac.




Hinh 20.5. Phwong phdp in
a) Khiic g6 boc miéng nhung voé tring. b) Pia goc trén méi truwong ddy di. c)

Miéng nhung da in dinh té bao twong iing cdc khudn lac. d) Moi truong dii hodc cé
bé sung chdt can thiét. e) Méi truong toi thiéu khong cé cé bé sung
20.5.4- Co ché phan tir ciia dot bién
20.5.4.1- Cdc bién doi trén ADN

Tat ca cdc dot bién déu do nhirng thay doi trinh ty nucleotit trén ADN.
Cidc d6t bién c6 thé xay ngau nhién (spontaneously) hay gdy tao (cam ung -
induced) boi cic tic nhan giy dot bién (mutagens). Cc dot bién c6 thé do
thay doi timg cap bazo hay nhiing trinh ty dai hon.

Dot bién diém (Point mutation) 12 bién d6i trinh ty ctia mot cap bazo.
DBét bién diém c6 thé do chuyén doi hod hoc bazo nay thanh bazo khéc hoic
do bdt cdp sai trong sao chép. Sy bién doi gdm nhiéu kiéu:
— Sw dong chuyén: thay cap G-C bang A-T va nguoc lai.
— Sw ddo chuyén: thay A-T bang T-A va nguoc lai.
— Su bat cdp sai (Bazo mispairing) 12 su bat cip khong theo ding nguyén tic
cua md hinh Watson-Crick, ma la adenin véi cytosin, thymine v4i guanin.
— Xen dogn (Insertion) 1a sy thém vao mot doan cap bazo vao ADN. Tang doi
doan (Duplication) 1a mgt dang dac bi¢t cua xen doan.
— Mat doan (deletion) 1a sy mat di mot trinh ty ADN, ma trinh ty hai bén néi

lai v&i nhau trir truong hop mat dau mut nhiém sac thé.



Transposon hay phan tr di dong (transposable element) 12 trinh tir
ADN c6 kha nang tuy xen vao (hay ban sao chinh n6) & vi tri méi trén bd gen
(genome), ma khong can c6 quan hé gi véi locus myc ti€u. Xen dogn la kiéu
dot bién pho bién nhdt va do su di chuyén cta cdc phan ttr di dong (ch. VI).

Phan 16n dot bién ngdu nhién do su hién dién cta cdc bazo bdt thuong
trén ADN. Ngoai ra, mot s6 bazo bi bién doi (modified bazos) nhu thudng
gap hon ca 1a 5-metylcytosin, dugc tao ra do enzym metylaz thém nhém metyl
vao mét sb cytosin & nhirng diém dic biét trén ADN.
20.5.4.2- Cdc sai hong trong sao chép ADN

Céc dot bién c6 thé xay ra do sai 1am khi sao chép ADN.

MJi bazo tdn tai & 2 dang cAu tric duoc goi la tautomer. Vi dy, adenin
binh thuong mang nhém NH, cung cip nguyén tir hydro cho sy bat cip bd
sung v&i dang keto (C = O - keto form) cua thymine. Khi c6 bién doi
tautomer, adenin chuyén sang cau tric hiém 1a dang imino NH s& bat cip bd
sung véi cytosin. Thymine c6 thé chuyén sang dang enol (COH) khong c6
trong ADN binh thudng va bét cip v6i guanin. Kha nang bat cip sai clia bazo
véi tautomer khong ding da dugc Watson va Crick néu 1én.

Su bit cdp sai nay c6 thé 1a cic dot bién dong chuyén, trong d6 purin
thay bang purin khéc va pyrimidin thay bang pyrimidin khéc.

Céc bién dbi trén, ngoai viéc thay thé cdc nucleotit trén mach ADN con
¢6 thé 1am tang thém hay khuyét cdc nucleotit gdy nén cic kiéu dot bién anh
huong dén sinh tong hop protein.
20.5.4.3- Anh hwéng ciia djt bién gen dén sinh tong hop protein

Sau khi tim hiéu vé dich md va ma di truyén, can luu y dén bién dbi
anh huong dén nghia codon va vi trf bién ddi ¢ dau hay cudi mach polypeptit.

a) Bot bién léch khung

Hai kiéu d6t bién c6 hiéu qua nang 14 thém bazo (addition) va mdt bazo
(delection). Cdc bién d6i nay thuong 1am enzym méat hoat tinh. Sy thém 1
bazo hay 1am mét 1 bazo din dén si dich ma léch khung. Tir diém bién doi
vé sau, tir bd ba bi sai c4i sai s& kéo dai lién tuc dén cudi mach polypeptit. Vi
du:

— Binh thwong:



mARN: CCG GGA AGC AAU
Polypeptit: Pro Gly Ser Asn

— Dot bién léch khung xen dogn (Frameshift - insertion)

mARN: CCG AGG AAG CAA

Polypeptit: Pro Arg Lys Gln

— Dot bién léch khung mit doan (Frameshift - deletion)

mARN: CCG GAA GCA AUG

Polypeptit: Pro Glu Asp Met

Su tong hop mach polypeptit c6 thé bi két thiic som néu sy léch khung
dan dén codon két thiic.

b) Dot bién thay thé (Bazo substitution)

bot bién thay thé bazo néu 12 dot bién sai nghia (mis-sense) s€ c6 hiéu
qua thay doi tir axit amin nay thanh axit amin khic trong mach polypeptit,
con néu 1a dot bién vo nghia (non-sense) hay dot bién trung tinh (hay im
lang) s€ khong anh huong dén mach polypeptit Vi dy:
— Binh thwong:
mARN: CCG GGA AGC AAU
Polypeptit: Pro Gly Ser Asn

— Sai nghia (Missense):
mARN: CCG GCA AGC AAU
Polypeptit: Pro Val Ser Asn
— Vo6 nghia (Nonsense)

mARN: CCG UGA AGC AAU
Polypeptit: Pro STOP
20.5.4.4- Sai héong ngdu nhién

Ngoai cic sai hong trong sao chép, phan tir ADN con chiu cic sai hong
ngau nhién c6 thé dan dén dot bién. Hai kiéu sai hdng ngau nhién thuong gap

12 mat purin (depurination) va mat amin (desamination). Mat purin 1a kiéu sai



hong thuong hon, xay ra khi lién két glycosidic giita C1 ctia pentoz véi bazo
bi dirt va lam mat A hoic G.

Sy mat amin cta cytosin tao ra uracil. Céc gbc U khong duogc stra sai
s& bét cip bd sung voi A trong sao chép, giy ra dong chuyén G-C—A-T.
Trong céc enzym sta sai, uracil ADN-glycosylaz nhan biét dic hiéu uracil
trén ADN va cit roi tao 16 hong, sau d6 duoc téng hop lai ding theo mach bd
sung.

Trén phan tr ADN, mot sd cytosin dugc metyl héa thanh 5-metyl
cytosin, chat nay mat nhém amin bién thanh thymine. Sai hong nay khong bi
uracil-ADN-glycolaz phat hién nén khong duogc stra lai. Su chuyén C—>Tdo
mat amin thudng xay ra ¢ cdc diém c6 5-metyl cytosin. Kiéu bién ddi nay c6
& ca vi khuan va té bao sinh vat bac cao.

20.5.5. Dot bién nhan tao hay cam tng

Cac tac nhan lam tang tan s6 ddr bién cao hon mic ty nhién duoc goi
13 cdc tdc nhén gdy dt bién (mutagen). Cic tic nhan vat 1i nhu phéng xa, tia
X, tia tir ngoai gy dot bién. Nhiéu héa chit 1a tic nhan gay dot bién nhu cic
déng dang cua cdc bazo nitric, HNO, (nitrous axit), cdc chat alxyl hoéa
mach...Céc dot bién loai nay dugc goi 1a dot bién nhdn tao hay dot bién cam
ung (induced mutation).

Dbi v6i cac vi sinh vat, cdc tdc nhan gy dot bién chu yéu 1a tia ik ngoai
va mot 56 héa chat.
20.5.5.1-Tdc dpng cua tia tir ngoai

Tia t&r ngoai c6 budc séng dai (107 - 10° cm) nén kho tao ion, c6 1& chi
tdc dong dén nhitng chat hip thu né tryc tiép. Trong té bao, cic chat hitu co
¢6 mach vong chu yéu nhu purin va pyrimidin hép thu truc tiép tia ttr ngoai.
M&i lién quan chat ché gilra tia tor ngoai va céc cAu phﬁn cua ADN da duoc
chitng minh. ADN hép thu tia tir ngoai manh nhét & budc séng 25374, day

chinh 12 budc séng 1am ting tan sé dot bién.
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Hinh 20.6. Tdc dong cua tia tir ngoai tao cdc dimer thymine

Duéi tac dong cla tia tir ngoai, cytosin gan thém phan tir nude vao lién két C

= C cta mach vong (hinh 3.6) va thymine b1 dat lién két C = C mach vong

nbi 2 phan tir thanh thymine dimer.

Ston va cic cong sy da nhéan théy tan s6 dot bién tang lén &
Staphylococcus aureus khi mdi truong nudi ching duoc chiéu tia UV trong
thoi gian ngdn trudc khi cay vao. Day 12 tdc dong gidn tiép cua tia tir ngoai.

C6 thé khi hién dién oxy, tia tir ngoai tao ra nhiéu hon céc géc peroxit:

H + 0, > HO",

HO,+H — H,0,

2HO,+ H — H,0,+ 0,

Céc peroxit 1a nhitng phan tir c6 phan ung manh, ching dé tao cac dot
bién.

Hién tuong quang phuc hoi (photoreactivation) la mot dac diém trong
tdc dong cua tia UV. Sau khi chiéu tia tr ngoai 1én té bao, néu dé ngoai 4nh
sdng, thi cdc sai hong phan 16n dugc phuc hdi. Anh sdng c6 tic dong hoat héa
enzym stra sai, cit dut cdc thymine dimer.
20.5.5.2- Cdc tdc nhan gdy dét bién héa chit

Ngay tir dau nhirg nam 1930, Xakharov va Lobashov (Lién X0) da tién
hanh thtr nghiém gdy dot bién bang héa chit, nhung hiéu qua chua 5. Vio



nhitng ndm 40, trong thé chién thir hai & Anh, Auerbach va Robson da chimg
minh hoi ngat nito va sulfua c6 kha ning giy dot bién & Drosophila (thoi nay
Pirc ban hoi ngat sang nude Anh, nén ho phai nghién citu tdc dong sinh hoc cta
cic chat doc nay). V& sau, nhiéu nhém héa chét gay dot bién da duoc tim ra.

C6 nhiéu héa chat giy bién di di truyén, dén nay tim ra nhitng héa chat
cho hiéu qua dot bién cao hon ca phéng xa.

Cic héa chét giy dot bién c6 dic diém 1a c6 thé chi gdy hiéu qua dot
bién @i v6i mot sé luong it ddi twong.

Vi du: Streptomycin chi giy dot bién & tao don bao va mot sd vi sinh
vat, khong gy dot bién trén nhiéu déi twong khac.

Cic tdc nhan gy dot bién héa hoc ¢ thé chia thanh cic nhém sau:

— Nhém 1: Céc chat {rc ché tong hop nitoous bazo trong cu tric ADN

nhu coffein, etyl uretan...

Thymine 5-Bromouracil (keto form)

Hinh 20.7. Thymine va 5-Bromuracil (dang keto)
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Hinh 20.8. Adenin bdt c¢dp véi 5-Bromuracil va Guanin véi 5-Bromuracil
O
CHB"'"CHZ_O_’ S 7 CH3

O
Hinh 20.9. Cong thirc cua etyl metansulfonat (EMS)



— Nhém 2: Céc chat ddng dang véi nitoous bazo nhu coffein, 5-bromuracil
(hinh 20.7 va 20.8), céc chat gan gidng véi nitoous bazo, nén né 1lam ADN
gén nham khi téng hop.
— Nhém 3: Céc chét alkyl héa 1am dat mach ADN nhu etyl metansulfonat
(EMS) (hinh 20.9), metyl metansulfonat (MMS), etylen imine (EI),
nitrosoguanidin (NG),...
— Nhém 4: Cdc chit khdc nhw nhém oxy héa, khit.

Nguoc véi sai hong sao chép, cic tic nhan giy dot bién nhu nitrous
axit va khi ngat nito (nito mustard) c6 thé gay bién d6i truc tiép trén ADN.
- Nhém 5: cdc chit chém vao ADN

Nhém cdc chit gdm proflavin, mau acridin va cdc chit dugc goi 1a ICR
(ICR compound) la nhiing chit ¢6 phan tir mat phéng tuong ty cdp bazo.
Ching c6 thé chém vao phan tr ADN lam thém hodc mit bazo. Ching
thudng gy dot bién 1éch khung do thém hay mat bazo.

Tat ca cdc tdc nhan gdy dot bién déu 1a tdc nhan giy ung thu
(carcinogen), nhung céc tdc nhan gy ung thu khong phai déu gy dot bién.
Hién nay nhiéu tic nhan gy dot bién duoc sir dung trong chon gidng nham
tang ngudn bién di. Bén canh d6 véi nan 6 nhiém trén thé gidi ngudi ta phat
hién nhiéu tic nhan dot bién héa hoc méi xuat hién trong moi trudng.

20.5.6. Hoi bién

Quad trinh dot bién, ndi chung, c6 tinh thuan nghich, nghia 12 néu mot
gen A dot bién thanh a (A —> a) thi, nguoc lai alen a cling c6 thé dot bién
quay lai thanh A (¢ —>A). Thong thudng mot dang duogc goi 1a dot bién khi
n6é mang kiéu hinh khac véi dang hoang dai. Vi du, rudi gidm hoang dai duoc
bét tir thién nhién vao phong thi nghiém c6 mat do. Trong qud trinh nudi xuét
hién dang dot bién mat trang. Dot bién tir mat do hoang dai sang mét trang
g0i 1 thudn vi tir hoang dai thanh dot bién. Hoi bién 13 truong hop tir trang
thdi dot bién do bién di di truyén quay tr& vé kiéu hinh hoang dai nhu dot
bién tir mit trang trd lai thanh mat do. Hoi bién do dét bién nghich (back
mutation) hodc do dot bién iic ché hay kim hdam (supression).

20.5.6.1. Cdc dét bién nghich



Dot bién nghich c6 dugc khi gen dot bién c6 su bién ddi quay tro lai c6
y cau tric nhu gen hoang dai ban dau. Truong hop nay khé xay ra va khi lai
tro lai v6i dong hoang dai thi thé hé con tat ca déu c6 kiéu hinh hoang dai. Vi
du:

— Pot bién nghich: m™ —> m*, khi lai voi dang hoang dai cho thé hé con déu
hoang dai

- Dot bién e ché: msu* —> msu’, khi lai voi dang hoang dai trong thé hé
con s& c6 mot it kiéu hinh dot bién.

20.5.6.2- Dét bién irc ché

Dot bién irc ché (Suppressor mutation) la dot bién c6 tac dong nguoc
lai hay kim ham cta mot dot bién khac. Céc dot bién tc ché c6 nhiing tinh
chét sau:

- Dot bién tic ché xay ra ¢ diém khac vai dot bién bi tc ché. Khi lai thé
hdi bién (revertant) véi dang hoang dai s¢€ xuét hién dang dot bién bi tc ché do
tai to hop 1am téch roi khong bi kim ham boi dot bién tic ché (hinh 20.10).

- Pot bién tc ché c6 thé xay ra trong ciing mot gen, ngodi gen hodc &
gen khic.

- Cdc @6t bién trc ché c6 thé thuc hién tic dong bang nhiéu céch khic
nhau. Vi duy, cdc d6t bién uc ché cé thé tic dong 1€n sy phién ma, dich ma
hay nhitng biéu hién sinh If khic cia té bao.

Dot bién kim ham thuong gip hon, né c6 duoc do 1 dot bién thtr hai lam
cho biéu hién kiéu hinh cua d6t bién khong biéu hién ra duoc nén cé kiéu
hinh hoang dai. Dot bién kim ham c6 thé xay ra ngay trén ciu tric gen. Vi
du: dot bién thuan mat mot nucleotit, dot bién kim hdm xay ra gan chd d6
thém vao mot nucleotit. Dot bién kim him cé thé do su bd sung trong chu
trinh trao doi chat. Sai hong do dot bién thtr hai tao san pham b trir dugc dot
bién thtr nhét.

Vao nam 1962, S.Benzer va Chemp mo ta dot bién dugc goi 1a dot bién
amber & locus 11l cta phage T4. Chiing c6 thé tré vé kiéu hinh hoang dai do
do6t bién khéic (d6t bién tc ché) & bd gen cua té bao chu. Céc dot bién e ché
duoc phét hién ¢ nhiéu gen khic cua phage T4 va E.coli. Céc nghién ctru sir

dung hé thdng gen- enzym cho thay, céc dot bién amber dan dén sy két thic



som hon binh thuong sy moc dai cua mach polypeptit va ¢ trong céc té bao
chi cic doan c6 dau NH, cua céc polypeptit twong tng dugc téng hop. Nho
d6t bién tic ché, tong hop mach polypeptit dugc hdi phuc.

A.Haren, khi nghién ctru sy kiém sodt di truyén ddi véi tong hop
enzym photphataz kiém ¢ E.coli, dd so sanh thanh phan cdc gdc axit amin
trén phan tir enzym cta dang hoang dai va & cdc thé hoi bién trong gen ma
héa cho enzym. Két qua trén hinh 20.10 cho thiy céc tc ché ddi voi amber

lién quan dén mot thay thé nucleotit trong codon.

Trén co s& céc sb liéu nay da xac dinh dugc codon - amber 1a UAG.
Sau d6, 2 codon cham dit khic duoc tim ra 13 ochre UAA va opal UGA.

UGG
Trp

2AG Live l T mer 100G
CAG Gly‘\\ Amaber = T JAU

UAG
GAG Glu — T Leu UG

Hinh 20.10. Sy thay thé cdc axit amin do cdc dor bién vrc ché doi véi cdc dot bién

amber & gen cdu triic ciia enzym photphataz kiém

Cic bién di tc ché dugc dung dé nghién ctru sdu hon vé co ché dich
ma. Vi duy, cdc dot bién anh huong téi anticodon ctia tARN, lam thay ddi tinh
dic hiéu ma héa cta né, ¢ thé tao kha nang Uc ché dot bién khic & mirc
phién ma. Céc dot bién trc ché dbi véi codon vé nghia (nonsens-suppressor)
thuong xay ra trén cdc tARN, ma anticodon ctia né cé thé bi bién thanh
anticodon bd sung voi codon két thic do su thay thé mot nucleotit. Cac
nonsens - suppressor nhu vay thuong la troi.

C6 thé xay ra cdc dot bién e ché dbi vé6i cc dor bién nham nghia. Vi
du, tARN® cia axit amin glycine ¢6 anticodon CCC thuong bét cap véi
GGG (gly) trén mARN. Sy bién d6i dot bién cua anticodon thanh CUC dan
dén chd tARN®Y @6t bién bat cip véi GAG (glutamic axit). Nhu vay, néu nhu



dot bién thuin & mot gen cAu tric nao d6 bién codon GGG (glycine) thanh
GAG (glutamic axit) cua dot bién nham nghia (missens mutation), thi sy tc
ché d6i v6i dot bién nay c6 thé do dot bién cua tARN® véi anticodon CUC
s& gan glycine vao chd bi dot bién (¢ dot bién nham nghia 1a glutamic axit).
Cic dot bién xay ra trén tARN c6 thé 12 dot bién trc ché dbi véi cic dot
bién 1éch khung.
Su tic ché & mirc phién ma c6 thé xdy ra do céc dot bién trén cdc gen méd héa
mdt sb protein cua riboxom.
20.6- DI TRUYEN HQC VI KHUAN
Céc vi khuan c6 qud trinh sinh san can hiru tinh nén van thuc hién
duoc tdi to hop di truyén. O vi khuan, théng tin di truyén duoc truyén mot
chiéu tir thé cho sang thé nhan va tao ra hop tir ting phan. T4i to hop & vi
khuan c6 thé thuc hién bang cic doan ADN tran trong bién nap, hay phage
trong tai nap, nhd giao nap khi 2 té bao khac gidi tinh gan véi nhau. Ban d6
di truyén vi khuan dugc xay dung nho cic phuong phéc khéc nhau: giao nap

gidn doan hodc khong gidn doan, tdi to hop hay diing mat doan.

Plasmid la nhitng ADN vong tron c6 thé ton tai djc ldp hoac chen vao
ADN té bao chii ¢é vai tro quan trong trong chuyén gen.

Transposition 12 su chuyén vi gen gdm IS, Tn va phage Mu. Cdc phan
tir di dong c6 thé gy bién ddi su biéu hién gen.

Vao nhitng nim 1940, tdi t6 hop ¢ vi khuan E. coli dugc chimg minh.
Tir d6 dén nay, vi khuan E. coli tré thanh ddi twong md hinh cho di truyén
hoc va sinh hoc phén tir. Nhitng nghién citu trén d6i twong nay da phat hién
cdc co ché cin ban cua su séng & cdp d6 phan tir nhu sao chép ADN, sinh

tong hop protein va di€u hoa biéu hién gen. Ngoai ra, cidc phat hién vé céc



qué trinh di truyén dac biét ¢ vi khuin nhu bién nap, tai nap, giao nap,
transposition va plasmid c¢6 y nghia quan trong cho su phét trién cta di truyén
hoc phan tir va gép phan xay dung nén ki thuat di truyén.Trong mot thoi gian
dai, cic nghién cuu di truyén hoc duge tién hanh & cdc sinh vat nhan thuc
Eukaryota, con & vi khuan thi chua vi cho rang khong c6 sinh san hitu tinh.
Khdc véi virut, vi khuan va c6 vi khuén (bacteria and archaea) 1a nhiing té
bao sdng thyc hién cic chtic ning cin ban cia té bao.

Céc sinh vat Prokaryota nhu vi khuén, vi khuan lam ciing c¢6 cdc qud trinh
sinh san tuong duong sinh san hitu tinh, dwoc goi la cdn hitu tinh
(parazxuality). Su di truyén nho céc qud trinh cin hitu tinh nay & vi khuan c6
nhiing dac diém:

- Su truyén thong tin mot chiéu tix t& bao cho (donor) sang té bao nhdn
(recipient).

— Su tao thanh hop i timg phan (merozygote). Thé cho (donor) chi
chuyén mot doan cuia bd gen sang thé nhan (recipient) nén chi ludng bdi &
mdt phan, cdc phan khic don boi.

— B6 gen thuong chi 12 mét ADN tran nén chi ¢c6 mot nhém lién két
gen va tdi to hop thuc chat 12 giita hai phan tir ADN.

20.6.1- Mot vai dic diém cia vi khuin
20.6.1.1- Kiéu hinh va kiéu gen ciia vi khudn

Cic dot bién c6 thé tic dong dén 5 loai kiéu hinh:

— Bién ddi tr nguyén dudng (prototrophy) sang khuyét dudng
(auxotrophy) va nguoc lai. Vi du: mat kha nang téng hop mot chét trao ddi
ctia chu trinh va hdi bién dé lai c6 kha ning tong hop chat dé.

— Sy mét hay c¢6 duoc kha ning sir dung chat dinh dudng khéc. Vi du:
d6t bién 1am mat kha nang str dung dudng lactoz.

— Tinh nhay cam hay dé khdng thuéc nhu nhay cam streptomycin dot
bién thanh khang streptomycin.

— Nhay cam v6i phage thanh khdng phage hoac nguogc lai. Vi du: dot

bién trén thu thé & bé mit té bao 1am dé khang voi sy nhiém phage.



— Sy mét di hodc c6 lai cdc thanh phan cu tric cua bé mat té bao. Vi
du,mdt loai Pneumococcus c6 vo bao polyxacarit (polyxacarit capsule), trong
khi d6 dong khéc khong cé vé bao.

Céc ki hiéu ding biéu hién kiéu hinh va kiéu gen duogc thong nhat theo
nguyén tac:

— Ki hiéu kiéu hinh gdm 3 chit thuong (chit dau viét hoa) v6i dau phia

[T

trén goc “+” hay nham chi sy hién dién hay thiéu tinh trang twong tng,

va “s” hay “r” twong tng chi tinh nhay cam (sensitive) hay dé khang
(resistance).

— Ki hiéu kiéu gen dugc viét chir nghiéng, chir dau khong viét hoa.

Vidu I: Té bao hoang dai tu téng hop duogc leuxin thi kiéu hinh duoc
viét Leu*. Dot bién khuyét dudng mat kha ning tong hop leuxin duoc ki hiéu
kiéu hinh Leu™. Tuwong g véi hai kiéu hinh trén ki hiéu kiéu gen 1a lex* hay
leu valeu .

Néu can nhiéu hon mot gen dé tao ra moOt chit nhit dinh, sau 3 chit
nghiéng ki hi¢u gen c6 thém chit nghiéng hoa. Vi du: leuA, leuB... 1a cic gen
can thiét cho tong hop leuxin khac nhau.

Vi du 2: Kiéu hinh khdng hodc nhay cam véi penixilin duoc viét 1a
Pen’ va Pen’. Kiéu gen twong tng 1 pen’ va pen’.

