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TOM TAT: Nhiing thanh tyu dat duoc gan day trong nghién ciru sinh hoc thyc vat, dic biét la
céng nghé gen va phan tich hé gen, da goi mé ra nhitng huéng di mai dé giai quyét van dé an ninh
lwong thyc, dap tmg véi kich ban bién d6i khi hau. Yéu t6 diéu hoa cis dinh vi trén ving diéu hoa
caa promoter, 1a vi tri nhan biét caa yéu té phién ma, tham gia diéu hoa biéu hién cia gen dap ung
V6i cac didu kién bét loi. Mot s6 yéu té didu hoa cis quan trong da dugc tim ra nhu ABRE cam tng
v6i ABA, MYBRS va MYCRS dép tng han, DRE va LTRE cam (ng véi nhiét d6... Gan day, rat
nhiéu nghién ciru d4 duoc cong bd lién quan dén vai tro cia yéu té diéu hoa cis o thuc vat trong
dap tng véi cac diéu kién bat loi. Bai viét nay tom tat va thao luan vé mot sb yéu té diéu hoa cis va
sy tham gia ciia ching vao biéu hién gen dap tmg diéu kién bét loi & thuc vat. Bén canh do, chiing
t0i ciing thao luan kha ndng dp dung ky thuat chinh swa h¢ gen véi hé théng CRISPR/Cas9 dé thay
doi ddc diém céc yéu tb cis, nham tac dong vao mirc do biéu hién cua cac gen cd vai tro dap tng
véi didu kién bét loi dé tao ra cac gidng cdy trong c6 kha ning chdng chiu vai didu kién bat loi
nhung khéng mang gen chuyén.

Tir khda: Biéu hién gen, cay trong, chinh sira hé gen, chdng chiu, yéu té bt loi, yéu t6 diéu hoa cis.

MO PAU

Diéu hoa phién m4 1a mét trong nhiing co
ché phan tir quan trong va thiét yéu bac nhat ddi
v6i sinh vat. Nghién ctu qua trinh diéu hoa
phién ma tac dong dén su dong/mo hoat dong
cua gen dugc xem la chia khoa dé giai quyet cac
van dé lién quan dén tinh chéng chiu yéu t6 bat
loi & cay trong. Trinh ty dic hiéu lién két cua
phan t&r DNA véi cac yéu t6 phién ma
(transcription factors, TFs) dong vai tr0 trung
tam trong su diéu hoa hoat dong cua bo gen, tir
d6 c6 thé tac dong dén cac qué trinh sinh hoc
quan trong nhu su sinh truong, phat trién va
phan tng lai kich thich tir tic nhan méi truong.
Trong d6, viéc phat hién ra yéu té diéu hoa cis
(cis regulatory element, CRE) nam trong trinh
tu cta promoter ciia gen dugc coi la mot thanh
cong trong viéc giai ma toan bo co ché didu hoa
phién ma cua gen. R4t nhidu két qua thu dugc
gan day da khang dinh sy tham gia cua CRE
trong con dudng dan truyén tin hiéu diéu khién
c4c qua trinh sinh hoc dién ra trong té bao.
Nghién ctu hién nay lién quan dén CRE va TF
d4 cung cap nhitng dan ligu kha day du vé chirc
nang cua ching va su phat trién cua cay trong
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c6 tinh chdng chiu véi yéu td bat loi phi sinh
hoc. Bé tim hiéu chi tiét vé vai trd cua CRE
trong viéc dap tng voi yéu té bat loi ¢ thuc vat
va ung dung trong viéc chon tao gidng cay
trdng chong chiu bét loi, bai viét nay tong hop
va thao luan vé mot s6 yéu té diéu hoa cis tham
gia vao diéu hoa biéu hién gen dap tmg diéu
kién bt lgi & thuc vat, bao gom ca nguyén tic
phat hién CRE. V¢éi thanh tyu cua ky thuat
chinh stra hé gen, ching tdi ciing thao luan kha
ning ap dung hé thong CRISPR/Cas9 dé thay
ddi trinh ty cac yéu td cis nham tac dong vao
mic d biéu hién cia gen dé tao ra cac giéng
cay trong chéng chiu voi diéu kién bat loi
nhung khong mang gen ngoai lai.