Néu ludng bdi & mot phan thi viét thém gach nghiéng. Vi du, leu*/leu.
20.6.1.2- Vai nét vé sinh sin & vi khudn

Té bao vi khuan phan chia theo 1i truc phdn. Phan tt ADN gin tryc

tiép vao mang sinh chit. Sy sao chép ADN tao ra hai ban sao gin
chung nhau trén mang sinh chat. Khi té bao kéo dai ra, cic ban sao
ADN tich xa nhau do phan mang giit ching 16n dan ra. Kiéu sinh san
vo tinh nay duoc goi 13”phdn doi”hay “ngdt d6i” (“binary fission™)
(hinh 20.11). Té bao vi khuéan chia nhanh (20 phit trong diéu kién tot)
hon rat nhiéu so véi té bao Eukaryota (24-48 gid).
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Hinh 20.11- Tryc phan ngdt doi ¢ vi khudn kém theo tach 2 ADN con vé 2 té bao

Quid trinh sao chép ADN dugc bat dau tir diém xudt phdt oriC kéo dai
vé hai phia song song véi qud trinh sao chép mang sinh chét, noi ¢6 diém gan
vao ciia ADN bo gen, moc dai tdch 2 phéan tir ADN vé 2 té bao con.

ADN cua E.coli can 40 phiit cho 1 vong sao chép twong g véi téc do
50.000 cip bazo/phiit. Phu thudc vao toc do ting truong, thdi gian phan chia
té bao trong khoang tir 18 dén 60 phit. Nhu vdy ¢ cic té bao ting trudng
nhanh, vong sao chép méi phai duge bat dau sém hon su phan bao trude dé

nhu té bao con dau tién.



20.6.2- Vi khuan E.coli 13 d6i twong mo hinh t6t nhat

Escherichia coli (E.coli) 1a vi khuan duoc nghién ctru ki nhat, rat nhiéu
chung khic nhau da dugc phan 1ap. Ba dong thuong gap trong cic phong thi
nghiém di truyén 13 E.coli B (té bao chu cho cic phage diy T), E.coli C (té
bao cha cho phage mot mach nhu 0X 174) va E.coli K12 (t& bao chu cia
phage A). Do nhitng thuén tién trong nudi cdy, nhan giéng, thu nhan cic dot
bién va d& phan tich céc su kién di truyén hiém hoi. Bén nay, né duoc coi 1a
doi twong mé hinh sé mét ciia Sinh hoc phdn tir va cong nghé gen.
20.6.2.1. Cdc dir liéu di truyén hoc ciia E. coli
— Kich thude bo gen (Genome size): 4,6 Mb
— Nhiém sic thé: 1 phan tr ADN vong trong
— S6 luong gen: 4.000
— Phan trim gen twong dong véi ngudi: 8%
— Kich thudce trung binh cua gen: 1 kb, khong c6 intron
— Cé4c transposon: tuy chung, ~ 60 ban sao/bd gen
Két thic giai ky tu chudi: 1997
20.6.2.2- Cdc phwong phdp phén tich di truyén

Ngoai cic phuong phép lai dé phan tich tai to hop (recombination) va
b6 tro (complementation), c6 nhiéu ky thuat bién doi di truyén (Techniques
of Gentic Modification):
— Gdy dét bién (Mutagensis):
% Hoa chit va chiéu xa: dot bién xoma ngéu nhién.
% Duing transposon: xen doan (Insertions) xoma ngau nhién.
— Chuyén gen (Transgensis):
%+ Trén vector plasmid: tu do hay chén vao (integratd).
% Trén vector phage: tu do hay chén vao (integratd).
% Bién nap: chén vao.
— Lam im lgng gen muc tiéu (Targeted gen knockout):

< Alen khong (Null alen) trén vector: thay gen bang téi t6 hop.
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% Alen dugc thiét ké (Engineered alen) trén vector: dot bién diém dinh
hudng (Site-directed mutagensis) bang thay gen.
20.6.2.3- E.coli la té bao chii cin ban ciia ky thudt di truyén

Céc nghién cuu trén E. coli da lam co s¢ cho sy ra doi cua k¥ thuat di
truyén. E. coli d6ng vai trd chii yéu trong chuyén gen dén céc sinh vat khéc.
N6 la sinh vat chuan dé tao dong gen (cloning gens) cua bat ky sinh vat nao.
E. coli dugc coi 1a té bao vat chi don gian nhit trong céng nghé gen. Vi
khuan E. coli d& dang chép nhan nhiéu loai vector chuyén gen nhu plasmid
hay phage qua bién nap hay tai nap.

Nhitng protein tdi to hop dau tién nhu insulin, xomatostatin va dén nay
hang trim protein khic dugc tao dong & E. coli di di vao san xuit cong
nghi¢p véi thi trudong hang chuc ty USD/nam.
20.6.2.4. Cdc dong gép chii yéu ciia E.coli
— Déi twong chii yéu cho cdc nghién ciru:

% Sao chép, phién ma, dich ma va tdi to hop.

Dot bién

% Diéu hoa biéu hién gen (Gen regulation).

% K¥ thuat ADN téi t6 hop (recmbinant ADN technology).
— Déng gop cho nghién ciru cdc linh vuc khdc: Trao ddi chét cua té bao
(Cell metabolism), gen uc ché vo nghia (Nonsense suppressors), su tuyén
tinh (Colinearity) giita gen va polypeptit, cdc Operon, sy dé khang thubc dua
vao plasmid (Plasmid-bazod drug resistance) va su van chuyén tich cuc
(Active transport).
20.6.2.5- Cdc enzym va protein tham gia tong hop va cit nucleic axit

Sao chép ADN duogc nghién citu rat chi tiét & E. coli, ma phan chu yéu
da néu ¢ chuong II. O day, mét s6 chi tiét duoc bd sung, cu thé 1a céc phuc
hop enzym tich mach ADN me va téng hop cac mach con (bang 20.4). Hang
loat cdc enzym va protein, ma phan 16n 1a cdc phirc hop protein da phan,
tham gia tong hop ADN, phién mi tao ARN. Ca té bao nhén so 13n nhan
chuén déu c6 hoat tinh ADN polymeaz da ning.



Mot s6 ADN polymeaz hoat dong nhu nhiing enzym doc 1ap, nhung )

khéc (cha yéu 1a replicaz) két nhau thanh phtc hop 16n nhiéu protein. Tiéu

phan (subunit) 7éng hop chi 1a mot trong nhiéu chirc nang khiac nhau cua

replicaz nhu thdo xoan (unwinding), khéi sy tong hgp mach méi, ...

Bdng 20.4. Cdc enzym tham gia sao chép ADN & vi khudn E. coli.

Enzym Gen ma hoa Chirc nang
1. ADN polymeaz III polC; Enzym polyme ho4 chi yéu
ADNE,Q,N, X;
2. ADN polymeaz | polA-E; mutD. Cat mdi ARN, Ip chd tréng
polA

3. Helicaz ADNB Théo xodn & ché ba sao chép

4. Primaz ADNG Tao moi mach ADN mdi

5. Protein gan diém khoi Gan diém khoi sy sao chép
su (Origin-binding ADNA (Ori); tao thuan loi cho mé&
protein). tach mach.

6. Protein cang mach SSB ssb Ngan cdc mach don da tach
(Single-strand binding khong chap lai.
protein)

7. ADN ligaz ligA, ligB N&i cdc dau ho trén ADN
Bdng 20.5- Cdc enzym ADN polymeaz & vi khudn E. coli.
Enzym Gen ma hoa Chirc nang
1. ADN polA;ADNE,Q,N, = Enzym phuc hoi chu yéu. Cit mdi ARN va

polymeaz I X

lap kin khoang trong




2. ADN holA-E; mutD. Enzym phuc hdi phu (minor).
polymeaz II
3. ADN polB Replicaz, polyme ho4 chu yéu.
polymeaz II1
4. ADN polC Phuc hdi cap ctru (SOS repair).
polymeaz IV

5. ADN ADNB Phuc hdi cap ciru (SOS repair).

polymeaz V umuD’,C

O E. coli d4 tim ra va biét chtic ning cia 5 loai ADN polymeaz (bang
20.5).

Sy phan huy nucleic axit cling doi hdi enzym dac hi¢u:
— Deoxyribonucleaz (ADNaz) 12 enzym cit cdc lién két trong phan nir ADN.
N6 c6 thé cit mach don hay kép. Gyraz 1a mot loai enzym topoixomraz cat
ADN lam thdo xoén.
— Ribonucleaz (ARNaz) 1a cdc enzym cit ARN, c6 thé dic hiéu ddi voi ARN
mach don hay mach kép.
Céc nucleaz chia thanh 2 nhém:
— Exonucleaz cit tung nucleotit mot fr dau miit cua mach polynucleotit;
ching c6 thé dic hiéu ddi v6i dau mit 5° hay 3’ ctia ADN hay ARN.

—  Endonucleaz cét cac lién két bén trong mach ADN; chung c6 thé dac

hiéu d6i véi ARN hay ADN mach don hoac mach kép.

Cu triic va chirc néng cdc tiéu phan ciia ADN polymeaz I11:

Tat ca cic ADN polymeaz cing c6 nhiing tinh chat cdu triic chung
giong nhau. Replicaz ADN pol III 12 mot holoenzym 900 kD (kilodalton),
mot phirc hop gém hon 10 phan tir protein (hinh 6.12). Pac bi¢t 1a protein




vong B (B-ring) 1am mdéc (clamp) bao ADN & gitra dé truot vé truéc ma mach
don nay khong b1 bong ra khi dugc chép.

Ngoai ra, ADN polymeaz phai c6 kha nang nhan biét 4 loai N nhu chat
phan tng phu thudc vao chd duge "doc" trén mach khudn.

Sao chép ADN ¢ E. coli dién ra véi tde do rat nhanh, c6 thé dat dén
50.000 nucleotit/phiit. That kh6 hinh dung mot qué trinh phtic tap, dugc thuc
hién chinh xdc, ma dién ra véi téc do nhanh nhu vay, chua ké dén viéc 1am

sao cic N tap trung voi ndng do cao ddp tng kip thoi cho nhu ciu.

Hinh 20.12-. Replicaz ADN pol III I mét phirc hop gom hon 10 protein
20.6.3-Bién nap (Transformation)
20.6.3.1- Hién twong va diéu kién

Hién tugng bién nap duogc Griffith phat hién ¢ vi khuan Diplococus
pneumoniae (nay goi 1a Streptococus pneumoniae - phé cau khuan giy sung
phoi & dong vat c6 vii) vao nam 1928. Phat hién nay va cac nghién ctru vé co
ché bién nap c6 ¥ nghia lich sir cho su ra doi ciia Sinh hoc phan ti.

Vi khuén nay c¢6 2 dang khac nhau:

— Dang Sy, gdy bénh c6 v6 bao té bao (capsule) bang polysaccharid can
trd bach cau pha vo té bao. Dang nay tao ddm moc (khuan lac) lang (Smooth-
lang) trén moi1 truong agar.

— Dang Ry, khong gy bénh, khong c6 vo bao, tao ddm moc nhin (Rough-

nhan).



Thi nghiém tién hanh nhu mé ta trén hinh 20.13.
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Hinh 20.13. Hién twrong bién nap.

- Tiém vi khudn S séng gdy bénh cho chudt - chudt chét.

- Tiém vi khudn R song khong gy bénh - chugt song.

- Tiém vi khudn S bi dun chét cho chuét - chudt so”ﬁg.

- Hon hop vi khudn S bi dun chét tron véi vi khudan R séng dem tiém cho chudt - chuot
chét. Tr ong xdc chudt chét ¢é vi khudan S va R.



Hién tuong trén cho théy vi khuan S khong thé tu séng lai duoc sau khi
bi dun chét, nhung cdc té bao chét nay da truyén tinh gdy bénh cho té bao R.
N6 duogc goi la bién ngp (transformation).Nam 1944, T.Avery, Mc Leod va
Mc Carty d3 tién hanh thi nghiém xé4c dinh r6 tdc nhan gy bién nap. Néu cic
té bao S bi xu 1y béing proteaz (enzym phan huy protein) hodc ARN-az
(enzym phan huy ARN) hoat tinh bién nap van con, ching to protein va
ARN khong phai 12 tdc nhan gy bién nap. Nhung néu té bao S chét bi xir ly
béng ADN-az (enzym chi phan huy dic hiéu ADN) thi hogt tinh bién nap
khéng con nita, chimg to6 ADN la nhan 16 bién nap. Két qua thi nghiém c6 thé
tém tit nhu sau:

ADN ciia S + cdc té bao R sdng — chudt — chét (c6 R + S)

Hién tuong bién nap la mot chung minh sinh hoa xdc nhan rcing ADN
mang tin hiéu di truyén.

Nhur vdy, bién nap la hién tuwong truyén thong tin di truyén bang ADN.
Trong bién nap, ADN tran fir mot té bao vi khudn (thé cho) nay dwoc truyén
sang té bao vi khudn khdc (thé nhan). Bién nap xdy ra khi vi khudn nhdn
ADN ngoai lai va hdp thu vao trong té bao. Khi té bao vi khudn bi vé do bi
tan (lysis), ADN vong tron cua chiing thodt ra moi truong thanh cdc doan
thang véi chiéu dai khdc nhau, ¢é kha ndang gdy bién nap cho cdc té bao
nhan khdc.

Bién nap duogc nghién ctu ki nhit & cdc vi khudn Streptococcus
pneumoniae, Bacillus subtilis, Haemophilus influenzae va & mdt sé nhém vi
khuan khic.

Hiéu qua ctia bién nap phu thudc vao 3 yéu to:

- Tinh dung nap cua té bao nhan.

- Kich thudce cua doan ADN ngoai lai.

- Nong d6 ctia ADN
20.6.3.2- Tinh dung nap ciia té bao nhén

Mot diéu quan trong cua bién nap la 1é bao nhdn phai c6 trang théi sinh
Ii ddc biét duoc goi 1a khd nang dung nap hay kha nap (competence). Té bao
c6 kha nang hép thu ADN ngoai lai va dugc bién nap (transformable) goi la
khd nap (competent) va ddy 1a tinh trang di truyén. Tham chi trong cdc chi

(genra) bién nap, chi mot $6 chung (strains) hay loai la duoc bién nap. Tinh



kha ngp trong phin 16n cdc vi khuin bién nap tu nhién (naturally
transformable) duoc kiém sodt (regulated) va céc protein dac hi¢u tham gia
vao hép thu va tic dong dén ADN. Cic protein dac hiéu kha nap dé gém
protein gian ADN lién két mang (membrane-associated ADN-binding
protein), autolysin vich té bao va cdc nucleaz khic nhau. O loai Bacillus
subtilis d& bién nap, céc t& bao san sinh va tiét ra mot peptit nho trong qud
trinh ting truéng va sy tich lily ndng do cao cia peptit niy bién té bao thanh
kha nap. O Bacillus, chi 20% té bao bién thanh kha nap va & trang thdi nay
trong vai gio. Trong khi d6, & Streptomyces, 100% té bao ¢6 thé thanh kha
nap, nhung chi trong mot thoi ky ngén cta chu trinh té bao.

Bién nap ty nhién hiéu qua cao dugc phét hién chi & mét it loai vi khuan nhu
Acinobacter, Azotobacter, Bacillus, Streptococcus, Haemophilus, Neisseria
va Thermus. Nguoc lai, E. coli va nhiéu loai vi khuan khé bién nap trong diéu
kién ty nhién.

Tuy nhién, c6 thé gdy ra sy dung nap bang xir 1y héa chat hay tao
nhitng diéu kién nhat dinh cho sy ting truong cua té bao. Khi xt 1y té bao E.
coli v6i ion canxi ndng do cao, ching trd thanh kha nap va bién nap céc
plasmid thyuc hién c6 hi¢u qua.

Nhiing té bao dung nap trén bé mat cé cac nhdn 16 dung nap
(competence factor). Ching da duoc tinh sach mdt phén va nghién ciou ¢
nhidu loai vi khuan. O Streptococcus (trwéc ddy goi 1a Diplococcus)
pneumoniae di trd thanh dung nap c6 30 d&én 80 diém nhan trén té bao c6 kha
ning gin voi ADN mach kép hau nhu ciia bt ki ngudn nao. Mit khéc,
Haemophilus influenzae c6 mot $6 luong han ché tr 4 dén 8 diém nhan
(receptors), ma nhitng diém nhan nay trudc tién nhan biét ADN mach kép ¢
cdc cap bazo trinh ty nhu sau: 5’ AAGTGCGGTCA-3’ duoc goi 1a “diém hap
thu” (uptake site). Sy kién 13 cdc diém hap thu nay dic biét chung & ADN
cua Haemophilus (trén by gen c6 khoang 600 diém nhu vay) va tuong dbi
hiém & ADN cua céc loai khac da giai thich vi sao Haemophilus chi bién nap
gidi han véi céc vi khuan trong loai.

Phén 16n cdc vi khuan chi dung nap trong mot giai doan giéi han cua
chu trinh séng. Trong giai doan dung nap, té bao tong hop mot hay nhiéu

protein dugc goi 1a “cdc nhdn to dung nap”, ching bién d6i mang té bao dé



c6 thé gan véi doan ADN ngoai lai. Nhu vy, cdc diém thy thé chi hién dién
trong giai doan dung hop.
20.6.3.3- Sw hép thu ADN

Trong bién nap, vi khuén kha nap gén thuén nghich voi ADN. Céc té
bao kha nap c6 thé gan ADN nhiéu hon ca 1000 14n so véi té bao khong kha
nap.

Piéu kién quan trong thir hai dé thuc hién duoc bién nap la ADN phai
c6 mach kép va doan bién nap phai c6 trong luong phéan tir tbi thiéu Ia
400.000 dalton (16n khoang 1/200 bd gen cta vi khuan), di nhién diy khong
phai 1a gi61 han cao nhét. S6 luong té bao duoc bién nap (transformants - thé
bién nap) tang ti 1€ thuédn véi néng dd ciia ADN cho dén ldc ma céc diém rhu
thé (receptor sites) bio hoa do cdc doan ADN gin vao (thuong khoang 10
doan/té bao). O Streptococcus pneumoniae mdi té bao c6 thé gin khoang 10
phan tr ADN mach kép dai 10 — 15 kbp (kilobazo pairs)/phan tit. ADN duoc
hap thu vao té bao va bi enzym cét 1am giam trong lugng phén tir con khoang
8 kbp/phéan tir va mach don.

Mat d6 ADN ti thiéu dé c6 thé phét hién bién nap 12 0,01 ng/ml, mot
con sb thap dén ndi khong thé phat hién bang phuong phép héa hoc.

Piéu thi vi 1a trong bién nap & Haemophilus influenzae, doan ADN
phai c¢6 chudi ky tu 11 bp chuyén biét dé xay ra qud trinh gin khong dao
nguoc va thu nhan ADN. Chudi ndy duoc tim thiy véi tdn sudt cao bat
thuong & bd gen ciia Haemophilus, bd gen da duoc giai ky tu chudi hoan
toan. Bang chimg nay va viéc mot sd vi khuan nao d6 c6 thé bién nap trong
mdi truong tu nhién 1am co s& cho gia thiét 1a bién nap khong chi xay ra
trong phong thi nghiém ma con déng vai trd quan trong trong viéc truyén gen
cho thé hé sau trong ¢ nhién. Bang céich ting cuong trao ddi gen, nhitng vi
khuan khd bién tir nhién tang tinh da dang va tinh thich vmg.
20.6.3.4- Doan ngoai lai va doan ngi tai

Khi ADN mach kép x4m nhép vao té bao, mot mach bi phan huy. Bét
ki doan ADN n2o tir té bao cho xdm nhap té bao nhan, duoc goi 1a doan
ngoai lai (exogenote), ADN nguyén ven cua té bao nhan goi 1a doan noi tai

(endogenote). Té bao vi khuin nhan doan ngoai lai s€ ludng bdi & mot phén



bo gen, dugc goi 1a hop 1 ting phd‘n (merozygote). Tuy nhién, doan ngoai
lai mach don khong bén viing va bi phan hily néu khdng dugc gin vao bo gen
thé nhan. Qud trinh trao d6i thong tin di truyén bang chuyén chi mot phan vat
liéu di truyén tir t& bao nay sang té bao khic dugc goi 1a su giao nap timg
phcfn (meromixis). C6 ngudi cho rﬁng doan ngoai lai don mach dugc gén voi
protein (nhu protein Rec-A & E. coli), protein nay hd trg tim ving bd sung
trén doan noi tai, lam dut mach va gén doan ngoai lai. Cdc enzym s& cit céc
dau tu do (cta ca thé cho va thé nhan) va ligaz han kin 16m tréng. Khi doan
ngoai lai da gin vao doan ndi tai thi t& bao khong con 1a hop tir timg phan
nta.

Néu doan ngoai lai chra mot alen véi doan ndi tai, thi mach kép tai to
hop s& c6 mot hay nhiéu chd bdr cdp sai (mismatch bazo pairs) va doan ADN
nay dugc goi la heteroduplex. Néu cédc té bao con nhan alen mdi, stra sai
(mismatch repair) dugc thyc hi¢n bé'mg cdch cit doan ndi tai va dung mach
ngoai lai 1am khudn dé thay thé. Sy gin doan ngoai lai vio ADN té bao nhan
duoc thuc hién nh tdi 16 hop twong dong (xem sau).

Hai hoac nhiéu hon céc gen lién két chat c6 thé nam trong doan ADN
bién nap. Néu sy xam nhap cua hai hay nhiéu gen vao doan ndi tai, thi té bao
nhan s& dugc dong bién nap (cotransformed). Tan sé cta dong bién nap ti 18
nghich tuong ing véi khoang cich gilta cic gen cling bién nap.
20.6.3.5- Co ché phan tir

Dién bién ctia qué trinh bién nap & cip d6 phan tir dugc tém tit trén so
d6 hinh 20.14. Pé dé hiéu, cdc giai thich dua theo ADN cia cic dong vi
khuan S va R trong thi nghiém cua Griffith. Qua trinh gdm cic giai doan chu
yéu:

— Sw phén hity ADN té bao cho: ADN té bao cho c6 thé 1a cia té bao tur
nhién bi phan huy hogc trong thi nghiém bi gy ché bang nhiét do cao hay tic
nhan phd v té bao.

— ADN bdm vao bé mit té bao: Protein gan vao ADN.



— Thdam nhdp ciia ADN: Sgi ADN mach kép ctia dong vi khuén S sau khi
chui qua mang té bao ctia dong R thi mot mach S s& bi nucleaz cia té bao cit,
con lai mot mach nguyén.

— Bit cap (Synapsis)va tdi té hgp: Nho su hd tro cta protein RecA ADN cua
thé nhan R s& bién tinh tich roi 2 mach & 1 doan dé bat cdp voi doan ADN

thé cho S vura chui vao.

e
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Hinh 20.14-. So do dién bién ciia qud trinh bién nap ¢ cap dé phan tir
a. ADN bdm vao. b. Tham nhdp. c. Bdt cdp va tdi 16 hop. d. — Té bao bién nap

Sao chép: Sau khi bét cap tao doan lai R - S, phan tor ADN sao chép tao ra 2
s0i, mot soi kép R-R va soi kép khdc c6 mang doan ADN thé nhan S-S. Két
qua cudi ciing 12 doan gen ctia SIII chén vao bd gen té bao nhan. Sau phin bao
thi mot dong té bao nhan duoc ADN ngoai lai vao bd gen - té bao dugc bién

nap. Té bao da dugc bién nap sinh san tao dong nhan RII méi.



20.6.4-Tai nap (Transduction )

Viéc tim ra bién nap di thic day nghién ctru din dén phét minh ra tai
nap, la hién tugng truyén ADN qua trung gian virut tu té bao cho dén té bao
nhan. C6 hai kiéu tai nap: chung va chuyén biét.

Trong tai nap (transduction), cdc virut mang cdc gen tir té bao nay
sang té bao khdc. O chu trinh tan (lytic cycle), mgt sé bacteriophage g61
nham ADN vi khuan chi vao capsid. Té bao bi nhiém béi cdc virut nhur viy
nhdn doan ADN ciia vi khudn A khdc, chir khong phdi ADN cia virut. Do
vdy, ADN vi khudn A tdi t6 hop véi ADN nhiém sdc thé cua té bao chii B va
bién déi thanh phan di truyén (gentic composition).
20.6.4.1- Phage la nhén té chuyén gen

Thi nghiém duoc tién hanh trong éng hinh chit U, & ddy dng duoc ngin
cdch bang mang loc vi khudn. Mang ¢6 16 nho vi khuan khong qua duoc,
nhung phage qua dugc (hinh 20.15). Nhanh A cta 6ng chira vi khuan c6 kha
nang téng hop tryptophan (frp*), con nhanh B nudi céc vi khuan mét kha
nang tong hop tryptophan (frp7). Sau mot thoi gian nudi bén nhanh B xuat
hién vi khuan c6 kha ning tong hop tryptophan (frp*). Qua nhiéu lan thi
nghiém viéc phage tai gen frp” tir nhdnh A sang nhanh B dugc chirg minh.

Mang loc vi khudn

Nhanh A

, Nhanh B
Vi khuan an

Hinh 20.15-. Thi nghiém chirng minh co tai nap do virut

20.6.4.2- Tai nap chung (Genral transduction)



Tdi nap chung xay ra khi phage mang bat ki gen nao cua vi khuan A
chuyén sang vi khuédn B.

Tai nap chung (genralized transduction) c¢6 cic dic diém:

— Thuong do phage kiéu P1 thuc hién.

— Bat ki gen nao cua vi khuan ciing déu dugc tai nap.

— Tai nap c6 dugc do géi nham ADN ciia té bao chil khi phage trudng
thanh.

— Céc thé tdi t6 hop don boi dugc tao ra.

Do khong ¢6 su twong dong giita trinh ty ADN trén cédc phage nay véi
trinh tu & té bao chu, nén khong cé diém gan vao dic hiéu cho prophage. Bat
ki gen nao cling dugc tai nap vi dau cua phage c6 thé goi nham vao moét doan
ADN cua té bao chu. Su dong tdi nap (cotransduction) 1a qud trinh tai nap
ddng thoi 2 gen.

Qud trinh phage xAm nhap vao vi khuan va sinh san dugc mé ta trén
hinh 20-16. Pau tién phage bam trén bé mit cta vi khuan, sau 4 phit bom
ADN cuia né vio té bao, sau d6 ching sinh san va do ntra gid sau thi lam tan

vi khuan va giai phong cac phage con mai.

ADN phage Nhiém sdc thé vi khudn A Capsid Phage médi phd vé té bao, nhiém VK
B
Hinh 20.16-. Qud trinh xdm nhdp ciia phage va lam tan vi khudn
Khi ADN ctia phage xam nhép té bao vi khuan A, ching car ADN ciia
vi khudn A thanh nhiéu doan, dong thdi ADN cua phage dugc sao chép thanh
nhiéu phén tir con va cdc vo capsid cta phage cling dugc tao thanh. Sau d6
cac v6 capsid dwoc ldp rudét ADN vao, phd v té bao vi khuan ra ngoai va tiép

tuc xaAm nhap cdc vi khuan moi. Trong qué trinh lap rép khoang 7-2% phage



vé tinh mang doan ADN ciia vi khudn c6 chita gen. Phage mang gen cia vi
khuan A xdm nhép vi khuan B, qud trinh tdi to hop xay ra 1am gen A gin vao
b0 gen B.
20.6.4.3- Tdi nap chuyén biét (Special transduction)

Tai nap chuyén bi¢t hay han ché (restricted transduction) 12 truong hop
chi mang mgt vai gen nhat dinh, n6 ¢6 4 dac diém:
— Nhitng gen duoc chuyén nam sdt ché prophage gan vao.
— Chi prophage kiéu A thyuc hién.
— Do két qua su cdt sai ciia prophage khi tach khoi nhiém sic thé cua té bao
chu.
— Céc vi khuan téi t6 hop c6 thé luéng béi mot phan.

Vi du: Phage A chi mang gen gal (ddng héa dudng galactoz) tir vi
khuan nay chuyén sang vi khuan khéc.
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Hinh 20.17: Piém gdn ciia phage A vao bé gen vi khudn



Piém gan cua phage A vao bd gen cua vi khuan nam gitta 2 gen gal
(galactoz) va bio (tong hop biotin), tiép theo xay ra qué trinh tdi 16 hop &
diém chuyén biét (site-specific recombination) chén ADN ciia phage vao
Nhiém sic thé vi khuan (hinh 20.17). Pau cta phage chi c6 thé chira mot
luong ADN gidi han, né chi tai nap dugc gen gal hodc bio. Phage A tai nap
cdc gen galactoz duoc goi 1a Agal hay Adg (d = defective: khuyét, g =
galactoz). Néu té bao gal” dugc nhiém boi Adg (mang gen gal®), su rdp phage
bién dang vao té bao chu s& tao luong boi mot phdn. Su cdt sai cua phage A
rat hiém nén tai nap han ché ¢6 ran s6 thdp.

Tuy nhién, tai nap tan sb cao c6 thé nhan dugc trong diéu kién thi
nghiém. Néu té bao vi khuan duoc gdy nhiém kép voi phage A hoang dai va
phage Adg, phage hoang dai c6 thé hd trg chirc ning sai sét & phage bién
dang, va thé hé con s€ ¢6 ca 2 kiéu véi sd lugng béng nhau. Khi dich tan
dugc dung tai nap, qud trinh duoc goi la tai nap tan sé cao.

Trong nhiéu trudng hop, do bo gen bién dang Adg khong gin duoc vao
bd gen cla té bao chu (nén khong sao chép duogc). Sau mdi 1an phan bao, chi
mot trong 2 t& bao c6 bd gen cua phage bién dang; qud trinh nay dugc goi la
tdi nap sdy (abortive transduction).

20.6.5- Giao nap (Conjugation)

Vao nam 1946, J. Lederberg va E. Tatum chimg minh c6 trao d6i vat
chét di truyén giita cdc vi khuan séng. Su trao d6i nay goi 1a giao nap hay tiép
hop (conjugation). Giao nap & vi khuan 12 su két hop nhét thoi cua hai té bao
c6 kiéu bat cap d6i nhau, dugc tiép ndi bang sy chuyén mot phan vat chat di
truyén tir té bao cho sang té bao nhan qua cau té bao chit, va sau d6 cic té
bao tch nhau ra (exconjugants). Giao nap doi hoi su tiép xiic truc tiép giita 2
loai té bao duoc khoi su béng 6ng giao nap hay tinh mao (pilus), mot soi 6ng
nho rat dai do té bao cho (donor cell) tao ra (hinh 20.18).




Hinh 20.18-. Hai té bao vi khudn giao nap qua cdu té bao chat pilus

ADN dugc truyén qua mot cau té bao chat mong (a thin cytoplasmic
bridge) goi la 6ng giao nap (conjugation tube). Kiéu sao chép sigma (o) dugc
té bao vi khuan st dung trong giao nap dé truyén phan tir ADN dang thang
sang t& bao khac. Khi doan ADN vao bén trong té bao nhéan (recipient cell),
né thyc hién téi t6 hop véi cic gen tuong déng (homologous gens).

Vé thuat ngit, nhidu tic gia dung “tiép hop” dé chi qu4 trinh nay, theo
ching t61, dung “giao nap” tdt hon, vi phan dnh dugc ban chét ctua qua trinh,
nhit quén véi bién nap, tai nap ¢ vi khuan va khoi nham 1an véi tiép hop cua
nhiém sic thé.
20.6.5.1- Chiing minh c6 hi¢n twong lai ¢ vi khudn

Vao nam 1946, J.Lederberg va E.Tatum da st dung cac dong dot
bién khuyét dudng khic nhau & E.coli dé chimg minh c6 tdi to hop gitra cic
dong vi khuan khéc nhau. Cu thé dong A c6 kiéu gen met bio thrleu™thi* (c6
kha ning tong hop threonin, leuxin va vitamin B, (thiamin) va khéng tong
hop dugc metionin va biotin), con ¢ dang B thi ngugc lai c¢6 kha nang téng
hop metionin va biotin v6i kiéu gen met bio*thrleu” thi". Tron A va B trong
6ng nghiém, sau d6 cdy 1én moét moi truong toi thiéu (Minimal medium -
MM). Céc khuén lac moc trén moi truong tdi thiéu ching t0 co cdc dang lai,
ching chi moc 1én dugc nho sy bu dép cho nhau céc nhu cau dinh dudng.
Dang lai c6 kiéu gen mer*bio*thr'leu*thi* moc dugc trén mdi trudong tdi
thiéu. Trong khi d6 ting dang A hodc B riéng 1¢ khong moc dugc trén MT tdi
thiéu (hinh 20.19).

Dong A = met bio thr'leu"thi* x dong B= met bio thr leu thi-



Dang lai met"bio*thr*leu”thi* moc thanh khuan lac, mdi dang riéng 1é
khong moc thanh khuan lac.
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Hinh 20.19-. So do lai vi khudn (MM: méi truong toi thiéu)
20.6.5.2- Sw phén héa gidi tinh 6 vi khuén

Nam 1953, Hayes di phdt hién ¢ vi khuan c6 cdc dang khéc nhau
tuong tu giéng “duc” va “cdi” & sinh vat bac cao. Cac dang d6 duogc ki hi¢u
F* va F~ (tr chit Fertility - hitu thu). F* tuong tu giéng duc c6 & sinh vat bac
cao, né truyén gen sang F. Tan s6 lai F* x F~ khoang 107° tirc lai 1 triéu té
bao s& c6 1 té bao lai.

a) Epixom va plasmid

Khi tiép xic voi F* mot thoi gian té bao F~ trd thanh F*. V& sau dang
Hfr (High frequency of recombination) dugc phat hién, dang nay c6 tan s6 lai
v6i F~ cao hon F* ¢6 thé dén 10” 1an.

Khi F* tiép xtc véi F- mot thoi gian, F~ bién thanh F* do né nhan duoc
mot phan tir di truyén goi 1a epixom. Epixom F* 1a phan tir di truyén ngoai
nhiém séic thé, c6 thé tdn tai hoac & dang phan tod ADN voOng tron fur sao chép
hodc gan vao phan tir ADN cua té bao chu (vi du nhu phage A). Epixom F*
duoc goi la nhan 16 gioi tinh (sex-factor).

Plasmid lic dau duge dinh nghia 12 phan tir ADN vong tron nhé ¢6 kha

nang sao chép ddc 1ap vdi nhiem sac thé t€ bao chu va khong c6 kha nang gan



vao nhiém sic thé té bao chi. Plasmid c¢6 thé mang mot sé gen khéc nhau nhu
dé khang thubc (vi du, plasmid R dé khing nhiéu thudc khdng sinh),... Hién
nay “plasmid” duoc dung cho ca hai nghia 1a epixom 1an plasmid. Céc plasmid
¢6 thé ton tai doc lap hodc gén vao bd gen vi khuén. Vé sau nguoi ta phat hi¢n
& vi khuan con c6 nhiéu plasmid khéc. Ban chét di truyén cua cac dong F, F*
va Hfr dugc x4c dinh do cic plasmid nhu sau:

— F khong chtra plasmid.

— F* chtra plasmid ¢ dang tuw do khong gan vao bd gen vi khuan.

— Hfr - plasmid duoc gin vao bd gen vi khuan (hinh 20.20).

Té bao F+ Plasmid gan véi Nhiém sdc thé Té bao Hfr

Hinh 20.20-. Qud trinh chén ADN plasmid vao ADN Nhiém sdc thé té bao vi khudn

b) Cdc nhan t6 F’ va tinh nap (sexduction)

Sy cat roi nhan 6 F tir nhiém sic thé cia dong Hfr nhiéu khi khong
chinh x4c va ldc d6 mot doan bo gen ctia vi khuan thay thé mot phan cia F.
Trong trudng hop nay, nhdn té F’ duoc tao thanh va né ¢6 kha ning chuyén
gen cta vi khuan mot cich doc 1ap, nhung véi cdc tinh trang cta té bao cho.
Hién tugng nay duoc goi la tinh nagp (sexduction), c6 nghia la su chuyén gen
kém theo nhan t6 gidi tinh. Nho tinh nap ¢6 thé nhan duogc cac thé ludng boi
timg phan (merodiploid) theo cic gen duoc gan vao F'. Do vay, c6 thé
nghién ctru mdi nrong quan alen va cdc hiéu qua do su gia tang liéu lwong

gen O vi khuan.

20.6.5.3- Tdi té hop
Mudn xay ra tdi to hop thi 2 dong vi khudn phai tiép xidc véi nhau (F* x

F ) hoac (Hfr x F’). Dong té bao mang nhan t6 F* duoc coi 12 té bao “duc” va



c6 kha nang tao protein pilin, tr protein nay tao ong giao nap 12 pilus. Su co
lai ctia pilus dang ndi hai té bao 1am chiing tiép xiic ké nhau. Té bao F~ duoc
coi la cdi (female). Sau khi giao nap té bao F~ tr¢ thanh F*.

Viéc chuyén gen chi thuc hién khi plasmid gan vao bg gen cua vi
khudn. Trong qué trinh chuyén vat chat di truyén sang F~ thi ADN cua té bao
chit sao chép va mach méi c6 ori di diu va F & cudi (hinh 20.21).  Qud
trinh chuyén ADN tir F* sang F~ c6 thé bi ngit quéng.

Hfr X F~ Sao chép ADN truyén cho F~ Hfr F~ tdi t6 hop
Hinh 20-21. Su truyén ADN tir thé cho sang thé nhdn

Cic gen A, B, C duoc chuyén mot chiéu tir Hfr sang F~. Poan gen thé
cho bt cip voi cdc gen twong dong cia ADN té bao F~ va dién ra trao ddi
chéo tao té bao F~ tdi to hop (hinh 20.22).

Dong Hfr ¢6 tan sb lai cao hon nhiéu vi plasmid di nam sin trong bo
gen. Con F* phai qua giai doan plasmid gian vao bo gen roi méi chuyén gen.

Trong diéu kién thi nghiém & 37°C, nguyén bd gen cua té bao E. coli
duogc chuyén sang té bao nhan trong vong 90 phiit. Thuong sy giao nap bi
ngat gitra chimng do cdc pilus bi giy, nén it khi bo gen dugc chuyén nguyén
ven vao té bao nhan. Lic d6 té bao F~ vin 1a F~. Bang cédch ngét quing giao
nap ban do di truyén cua E.coli duoc xay dung va c6 dang 1 vong tron.

DA thé che
\

MNhidm sdc thé thé
nhin F-

Hinh 20.22- Doan ADN tir thé cho trao déi chéo véi ADN thé nhén tao F~ tdi té
hop



20.6.6- Lap ban d6 di truyén nhiém sic thé cia vi khuan
20.6.6.1- Giao nap ngd't qudng (Interrupted conjugation)

Khi tron dich té bao Hfr v6i F, sy tiép hop c6 thé bi ngit quing vio
thoi diém tiy ¥ bang rung lic manh. Miu dugc pha lodng nhanh va cdy Ién
moi trudng chon loc. Ngoai ra, dong Hfr phai c¢6 gen ddnh dau hay khuyét
dudng dé ching khéng moc dugc trén mdi trudng chon loc va chi ¢6 cic
dang tai to hop moc Ién. Sy truyén ADN cua Hfr sang F c6 tinh phan cuc,
cic gen & dau sang trudc va lan luot cdc gen khéc theo sau. Nho ngét quang
c¢6 thé xdc dinh duoc thoi gian ma mot gen dugce truyén sang F~ va khoang
céich gitra chung.

Vi du, dong Hfr c6 mang cic gen nguyén duong (prototrophic) danh
dau a*, b*, ¢* dugc tron v6i dong F mang céc alen khuyét dudng ab,c. Su
tiép hop duoc ngit quing v6i khoang cich 5 phit va pha lodng cdy 1én moi

truong chon loc (vi dy, moi trudng tbi thiéu). Két qua nhu sau:

Thoi gian (phiit) | Cdc thé tdi to
hop
5 ab'c
10 ab'c’
15 a'b" ¢’

Trinh ty gen & dong Hfr 1a b*—¢* —a" ; b cdch dau miit truyén sang it
hon 5 phit; ¢ it hon 10 phit ; a it hon 15 phit. O ddy don vi thoi gian 1a
phut.
20.6.6.2- Giao nap khong ngit quang (Uninterrupted conjugation)

Néu khong rung manh dé ngit quang nhan tao, cau té bao chat giita hai
gen cang gan ori (& dau caa ADN thé cho), xdc suét duoc chuyén sang té bao
nhan cang 16n. Tén sb cua céc gen Xuét hién & dang tai to hop trong thé nhan,
dugc phat hién trén moi truong chon loc, ti 1€ nghich véi khoang céch so véi
gen ddnh ddu ¢ dau. Cdc gen c6 nhiéu dang tdi to hop xuat hién thi cang nim
gan phia dau duoc chuyén sang té bao nhan.

Khoang cdch giita cdc gen c6 thé tinh bang 3 loai don vi: don vi thoi

gian, don vi téi to hop va don vi cap bazo.



Vi du: Néu mot phut giao nap tuong duong 20 don vi tai to hop &
E.coli, va nguyén nhiém sic thé( ADN) dugc chuyén sang trong 100 phiit, thi
tong chiéu dai la 2000 don vi tdi to hgp. Néu ADN c6 107 cip nucleotit, thi 1
don vi tdi to hop bang 107/2000 = 5000 bp.
20.6.6.3- Ldp bin dé bang tdi té hop

Pic diém cua tdi t6 hop ¢ vi khudn 1a chi mot phan bo gen duoc
chuyén sang té bao nhan. Mot hay nhiéu gen c6 thé duoc gin vao nhiém sic
thé t¢ bao nhan nho giao nap va phy thudc do dai doan truyén sang.
Exogenote phai duoc gén vao nhiém sic thé nhan thi méi duoc sao chép va
chia vé cdc té bao trong dong. Chi mot doan ngan ADN thudng duoc gan nhd
bién nap va tai nap. Nhu vay, néu hai gen clung bién nap (cotransformation)
thi hai locus phai lién két chat. Tuong ty nhu vay, hai gen cing dugc tai nap
vao phage s& & gan nhau. Mtc do lién két giita cic gen c6 chirc ning khéic
nhau (intercistronic) hay gitra cdc dot bién bén trong gen chlic ning
(intracistronic) ¢6 thé danh gid tir cdc két qua lai chuyén biét.

O hé thdng hop nir mét phan (merozygote), exogenote mudn gan vio
endogenote phai xdy ra 2 trao d6i chéo ¢ hai dau vi néu chi c6 1 trao d6i chéo
thi ca hai san phém nhan duoc déu mét can bé“mg.

Trong céc hé théng nay, tong c4 thé tham gia tdi to hop khong biét
duoc, nén tan sd tdi t6 hop khong thé tinh nhu ¢ rudi gidm (trén tong s cd
thé). Do d6, tan sd tdi to hop dugce trinh bay twong ddi theo mot s tiéu chuan
chung cho tat ca céc to hop lai. Vi du, sé lwong céc c4 thé tai to hop nguyén
dudng dugc tao ra khi lai hai dong dot bién c6 so sanh véGi két qua khi lai
dang hoang dai v6i mdi loai d6t bién. Tuy nhién c6 nhiéu sai 1éch va can
chinh Ii.

Xéc dinh trinh ty gen ¢ vi sinh vat thuong phuc tap vi c6 thé Xay ra
hién tugng nhiéu 4m cuc bd (localized negative interference). Phuong phap
xdc dinh trinh tu gen thuong ding 12 lai 3 diém hodn dbi (three - factor

reciprocall crosses).

20.6.6.4- Bén do di truyén ciia Escherichia coli




Hinh 20.23-. Ban do di truyén E. coli dong K12 (theo Brock Microbiology 11,
2006)

OriC - diém khéi sw sao chép; RE — restriction endonucleaz Nostl.(xem thém gidi thich
phia trén

Sau day 12 ban dé di truyén lién két gen vong tron ctia nhiém sic thé ¢
E. coli dong K12 (hinh 20.23). BO gen cua E. coli d3 duoc giai ky tu chudi
(sequencing) nam 1997, né gdém 4.639.221 bp (cip bazo) véi khoang 4288
ORF (khung doc md). Vong ngoai ciing ghi ky hiéu mot sd gen, ma mat
trong cdc sd tir 0 dén 100 chi vi tri tinh theo s6 phit gen dugc chuyén qua.
Céc s6 & vong trong cung chi s6 kilo cap bazo (kbp) tai céc diém nhan biét
(recognition sites) cua enzym cit han ché (RE — restriction endonucleaz) c6
tén Not 1. Céc mili tén chi diém khoi sy cua cic dong Hfr.
20.6.7-Plasmid

Trong phan néi vé qué trinh giao nap (conjugation) hay tiép hop & trén
da dé cap dén plasmid, 12 nhitng ADN vong tron nho hién dién ¢ nhiéu vi
khuan. Plasmid 12 nhin t§ di truyén sao chép doc 1ap véi nhiém sic thé
(Nhiém sic thé) cua té bao chi. Khong gidng virut, plasmid khong cé dang
ngoai bao (extracellular form) va tn tai trong té bao don gian 1a ADN ty do
va dién hinh 1a dang vong tron. Plasmid va ADN Nhiém séc thé cua té bao ¢6
vai diém khédc nhau co ban: plasmid chi mang nhimg gen khong thiét yéu

(nhung thudng rit c6 ich), con nhitng gen thiét yéu nam trén Nhiém sic thé.



Plasmid di chuyén gita cdc té bao trong qud trinh giao nap
(conjugation), tirc su tiép xiic giita hai logi té bao.

Céc kiéu plasmid khac nhau dugc phan lpai dya vao cdc gen ma ching
mang. Mot s6 plasmid, cdc nhan td trao ddi chat (metabolic factors) mang céc
gen mé héa cho cdc chirc nang trao d6i chat khdc thuong (unusual metabolic
functions) nhu phan hay dau mo do tran dau.

Pén nay di biét hang ngan plasmid khac nhau. Trén thuc té, nguoi ta
da phan 1a8p hon 300 plasmid khac nhau trong tu nhién chi tr dong E. coli duy
nhit. Nhiéu plasmid duoc st dung 1am cong cu chuyén gen trong k¥ thuat di
truyén.
20.6.7.1-Tinh chdt vit Iy va sw sao chép plasmid

Hau hét cdc plasmid da biét déu c6 ADN mach kép, mach vong. Tuy
nhién van c6 nhiéu plasmid mach thang. Céc plasmid tu nhién c6 kich thudc
rat khdc nhau, tir 1 kbp dén 1 megabp. Plasmid dién hinh 1a mot phan tir
ADN vong tron, mach kép nho chwa dén 5 % kich thudc Nhiém sic thé (hinh
20.24). Phan 16n nhitng plasmid ADN dugc phén 1ap tir t& bao c6 dang siéu
xodn, dang nho gon nhat c6 thé ton tai trong té bao.

Enzym lién quan dén viéc sao chép plasmid trén thuc té 1a nhitng
enzym binh thuong trong té bao. Vi thé nhitng gen cia plasmid chi yéu lién
quan dén su kiém sodt qué trinh khéi su sao chép va véi su phan bd nhirng

plasmid dugc sao chép vao céc té bao con.

Hinh 20.24-. Hinh hién vi dién tr cdc plasmid vong tron



Tuong ty, nhitng plasmid khdc nhau hién dién trong t& bao vdi sb
lugng khac nhau, goi 1a $6 ban sao (copy number). Mot ) plasmid chi c6 1-3
ban sao trong t& bao, trong khi nhitng plasmid khdc lai c¢6 dén 100 ban sao.
S6 luong ban sao dugc kiém sodt boi nhitng gen trén plasmid va boi su tirong
tdc gen giita té bao chil va plasmid. Phan 16n cic plasmid & vi khuidn Gram
am sao chép tuwong ty nhu Nhiém séc thé vi khuén. Viéc nay thyc hién twr
diém khoi su sao chép (Ori) va chép theo hai hudng quanh vong plasmid, tao
ra dang trung gian theta (0). Tuy nhién mot sé plasmid khong sao chép theo
hai huéng. Do kich thich nhé cia ADN plasmid, toan bd qud trinh sao chép
xay ra rat nhanh, c6 1& bang 1/10 tong thoi gian dién ra chu ki phan bao.

Hau hét plasmid cua vi khuan Gr* sao chép theo co ché vong xoay
twong tu nhu phage @x174. Co ché nay sé& tao ra mach don trung gian, va do
d6 nhitng plasmid nay thinh thodng dugc xem nhu plasmid ADN mach don.
Phan 16n ADN mach théng sao chép dung co ché lién quan dén mot protein

gan voi ddu 5° cia mdi mach ma duoc ding trong téng hgp modi ADN.



20.6.7.2- Tinh khong twong hop (Incompatibility) va chinh sira (curing)

Mot s6 vi khuan cé thé chira vai dang plasmid khic nhau. Vi dy,
Borrelia burgdorferi (nhin t6 gdy bénh Lyme) chira 17 plasmid mach thing
va vong. Kha ning hai plasmid khic nhau, ma mdi mot sao chép trong cling
mot té bao, dugc kiém sodt boi gen cua cdc plasmid tham gia diéu hoa sao
chép ADN. Khi mét plasmid duoc chuyén vao trong té bao dd cé sdn mot
plasmid khéc, thudng thi plasmid thir hai c6 thé khong ton tai duoc va mat di
trong qud trinh sao chép té bao sau d6. Néu diéu nay xay ra, hai plasmid trén
dugc goi 1a khong nwong hop (incompatible). Mot sé nhém khong tuong hop
(Incompatibility - Inc) da dugc ghi nhan. Cac plasmid thudc ciing mot nhém
khéong twong hop sé logi trir nhau khi sao chép trong ciing té bao nhung c6
thé cling ton tai voi plasmid ctia nhém khéc. Plasmid cting nhém khong
tuong hop ¢6 chung co ché diéu hoa sao chép, do d6 chiing ¢6 ho hang véi
nhau. Vi vay, dii t& bao vi khuan c6 thé chira nhiéu loai plasmid khdc nhau,
thi mdi loai van khéc biét nhau vé mat di truyén.

Mot s6 plasmid, goi 12 epixom, c6 thé chén vao nhiém sic thé, va su
sao chép cua ching chiu sy kiém sodt ctia Nhiém sic thé. Trudng hop nay rat
gidng voi virut ma bd gen clia chiing c6 thé chén vao b gen cua té bao chu.

Plasmid thinh thoang c6 thé bj logi bo khéi té bao chu bang nhiéu xir 1y
khéc nhau. Viéc loai bo niy, goi 12 chinh sita (curing), 12 két qua cua tc ché
sao chép plasmid ma khong c6 sy e ché song song ddi véi Nhiém sic thé
ctia té bao chu. Trong phan bao, plasmid bi loai bo mat. Sy chinh stra ¢6 thé
Xay ra ty phét, nhung c6 thé ting nhanh dang ké bang nhiéu cach xur If khic
nhau.
20.6.7.3- Sw chuyén plasmid tir té bao nay sang té bao khdc

Co ché chinh cta viéc chuyén plasmid tir té bao ndy sang té bao khéc
12 giao nap, ma chirc nang thuc hién duoc ma héa béi chinh mét sb plasmid.
Giao nap 12 mot qud trinh sao chép ADN va plasmid ciia té bao cho va truyén
béan sao cia Nhiém sic thé cliing ban sao plasmid sang t& bao nhan.

Hinh 20.25 cho thy ban dd gen cta plasmid F, mot plasmid da dugc
nghién ctru rat ki ctia Escherichia coli. Khoang 25 gen trén F plasmid, bao

gom céc gen sao chép ADN, céc yéu to thuc hién chltc nang cua mot epixom



va cudi cling 12 mot vong cung ADN 16n, goi 1a viing tra, chtra nhitng gen

gitip n6 tu di chuyén tir té bao nay sang té bao khac.
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Hinh 20.25-. So dé gen cua plasmid F cia E. coli.

Con s6 bén trong cho biét kich thieée ciia plasmid (chinh xdc la 99.159
bp). Ving mau xanh sam ¢ dudi chira nhitng gen chiu trdch nhiém chinh dé
sao chép va tdch plasmid F trong té bao phdt trién binh thuong. Vang xanh
sdng, ving tra, chita nhitng gen chiu trdch nhiém chuyén gen. Chudi ori T la
diém khéi dau cia qud trinh chuyén plasmid trong tiép hop. Miii tén cho biét
huéng chuyén. (ving tra sé dwoc chuyén qua cuéi cing). Nhitng ving mau
vang la nhitng yéu t6 ¢é thé hodn déi vi tri, noi ma cé thé xdy ra sw hop nhat
vao nhitng yéu t6 twong dong trén nhiém sdc thé vi khudn va dan dén s hinh
thanh dong Hfr.

(Theo Brock Microbiology 11, 2006)

Plasmid diéu khién su truyén gen ctia chinh né boi su tiép xiic cua hai
té bao goi 12 ¢d khd ndng giao nap. Khong phai tit ca plasmid déu c6 kha
nang tiép hop. Kha ning truyén trong tiép hop dugc kiém sodt bai nhirng gen
trong plasmid goi la vung tra. Vung tra chita nhitng gen ma héa protein thyc
hién chtic ning bét cip. Sy hién dién cia ving rra & plasmid c6 thé din dén
két qua quan trong khdc néu plasmid chén vao nhiém sic thé. Trong trudng
hop nay, plasmid c6 thé huy dong su chuyén ADN nhiém sic thé tir té& bao
nay sang té bao khéc.

Mot vai plasmid tiép hop tir Pseudomonas c6 bién do té bao chu 16n.
Piéu nay c¢6 nghia 1a ching c¢6 thé dugc truyén sang rat nhiéu vi khuan Gr

khac. Nhirng plasmid nhu thé c6 thé chuyén théng tin di truyén giita nhiing



sinh vat & gan nhau. Nhirng plasmid tiép hop c6 thé chuyén giita vi khuan Gr
va Gr', giita vi khudn va té bao thuc vat va giira vi khuan va ndm. Tham chi
néu plasmid khong thé sao chép doc lap trong vat chu moi, sy chuyén
plasmid ty né ¢ thé ¢6 ¥ nghia tién héa quan trong néu gen tir plasmid ndi
lai v41 b gen cua vat chu moi.
20.6.7.4 - Vai logi plasmid khdc va y nghia sinh hoc ciia chiing

Mic di plasmid khéng mang nhitng gen thiét yéu dbi véi vat chu,
nhung né c6 thé anh huong dang ké dén kiéu hinh cua té bao. Chang han, kha
nang cua Rhizobium tuong tic véi thuc vat va hinh thanh ndt san & ré cd dinh
dam 14 nho nhitng plasmid thuc hién. Nhirng plasmid khac mang lai dic diém
bién dudng dic biét ¢ t& bao, nhu su phan huy chat gy 6 nhiém doc hai.
Thuc ra, plasmid duong nhu 1a mot b mdy chinh dé tao ra nhitng tinh chét
riéng biét ctia vi khudn, va trong nhiéu truong hop, con “xudt khdu” (export)
nhitng dic tinh nay boi su chuyén gen theo chiéu ngang. Han ché duy nhat
d6i voi nhitng kiéu gen nay c6 trong plasmid Ia ching khong can thiép vio su
sao chép cua chinh minh hodc vao su ton tai cua vat chu.

a) Plasmid dé khdng

Trong s6 nhimg nhém plasmid phd bién nhét va dugc nghién ciu ki
nhit 1a céc plasmid R, c6 kha ning khang khang sinh va nhiéu chat tc ché
sinh truong khac. Plasmid R 1an dau tién duoc phét hién tai Nhat ¢ dong vi
khuan rudt; d6 1a nhitng vi khudn c6 tinh d& khang dbi v6i nhiéu loai khang
sinh (da khang) va ké tir d6, chiing dugc phét hién trén khip thé gi6i. Ban
chét gay nhiém ctia plasmid tiép hop R cho phép chiing lan rong nhanh chéng
trong quan thé t& bao gdy ra mot van nan 16n trong y hoc 14m sang 1a su xuat
hién nhanh céc vi khuan dé khéng thudc.

Mot plasmid R ¢ thé mang nhiéu gen dé khang. Chang han, plasmid
R100 c6 94,3 kbp (hinh 20.25), mang nhiing gen ma héa cho sy khang
sulfonamid, streptomycin va spectinomycin, fusidic axit, chloramphenicol,
tetracylin va c6 thé mot sé gen khang thily ngén (mercury). Plasmid R100 c6
thé duoc chuyén gitra céc vi khuén duong rudt thudc chi (Genra) Escherichia,

Klebsiella, Proteus, Salmonella va Shigella, c6 thé chuyén vao vi khuan



Gram am Pseudomonas. Nhirng plasmid R khic c6 gen khang khéng sinh

cling dugc ghi nhan.

Ori sao chép mer

Pilus

cml

x
ueuwP?

Ori chuyén gen tet

Hinh 20.26- Plasmid R100: RTF la ving cdc gen tra chuyén gen ; r-determinant la ving
cdc gen dé khdng (mer - thity ngan, sul - sulfamid, str - streptomycin,cml -
chloramphenicol, tet — tetracyclin). (Theo Brock Microbiology 11, 2006)

b) Plasmid ma héa chat djc va nhitng déc tinh khdc

O mot s6 vi khuan giy bénh, mot s tinh chat nay dugc mang trén
plasmid. Thi du, dong E. coli gy bénh duong rudt cé tinh chat nay boi kha
nang sinh san thanh tip doan trong rudt non va san xuat mot chat doc gy cic
triéu ching cua bénh ti€éu chay. Sy hinh thanh tap doan doi hdi sy hién dién
ciia mot protein bé mit té bao goi la yéu 16 khdng nguyén tao quan thé (yéu t6
khéng nguyén hinh thanh tap doan), dugc ma héa boi mot plasmid. Protein
nay gitip t& bao c6 kha ning gan véi té bao biéu md cua rudt. ft nhit hai chat
doc ¢ E. coli gay bénh duong rudt duoc ma héa boi mot plasmid: hemolysin
1am tan té bao hong ciu va enterotoxin giy tiét qua nhiéu nudc va mudi vao
rudt va do vdy 1a chat doc gy tiéu chay.

c) Bacteriocin

Nhiéu vi khuan san xudt protein trc ché hodc giét chét té bao cic loai
ho hang gan, tham chi ngay ca nhiing dong khic nhau cia cing mot loi.

Nhing tic nhin nay, duoc goi 1a bacteriocin dé phan biét v6i chéat khang



sinh, c6 phd tic dong hep hon khang sinh. Cdc gen méd héa bacteriocin va
nhiing protein ché bién (processing) va van chuyén chiing (tao tinh mién dich
cho sinh vat san sinh ra né) thuong nim trén plasmid hay transposon.
Bacteriocin dugc dat tén theo loai tao ra né nhu & E. coli c6 colicin, ma hda

b6t Colplasmid; Bacillus subtilis tao ra subtilisin,...

Plasmid Col cua E. coli ma héa nhiéu colicin khéc nhau. Colicin duoc
giai phong tor mot té bao gén voi nhitng thu thé (receptors) dac hi€u trén
mang té bao dé cam nhiém (susceptible). Colicin giét t& bao bang cich ngin
can chirc nang quan trong nao d6 cia té bao.

Bacteriocin hodc tic nhan tuong tu bacteriocin cua vi khuan Gram
duong thi hoi khac colicin nhiing cting thuong dugc ma héa boi plasmid, mot
) tham chi con c6 gid tri thuong mai. Chéng han, vi khuén lactic tao ra
bacteriocin Nisin A trc ché manh sy tang truéng ctia mot loat vi khuan Gr* va
dugc diing 1am chét bao quan trong céng nghé thuc pham.

20.6.8- Sw chuyén vi (Transposition)

Cdc phan tir chuyén vi (transposable elements) hay phan tr di dong
(mobile elements) la nhitng trinh ty ADN c¢6 khéa nang di chuyén tur vi tri nay
dén vi tri khiac (muc ti€u) ctia bd gen (cung bd gen hay khéc). Sy di chuyén
ADN nay duoc goi 12 transposition (sy chuyén vi).

Tdi t6 hop (Recombination) trong chuyén vi (transposition) la su két
ndi (junction) gitra cdc ddu miit ctia phan tir chuyén vi v6i cdc dau muit bi cat
hé cia ADN muc tiéu (target site). Khdc véi tdi té hop twong dong
(homologous recombination), transposition khong ddi héi su twong ddong
(homologous sequence) gitra cac phﬁn tu di dong va ADN muc ti€u, va né
ddc 1ap véi chuc nang dugc ma héa bdi recA, vi nd su dung enzym dac hiéu
la Transposaz.

Pay 1a hién tuong rat pho bién trong thién nhién, céc transposon duoc

tim thay ¢ vi khuan, ndm, thuc vat va dong vat (bang 20.6).

Bdng 20.6- Cdc phdn tir chuyén vi c¢é ¢ Prokaryotae va Eukaryota



Prokaryota Eukaryota

— Trinh ty xen doan: IS — Retrotransposon:

— Transposon: Tn nhu Tn3, Tn5, Tnl0,... NAm men (Yeast): Ty

— Virut: Mu Rudi gidm: copia, P

— Transposon (ADN):
Ngo: hé théng Ac-Ds

— SINE: ¢ nguoi (ho Alu)

— Retrovirut: Rous sarcoma, HIV

Ching c6 chirc nang nhu cic vector quan trong thyuc hién bién doi di
truyén. Céc xen doan, mat doan va cau trdc lai bd gen thuong kem theo su di
chuyén cua céc transposon. Sy di chuyén nay lam sai hong chirc ning binh
thuong cia gen. Ching hoat héa hay lam bdt hoat cic gen bang cich xen
doan vao ké bén hay vao giita doan gen. Céc transposon IS, 1a cdc phan nir
lap dogn (repetitive elements), con tao cic ving tuong déng rdi trong bd gen,
nhd d6 cac hé thdng tdi 16 hop twong dong cé thé tic dong.

Transposition gdm cdc kiéu chinh:

— IS: trinh tw xen doan (insertion sequence) 1a cc transposon ngdn.
— Transposon (ki hiéu Tn): Céc phcfn te di dong dai (khoang 5000 bp) cé
chtra mot hodc vai gen. N6 thuc hién:

+ Transposition khong sao chép (nonreplicative): Phan tur chuyén vi
duge cat khoi ADN cho (donor) va duoc gén vao phan t¢r ADN muc tiéu.
Thudc loai nay c6 Tnl0, Tn5, Tn7.

+ Transposition sao chép (replicative): ADN dugc nhan doi va ban sao
dugc xen vao vi tri méi tao cointergrat (cong gén) va cé Tn3, Mu.

— Retrotransposition: Su di chuyén qua trung gian ARN, nho reverse

transcriptaz tao thanh cADN, va su xen doan cADN vao vi tri moi.

20.6.8.1- Cac trinh tu xen doan IS

Cac transposon don gian nhat 1a céac trinh tw xen doan (insertion

sequence) va duogc ki hiéu boi tiép dau ngir IS kem sb th tw nhu IS,




Céc phan tir IS 1a céc cAu phan binh thuong ctia ADN vi khuan va
plasmid. Dong E.coli chuan thudng chita vai ban sao (<10) cta bat ki mot
trong céc IS chung thuong gap. DPé mo ta sy xen doan vao diém dic biét, ki
hiéu 2 chdm kép duoc sir dung nhu A:: IS, chi IS, xen vio phage A.

Céc IS 1a nhirng don vi ty tri, mbi mdt trong chiing ma héa cho chi mot
protein can thiét cho sy chuyén vi ban than ching. Trinh ty ctia mdi loai IS
c¢6 khac nhau, nhung trong to chirc ciu tao c6 nhiéu tinh chat chung. O giita
c6 gen transposaz tnp, hai dau c6 ldp doan ddio nguwoc (IR — Inverted
repeats). Su xen doan cua IS & tiéu diém (target) dugc minh hoa trén hinh
20.27. Cau triic transposon va su chén vio ADN muc tiéu néu trén hinh
20.28.

Céc dau mit cua transposon c6 trinh tu lap lai dao nguoc (inverted
repeat - IR). Trong vi du nay, ti€u diém c6 5 bp. Céc dau mut cia transposon
gdm cdc lap doan ddo nguoc 9 bp duge ddnh sb tir 1 dén 9.

Transposase
{ } l Elément IS

IR IR

I P

ADN cible W el sy T

Y%
I » B_ »

Hinh 20.27. Céu triic 1S va sw chén vao ADN muc tiéu.

O hai dau cua IS ludn c6 hai trinh ne lap doan truc tiép (direct repeat)
ngan. Céc trinh ty nay dao dong tuy transposon, nhung cb dinh dbi véi mdi
loai IS. Chiéu dai ctia phan 16n lip doan truc tiép 13 9, chiing x4c dinh cic

dau muit cua transposon.
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Hinh 20.28- So do cdu triic cia transposon co cdc IS, cdc lap doan dao nguoc IR

(inverted repeat) va tao lap doan truc tiép & hai dau ADN diém muc tiéu
20.6.8.2- Transposon khong sao chép va sao chép

Su chuyén vi ADN theo 2 kiéu khdc nhau (sao chép va khong sao
chép hay bao ton (conservative)) va cé nhiing tinh chat chung (hinh 20.29).

So d6 dién bién transposition sao chép (transposon Tn3) dugc néu trén cic

hinh sau: cat va ndi (hinh 20.30 ), su cong gan va phan tach.

Sa 7'r:hép Bdo tdn

+
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Hinh 20.29- So d6 vé transposition sao chép va khong sao chép

ADN cho




Su noi gita Tn va

trinh  tw muc tiéu

. o . (ligation)
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ADN nhan

Hinh 20.30. So do transposition sao chép (Tn3)

Tiép theo 1a sw cong gcfn (Cointegrat Formation) 2 loai ADN (hinh
20.31).
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Hinh 20.31. Sy cong gcfn (Cointegrat) cua 2 logi ADN
Cubi cung la sy phdan tdach (Resolution) ra 2 loai ADN (hinh 20.32).

Hinh 20.32. Sy phan tdach ra 2 loai ADN

Qua trinh transposition cé nhitng dic diém sau day:



— Ca hai d4u cua phin tir mang gan nhu mét trinh tu ¢6 dinh hudng ddo
nguoc nhau.

— Céc transposon ma héa it nhat mot protein 13 transposaz. Transposaz gan
dic hiéu va cit céc trinh tu & cudi dé thuc hién chuyén V.

— Céc transposon tao ban sao ngén (£ 12bp) cua ADN ¢ diém muc tiéu trong
transposition. Chiéu dai cta trinh tu nay dic trung va khong doi ddi voi mot
phﬁn ttr nhét dinh va duoc tao ra nhd su cdt so le (staggered cleavage) cua
ADN muc tiéu nh¢ transposaz.

Co ché transposition duoc nghién ctru chi tiét & phage Mu va c6 thé
tém tit nhu sau:

— Su nhan biét va bat cap 2 dau miit cua transposon nho transposaz dé hinh
thanh cdu tric chuyén biét protein - ADN. Sy hinh thanh phirc hop duoc
kich thich boi cdc protein HU va IHF 1a céc nhan t6 tham gia tdi to hop
diém chuyén biét Mu transposaz, gibng nhu Alnt protein, c6 2 ving gan doc
lap.

- Su cart khéc (nicking) do transposaz tao ra 3’-OH & mdi ddu ciia Mu.

— Cdt tiéu diém nhd transposaz tao dau mit so le 5 - P dai 5 bp.

— Su néi dau 5’ - P cua tiéu diém véi 3’-OH cua transposon tao cdu triic
trung gian chuyén mach (strand - transfer intermediate).

Tnl0 c6 1€ sit dung co ché tuong tu dé thuc hi¢én transposition khong
sao chép hay bao ton (conservative transposition) (hinh 20.33 a, b, c va d).
20.6.8.3- Sw chuyén vi ngwoc (Retrotransposition)

Nhoém céc transposon, dugc phét hién & nim men (Ty) va Drosophila
(copia) va c6 lién quan dén retrovirut, di chuyén dén vi tri méi qua trung gian
ARN. Transposon ctia ndim men Ty, giéng v6i retrovirut, ¢6 ldp doan cudi
dai (long terminal repeat) dugc goi la trinh tu o nam & 2 phia doan ma hoéa.
Céc protein dugc mi héa, ¢6 trinh tu twong ddng voi infegraz cua retrovirut
va reverse transcriptaz, rat can thiét cho transposition.

Phuong thirc phién ma nguoc cua cdc phan tir di dong tuong ty nhu
cia retrovirut. C6 sy twong ty vé cdu trdc gilra retrovirut va cdc

retrotransposon & nim men (Ty) va Drosophila (copia).



Su chuyén vi nguoc tao ban sao cua phﬁn to & vi tri mdi, trong khi
phan tir cho ban dau van gitt nguyén cdu tric khong bién ddi. Do vay,
retrotransposition tao nén mot it dat doan va cac tai cAu tric (rearrangement)
cia bd gen t& bao chi. Nhimng bién d6i cia bd gen lién quan véi
retrotransposition s& dan dén viéc 1am ngimg hay hoat hoa cdc gen, ma mot
s6 ¢6 thé gy ung thu.

Cdc transposon dd gop phan vao sw tién héa cia plasmid, va vai
chimg cir cho thdy cdc plasmid R ¢é duwoc tinh dé khdng khdng sinh théng

qua cdc transposon.

° Y

c.
d.

Hinh 20.33. Transposition khong sao chép hay bdo ton (conservative transposition)

Miii tén chi cdc diém cat va sau do noi lai theo trdt tw moi.

20.6.8.4-Gdy djt bién bing transposon
Cic (mg dyng cta transposon bao gdom:

— Gay dot bién (mutagensis) bang transposition.



e A

—

Nhiém sdc thé vi khudn [A+ TetS] (4 oo chiic ndng va
nhay cdm tetracycling

Cheén Tnid vao gene Al

Hinh 20.34. Transposon
Tnl0 chen vao sl e 1o : A lam mdt
chikc nang, 1400y nhung khdng

tetra.

— Cong cy cho k¥ thuat di truyén in vivo (in vivo Gentic Engineering).

— Nhén t6 trung gian d& khang khdng sinh (mediator of antibiotic
resistance)

O day dé cap cha yéu dén gay dor bién nho transposon (Transposon
Mutagensis). Sy chén transposon vao giita gen s& dan dén dér bién 1am mat
chtic ning binh thudng cua gen (hinh 20.34). Transposon cung cip mot
phuong tién dé& dang dé tao cdc dot bién trén Nhiém sic thé. Mot thudn loi
cho gy dot bién bang transposon 12 né ¢ chira 1 gen khang khéng sinh, ma
gen nay diung lam marker (ddu chuan) dé nhan biét transposon dugc chen
vao. Trudc tién cidc dong mang gen khing khang sinh dugc phan lap tor méi
truong giau dinh dudng, noi cic dot bién khuyét dudng ting trudng tao
khuan lac. Sau d6 ching c6 thé duoc sang loc trén méi truong gidi han dugc
cung cip cdc chit ting truong nio d6 dé xdc dinh chit nao can thiét cho dot
bién.

Cic transposon ciing hitu ich cho sy chén 1 maker gen khuyét dudng
(auxotrophic) vao trong dong sinh vat hoang dai. Thuong thi cdc dot bién
khuyét dudng khé phan lap truc tiép. Nhung néu marker khuyét dwéng duoc
dua vao ciing transposon v&i marker khang khdng sinh, thi c6 thé qua chon
dong dé khdng khdng sinh ma xdc dinh marker khuyét dudng. Hai transposon
thuong dugc st dung trong gdy dér bién 1a Tn5 (khing neomycin va

kanamycin) va Tn/0 (chtra 1 marker khéang tetracycline).



Integron 1a céc transposon c6 thé thu nhan va biéu hién cic gen tu
nhiéu ngudn khic nhau. Tuy nhién, khic véi cic transposon dugc chen vao
mot cach ngﬁu nhién, cdc integron chén vao c6 tinh chon loc cao (high
selective) trong céic diém xen doan (insertion site) cta ching, thuong thi
duoc chen vao trong plasmid.

Integron chira gen ma héa cho protein duoc goi 12 integraz, can thiét cho
su tdi 16 hop o diém chuyén biét (site-specific recombination). BO gen cua
phage A (lambda) chén vao Nhiém sic thé cta E. coli & mot vi tri dic biét nho
hoat tinh cua enzym integraz A. Integron ciing chira trinh ty ADN dac biét cho
phép integraz chén céc nhém gen goi 1a cassette vao Nhiém sic thé, ma trén
d6 c6 promoter cho phép cic gen cassette méi duge biéu hién.

20.7. DI TRUYEN HOC VIRUT

Virut ¢6 cdu tgo don gidn va rdt nhé nén duoc phat hién mudn hon.
Viéc cdc nha vat If hoc khi chuyén sang linh vuc sinh hoc di sur dung cic
virut vao nghién ctru di truyén hoc cho thy rd tam quan trong cua céc d6i
tugng nay. Di truyén hoc virut d3 gép phan déng ké cho sw phdt trién cia
sinh hoc phan tir. Sy hiéu biét chi tiét vé cdc virut khéng nhing gidp con
ngudi biét rd cdc co nguyén giy nhiéu bénh hiém ngheo (ung thu, AIDS,...),
ma codn ¢6 thé bién chiing thanh cic cong cu chuyén gen c6 1oi cho con ngudi

20.7.1. Sinh hgc cuaa virut
Virut dugc phat hién vao nam 1892, khi nha khoa hoc Nga Ivanovski

(hinh 4.1) nhan théy virut dém thuéc ld (tabacco mosaic virut - TMV) qua
duoc mang loc ngan vi khuan.Nam 1935, W.M Stanley phat hién cic virut c6
thé tao thanh tinh thé. Con cdc sinh vat khéc, t& bao dit don gian nhét ciing
khong thé tao thanh tinh thé dugc. P c6 nhitng ban cai rang virut c¢6 duoc
coi 1a sinh vat hay khong. Dén nay, ching duoc coi 12 nhing thire thé song
chua c6 cdu tao té bao. Cac virut hay cdc virion 1a nhitng dang sinh vt c6
cu tao don gian nhét. Xét tr géc dd phan loai hoc, sinh gidi c6 thé chia
thanh hai nhém 16n: cac sinh vat co cdu tao 1é bao va virut.

20.7.1.1. Dic diém chung ciia virut

Vao nhitng nam 1950, su quan st truc tiép bﬁng kinh hién vi dién tir

cho thay virut c6 rat nhiéu diém khac vi khuan. Trudc tién can ké dén dac



tinh rdt nho bé, cau tao don gian cta virut. Virut nhd nhat c6 duong kinh chi
20 nm, nhé hon ca riboxom.

Ngoai ra, virut khic véi cac sinh vdt co cdu tqo 1é bao & nhiéu diém:
— Virut 12 cdc thé ndi ki sinh bat budc, khong cé cau tao té bao. Chiing phit
trién va sinh san chi trong cdc té bao séng cia vat chu chuyén biét.

— Virut sir dung bé mdy sinh tong hop ciia té bao chii @é sinh san va thuong
phé hiy té bao chu dé phéng thich thé hé virut con tiép tuc gdy nhiém cic vat
chu moi.

— Virut c6 bo gen chi gém mot loai nucleic axit (ADN hoac ARN), trong khi
d6 cic té bao c6 ca hai loai, duoc bao trong vo protein. Phan 16n virut gdm 1
loai nucleic axit va mot it loai protein.

— Ching khéng c6 hé thdng sinh tong hop protein riéng (khong cé riboxom);
khong c6 hé thdng trao doi chat riéng nén khong bién dudng ning luong

(khong phan huy thiic dn dé tao ATP ), khong thyuc hién sy 1én men, hd hip
va quang hop.

— Virut khong tao mang lipit riéng, mic dd mot sd virut c6 mang bao

(enveloppe) dugc tao ra bang bién d6i mang cua té bao chi trude khi thodt ra
khoi té bao chi.

— Virut khong bi tac dong boi cdc thude khang sinh vi khong c6 ciu tric véch
té bao va bd mdy sinh héa riboxom nhu té bao vi khuén.

— Virut khong c6 khung suon 1é bao (cytoskeleton) hoac phuong ti¢n di dong
ngoai sy khuéch tan.

— Virut khéng “tang trucng” theo nghia 1a ting khoi lwong, khi virut da hinh
thanh né khong tang kich thudc. Hinh dang dac trung cia virut dugc xac dinh
b1 vo protein.

Virut da hinh thanh tron ven duoc goi 1a virion, bd gen cua né duogc goéi

trong voO protein va bén ngoai co6 thé c6 mang bao.



20.7.1.2. Céu tao virut

Virut ¢ bo gen rat da dang. B0 gen (Genome) cua virut ¢ thé 1a ADN
mach kép (double strand - dsADN), ADN mach don (single strand - sSADN),
ARN mach kép (double strand - dsARN), hay ARN mach don (single strand -
sSARN). Cic virut c6 ADN hoac ARN mach don con phan biét thanh 2 dang
duong hay cOng (+) va am hay tru (-):
— Virut mach duwong (Plus (positive)-strand virut): virut véi by gen ARN hay
ADN ma bd gen c6 cung trinh ty nucleotit nhu mARN cua virut.
— Virut mach am (Minus (negative)-strand virut): virut véi by gen ARN ma
mach ARN nay c6 trinh tu nucleotit nguoc chiéu (bé sung voi) voi mARN
cua virut.

Bd gen virut thuong 1a mot phan tir nucleic axit & dang vong tron hay
thang. Virut nho nhét c6 chimg 4 gen, virut 1én nhat c¢6 chirng vai trim gen.

Vo protein boc b gen dugc goi la capsid thudong céd thé & dang hinh
que, hinh 6ng xodn, hinh da dién hay phirc tap. Nucleocapsid 13 phirc hop
nucleic axit va cic protein cia mét virut. Cac capsid thuong dugc tao nén bodi
mot s6 16n td hop cic phan tir protein gém it loai, dugc goi la capxome. Vi
duy, virut dém thudc 14 c6 mot capsid hinh que dai cing dugc tao ra tor hon
1000 capxomre (hinh 20.36).

Muclpic acid

Cupsomer

b)

Hinh 20.36. Virut dém thuéc ld

a) So do cau triic ; b) Anh hién vi dién tir.



Cic Adenovirut, thuong gy nhiém dudng hd hip cta dong vat, c¢6 252 phan
t protein twong tu nhau Xép lai tao capsid hinh da dién voi 20 mat (hinh

Hinh 20.37. Adenovirut ¢é capsid dau da dién
a) So do cdu triic ; b) Anh hién vi dién tir
Mot vai virut ¢6 cdu tric phu hd trg dé ching nhiém vao té bao chu.
Virut Flu va nhiéu virut dong vat co mang bao (envelope) phia ngoai capsid
(hinh 20.38). Bao nay bat ngudn tir mang cua té bao chii, nhung ngoai
photpholipit va protein cta té bao chu, ching con c6 thém céc protein va
glycoprotein ngudn gbc virut.

Mc\les’c acid Cavsid j{dn(.g bao

Hinh 20.38. So dé cdu triic ciia virut ¢6 mang bao (enveloppe) véi cdc gai
a) So do cdu triic ; b) Anh hién vi dién tir

Cdc virut nhiém vi khuan c6 capsid phtic tap nhat. Céc virut cta vi
khuan duoc goi la bacteriophage (thuc khuén thé - an vi khuén) hay goi ngén
12 phage. Bay phage dau tién gdy nhiém E.coli dugc nghién ctru mang tén T,
T,, T5...T; (T tur chir typ). Cac phage T chan (T,, Ty, Te) cO cAu trdc rat giéng
nhau. Capsid cta ching gdm mot dau da dién (20 mat) boc chét di truyén.
Phén tht hai 12 bao dudi bang protein thanh dng dai va phan thir ba 13 sgi
duoi dai bam vao té bao vi khuan khi gdy nhiém.

Tém lai, virut dugc mo ta theo 4 ti€u chuan can ban khac nhau:



— B0 gen (Genome) chi gém mot loai phan tir 1a ADN hay ARN.

— Nucleic axit bd gen la mach don (single strand - ss) hay mach kép
(double strand - ds)

— Hinh dang (shape) ctia virion don gian hay phuc tap.

— Virion c6 hay khong mang bao (membrane hay envelop)
20.7.1.3. Sao chép cua cdc virut

Céc hat virut (virut particle) hay virion 1a nhitng vat ki sinh noi bao bat
bugdc (obligate intracellular parasite). Ching chi biéu hién cdc gen cua chiing
va sinh san bén trong 1 té bao séng khac. Phu thudc vao loai té bao chu ma
virut ki sinh, ngudi ta goi tén loai virut, vi du: virut thuc vdt ki sinh té bao
thuc vat, virut dong vdt ki sinh té bao dong vat. Do dac diém nay, su sinh san
ctia virut khdc han véi su sinh san cua té bao. Diém ndi bac la virut tao ra
hang trim hay hang ngan virion trong mdi thé hé.

Do c6 su da dang nhu néu trén, cic bg gen cua virut dugc sao chép theo
nhiéu con duong khic nhau:

— Céc ADN mach kép —> ADN mach kép: kiéu bdn bdo ton.

— Céc ARN mach kép —> ARN mach kép: kiéu bdn bdo ton nhd ARN
replicaz do gen tao enzym sao chép nay dugc ma héa trong b gen cua virut
ARN.

— Céc ADN hodc ARN mach don —> ching 1am khuén (mach +) dé tong
hop mach bd sung (mach —) thanh dang mach kép trung gian (4+/-), goi la
dang sao chép (replicative form), ma tur né léy mach — lam khuon tao ra mach

don + gidng bo gen ban dau cia virut (hinh 20.39).

ADN hodc ARN mach don: + m

mach +

Dang sao chép mach —

B¢ gen cho virion moi: mach +

Hinh 20.39. Sao chép cua ADN hodc ARN mach don qua trung gian mach kép



— O Retrovirut ARN —> nhd enzym reverse transcriptaz tong hop c-
ADN mach don tit khudn ARN virut —> c-ADN kép —> Chen vao bo gen té
bao chu —> tao ra bd gen ARN virut mdoi va mARN.

Phu thudc vao by gen ADN hay ARN mach kép hay don, mach duong
(+) hay am (<), kiéu sao chép bd gen va téng hop mARN, cdc virut dugc chia
thanh 7 16p (classes).

Mot céach sao chép dac biét duoc té bao vi khuén sir dung trong tiép hop
dé truyén phan tr ADN dang thang sang té bao khéc hodc duoc céc virut sir
dung dé tao cdc by gen cua ching, mat khic lam dut mach cua vong tron
xoan kép, tao dau ho 3’—OH va 5’—P két thiic. Helicaz va SSB protein chen
vao tao ché 3 sao chép. Su sao chép dugc thyuc hién khong can mdi (primer)
vi mach 3°-OH san sang cho viéc ndi dai nhu mach trude (leading strand)
nhd ADN polymeaz I. Pong thoi véi sao chép mach trude, mach khuodn sau
dich chuyén. Su dich chuyén cua mach sau gidn doan dé téng hop céc doan
ngin Okazki nhu binh thuong va ddu 5° mach khuon dudi thang ra (hinh
20.40). Su sao chép c6 hinh giéng chir sigma (o) cua Hi Lap, nén duogc goi la
sao chép sigma (o replication). Kiéu sao chép nay con dugc goi la vong
tron quay (rolling-circle replication), vi mach khudn tron & gitra khong bi duat
va quay tron 1am khudn cho mach trude. Su sao chép kiéu nay c6 thé lap lai
vai 14n tao ra sgi ADN dai, lap lai nhiéu 1an bd gen théng cua virut, dugc goi
12 concatemer. Enzym endonucleaz cat & nhitng diém khdc nhau trén mdi
mach cua ADN tao ra cic doan cd b gen véi hai dau “dinh”. B gen théng

nay s¢€ tao thanh vong nho bat cap bo sung cac dau “dinh”.




Hinh 20.40. Sao chép o (sigma) hay vong tron xoay
(Puwong dam dwoi chi mach khuon cil, cdc doan ngd'n chi mach moi duwoc t(fng hop.

Phia trén tong hop xong 1 bé gen, phia dwdi diege 2 bg gen ciia virut)
20.7.1.4. Su tw rdp (Self-assembly) cuia cdc virion

Cic gen cia virut str dung cdc enzym, chat dinh dudng, riboxom va céc
ngudn khdc ciia té bao chii dé tao ra nhidu ban sao ctia bo gen va cdc protein
ctia cdc cau phan khic (capsid, cd, bao dudi...). Khi cdc san pham riéng 1¢ da
tich du, ching i rdp (self-assembley) nhau thanh sé lugng 16n céc virion rdi
pha v té bao tim cdc té bao chi méi.

Su rédp nucleic axit cta virut voi cdc protein cia capsid dé hinh thanh
virion méi dién ra fir déng twong ty cic mach polypeptit tw gdn v6i nhau dé
tao nén cac protein co cAu tric bac bdn. Céc cau phﬁn duoc gén véi nhau
bang lién két yéu nén khong can enzym.

20.7.1. 5. Tinh dic hiéu vdi té bao chii

MB&i kiéu virut c6 thé nhiém va ki sinh chi & mot bién d6 gidi han cia
té bao dugc goi 12 bién dé chii (host range). Cdc virut nhan biét té bao chu
theo nguyén tic "dng khéa va chia khéa" cic protein bén ngoi ctia virion 14p
vira céc diém nhdn (receptor site) trén bé mat té bao. Mot s virut ¢é bién do
chu rong da dé xAm nhap vao vai loai. Céc virut bénh dai ¢6 thé nhiém nhiéu
loai ¢6 vii gdm gam nham, ché va ngudi. Bién do c¢6 thé rat hep nhu nhiéu
phage chi nhiém vi khuan E.coli.

20.7.2. Bacteriaphage — Virut cia vi khuian

Cic phage 1a virut cua vi khuan dugc phét hién tr nim 1915. Vao
nhitng nam 40, ching dugc st dung cho cic nghién ctru sinh hoc phan tu.
Chting 12 nhiing virut dugc nghién ctru ki nhat, mac dit mot sé it ching c6
ciu tao phc tap.

Bay phage dau tién gdy nhiém E.coli dugc nghién ctru mang tén T, T,
T;...T7 (T tu chit typ). Cac phage T chan (T,, T4, Te) cb cAu trdc rat giéng
nhau (hinh 20.41). Capsid cta ching gdm mot ddu da dién (20 mit) boc chat
di truyén. Phan thir hai 12 bao dudi bang protein thanh dng dai va phan tht ba

12 soi duoi dai bdm vao té bao vi khuan khi gay nhiém.



Phage nhan biét té bao chu thong qua su gin két dic hiéu gitta cic
protein capsid va céc protein thu thé trén té bao chi. Khi xAm nhiém, cic sgi
dudi bam 1&n bé mit va bao dudi co ngdn lai bom bd gen virut vao bén trong
té bao. Cdc virut c6 thé sinh san truc tiép va giét ché té bao chu, hodc sinh san

cham hon bang chen nucleic axit cua ching vao bg gen té bao chu.

65 nm——=

Capsid (ddw)

DNA

Sheath

Phién géc

Hinh 20.41. Bacteriophage T4 chan

Cic nghién ctru phage ki sinh ¢ t& bao E.coli phét hién rang ching ¢
2 co ché sinh san: chu trinh tan (Iytic cycle) va chu trinh tiém tan (Iysogenic
cycle).
20.7.2.1 Chu trinh tan (Lytic cycle)

Trong chu trinh tan, t& bao nhiém virut bi tan phéng thich thé hé phage
con. Bo gen nucleic axit ciia phage chi phdi bd mdy sinh tong hop cua té bao
chu qua 2 giai doan: sém va mudn. B gen virut chira trinh ty promoter manh
thu hiit ARN polymeaz ciia té bao chil.

Trong giai doan sém, cdc gen phage ké can promoter dugc phién ma.
Céc san pham cta gen sém thuong gdm céc protein 1am dirg phién ma cta

té bao chu va kich thich sao chép bo gen (genome) clia phage.
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Hinh 20.42. Chu trinh tan cua phage T4
a) Bdm vao ; b) Xam nhdp ; ¢) Sinh tong hop cdc cau phan nho té bao chii ; d) Truong
thanh: cdc virion dwoc tw rdp ; e) Lam tan té bao, cdc virion thodt ra

O giai doan mugn, cac gen mudn cua phage ma hoa cho protein vo va
enzym giy tan té bao chil din dén phéng tich cic virion con.

Céc bacteriophage 1am chét té bao chii goi 1a djc (virulent) va ching
sinh san theo chu trinh tan (hinh 20.42). Chu trinh bét dau khi sgi dudi cua
phage T4 gin vio cic diém nhdn (receptor sites) trén bé ngoai cua té bao
E.coli. Ong dudi co lai tao 18 thing xuyén vich té bao va bom ADN vao
trong té bao twong tu nhu ding 6ng tiém (syringe) bom thudc. Capsid rdng
ctia phage con lai bén ngoai té bao.

Khi ADN tran da x4m nhdp vao trong té bao, cic phage khic nhau c6
thé st dung céc cidch khic nhau dé san sinh ra thé hé con. Sau khi bi nhiém,
té bao E.coli nhanh chéng bat dau phién ma va dich ma cic gen cua virut.
Phage T, c6 khoang 100 gen va phan 16n da dugc biét r5. Mot trong nhitng
enzym dugc tao ra dau tién car ADN cua té bao chu.



N6i chung, ADN cuia phage dwgc phién ma dau tién nhd ADN
polymeaz ciia té bao chu tao ra “mARN sém”. Cac mARN mudn hon c6 thé
duoc téng hop bdi ARN polymeaz cua phage hodc ARN polymeaz cua vi
khuan bij bién doi dé phién ma cdc gen cua phage. Cic mARN muén dugc
dich ma tao cdc loai protein enzym diéu hda va ciu tric. Céc protein diéu
hoa cta phage kiém sodt sy phién mi ndi tiép cua céc gen (kiéu diéu hoa
ndi tiép).

Khi ADN ctia té bao chi bi phin hily, bd gen ctia phage kiém sodt toan
b hoat dong cua té bao dé tao céc cau phﬁn cua né. Cac nucleotit dugc dung
dé sao chép ADN ciia phage ra hang tram ban sao. C4c protein cua capsid
duoc téng hop thanh 3 phén riéng: dau da dién, 6ng dudi va cdc soi dudi; rdi
ching tu rdp lai v6i nhau thanh virion con (hinh 20.42 - vong tron phia duéi
géc phai). Phage hoan tit chu trinh khi enzym Lysozym duoc tao ra dé tiéu
héa véch té bao. Té bao vi khudn bi v&, 100 dén 200 virion thoét ra va ching
c6 thé 1dp lai chu trinh mai.

Toan bd chu trinh tur luc phage tiép xdc bé mit t& bao dén tan dién ra
trong khoang 20 - 30 phit & 37°C. Trong thoi gian d6 sé luong phage T, ting
hon ca trdm lan, ciing khoang thoi gian d6 s6 lugng té bao E.coli moc nhanh
nhat ciing chi ting gip d6i. Néu nhé mot hat T, 1én tham té bao E.coli moc
trén moi truong ran trong hop petri thi sau d6 xudt hién vét tan (plaque) do
céc té bao vi khuan bi phd v&. Trén thuc té, ¢6 thé do duge cdc hat phage
trong dung dich bang cich pha loang dich rdi tron véi dich té bao vi khuan va
cling cdy 1én méi trudng ran trong hop petri va sau d6 tinh s6 vét tan suy ra

mat do phage.
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Hinh 20.43. DNA ctia phage lamda dang thding
hodc vong tron

Phage dang soi (filamentous phage) nhu M.13 c¢6 kha nang xam nhap
véch té bao va lic dé enzym cuia té bao chu tiéu hay vo protein lam nucleic
axit thodt ra.

O phage lamda (A), su sao chép theta (6 ) hay sao chép “mat” xay ra
rdt sém trong chu trinh tan 1am ting nhanh cdc khuon cho phién mi va sao
chép tiép. V& sau, sao chép vong tron xoay dam bao cic bd gen dé géi vao
dau cta phage thé hé con. Cdc bd gen cia phage A ciing duoc cit ra tir
concatemer, nhung khic voi phage T4, su cit duoc thuc hién & mot trinh t
chuyén biér dai 12N goi 1a diém cos ( tir chit cohesive site - diém cd két ) do
terminaz hay hé thong Ter (Ter system - nhan biét trinh tu dic hiéu). Sy cit
boi Ter ddi hoi hai diém cos hodc mot diém cos va dau miit 6 két tw do (1/2
cos) hién dién trén phan tr ADN cua concatemer. Nho trinh tu cos ¢ 2 dau
miit ma ADN bd gen ctia phage A ¢6 thé ¢ dang thang hodc vong tron va cé
thé chuyén ddi qua lai (hinh 20.43).

B6 gen cuia phage A duoc bién ddi ¢6 chiéu dai trong khoang 79-106%

ctia bo gen phage A binh thudng khi bi cit bai hé thong Ter va duoc rdp vao



dau cta phage. Dy 1 tinh chat quan trong cua phage A duogc sir dung trong
ki thuat t4i to hop ADN (chuong VII).

C6 mot sb co ché khdc nhau géi ADN vao vé. O phage T4 cua E.coli,
su sao chép vong tron xoay cia mach ADN kép tao ra mot soi ADN mach
kép dai gdm mot ddy cic concatemer nbi tiép nhau. Cdc concatemer bi cét &
nhitng diém khong chuyén biét. Vi kha ning chita ADN cua dau 16n hon
chiéu dai 1 bd gen cua phage, nén mdi doan thiang dugc cit ra thanh ting

concatemer vdi trinh ty gen khac nhau.

Clic b gen i Hrbu cite phage DINA phage duwgc chép thinh phin i
Fift it chiie mhigy BG gen 151 Bridu
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MBiba gen cdt ra tix concotamer ddi hon mdt if, die thisa &

ddns it Ve dai ddn
Hinh 20.44. Concatemer bi cdt thanh nhiéu bg gen virut véi di s6 gen hodc dai hon
mot it, nhung co thir tw gen khdc nhau va khi cuon lai co thé doi dau.

Céc doan cudi thuong c6 doan 1ap lai nén dugc goi la su du thira cudi
(terminal redundance). Vi mdi doan cia concatemer dugc cit & nhiing diém
khic nhau nén chung tao thanh céac bo gen co thur tu khong giong nhau va c6
thé tqo vong tron doi dau (cyclically permuted) (hinh 20.44).

Sau khi phage tu rdp céc cAu phan xong, protein phan huy goi la
Lyzozym duoc san sinh ra 1am tan té bao va giai phéng céc phage con. Phan
16n céc phage doc theo chu trinh tan vira néu trén. Tuy nhién, c6 mot sd ngoai
1€, nhu phage soi (filamentous) M13 cua E.coli hau nhu khong bao gio lam
chét hodc 1am tan té bao.

Cidc té bao vi khudn chu va cdc phage ki sinh c6 sw dong tién héa
(coevolution). Cdc té bao vi khuén c6 cdc co ché bao vé nhu bién d6i mang té

bao d¢é phage khong bam vao dugc hodc cic enzym restriction endonucleaz



cit cac ADN cuia phage. Phage ciing bién ddi dé xam nhap duoc vao té bao vi
khuan. C6 truong hop ca hai cling ton tai trong chu trinh tiém tan.

Phage djc phé vé té bao vi khuan chii, nén c6 thé dung chiing tri bénh
do vi khuan gay ra. Kha ning nay duoc ching minh rat sém, nhung chua
duoc tng dung do sy gia ting thudc khang sinh. Nhung hién nay do su gia
tang cac vi khuan 1on thude khang sinh, né duoc quan tim tré lai.

20.7.2. 2. Chu trinh tiém tan (Lysogenic cycle)

Trong chu trinh tiém tan, phage khong 1am chét té bao chu, ma bo gen
virut gin vao bd gen té bao chu va ciing ton tai nhiéu thé hé. Vi khuan bj
phage xAm nhidm ma khong tan goi 12 vi khudn tiém tan (lysogenic bacteria).
Céc virut c6 thé sinh san ma khong 1am chét té bao chu dugc goi 1a phage on
hoa (temperat virut). Vi khuan tiém tan chira phan tt ADN ctia phage khong
lam tan, goi 14 prophage, chén vio nhiém sdc thé caa né. Vi khuan tiém tan
nay c6 kha nang “mién dich” chdng sy xdm nhiém cia phage méi tir ngoai,
tuy co ché nay khong ddéng nghia véi mién dich té bao. Trong mot sé diéu
kién, prophage cling dugc sao chép theo chu trinh sinh san binh thuong cta
vi khuan chi ma khong gay hai cho vi khuan. Mot s6 diéu kién khac s& hoat
héa prophage, 1am n6 khoi sy chu trinh tan dan dén phéng thich sé 16n phage
tu do.

Chi tiét chu trinh tan va tiém tan duoc nghién ctru & phage A (hinh
20.45).



C6 hai kiéu chu trinh tiém tan. Trong kiéu chung cho da sé nhu phage
A, ADN ciia phage gin vao nhiém sic thé té bao chu. O kiéu khdc ma dai
dién 1a phage P;, ADN cua phage khong gin vao nhiém sic thé té bao chu,
ma bang cdch nao d6 sao chép dong thoi nhu plasmid. Ca hai dang déu dugc

goi chung 1a prophage.

DNA ciia phage Phage bim vao té bao chii Ngéu nhién prophage
va bom DNA

bi cdt roi khdi nhiém sdc
thé vi khudn

y Chia té bdo
VAR nhiéu ldn
éf Nhiem sac the 1Y

Qé ’ vi khudn
ﬁ ﬂ Chu trinhtan

hd

N, oy
Chu trinh tiemtan < % ( >
N

Lam tan t2 bdo ch \ Pfa‘ie\w; tD N?l fron va lgi Vi hhudn tiém tan
v thodt ra vao cnu n;z, an hay fiem tan sin sin bink thitng
AN s

DNA va protein méi cila phage

duge tong hop va rdp thank virion - ’
DNA cila phage gan vao

DNA vi khudn va thanh prophage

Hinh 20.45. Chu trinh tan va tiém tan ¢ phage A
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Hinh 20.46: Chu trinh tan va tiém tan ¢ phage ).

Chu trinh song bat ddu khi phage gan vio bé mit té bao E.coli va bom
ADN vio trong gy nhiém. ADN cuia phage sau khi duoc bom vao té bao tao
vong tron va s& tham gia vao mot trong 2 chu trinh. ADN cta phage c6 thé
hodc tham gia vao chu trinh tiém tan ctia phage T, hodc gin vao nhiém sic
thé ctia vi khuén nho tdi to hop & diém chuyén big¢t (specific site) dé buée vao
chu trinh tiém tan. O prophage phan 16n céc gen khong c6 hoat tinh. Tuy
nhién c6 it nhat 1 gen cua prophage luén hoat dong: gen ¢/ ma héa cho
protein kim ham (repressor protein) giit cho phan 16n cdc gen ciia phage im
ling. Trong qud trinh sinh san cua té bao, ADN cua prophage ciing dugc sao
chép va chia déu vé cdc té bao con nhu ADN cua té bao. Mot té bao bi nhiém
c¢6 thé nhanh chéng sinh ra nhiéu té bao vi khuan chira prophage.

Qua trinh gén ADN cua phage thuc hién qua 4 budc:

— ADN mach thang duoc bom vao té bao; ADN cua phage ¢ dang vong
tron nho sy bét cap céc doan dudi du thira.

— Mot sd gen sém cta phage phién mi va tong hop mot sé phan tur
protein trc ché (repressor) va enzym integraz (enzym xuc tic viéc gin vao bd
gen té bao chi1 ). Repressor trc ché sy phién mia cdc gen cua phage.

— ADN cua phage thuong dugc gan vao & diém chuyén biét trén nhiém
sdc thé thanh prophage nho enzym integraz.

— Vi khuan sbng va sinh san; prophage dugc sao chép cling v6i nhiém

sac thé cua t€ bao chu.



Poi khi prophage c6 thé tich khoi ADN cua vi khuan mot cdch ngau
nhién hodc ¢ thé tich khoi do tic dong cua cdc nhan t& mdi trudng nhu
phéng xa hay hoa chat. Qud trinh tdch dién ra nguoc lai véi gén Vao.
Prophage dugc tich roi ra doc 1ap tré thanh phage tu do va bat dau chu trinh
tan.

Néu vi khudn tiém tan bi tic dong pha huy ADN , prophage s& c6 loi
néu tich khoi nhiém sic thé, chuyén sang chu trinh tan tao ra cic phage méi
thodt khoi té bao. Khi ADN cua vi khudn bi thwong ton, proteaz (recA
protein) cta hé thng stra sai SOS dugc hoat héa. ADN cua prophage bi tic
ché, excisionaz (enzym cit roi) dugc tong hop va prophage tich khoi nhiém
sic thé. Qud trinh d6 duwoc goi 1a cdm img cia prophage (prophage
induction). Néu tia UV ph4 hay ADN cua té bao chi 1am cam ung prophage
thi duoc goi 1 cdam itng do UV. Khi té bao vi khuan F~ khong tiém tan giao
hop v6i té bao Hfr tiém tan, t& bao nhan bi chét do chu trinh tan cua phage.
Dang cam ung phage nay dugc goi la cam trng hop tur (zygotic induction).

Vi té bao chii mang prophage trén nhidm sic thé cia minh s& c6 kha
nang bj tan néu prophage tich ra nén duoc goi #é bao tiém tan. Poi khi mot it
gen cuia prophage biéu hién ¢ té bao tiém tan gdy bién ddi kiéu hinh & vi
khuén, qua trinh duogc goi la chuyén héa tiém tan (lysogenic conversion). Mot
sO prophage c6 thé tao ddc td
20.7.2.3. Kiém sodt sw phién ma ¢ phage

Céc virut ¢6 chién luge diéu hoa sy phién ma rat phirc tap, ma & ddy
chi néu tém tit co ché d6. Bacteriophage A 1a phage trung hoa (temperat), c6
nghia 12 n6 ¢6 thé di vao chu trinh tan hoic tiém tan.

Khi té bao chu ting trudng trén mdi trudng gidu, prophage van duy tri
tinh tiém tan (lysogenic); nhung khi té bao chu suy yéu, prophage tro thanh
sinh tan (lytic). O day c6 mot ‘cong tac di truyén’ (“gentic switch”) x4c dinh
hanh vi cua prophage.

C6 2 protein diéu hoa, ¢l and Cro, canh tranh nhau & 2 vi tri
operator/promoter trén ADN cua phage. Mot operator kiém sodt hoat tinh cdc
gen sinh tan; cdi kia thudc chu trinh tiém tan. Hai protein diéu hoa ndy c6 tic

dong ngugc nhau trén 2 operator. cl uc ché operator/promoter sinh tan va



hoat héa operator/promoter tiém tan. Cro hoat héa operator/promoter sinh tan
va trc ché operator/promoter tiém tan. Cdc nong d6 twong dbi cua cI va Cro
xdc dinh dau ra (hinh 20.47).

CrO protein C1 Rnepresses Acduvdarres
é Cro Activates Represses
mRNAT
l o \
Lysis cro
genes cro gene promoter Operator
T ] | [ |
[ | l L L
DNA o cl gene Lysogeny
promoter l genes
‘ mRNA r
Q Q= @ @
cl protein

Hinh 20.47. Co ché diéu hoa & phage lamda:

protein Cro hoat hoa sinh tan, ¢ ché tiém tan; protein cl hoat hoa tiém tan, trc ché sinh

tan.
(Lytic gens: cdc gen tan; Lysogeny gens: cdc gen tiém tan)

Khi ADN cua phage di vao té bao ki chu méi, con dudng sinh tan va
tiém tan bat diu voi cling mot cach. Ca hai con duong nay déu can cho su
biéu hién cua nhitng gen rat sém va nhitng gen sém. Nhung sau d6 ching
tach ra: theo con dudng sinh tan néu nhiing gen mudn duogc biéu hién, hién
tuong tiém tan xdy ra néu c6 sy tong hop chét kiém him

Lambda chi c¢6 hai gen rat sém duoc phién mi doc 1ap nho ARN
polymeaz cua ki chu:

— Gen N md héa cho mot nhan tb chéng két thdc va hoat dong cua nhan
t6 ndy tai nhitng vi trf nut cho phép sy phién mi tién hanh trong nhitng gen

J4

som.
— Gen cro ¢6 hai chltc nang: lam ngan can su tong hgp cac chat kiém

ham (hoat dong chu yéu néu chu trinh sinh tan duoc tién hanh) va 1am tit su



biéu hién cta nhitng gen rat som (nhitng gen khéng can vé sau trong chu
trinh sinh tan).

Cic gen som gdm 2 gen sao chép (can cho su gy nhiém sinh tan), 7 gen
tai to hop (mot vai gen lién quan dén sy tdi t6 hop trong sudt qud trinh gy
nhiém sinh tan, 2 gen can thiét cho viéc gan ADN cua phage lambda vao
nhiém sic thé vi khuin trong hién tuong tiém tan) va 3 gen diéu hoa.

Vi thé nhitng gen sém ddp tng hai vin dé quan trong: mot sd gen can
cho phage di vao hién tuong tiém tan, nhitng gen con lai lién quan téi nhiing
kiém sodt khic ctia chu trinh sinh tan.

Trang thdi tu nhién cta chudi kiém sodt nay giai thich nhitng nét dic
trung sinh hoc cua su ton tai thé tiém tan. Hién tuong tiém tan dugc 6n dinh
vi chudi kiém soét dam bao khi murc chat kim ham thich hop, ¢6 su biéu hién
lién tuc cua gen cl. Két qua la O, (Operator left — trai) va Og (Operator right -
phai) van con bi chiém giit v6 thoi han. Bang céch biéu hién toan bd chu trinh
sinh tan hoat dong nay duy tri prophage ¢ dang khong hoat dong.

Nhirng viing kiém soét phién ma cung cip mot diém dp luc, tai diém
nay viéc di vao chu trinh toan ven c6 thé duogc kiém soét. Bﬁng cach khong
cho ARN polymeaz dén gan nhitng promoter nay, mot protein kim ham ngin
can bd gen cua phage di vao chu trinh sinh tan..

Protein kim hdm dwgc mi héa boi gen cl. Dot bién ¢ gen nay khong
thé duy tri hién tuwong tiém tan nhung nd ludn ludn di vao chu trinh sinh tan.
Tién hanh tich so khéi cdc protein kim hdm, mo ta dic diém, nguoi ta da biét
tai sao protein kim ham c6 thé duy tri ca trang thai tiém tan va tao kha nang
mién dich cho thé tiém tan khéng lai su boi nhiém bai nhitng by gen cua
phage lambda mai.

Lambda c6 su lya chon gitra hai cdch: hodac di vao hién tugng tiém tan
hodc bat dau sy lay nhiém sinh tan. Hién tuong tiém tan dugc bat dau bé'tng sur
hinh thanh chudi duy tri ty sinh 1am ngin cin toan bd chu trinh sinh tan (lytic
cascade) qua viéc st dung 4p luyc tai hai diém. Chuong trinh cho sy hinh
thanh hién tugng tiém tan tién hanh qua mot vai sy kién tuong ty nhau ma

nhitng sy ki¢n nay can cho chu trinh sinh tan (Iytic cascade) (su biéu hién cua



gen sOm qua sy biéu hién cta N 12 can thiét). Lam thé nao dé phage di vao
chu trinh sinh tan?

Gen cro c6 vai trO quan trong anh hudng Ién chu trinh sinh tan (gen
cro ma héa cho mét chat kim ham khéc). Gen cro chiu trach nhiém ngan can
su tong hop protein kim ham, hoat dong nay 1am ngimg kha nang hinh thanh
hién tuong tiém tan. Nhimg dot bién cro thuong hinh thanh hién tuong tiém
tan hon la di vao con duong sinh tan. Cro ¢6 dang mot dimer nhé hoat dong
trong viing mién dich. Cro ¢6 hai tdc dung 13 ngan can sy tong hop chat kim
ham va giam bét sy biéu hién cta nhimg gen sém.
20.7.2.4. Tdi to hop 6 phage

Céc phage tuy c6 kich thudc nho bé phai nhin dudi kinh hién vi dién tir
moi thay dugc. Nhung cdc tinh trang cua phage dugc quan sit dyua theo cdc
vét tan (Plaque) hoac bién do chu. Vét tan (Plaque) 1a vung tan hay su tc ché
té bao gdy ra boi sy nhiém virut cta céc té bao nhay cam. Phage T, c6 dong
hoang dai r* tao vét tan binh thuong, con dong dot bién r (rapid hodc ky hi¢u
r~) lam tan nhanh nén vét tan to.

Lai: T, h'rx T, hr*
l
T, hr', T, h'r T, h'r", Tohr
Thé hé phage con: C4c dang cha me¢ Cac dang tai td hop

L ” Beme
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3 . )< . DNA b6 me
/ ”’"Ei: i\
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Reee? 3 Y DNA ti t6 hap
Tinh 20.48. S nhiém kép hai Hinh 20.49. Co ché tdi t6 hop
phage gen

Vé bién do chu ¢6 dong hoang dai A" (host) chi 1am tan vi khuan E.coli
dong B nhung khong 1am tan dong B,, dot bién 4 (hodc ky hiéu /) 1am tan
cdc vi khuan E.coli ca 2 dong B va B,. Dong phage T» h*r 1am tan ca B va B,

v6i vét tan nho duoc lai voi dong 75 Ar* 1am tan chi B nhung vét tan to.



Su nhiém phage (hinh 20.48), co ché trao ddi cdc doan ADN (hinh
20.49) va su biéu hién céc vét tan thé hién trén hinh 20.50.
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Hinh 20.50. Cdc vét tan thé hién tdi t6 hop & bacteriophage

Su xuit hién cdc dang tdi t6 hop T> h*r* va T, hr chimg to 2 dong
phage T, da lai véi nhau.

T4i t6 hop & virut ¢6 cdc dic diém:

— Trong qué trinh lai & virut c6 sy tham gia cua cd by gen nhu
Eukaryota chir khong timg phan nhu ¢ vi khuan.

— Qud trinh tdi t6 hop c6 tinh qudn thé. ADN cua 2 dong phage xam
nhap vao té bao vi khuén, ching sao chép ra hang trim ban sao va giita hang
trim ADN bo gen cia phage da xay ra tdi to hop. Do diéu nay, ¢ phage
thuong théy hién tugng nhiéu ém (negative interference) trong tai td hop: tan
s tdi té hop déi gitra 2 locus ddng 18 phai giam thi lai ting cao hon mirc binh
thuong.
20.7.2.5. Locus rll ciia phage T,.

Cic nghién ctru chi tiét vé cdc dot bién rII ctia Phage T, 1am sdng to
hon vé cau triic gen. Phage T4 & dang hoang dai r* c¢6 kha niang nhiém dong
thoi hai noi E. coli B va K. Cic dot bién rII chi nhiém noi B nhung khong
nhiém nodi K. S.Benzer (1955) da nhan duoc vai nghin dét bién rll c6 ngudn
géc doc 1ap véi nhau. Ong da cho lai cdc dot bién véi nhau va cin ct vao su
xuét hién cdc dang tai to hgp hoang dai r* ma lap ban dd céc diém dor bién
(mutation sites) (hinh 20.51).



Trude thi nghiém cia 6ng, rIl dugc coi la mot locus. Thi nghi¢m cho
thdy céc dot bién xép thanh hai nhém rIIA va rlIB. Lai céc dot bién rlIA X
rIIB s& ¢6 ¥, nhung lai rlIA X rIIA va rlIB X rlIB thi kiéu hinh d6t bién r.
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Hinh 20.51 Ban do cdc dot bién & locus rll.
(Cdc hinh tam gidc ddm la cdc “diém néng”- hot spot)

Két qua thi nghiém cho thay, gen c6 thé phdn chia nho vé mat dét bién.
Céc doan rlIA va rlIB duoc goi la cistron, don vi chirc nang nho nhat dam
béo kha niang xAm nhap noi K. Thuét ngit cistron thuwc chat la gen, ngay nay
n6 chi ¢6 tinh chat lich st, it duoc dung. Theo quan niém hién nay, r/IA va
rIIB 14 hai locus. Hai khéi niém méi duoc néu ra 12 muton - don vi dét bién
va recon - don vi 1i t6 hop.

Poan gen nghién ctru tim thiy ¢6 2000 diém dot bién, chiing phan bd
khong déu nhau, c6 nhiing diém “nong” (hot spot) tap trung nhiéu dot bién
hon (hinh 4.16).

20.7.3. Cac virut Eukaryota

20.7.3.1. Cdc virut thuc vt



Cac virut thuc vat 1a mot tai hoa 16n cho tréng trot vi né lam giam déng
ké nang suét cay trong. Cac virut thyuc vat c¢6 thé duoc truyén theo 2 dudng:

— Theo chiéu ngang (Horizontal transmission) 12 sy 1dy truyén tir cdy niy
sang cay khac.

— Theo chiéu doc (Vertical transmission) qua dudng sinh san cic virut tir
cay me dén thé hé con.

Pé xAm nhiém té bao thuc vat, virut phai xam nhap vach té bao va mang
sinh chét caa thuc vat.

Céc con tring ¢4 thé 1a tdc nhan truyén virut, khi ching phd vé vach té
bao thuc vat va dua virut vao. Mot cach lay nhiém virut khdc 12 su tiép xuc
gitta mo bi thuong t6n cta cdy bi nhiém véi cdy khong nhiém.

Su truyén theo chiéu doc c6 thé thong qua sinh san vo tinh hay hitu
tinh. Khi dd vao trong té bao thuc vat, cc virut ¢6 thé phat tan bang cach di
chuyén theo cdu chdt lién bao (plasmodesmata), cdc chd ndi té bao chit giita
cdc té bao. Céc virut gan véi cdc protein dic hiéu gitip ching bang céch nao
d6 di xuyén qua céc 16 hep ctia plasmodesmata.

a) Cdc virut ARN

Phan 16n cdc virut thuc vat phét hién cho dén nay, da 6 ¢6 bé gen
ARN mach don kiéu (+) va nhiéu dang c6 capsid hinh que, ké ca virut ddm
thudc 14 (hinh 20.36 phia trén). Cic protein capxomr xép hinh xoan.

b) Cdc virut ADN

Céc virut thyc vat c6 bo gen 12 ADN rat hiém va chi gdm 2 nhém:

— Nhém tht nhit 1a cc cauliflower mosaic virut. Ching c6 b gen 1a
ADN mach kép nam trong vé (capsule) da dién (polyhedral).

— Nhém thtr hai 1a cic geminivirut (gemini ¢6 nghia sinh doi). Ching
c6 dic tinh 14 cic capsid dinh thanh dbi, mdi cai chira mot phan tor ADN
mach don vong tron voi khoang 2500 nucleotit. Cdc bd gen bét cip c6 thé
tuong tw nhau & mot sd virut va khic nhau dang ké ¢ sé khéc.

c) Cdc viroid
Cdc viroid 12 mot nhém tdc nhan gay bénh ¢ thuc vat, c6 kich thudc nho

va cu triic don gian nhu virut. Ching 12 nhitng ARN mach don, tran, nhé bé



c6 chiéu dai chi vai trdm (240 - 350) nucleotit. C6 sy bét cip manh gitra céc
bén trong phan tir ARN tao cau tric kép. Cic viroid khéng dugc bao trong vo
protein, khong gin vao bo gen té bao chu va sao chép khéng qua trung gian
ADN. Mot s6 té bao thuc vat ¢6 enzym sao chép ARN.

Cic phan tir ARN cua viroid bang céch nao d6 ngin trd trao d6i chat cla
té bao va 1am ngimg ting trudng cua ca thuc vat. Mot bénh viroid khic 1am
hai déng ké dén san xuét hoa cic & Mi. Céc viroid ciling tic hai dén khoai tay
va ca chua.

Gan day phat hién rang trinh tu nucleotit cta viroid giéng véi trinh tu cta
intron cta cdc gen Eukaryota. Nguoi ta cho rang c6 1& cic viroid bang cdch
nao d6 tac dong 1én céc hé thong diéu hoa kiém sodt cdc gen cia té bao.
20.7.3.2. Cdc virut dong vt

Chinh xdc cdc virut dong vat thé hién ddy du sw da dang cia céc bd
gen & virut. Mot sé virut dong chira ADN, va mot s ARN, mach don hay
kép nhung bd gen ctia ching rat nho bé. Céc virut dong vét gy nhiéu bénh &
dong vat va nguoi, mot sb virut lién quan dén ca cdc bénh ung thu, AIDS...
Arbovirut xdm nhiém ca c6n tring va dong vat c6 xuong. Cic virut truyén tir
cdc loai chan khop (arthropod), vector trung gian, dén dong vat ¢ xuong
(vertebrat) qua vét d6t cua con trung.

Céc virut dong vat xam nhap thé bao theo 3 con duong khac nhau:

— Su ndi nhap bao (Endocytosis) cia virion tran.

— Su ndi nhap bao (Endocytosis) cia virut ¢ mang bao (a membrane-encazd
virut)

— Su dung hop (Fusion) virut c6 mang bao v4i mang té bao.

a) Cdc nhom virut dong vat

Su da dang rat 16m cua cdc virut dong vat thé hién & 15 - 20 ho khic
nhau, cin ct theo céc dic tinh nhu: kiéu va cu trdc cta nucleic axit, hinh
thai virion va cdch xdc dinh thé khdng nguyén chung. Do sy phu thudc cia
céc by gen virut vao mARN cua ching, cdc virut dong vat duoc chia thanh 7

nhom.

b) Cdc chu trinh sao chép cua virut dong vat



Céc chu trinh sao chép cua virut dong vat c6 nhiéu diém tuong tu voi
cic virut khac véi nhiéu bién dang ddng ké. Vi du truong hop cua ciim
(influenza virut) hay ctia Paramyxovirut gdm céc virut giy bénh soi va quai
bi. C4c virut cim va Paramyxovirut c6 bd gen 1la ARN mdt mach dugc goi
trong capsid xoan déo. Phia bén ngoai capsid c6 mang bao 12 tinh chét chung

ctia nhiéu nhém virut dong vat va phage (hinh 20.52).
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Hinh 20.52. Virut ciim

Bao mang gitip virut xAm nhép té bao chu. Khi virut tiép xic véi té bao,
cic glycoprotein thoi ra & mang bao gin vao cic thu thé (receptor) trén mang
sinh chat (hinh 20.52). Qud trinh nay chuyén capsid c6 chira ARN vio té bao
chit va ¢ do capsid bi mit (bdc vo). Céc enzym cua virut tham gia sao chép
ARN cua by gen va tao mARN, nhung bd mdy cua té bao duoc s dung dé
téng hop protein cua virut. Cdc capsid méi dugc 1dp rap bao cédc bd gen cua
virut va ching d6i mang sinh chit cua té bao moc chdi rdi thodt ra khoi té
bao. Bang cdch nay cdc capsid ¢6 mang bao chinh 12 mang sinh chat cua té
bao chu cii va céc virion méi c6 thé sir dung cdc bao mang nay dé hoa nhap
v6i mang cia té bao chit méi. Toan b chu trinh nay duoc goi 1a chu trinh
sinh sdn (reproductive cycle), chit khong phai chu trinh tan vi cac virut c6
thé thodt ra bang moc chdi ma khéng phai phd v té bao chi. Péang chd y
1a chu trinh sinh san cta cdc virut loai nay dién ra & té bao chét cua té bao

va khong tdc dong dén nhan té bao.
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Hinh 20.53. Chu trinh sinh san cua virut cum (Influenza virut

Khong phai tit ca cdc mang cua virut déu bat ngudn tir mang sinh chét.
Vi du, bao mang cua herpesvirut tr mang nhan cia té bao chi. Cic bd gen
ctia herpesvirut 1a ADN mach kép , ching sinh san bén trong nhén té bao, sir
dung phéi hop ca enzym cua virut va té bao dé sao chép ADN va phién ma.

Khi ¢ trong nhan ctua té bao, ADN cua herpesvirut (tién virut) tuong tu
prophage ¢ vi khuan. Provirut & dang tiém an c6 thé giy mot so triéu chimg
bénh ¢ ngudi. Poi khi cdc stress vat Ii (nhu tdc dong dnh sang mat trdi manh)
hay tinh cam c6 thé 1am cho provirut herpes bit dau chu trinh sinh san tao
cdc triéu chimg khoé chiu cho con nguoi.

c) Cdc retrovirut

Céc nha khoa hoc d3 nhdn thiy rang mét sb virut c6 thé gdy ung thu &
dong vat va ca & ngudi. Céc virut gdy ung thu gdm: retrovirut, papovavirut,
adenovirut va nhom herpesvirut.

C6 18 céc virut gdy ung thu quan trong nhat 12 retrovirut, cic virut c6 bg
gen ARN sinh san qua trung gian ADN. Retrovirut HTLV-I giy bénh bach cau
té bao T (T-cell leucemia) va retrovirut HIV gdy bénh AIDS lam suy yéu hé
thong mién dich (hinh 20.54).N6i chung, retrovirut lién quan dén nhirng bénh

nguy hiém, khé chia tri nhat hién nay ctia nhan loai, ké ca ung thu.



Tat ca céc virut bién dbi té bao qua viéc gdn nucleic axit ciia virut vao
ADN ciia té bao chii. Su gin nay dugc 6n dinh (cic provirut khéng bao gid bi
cit roi ra nhu prophage). Pdi v6i cdc virut gdy bénh ung thu 12 ADN, sy gin
vao 1a qud trinh tryc tiép. Céc retrovirut thi khac, trudc hét ching st dung
reverse transcriptaz dé tir khuén ARN tao ra ADN. Sau d6 ADN cua virut c6
thé duoc gan vao ADN b gen cua té bao chii va ching ciing sao chép véi bo

gen nay trong mdi thé he.
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Hinh 20.54. Cdu triic cia virut HIV (retrovirut).

Hinh 20.55 mé ta va giai thich chu trinh sinh san retrovirut trong té
bao.

Hién nay, nhiéu nguoi cho rang cic virut c6 thé tic dong dén sy bicu
hién cia cdc gen ung thu. Thudng céc virut gdy ung thu phdi hop véi nhiing
tdc nhan khéc trong gy bénh.

Vé ngudn gbc cua céc virut thi nhidu ngudi cho rang ching bat ngudn
tor cdc doan nucleic axit dugc goi lai mdt cach chuyén biét. Mot s6 virut &
Eukaryota giéng vé cdu triic va chirc ning so v6i mot s6 gen cua té bao chu
hon virut ctia vi khuan. Bo gen ctia mot s6 virut gidng cdc phén tir di truyén

cua té bao nhu plasmid hay transposon.
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Hinh 20.55. Chu trinh sinh san cua retrovirut HIV gay bénh AIDS
20.7.4. Cac Prion

Hai bénh thodi héa n3o ¢ nguoi 1a bénh kuru va Creutzfeldt-Jacob
(bénh tuong ty & ctru) c6 thé gay nén do céic phén tir protein gdy nhiém duoc
goi 1a prion (proteinaceous infectious particle). Cho dén nay, su hiéu biét vé
ching con rat it. Gan ddy, khi xuét hién dich bd dién & Anh, ching duoc nhéc
toi nhiéu vi khong phat hién thdy cdc virut.
20.7.4.1. Lwoc sw

Vao nhitng nam 1960, T. Alper va J.S. Griffith néu gia thuyét ring mot
s6 bénh ndo nhiing (spongiform encephalopathies) 14y truyén do céc tic nhan
gy nhiém chi gdm céc protein. Thuyét nay giai thich viéc phat hién tic nhan
bi an giy bénh gdi va Creutzfeldt-Jakob (scrapie and Creutzfeldt-Jakob
diseazs) dé khang tia tr ngoai UV.

Francis Crick, nguoi da néu “Hoc thuyét trung tim” ("Central dogma
of molecular biology") dic biét quan tim dén gia thuyét cua Griffith vi né
mAu thuan vai hoc thuyét ciia ong.

Vao nam 1982, S.B. Prusiner (Pai hoc California) thong bdo da tinh

sach tdc nhan giy bénh gia dinh va né chi gdm protein dac hiéu. Prusiner



diing thuat ngit prion chi tic nhan gy bénh, 12 su két hop 2 chir dau cia cic
tir proteinaceous (phan tir protein) va infectious (gdy nhiém), con dudi -on thi
tuong tu virion. Protein dac hi¢u ma prion tao ra goi la PrP (Viét tit cla cum
tur "proteaz resistant protein" — protein khang proteaz). Prusiner da nhan giai
Nobel Sinh ly hay Y hoc (Nobel Prize in Physiology or Medicine) vao ndm
1997 do cdng trinh nghién ctru céc prion.
20.7.4.2. Cdu triic

— Sw ton tai cdc dong dang (Isoform). Protein ma cic prion tao ra
dugc thiy & khip co thé, tham chi ¢ ca ngudi va dong vat khoe manh. Tuy
nhién, protein cua prion trong vat li¢u nhiém c6 dic tinh g6i cudn khéc
(different folding pattern) va khang vdi proteaz, enzym ma trong co thé cé
thé phan huy cdc protein mot céch binh thuong. Dang protein binh thuong
goi 1a PrP¢, dang gy nhiém 1a PrP* ( C bat ngudn tir chit 'cellular’ (cua té
bao) hay goi chung ('common') 1a PrP, con Sc tur chit 'scrapie’, 1a bénh prion
¢ cuu. Trong khi PrP¢ duoc xéc dinh cu tric tdt (structurally well-defined),
thi PrP* phan tdn rong va khé xdc dinh. PrP ¢6 thé dugc gdy cam tng gp
cuodn (induced to fold) thanh céc isoform xéc dinh tot (well-defined isoforms)
in vitro, va mdi quan hé véi dang giy bénh (pathogenic) in vivo con chua ro.

— PrP€: PrP‘ 1a protein binh thudng trén mang té bao. N6 c¢6 209 axit
amin s (& ngudi), mot cau disulfite , 35-36kDa va chil yéu 1a cdu tric xodn
alpha. PrP® d& dang bi phan huy béi proteinaz K va c¢6 thé phéng thich khoi
bé mit té bao in vitro bdi enzym photphoinositit photpholipaz C (PI-PLC).

— PrP*: Dang ddng hinh gy nhiém (infectious isoform) cta PrP¢ Ia
PrP* ¢6 kha niang chuyén ddi PrP protein binh thuong thanh isoform giy
nhiém bang cich thay doi cau hinh (conformation) ctia né. Mic di ciu tric 3
chiéu (3D structure) ctia PrP> chua biét, & ddy c6 sy gia ting lugng phién
beta (B-sheet content) & dang da nhiém bénh cia phan tir thay thé céc vung
binh thudng ctia xodn alpha (a-helix). Cic t6 hop (aggregations) cua nhitng
isoform bat thudng dé cé thé hinh thanh cdc soi ¢6 ciu tric giau amyloid
(highly structured amyloid fibers). Phan cudi cua soi tdc dong nhu 1a khudn
cho cédc phan tir protein tr do, né 1am cho sgi mgoc ra. C6 nhitng khic biét nho
trong trinh ty axit amin ctia vung hinh thanh prion (prion-forming regions)

dan dén nhiing tinh chat cau trdc khac biét trén bé mat cia céc soi prion. Do



vay, chi cdc phan ti protein ty do twong ty trong trinh ty axit amin voi
protein prion c6 thé duoc tham gia vao soi dang moc ra (growing fiber).
20.7.4.3. Chirc nang

Hién nay dd chtrng minh duoc rang vai trd té bao binh thuong cia cic
protein prion 12 chat oxy héa (antioxitant) phy thudc Cu.

— PrP va ghi nhé dai hang (long-term memory). C6 chitng minh cho thdy
PrP c6 thé c6 chirc nang binh thuong khi duy tri sw ghi nhé dai hang.
Pi cho thiy chudt thiéu cic gen cho protein PrP binh thuong cia té bao di c6
hippocampal LTP bién d6i.

— PrP va su tdi sinh té bao géc (stem cell renewal). Bai bdo nam 2006
cho thcfy rcing sy biéu hién PrP o 1é bao géc la can thiét cho sy tw tdi sinh tuy
xuwong cua sinh vat (organism's self-renewal of bon marrow). Cong trinh nay
ciing chi ra rang tat ca cdc té bao géc tao mdu dai hang (all long-term
hematopoietic stem cells) biéu hién PrP trén bé mdt té bao ciia chiing va cdc
mé tao mdu (hematopoietic tissues) voi cdc té bao goc khong PrP (PrP-null
stem cells) thé hién sy nhay cam gia tang doi véi sw suy kiet 1é bao.
20.7.4.4. Bénh Prion

Tat ca cic bénh theo gia thuyét do prion déu tic dong 1én cau tric cla
ndo hay cdc md than kinh khac va cho dén nay tat ca bénh déu khong chira tri
duoc va ludn giy chét. N6i chung, prion c6 thé lién quan ca hai 1a don vi
nhiém bénh ly thuyét (theoretical unit of infection) hay protein ddc hi¢u (vi
duy, PrP) bién thanh tic nhan gdy nhiém (infective agent), dit ¢6 hay khong &
trang thai nhiém bénh (infective stat).

Céc prion dugc gia dinh 1a gdy nhiém va phat tdn bing cich tdi gdp
cudn (refolding) bt thuong thanh cdu triic ¢6 kha ning chuyén doi (convert)
céc phan tu binh thuong (normal molecules) cua protein thanh dang cdu triic
bat thirong. Tat ca céc prion biét duoc giy ra sy hinh thanh gdp cudn amyloid
(amyloid fold), ma trong dé protein polyme héa thanh phurc hop (aggregate)
gdm cdc phién beta (beta sheets) géi chit nhau. Cau tric bién dang nay rat on
dinh va tich lily trong mé nhiém lam ph4 huy va giy chét té bao. Su 6n dinh

d6 c6 nghia 1a cdc prion d& khdng cic tic nhan vat Iy va héa hoc gdy bién tinh



(denaturation) lam cho viéc loai bo va ngdn chdn céic phﬁn tor nay rat khé
khan.

Cic protein ctia prion (PrP) rat gibng nhau ¢ tt ca cdc dong vat c6 va.
Do nhiting khic nhau nho nay trong PrP gitra cac loai khic nhau, nén bénh do
prion dugc truyén tir loai niy sang loai khdc mot cach khong binh thuong.
Tuy nhién, bénh prion & nguoi bién dang bénh Creutzfeldt-Jakob dugc cho
rang giy nén boi prion gdy nhiém dién hinh ¢ bd va duoc truyén qua thit bi
nhiém (infected meat). Ngoai nhitng bénh da ké trén, con mot sd bénh khéc &
dong vat va nguoi do prion.

Mdc dit da xdc dinh va biét ré cdc tinh chét chung ciia prion, nhung
co ché ciia sw gdy nhiém va phat tdn prion védn con trong bi an.
20.7.4.5. Cdc gid thuyét vé prion

Cho dén nay c6 nhiéu ban cai vé ban chat ctia prion. Cic gia thuyét chi
yéu duoc tém tat nhu sau:

— Gia thuyét chi protein (Protein-only hypothesis). Theo gia thuyét
nay, protein c6 thé sao chép khong dung nucleic axit.

— Gia thuyét da cdu phan (Multi-component hypothesis): cic prion giy
nhidm c6 thé gém nhiéu cdu phan cua té bao chi nhu PrP, lipit, va cdc phan
t&r polyanionic, hon 1 chi c¢6 PrP™.

— Gia thuyét virur (Viral hypothesis): thang 1/2007 da coéng b bai bdo
cho thiy 10% hoic it hon céc té bao nudi cdy bi nhiém prion cé virut va cho
rang bénh do phdn tr théng tin c¢6 khd ndng sao chép (a replicable
informational molecule) twrong tu nucleic axit gin vao PrP.

— Gia thuyét nhiém déc kim loai nidng (Heavy metal poisoning hypothesis):
s6 lugng bat thuong ctia ddng (Cu) va manganese (Mg) trong mdi trudng va
thirc &n chin nudi ¢ thé giy ra bénh.

20.7.4. 6. Di truyén hoc (Gentics)

Nhiéu van dé con chua séng to. Gen cho protein binh thudng da dugc
phan 1ap: PRNP gen. Mot s6 bénh prion c6 thé duoc di truyén va trong moi
truong hop lién quan dén céc dot bién & gen PRNP nay. Nhiéu dot bién khic
nhau ctia PRNP d3 dugc xdc dinh va cho rang cdc dot bién bang céch nao d6

1am cho PrP® ngau bién (spontaneously change) thanh dang PrP* bat thuong.



20.7.4. 7. Cdc prion 6 ném men va ném khdc

Protein cua prion da dugc phat hién & nim men Saccharomyces
cerevisiae tir dau nhirng nim 1990. Sau d6, prion cling dugc tim thiy &
Podospora anserina. Cdc phét hién protein c6 biéu hién kiéu prion (prion-typ
behavior) nay & mot s ndm (fungi) c6 y nghia hét stc quan trong gitip cho
su hiéu biét vé cdc prion ¢ dong vat c¢6 vi. Tuy nhién, cic prion nim khong
giy bénh trong t& bao chi va tham chi con c6 wu thé tién héa (evolutionary
advantage) thong qua dang di truyén diwa vao protein (form of protein-bazod
inheritance).

Sinh hoc hi¢n dai da phét hién hai dang c6 biéu hién séng dac biét: viroid
c6 nucleic axit, khong c6 protein va prion c6 protein, khong c6 nucleic axit.

20.8-DI TRUYEN HQC VI NAM VA VI TAO

Céc vi sinh vat nhan thuc Eukaryota nhu vi ndm, vi tao ¢6 chu trinh
séng da dang va ¢ nhiéu diém gidng véi cic Eukaryota bac cao. Cdu tao don
bao gitip cho viéc st dung c6 hiéu qua cdc phuong phdp phan tich di truyén ¢
vi sinh vat. Phdn tich bé bén gidp nghién ctru duoc chi tiét timg san pham
ctiia giam phan. Céc nghién ctru di truyén vi ndm tip trung & 4 van dé cin
ban: tinh khong phéi hop, phén tich bé bén, tdi té hop nguyén phén va sw
don bji héa. Neurospora crassa va Saccharomyces cerevisiae 12 nhimng ddi
tugng nghién ctu quan trong cta di truyén. O vi tao Chlamydomonas
reinhardii dugc nghién ctru chi tiét hon ca trong sd cdc vi tao. Céc nghién
clru & vi tao 1am sang to nhiéu van dé cta di truyén quang hop va su xic dinh
cac sac to.

Trong s6 gan 50.000 loai vi nim, dén nay di nghién ctru vé di truyén
hoc dugc khoang 30 loai. Nhitng vi sinh vat dau tién duoc su dung vao
nghién ctru Di truyén hoc tir nhitng nim 30 cta thé ki trudc chinh 1a céc vi
ndm. D6 14 Neurospora va cdc loai khdc nhau cua chi Saccharomyces.
Saccharomyces cerevisiae 1a Sinh vat nhan thuc (Eukaryota) don bao, cho
nén 12 mo hinh rat 5t cho nghién cuu di truyén cua Sinh vat nhan thuc va vi
thé cho nén dugc hiéu biét chi tiét hon ca.

Cic vi tao (Microalgae) ciing c6 s6 luong loai rt 16n (gan ca 100.000)

va gilr vai tro rat quan trong trong sinh quyén, la nguon cung cap oxy chu yéu



trong nuéc. Tuy nhién chi mot s it tao luc don bao duoc dung 1am d6i tuong
nghién clru cua di truyén hoc, dac biét 1a Chlamydomonas reinhardii.

Hai dbi twong tiéu biéu cho nghién ctru di truyén hoc 13 ndm men
Saccharomyces cerevisiae va nam sgi Neurospora crassa. Ching c6 cic dic
tinh wu viét vi vira 12 vi sinh vat, ma t& bao c¢6 nhan thudc Sinh vét nhan thuc
Eukaryota.

20.8.1-Nam men Saccharomyces cerevisiae

Ndm men Saccharomyces cerevisiae (hinh 20.56) 1a mot loai thudc 16p
Nam Tui (Ascomycetes), con goi l1a “men banh mi” (baker yeast) hay “men
ruou”. D6 1a loai nAm men chu yéu dugc diing trong cdc qud trinh 1én men
ruou. Vi 1a Eukaryota don bao (kich thudc khoang 5 — 10pm , dugc biét rat
chi tiét vé& di truyén hoc va sinh Ii hoc, cho nén 1a doi nieong mé hinh nghién

cuu di truyén céc sinh vat nhan thyec.

Hinh 20.56- Nam men S.cerevisiae diwdi kinh hién vi dién tir va kinh hién vi quang
hoc

a) Cdc dac tinh sinh hoc

Céc nghién ctru di truyén hoc duoc tién hanh & S. Cerevisiae da tir hon
70 nam nay. Ddi twong nay két hop trong né 2 tinh chit tuyét voi: 1a don bao
nén c6 thé tién hanh thi nghiém nhu vi khudn, dong thoi c6 nhitng dic tinh
chu yéu dién hinh cua Eukaryota va c6 ty thé véi bd gen ADN nho. Gidng
véi vi khuén, né c6 thé nudi trén moi truong dich thé hay dac va tao khuén
lac trén mdi truong thach. C6 thé nudi té bao ndm men quy md 16n trong cic
noi 1én men va dé dang thu nhan sinh khdi té bao.

Chu trinh séng ciia nAm men dugc néu 1én trén hinh 20.57



Nam men c6 2 dang té bao don béi (n) 1a a va a c6 thé ton tai doc lap
nho sinh san vo6 tinh.qua nguyén phan (mitosis). Khi 2 dang a va o gap nhau
bdt cdp, 16i phoi hop té bao va hop nhan tao 1 té bao ludng bodi (2n). Té bao
long béi c¢6 thé sinh san vo tinh v hang va diy 12 dang thuong st dung
trong san xuat. Trong nhitng diéu kién nhit dinh, t& bao 2n sinh sdn hitu tinh
qua giam phdn tao nang c6 4 bao tir (2 a va 2 o), ma sy két hop a va a tao té

bao 2n, 1ap lai chu trinh.
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Hinh 20.57- Chu trinh sinh san ciia ndm men S. cerevisiae
b) Cdc dir liéu di truyén hoc cua S. cerevisiae:
— Kich thude bo gen (Genome size): 12 Mb
— Nhiém séc thé: n = 16
— S6 luong gen: 6.000
— Phan trim gen twong dong véi ngudi: 25%
— Kich thudce trung binh cua gen: 1,5 kb, 0,03 intron/gen
— C4c transposon: mot ty 1€ nhé cua ADN
— Két thiic giai ky tu chudi: 1996

¢) Phan tich di truyén



NAm men c6 thé tdn tai & dang don bdi vdi 2 kiéu bt cap (mating typ)
12 a va a.Ngoai cdc phuong phép lai dé phan tich tdi to hop (recombination)
va bd tro (complementation), c6 nhiéu kj thudt bién doi di truyén
(Techniques of Gentic Modification):
< Gay dét bién (Mutagensis):
— Héa chéat va chiéu xa: dot bién xoma ngﬁu nhién.
— Dung transposon: xen doan (Insertions) xoma ngﬁu nhién.
X Chuyén gen (Transgensis):
— Plasmid tich hop (integrative): xen doan (Inserts) nho téi t6 hop twong dong
(homologous recombination).
— Plasmid sao chép (replicative): C6 thé sao chép tu 1ap (autonomously) (Ori
sao chép cua plasmid 2|1 hay ARS).
— Nhiém sdc thé nhdn tgo ctia nAm men: sao chép va phan ly nhu mét nhiém
sic thé.
— Vector con thoi (Shuttle vector): C6 thé sao chép trong té bao nim men hay
E. coli.
— Lam im ldng gen muc tiéu (Targeted gen knockout): Thay thé gen (Gen
replacement): tdi t6 hop twong dong thay alen hoang dai bang alen khong
(null alen).

d) Ky thudt di truyén

Hinh 20.58- Cau triic té bao nam men S.cerevisiae voi cdc
dac diem cua té bao nhdn thuc



Céc thao tic gen (Gen manipulation) thuc hi¢n trén S. cerevisiae dé
dang hon bét ky sinh vat Eukaryota nao khdc. Pac biét né ¢6 nhiém sic thé
nhan tao (Yeast artificial chromoxom - YAC) c6 trinh tu sao chép ARS
(Autonomously replicative sequence), tim dong (centromere) va 2 telomere
(trinh ty dAu mudt nhiém sic thé). YAC ton tai doc lap trong té bao nAm men
nhu mot nhidm sic thé va cdc gen dugc chén vao né dugc di truyén nhu
nhiém sic thé Mendel. YAC c6 kha nang mang doan gADN ngoai lai dai 1 —
2 Mb, nén thuén tién cho tao dong va gidi ky tu chudi (sequencing) nhitng bo
gen 16n nhu bd gen ngudi. Nam men S. cerevisiae dugc st dung rong rii lam
té bao chu trong KTDT.

Ngoai ra, mot $6 protein tai to hop (géc dong vat) nhu interferon khi
biéu hién trong té bao Prokaryotae nhu E. coli thi khdng c6 hoat tinh do thiéu
bién ddi sau dich ma, nhung khi cho biéu hién trong té bao ndm men thi san
pham c6 hoat tinh.

e) Cdc dong gop

Vai tro chu yéu cho cdc nghién cuu:

— Chu trinh té bao (Cell cycle): Su xé4c dinh cdc gen kiém sodt phan bao nho
cac dot bién nhay cam nhiét (temperature-sensible mutants (cdc mutants))
dan dén mo hinh rat tot cho nghién ctru su phan bao.

— Tuwong tdc gen (Gen interaction): nghién ctru sy (rc ché gen (suppression).
Hé thong plasmid lai kép (two-hybrid plasmid system) gitip tim céc twong tic
giita cdc protein & ndm men da din dén cic ban dd tuwong tic phirc tap, ma la
khai dau cho sinh hoc cdc hé théng (systems biology).

— Di truyén hoc ty thé: nho céc dot bién “petite” mat kha ning ho hap ma
phét hién cdc gen cua ty thé. Nho ching va cdc dot bién khdc cia ty thé ma
phan tich chi tiét cAu triic va chic ning bd gen ty thé.

— Di truyén hoc kiéu bt cdp (Gentics of mating typ): Céac alen MAT & nim
men la cic gen kiéu bt cap dau tién duoc xdc dinh céc dic tinh & muc phan
tu.



— Ddng gdp khdc: Su di truyén cua khéa déng mo (switching) giita sy ting
truéng kiéu nAm men (yeast-like) va soi (filamentous); di truyén hoc su thoai
héa (senescense).
20.8.2- Nam s¢i Neurospora crassa

a) Cdc dac tinh sinh hoc

Gidng v6i vi khuan va ndm men, nidm soi ndy c6 thé nudi trén moi
truong dich thé hay dac va tao khuan lac trén moi truong thach. N6 thé hién
cic tinh chét dién hinh cta Eukaryota giéng nhu nim men: bd gen gdm nhiéu
nhiém sic thé, bao tir tdi c6 trang thai don bdi (n) va hgp to ludng boi (2n),
sinh san vo tinh qua chu trinh nguyén phan (mitotic cycle), sinh san hiru tinh
qua giam phén va c6 ty thé voi bo gen ADN nho. Nam thudng moc trén banh

my cii va ¢ mau vang tuoi (hinh 20.59):

Hinh 20.59- Nam soi Neurospora crassa dwdi kinh hién vi quang hoc

Soi nidm phén doan c6 chira nhiéu nhdn don béi. C6 hai kiéu giéi tinh
dugc diéu khién bdi mot cip alen A va a. Sinh san hitu tinh chi thuc hi¢n khi
co su két hop cua céc té bao khdc alen (hinh 20.60). Nhu hinh v€ mo ta khi
bao tir dinh a roi trén tién qua thé dang chai (protoperithecium). Céc co quan
sinh duc cdi hay A roi 1én tién qud thé a thi su thy tinh s& duoc xay ra. Lic
dau hai nhan don boi A va a ton tai song song va chia dong thoi. Sau d6 xay
ra sy hop nhdn va tién qud thé dang chai bién thanh qud thé dang chai
(perithecium). Méi hop tu lwong boi 2n tao thanh mot té bao kéo dai goi la

nang hay tii (ascus) va lap tuc chia giam nhiém dugc 4 nhan, ma 4 nhan nay



lai chia nguyén nhiém mot 1an nita tao thanh 8 nhan cua 8 bao tir nang hay

bao tur tii (ascospores).
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Hinh 20.60. Chu trinh song ciia ndm sgi Neurospora crassa
Mot dic diém doc ddo cua Neurospora crassa la cac san phém cua
giam phén, 8 nang bao i xép thang hang trong nang. Nhd vay, qua phdn tich
bé bon (tetrade analysis) nghién ciru hang loat cic co ché di truyén nhu frao
doi chéo, gen chuyén bién (conversion), tdi cau triic nhiém sdc thé
(chromoxom rearrangement), s khong chia ly trong giam phdn (meiotic
nondisjunction) va su kiém sodt di truyén doi véi giam phan. Cac Nhiém sic

thé tuy nho, nhung c6 thé nhin thay dé dang.



N. crassa dat k¥ luc vé tde do tang trudng trong cic loai nam: mdi soi
nam (hypha) moc dai ra hon 10 cm/ngdy. Sy ting trudong nhanh d6 két hop
v6i chu trinh don boi va kha ning moc trén cdc méi trudng nudi cay ¢ thanh
phan xdc dinh 1am cho né thanh mot ddi twong rét thuan tién cho nghién ctru
di truyén hoa sinh (biochemical gentics). Trén thuc té, n6 nodi tiéng vOi su ra
doi gid thuyét mét gen - mét enzym.

b) Cdc dir liéu di truyén hoc ciia Neurospora crassa:
— Kich thude bo gen (Genome size): 43 Mb
— Nhiém séc thé: 7 Nhiém sic thé thuong (n =7)
— S6 lwong gen: 10.000
— Phan tram gen twong dong véi ngudi: 6 %
— Kich thudce trung binh cua gen: 1,7 kb, 1, 7 intron/gen
— Céc transposon: rat hiém
— Két thiic giai ky tu chudi: 2003

¢) Phan tich di truyén

Khi nudi chung 2 loai s¢i to nam c6 kiéu bét cap dbi nguoc nhau la A
va a dé dang nhan dugc cic nang bao tir lai. Mac du & Neurospora crassa
khong nhan dugc cdc soi to ludng boi dién hinh (nhan 2n), nhung sy phdi
hop 2 loai to tao ra thé di nhéan (heterokaryon), ma trong d6 2 nhan don boi
khac nhau cling ton tai song song trong té bao chat. Nhod vay c6 thé tién hanh
phan tich tdi t6 hop va bd trg. Ngoai ra, ¢6 cdc kjj thudt bién déi di truyén
sau:

X2 Gay dét bién (Mutagensis):

— Héa chéat va chiéu xa: dot bién xoma ngﬁu nhién.

— Dung transposon: khong.

X Chuyén gen (Transgensis):

— Bién nap qua trung gian plasmid (Plasmid-mediated transformation): xen
doan ngéu nhién (Random insertion).

X Lam im lang gen muc tiéu (Targeted gen knockout):

— RIP: céc dot bién GC —> AT trong cic doan tang d6i chuyén gen trudc khi

lai.



— Uc ché (Quelling): bat hoat xoma sau phién ma cdc gen dugc chuyén vao
(Xomatic posttranscriptional inactivation of transgens).

d) Ky thudt di truyén:

Bién nap dau tién trén Eukaryota da dugc thuc hién & Neurospora
crassa. Ngay nay, né dé dang chap nhan nhiéu vector plasmid mang cdc gen
mong mudn. Khong c¢6 plasmid nao tdi ban trong Neurospora, va nhu vy cic
gen chuyén vao phai duoc chén vao nhidm sic thé méi c¢6 sy di truyén 6n
dinh.

e) Cdc dong gop
— Di truyén sinh héa va trao. doi chat.

— Di truyén hoc ctia giam phén.

— Di truyén ty thé.

— Dong gop khdc: sy da dang cdc loai nam va thich nghi (adaptation), di
truyén té bao (cytogentics), cdc gen kiéu bat cip, cic gen phdi hop thé di
nhan (heterokaryon-compatibility gens).

20.8.3- Cac dic diém di truyén viia vi nam

Chu trinh sdng cta cdc loai ndm khéc nhau rit da dang, nhung c6 thé
xép vao 5 kiéu cin ban khdc nhau nhu: 1. Sinh san vé tinh; 2. Thé don bdi; 3.
Thé don boi voi giai doan di nhan; 4. Pon bdi - Ludng boi ; 5. Ludng boi.

Ngay trong cdc ndm sinh san hiru tinh ciing ¢6 sy dao dong tir hoan
toan don bdi nhu Neurospora dén hoan toan ludng bdi nhu & Saccharomyces
cerevisiae

Péi voi phan 16n nam soi, diém dic trung 14 nhiéu nhan ciing hién dién
trong mot té bao. Cdc nhan nay cé thé c6 kiéu gen khéc nhau. Trong trudng
hop nay duogc goi la thé di nhan (heterokaryon) tuong tu di hop tur.

O céc vi sinh vat néi chung, cic tinh trang hinh thdi thudng khong
nhiéu, nhung c6 su da dang 16n v& nhiéu logi phdan g héa hoc khic nhau.
Su ra doi cua gia thuyét ndi tiéng 1 gen - 1 enzym da dua trén céc dot bién
sinh hoa & N. crassa. Cac moi truong chon loc dugc su dung dé thu thap cac
dang lai hiém hoi gitta cdc dong cha me don bdi mang cdc dot bién khuyét

dudng lan, khi sai hong trong chudi phan tng sinh héa cia ching bo sung



cho nhau. Ngoai ra tinh dae khdng véi cac tac nhan bat 1gi duge st dung rong
rdi 1am tinh trang ddnh dau trong cdc nghién ctru di truyén & nam.

N6i chung, céc vi sinh vat nhan thuc ¢é uu thé dic biét 1a sy két hop
gitra ciu tao té bao va chu trinh séng nhu sinh vat bac cao véi co thé don bao
ctia vi sinh vat. Néu nhu trong nhitng nam 70 cta thé ky trude, cic ddi tuong
can ban cua di truyén hoc phan tir 12 phage va vi khuan, thi nhitng tir ndm 80
cho dén nay céc Eukaryota don bao di thay thé dan.

Bdn van d& can ban dugc chid ¥ trong nghién ctru di truyén ¢ ndm la:
tinh khong phéi hop (incompatibility), phdn tich bé bén (tetrade analysis), tdi
16 hop nguyén phdn (mitotic recombination), via sy don béi hda
(haploidisation).

Nhiéu nam s¢i c6 qua thé nhin thiy duoc khong phai 13 vi nAm, nhung
c6 thé sir dung ciac phuong phdp dung cho vi nam dé nghién ctru.
20.8.3.1- Tinh khong phéi hop 6 nidm

Khai niém tinh khéng phéi hop (incompatibility) & nim dugc dung dé
chi kha niang két hop vé6i nhau giita cidc dong nam trong sinh san hitu tinh.
Cho dén nay, gan 450 loai nAm d3 dugc nghién ctru vé céc kiéu khong phdi
hop. Su khéng phdi hop duge xdc dinh vé mat di truyén. Theo kiéu phdi hop
thi ndm duogc phan lam 2 loai:

— Pong tan (Homothallic) 12 khi ¢6 su két hop v6i nhau giita cic té bao (hay
hé soi to—mycelium) giéng nhau trong sinh san hitu tinh. Vi dy, té bao a két
hop véi té bao a hay o voi o tao dang ludng boi (2n) twong Gmg aa hay aa.

— Dij tan (Heterothallic) 12 kiéu khi c6 sy lai nhau gitta 2 loai té bao khéc
nhau nhu a v6i « tao dang di hop t&r ludng bdi act nhu & nim men. Cdc nim
di tan c6 thé chia thanh: lwéng cuec (bipolar) va ti# ciee (tetrapolar).

Dai dién dién hinh ctua nim dj tdn luong cuc (bipolar heterothallic) 1a
nam men S. cerevisiae (hinh 20.56). O ndm men nay, su hop bao (cytogamy)
va hop nhan (karyogamy) chi xay ra giita cdc té bao (hay nang bao ti—
ascospore) ¢ kiéu bdt cdp (mating typ) khdc nhau nhu a va ¢ va céc alen
khic nhau cua locus MAT. Do c¢6 sy tham gia cua 2 alen, nén goi la luong

cwc. Nam Neurospora crassa cling thudc kiéu khong phéi hop nay (hinh



20.59). Nam rom (Volvariella volvacea) va ndim m& (Thachicus bisporus)
cling thudc loai nay.

Kiéu di tan tir cuc (tetrapolar heteropolic) dac trung cho nhiéu loai
ndm dam Basidiomycetes, ma dai dién 12 Schizophyllum communae. Nam bao
ngu (Pleurotus) va nAm huong (Lentinula edodes) thudc kiéu khong phdi hop
nay. Su xédc dinh di truyén khong phdi hop & cdc loai nAm nay do 2 gen A va
B. Mdi gen c6 2 alen hodc nhiéu hon; thuong 1a A;, A, va By, B,. Su két hop
gifra cdc dong don bdi chi tao dang hitu thu cé kiéu gen A1A;B B, tuc bon
nhén t6 khéac nhau (nén goi 1a ti cuc) nhu trén bang 20.7.

Bdng 20.7. S két hop giita cdc dong don bdi cé cdc kiéu khdng phoi hop khdc

nhau ¢ nam di tan tu cuc

AB; AB, AB; A;B,
AB, - - - +
A B, - - + —
AB, — + - —
AB, + - - —

Dau + chi cdc t6 hop lai dwoc véi nhau.

O Podospora anserina, trong céc gidi han ciia mdi chung dia If ¢6 2
kiéu bt cap “+” va “~”. Qud trinh sinh san hiru tinh binh thuong chi c6 dugc
khi lai dong “+” va dong “—” gidng nhau theo alen ctia gen . Truong hop nay
c6 thé goi 1a dong tan khdc alen.

Su da dang cua cdc chu trinh séng va cédc kiéu khéng phdi hop &
ndm cé anh hudéng dén cdc phuong phdp phan tich di truyén (gentic
analysis). O mot s6 ndm sinh san hitu tinh thuc hién trén co s6& di hop bao
(heterogamy) nhu & Neurospora crassa. O nhirng loai khéc trén co s& dong
hop bao (isogamy). Song song voi sinh san hitu tinh con c6 chu trinh can
hitu tinh hoan toan hay khéng hoan toan phu thudc vao loai nidm. Chu
trinh can hitu tinh (parazxual cycle) 12 qué trinh két hop va tdi t6 hop gen
dién ra trong nguyén phan chir khong phai giam phan, khong c6 su thy tinh
nhu sinh san hitu tinh.

20.8.3.3- Phén tich bg bon 6 nang khudn (Nam tii)



Lop Nang khudn hay Ném tii (Ascomycetes) c6 dac diém 12 khi cdc té
bao ludng boi chia giam nhiém sé& tao ra cdc bao tor nam trong mot nang.
NAm men bdnh mi, men ruou S. cerevisiae va nim soi N. crassa 1a nhiing
nang khudn duoc sir dung rong rai trong nghién ctru di truyén hoc.

Diém dic biét cua nidm soi N. crassa 12 céc nang bao tir xép thang
hang trong nang nhu lic céc nhiém sdc thé xép trén madt phang xich dao cua
ki gitta.  Chiing xép theo mét trinh t nhat dinh phan anh dugc tién trinh
giam phéan I va II (hinh 20.61).

O nAm men, bon nang bao tr dai dién cho 4 nhiém sic thé cua gidm
phan (xét mot cip nhiém sic thé tuong déng) xép theo mot thir tu nao do, khé
biét trinh tu. St dung mdy vi thao tdc (micromanipulator), nguoi ta c6 thé
tach roi ting nang bao tor mdt cia mot nang dé nghién ctru. Phuong phép
nghién ctru tryc tiép cdc san pham ctia mdi 1an giam phéan duoc goi 14 phan
tich bé bon (tetrade analysis).

Khi c6 su phan li ciia mot cip alen thi trong mdi nang ctia Neurospora
s& c6 sy phan bd nang bao tir 4: 4 néu sy phan li xay ra ¢ giam phan I hodc sy
phan b 2: 2: 2: 2 néu sy phén i xay ra & giam phan II.

a) Sw phan li o giam phan 1

Hinh 20.61 md ta qud trinh lai mot dong N. crassa hoang dai (¢*) voi
mot dong dot bién (¢) c6 khudn lac cum (colonial). Néu tich cdc nang bao tir
theo tht ty trong nang va dé ching moc 1én thanh dong thi s& c6 tht tu
4¢:4c*. Sy phan bd 4:4 cho thiy khong c6 trao dbi chéo xay ra giita gen va
tam dong (centromere). Gen cang ciach xa tam dong xac sut Xay ra trao doi
chéo gitta gen va tim dong cang 16n. Do d6 néu sb phan trim nang 4c:4c*
cang 16n, tic trao ddi chéo it xay ra thi gen ¢ cang gan tim dong.

b) Su phan li o giam phan 11

Trudng hop b (hinh 20.61), khi ¢6 trao d6i chéo xay ra giita gen va tim
dong. Sau lan chia thir nhat hai nhidm sic thé chi va em van con giéng nhau.
Dén lan chia th hai méi c6 sy khdc nhau thé hién & sy phan li va ti 1& 2c:
2¢": 2¢: 2¢* phan dnh diéu d6. Két qua nay ching minh rang trao d6i chéo

xay ra gitra 4 nhiém sac thé.
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Hinh 20.61- Phwong thirc tao bao tir ¢ nam soi Neurospora crassa.
c) Lap ban do di truyén bc%ng phan tich bo bon
Dbi v6i trudong hop bg bén sdp theo thir tw nhu & Neurospora, sd phan
trdam cdc nang tdi to hop phan 4nh khoang cédch giita gen va tim dong. Can
nhé rang trao d6i chéo chi lién quan dén hai nhiém sic thé, nén chi ¢ hai san
pham ctia giam phan chira nhiém séac thé tai t6 hop. Do d6 dé tinh phan trim
cdc nhiém sic thé tai to hop, 14y phan trim nang tai t6 hop chia doi.
Truong hop bo bon khong theo thir ty nhu & nidm men thi viéc tinh tan

s tdi to hop ¢ phirc tap.
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Hinh 20.62 Cdc kiéu bg bén khdc nhau:

— Kiéu PD parental dityp (khong trao doi chéo) — Kiéu RD recombination dityp hay
NPD nonparental dityp (cé trao doi chéo) — Kiéu TT tetratyp (cé trao doi chéo).

Vi du: Phan tich bo bdn tir to hop lai hai gen AB x ab. Sy thy tinh cho
nhan ludng boi (AB/ab) va né chia giam nhiém ngay. Néu khong c¢6 trao doi
chéo xay ra hodc trao ddi chéo ddi xay ra trén ciing hai nhiém sic thé thi s&
¢6 céc bd bdn kiéu cha me 2AB: 2ab duoc goi kiéu doi cha me (parental
dityp) (PD ) (hinh 20.62).

Néu trao d6i chéo xay ra giira nhiém sic thé 2 voi 3 va 1 vdi 4, s& ¢
2Ab:2aB. Kiéu nay duoc goi kiéu doi tdi t6 hop (Recombinational Dityp -
RD) hay kiéu d6i khong cha me (Nonparental Dityp - NPD). Kiéu nay it nhét
trong céc bd bdn ¢6 tdi to hop.

Cic truong hop tao ra mdi nang bdn loai bao tir ¢6 kiéu gen khic nhau
1AB: 1Ab: 1aB: lab, dugc goi kiéu bon (tetratyp - TT).

d) Hién tiwong chuyén bién (conversion)



Chuyén bién (conversion) 1a hién tuong léch khoi sy phan li binh

thudng 2: 2 cua céc bd bdn, khi ¢6 sy di truyén cia 1 gen, duge Lindegreen
phét hién ndm 1949.
Vi du: Di hop tir cia ndm men a+/+b tao cdc bd bon bat thudng nhu: (a +) (a
+)(ab)(+b)va(a+)(++)(+b)(+b)hoac (a+)(ab)(+b)(+b)va(a+)
(a +) (+ +) (+ b). Su phan li bat thudng c6 thé lién quan dén ca 2 gen nhu: (a
+)(a+)(a+)(+ b)hay(a+)(+b)(+ D) (+ D).

Cé4c nghién ctru tiép theo cho théy chuyén bién (conversion) la hién
tuong binh thuong & cic gen khic nhau ctia nAm men véi tan s6 1%. Hién
tugng ndy cling duoc md ta & cdc lodi ndm khic nhu Neurospora crassa,
Sordaria fimicola va né c¢6 y nghia quan trong trong giai thich co ché tai t6
hop.
20.8.3.4- Phan tich di truyén trong chu trinh cén hitu tinh

Nhiéu loai ndm c6 soi dinh dudng (vegetative hyphae) két hop véi
nhau, 1am cho céc nhan don boi tir cdc dong ciing & chung trong té bao chat.
Céc thé di nhéan (heterocaryon) dugc tao nén cé thé ton tai 1au dai nhu & N.
crassa. Su tao thanh cdc thé di nhan dugc st dung rong rai dé nghién cuu su
tuong tic gitta cdc gen, gilta cdc alen va giita cdc gen clia nhan véi té bao
chat. Trong mot s6 truong hop, su so sanh cic di hop tr va di nhan cho théy
su khic nhau trong tuong tic gitra cdc alen, c6 1€ do:

— Ti 1& s6 luong nhan va twong (mg cic alen trong thé di nhan cé thé khic
nhau.

— Céc alen ctia cdc gen & mot nhan khong duoc ngin céch nhu & giita cdc thé
di nhan.

Cdc nhin & thé di nhan doi khi hop nhau tao nén dogn lwéng béi. Hon
nira, trong qué trinh chia nguyén phan tiép theo, nhan ludng bdi c6 thé chiu
tdc dong cua 2 qud trinh: don bdi héa hodc tdi to hgp nguyén phan.

a) Su don boi hoa

Sw don béi héa (Haploidisation) dién ra ngau nhién. N6 c6 thé dugc
gdy tao co hiéu qua boi chét n—fluorphenylalanin.

Néu nhu cdc nhan trong nhidu nguyén phan bi mat 1 nhiém sic thé (2n-1), thi

nhan 1&ch bodi vira xuat hién tré nén khong 6n dinh va ti€p tuc mat cic nhiem



sic thé khac ctia mot by don bdi, cho dén khi tré thanh nhan don bdi (n) 6n
dinh. Trong qué trinh d6 nhiém sic thé bi mat doc 1ap nhau, cic gen cua cung
mot nhiém séc thé c6 su lién két hoan toan. Dua vao dic diém nay cé thé xéc
lap su lién Kkét gen dya vao gen dénh d4u trén mdi nhiém séic thé. Vi du, néu
c6 ludng bdi di hop tor (AB/ab N/n) khi don bdi hda s€ cd cac kiéu gen:
(ABN), ABn, (abN) va (abn).

b) Tdi t6 hop trong nguyén phan

Téi td hop nguyén phan (Mitotic recombination) 1a hién twong thuong
gip ¢ nhiéu sinh vat , khi xay ra trao d6i chéo giita cdc nhiém sic thé twong
d6ng trong nguyén phan (hinh 20.63).

Trong trudng hop nay, khoang cich ciia gen ddnh ddu xa tim dong
nhat, sy dong hop tir héa thuong xay ra hon ca (dugc coi 1a 100%) va su phan

b cac gen dugc tinh theo cong thirc:

D _ Nab .
Nb

100%
D biéu thi khoang cich cta gen dén tdm dong.
Nb - tong s cdc dang phan i, ddng hop tir theo b.
Nab - s6 cdc dang phan li d6ng hop ca a va b, néu nhu b 12 gen danh dau xa
tam dong nhat.

Ban d6 lién két gen duoc xdy dung bang téi to hop giam phén va téi to
hop nguyén phan (trong chu trinh c4n hitu tinh) c6 thir tw gen xép giéng nhau

O Aspergillus nidulans.



Tdi té hop S phén i cde chromatd
nguvén phén a b ¢ d

al p ++++

+ bcd

k)

Hinh 20.63. Trao déi chéo nguyén phan (Mitotic crossing-over) ¢ doan a-b.

a) Trong tw di hop tir theo cdc gen lién két , khi alen lan ¢ (can dwoc xdc dinh vi
tri) nam trén doan tuong d(;ng duoc ddnh dau.

b) Trong doan twong dong khong ddanh ddu, trao doi chéo ¢ doan giita gen va tam
déng dwa dén sie dong hop tir ciia cdc gen xa diém trao doi & mot nira s6 nhan ciia té bao
(thé hé con ciia nhan tdi t6 hop). Nho dd, cé thé sir dung trao doi chéo nguyén phan dé
xdc dinh vi tri gen o mot vai cua nhiém sdc thé so véi tam dong.

20.8.4- Di truyén & cac Téo luc don bao

Cdc tdo don bao (Microalgae) ciing duoc ding 1am d6i tuong nghién
ctru cua Di truyén hoc, dic biét 1a di truyén quang hop va di truyén cia bao
quan luc lap. So v6i ndm, cic vi tdo va néi chung 12 tit ca thyc vat, cic dot
bién khuyét dudng ¢ tdo luc don bao chi han ché trong mot pham vi hep nhu
mat kha nang téng hop arginin (arg™) va mot sb vitamin. Nguyén nhan cua

hién tugng nay dén nay chua 0.

20.8.4.1. Vi tdo Chlamydomonas reinhardii



Loai vi tao duoc st dung som nhit va nghién ctru di truyén chi tiét
hon ca 1a Chlamydomonas reinhardii (hinh 20.43), né ¢6 chu trinh sinh san
hiru tinh. Uu thé cta d6i twong nay 12 ¢6 thé tién hanh lai va phan tich bé bon

khong xép theo thir ty.

Hinh 20.64- Cau triic va hinh thdi Chlamydomonas

a) Bdc diém sinh hoc

Vi tao Chl. reihardii c6 thé nudi cay trong moi trudng dinh dudng dich
thé hay moi truong thach dac nhu céc vi sinh vat khac. Cac té bao moc thanh
khuan lac trén moi trudng thach. Vi tdo c6 thé nudi ngodi sing (4nh sing mit
troi hay den huynh quang thong dung) hodc trong tbi (phai bo sung axetat
natri hodc glucoz).. Trong diéu kién thi nghi€ém, c6 thé nuoi céc té bao Chl
reinhardii & nhan cdc 1é bao dong nhat (synchronous culture), khi thay doi
chu ki 12 gio sdng 12 gio tdi déu dan. Theo doi tong hop ADN cho thiy ADN
ciia lyc lap tong hop vao gid thir 5-6 ngoai sang, con ADN ctia nhin tong hop
khoang gio thir 16 - 18, sau d6 chia té bao dong loat.

Chu trinh séng cta Chl. reihardii dugc néu trén hinh 20.65. Binh
thudng céc té bao dinh dudng ton tai 1au dai o trang thdi don bdi n véi 2 kiéu
bét cap khic nhau mt" (mating typ) va mt” twong duong véi 2 gi6i tinh, ma vé
hinh théi thi rat giéng nhau. Cdc té bao dinh dudng nay c6 thé tao nang bao
tur kin hay tii bao twr (sporangia) va sinh san vo tinh tao ra cic té bao con don
boi.

Khi duogc kich thich, nhu nudi trén méi truong dinh dudng thiéu nito,
cdc té bao dinh dudng chuyén thanh cic déng bao tir (zoospores) mt* va mt .
Su két hop va phdi hop 2 loai té bao khdc kiéu bat cip mt* va mf sé& tao ra

hop tw lwong boi 2n. Hop tir nay gap diéu kién thuén loi sé thuc hién gidm



phan tao ra 4 té bao don bdi n, ma chung sinh san vo tinh tao ra $6 luong 16n
té bao dinh dudng.

O Chl. reinhardii c6 thé nhan dwgc nhidu dot bién khac nhau, dic bigt 1a cc
dot bién sdc 16 khac véi mau khuan lac xanh luc caa dang hoang dai nhu mau
cam, vang, tréng kem, xanh lot,...thuan l¢i cho nghién ctru di truyén luc lap
va quang hop.
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Hep i hefing bi 2n
Hinh 20.65- Chu trinh song cua vi tdo Chlamydomonas reinhardii
b) Cdc gen cua luc lap o Chlamydomonas reinhardii
Sw di truyén ciia luc lap duoc nghién ctru chi tiét hon ca ¢ vi tao
Chlamydomonas reinhardii. T&é bao cia vi tao nay c¢6 mot luc lap 16n voéi

duong kinh trung binh 5 micrometer chtra 50 dén 80 ban sao cua phén tir
ADN vong tron dai 196 kb.

Bdng 20.8- Cdc dét bién trong nhom lién két gen cua luc lap

Cac gen Kiéu hinh dét bién

l.ac—acy 1.Mat kha ning quang hop, can bo sung axetat.




2.tm1-tm3— tmg

2.Khong moc dugc & 35°C.

3.tm, 3.Moc ¢ 35°C khi ¢6 streptomycin.
4.til -~ tils 4.Hinh thanh khuan lac nhé ¢ tat ca cdc loai MT.
S.ery, 5.Khang erytromycin & nong d¢ 50 p g/ml.
6.kan, 6.Khang kanamycin ¢ 50u g/ml.
7.5pcy 7.Khéang spectinomycin ¢ 50u g/ml.
8.spi;-spis 8.Khéng spiramycin ¢ S0 g/ml.
9.0le;-ole; 9.Khéang oleodomycin ¢ 50u g/ml.

10.car-1 10.Khéng carbamycin ¢ S0u g/ml.
11.elé, 11.Khéng eleosin ¢ 50 g/ml.

12.erys-ery; 12.Khéng erythromycin, carbamycin, oleandomycin

spyramycin ¢ ndng do tiy cdc chat néu trén.

13.smy-sms 13.Khang streptomycin & ndng d6 500p g/ml.
14.5sm; 14.Khang streptomycin ¢ ndng d6 50w g/ml.
15.smy 15.Phy thudc streptomycin.

(phai c6 streptomycin méi moc dugc).

Mot sb dot bién khéang streptomycine da dugc thu nhan va nhan théy o

mot sO c6 su di truyén trong nhan, so khac c6 su di truyén ngoai nhan.

Theo Sager (1975), & Chlamydomonas reinhardii c6 cac dot bién trong

nhém lién két gen cua lyc lap nhu sau (bang 20.8):

Cac dot bién c6 biéu hién kiéu hinh nhu sau:




— Mt khd ndang quang hop; & moc dwoc ngoai 4nh sang va trong tdi can bd
sung duong khur 1a axetat.

— Nhay cdm véi nhiét dg cao hodc thap.

— Tinh dé khdng véi thude khang sinh hodc ¢6 nhu cau dugc cung cap thude
khéng sinh.

Tat ca cdc dot bién trén c6 sw di truyén theo mét cha me (uniparental
inheritance), c6 kiéu bat cap mt" (c6 thé coi 1a dong me). Diéu nay lién quan
dén sy hinh thanh luc lap trong hop tu, bﬁng cach nao d6 chi nhan ADN tur
luc lap mt".

Niam 1954, R.Sager dd nghién ciru cdc dot bién khang streptomycin &
Chlamydomonas reinhardii tr dang hoang dai nhay cdm sm-s. Mot sb6 dot
bién sm—r c6 sy di truyén nhiém sic thé voi sy phan 1i 1:1. Tuy nhién, mot sb
dot bién c6 su di truyén khic thudng nhu sau:
sm—r mt* x sm—s mf- —> tit ca thé hé con déu sm—r voi ti 16 Imt*: Imt
sm—s mt* x sm—r mtf- —> tat ca thé hé con déu sm—s v6i ti 168 Imt*: Imt

Nhu vy, & ddy khi c¢6 su hodn ddi cha me trong lai, thé hé con déu c6
kiéu hinh streptomycin cua mt*. Sy truyén thu tinh trang nay dugc goi la sy
di truyén theo mgt cha me (uniparental inheritance). Sager coi mt™ nhu dong
me va truong hop trén gidng nhu di truyén theo dong me. Céc gen kiéu bt
cdp mt co ti I¢€ phan li cua gen trong nhan 1a 1: 1.

O C. reinhardii, streptomycin c6 tic dong gy dot bién. Cic dot bién
nhén dugc do tdc dong bdi streptomycin déu c6 su di truyén theo mot cha me
(bang 20.9).

Dic biét dot bién smr4 con goi la smd (streptomycin — dependent) chi
moc khi trong mdi truong nudi cé streptomycin.

Sager di tién hanh thi nghiém ching minh sy di truyén ctia cdc gen néu
trén lién quan dén cpADN ciia luc lap. Céc ki thuat ding dong vi phéng xa
d4nh dau N va li tim trén thang néng d6 CsCl dugc st dung. CpADN cua
hai cha me dem lai dugc danh diu khac nhau: mot dang mang N'* nhe, dang
kia mang N'° nang. Ti trong ctia cpADN tir cédc té bao cha me nhu vy tuong
g vai 1,69 va 1,70. Nho i tAm trén thang ndng dé CsCl c¢6 d6 nhay cao nén

c6 thé ghi nhan sy khac nhau giita cdc dong cha me va dong lai (bang 20.9).



Bdng 20.9- Ty trong ciia cpADN & thé hé con tir cdc 16 hop lai Chlamydomonas

T6 hop lai  Ti trong ctia cpADN cuia hop tir (g/cm’ )
N'" mt* x
N mt 1,69
N" mt* x
N"”mt” 1,70
N" mt* x
N"mt” 1,70
N" mt* x
N"mt” 1,69

Trén thuce té, cdc két qua nay cho thdy cpADN cua cha me mf bi mat
hodc bi phan hity nhu thé nao d6. Sy mat d6 kem theo mat cdc dot bién (vi
du: sm) trén cha me mf .

Céc thi nghiém khéc theo nguyén tic twong tu dugc tién hanh véi viéc
su dung cic doan RFLP. Méi dong cha me¢ c6 cpADN v61 RFLP khac nhau.
Két qua cling cho thiy cpADN & thé hé con nhan dugc tir dong mit”.

Nhu vay, co thé két luan rﬁng cpADN cua Chlamydomonas dugc
truyén thy tir mot dong cha me (uniparental) va cdc gen ciia né ciing c6 su
truyén thu twong tu.

¢) Ldp ban dé cdc gen ciia Chlamydomonas

Trong to hop lai mt*sm—r x mf sm—s c6 khoang 0,1% thé hé hop tir
con mang cd sm—r va sm—s. Cic hop to nhu vay la hgp tir hai cha me
(biparental zygote) va dugc goi la cytohet (cytoplasmically heterozygote).
Tan s céc cytohet c6 thé tang 1&n 40-100% & thé hé hop ti con néu mr*
duoc chiéu tia tir ngoai trude khi lai.

O Chlamydomonas, cic cytohet hay hop tir hai cha me dugc ding 1am
diém xuat phét cho tit ca cdc nghién ctiru vé su phan 1i va tdi t6 hop cia cic
gen lyc lap. Trén co so nhiéu t6 hop lai, R.Sager da néu ra ban d vong tron
cua cpADN véi cdc gen tuong ng.

20.8.4.2- Cdc vi tdao sinh sdn vo tinh



Céc thi nghiém di truyén dugc tién hanh & céc vi tao sinh san v tinh
nhu: Clolla, Euglena, Scenedesmus. Do khong tién hanh lai dugc nén phan
tich di truyén chi gi6i han & thu nhdn cdc dét bién. Cac dét bién sdc t6 &
Clolla gép phan hiéu siu vé co ché di truyén quang hop.

Cac nguyén sinh dong vat (Protozoa) la mdt nhém 16n gém hon 65.000
loai, trong d6 c6 khoang 10.000 loi ki sinh. Di truyén hoc ctia nhém nay hau

nhu chua dugc nghién ctru.