Piéu hoa hoat dong gen cua thuc vat dap wng
diéu kién méi trwong bt lgi

biéu hoa sy biéu hién gen dugc danh gia
nhu trung tdm cua hau hét cac qua trinh sinh ly,
hoa sinh dién ra trong té bao ¢ sinh vat nhan
chuan. Mot cach khai quat, ¢ sinh vat da bao,
vat chat di truyén 1a chudi xoin kép DNA dugc
hinh thanh tir 4 loai nucleotide (tuong rng véi 4
base 14 A, C, G, T) theo nguyén tic b sung,
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dugc lien két vai cac phan tu protein trong nhan
té bao, tao thanh nhiém sac thé [9, 10, 75].

Thong qua co ché phién ma va dich ma tai
cac bao quan khac nhau, trinh ty nucleotide cua
c4c gen trén nhidm sic thé duoc sao chép thanh
trinh tu ribonucleotide trén phan tor RNA va
chuyén thanh trinh ty polypeptide trén phan ti
protein, tir 6 biéu hién thanh tinh trang. Khac
vai sinh vat nhan so, qua trinh phién ma cua
Eukaryotes xay ra trong nhan, trong khi dich ma
dugc tién hanh trong té bao chat (ngoai nhan).
Hon nira, hau hét cac protein chi duoc sir dung
& nhitng thoi diém dic biét nhu trong mot s
pha nhat dinh cuaa chu ky té bao hoic khi té bao
dap ng lai cac yéu t& ngoai moéi truong, hoic
trong mot sé té bao dic biét. Piéu nay chi ra
rang hau hét cac gen déu ton tai ¢ trang thai bat
hoat, ¢ nghia 1a t& bao can mot co ché dé xac
dinh sy hoat héa gen [61]. Su tach biét vé
khéng gian va thoi gian gitra qué trinh phién ma
va dich mé cho phép sinh vat c6 thé diéu hoa sy
hoat dong cua gen theo rat nhiéu cach khac
nhau, g6p phan tao nén su da dang trong céu
trdc va chire nang cua gen [15].

Su diéu hoa hoat dong cua gen vi vay la mot
trong nhing co ché can ban nhét cho sinh gisi.
Céc gen ¢ sinh vat nhan chuan ciing giéng nhu
& sinh vat nhan so, déu cin ving promoter dé
khoi @ong qud trinh phién ma [23, 61, 15].
Thong thuong, mdi loai enzyme RNA
Polymerase c6 viing promoter riéng biét dé tong
hop phan tt RNA tir mach khudén DNA [23].
Trong mot s gen, enzyme RNA Polymerase 111
nhan biét véi cac ving promoter dé tong hop
rRNA 5S va cdc phan t¢ RNA nho khéc.
Promoter cho enzyme RNA Polymerase Il cé
thé don gian hoic phuc tap, trong khi RNA
Polymerase | trong hach nhan nhan biét trinh tu
promoter dé phién ma phac hé gen rRNA. [55,
15]. Qué trinh phién ma dugc bat dau tai vi tri
khoi dau phién ma (Transcription start site,
TSS), 1a diém nhan biét cua enzyme RNA
Polymerase II. Tuy nhién, can ¢ sy xuét hién
cia yéu té phién md chung (General
Transcription factor, GTF) dé enzyme c6 thé
xac dinh duoc vung trinh te TSS, khi do
phac  hop  khéi  dong  phién ma
(Transcription Initiation Complex, TIC) duoc
hinh thanh.

P4 xé4c dinh dwoc 2 yéu té didu hoa lién
quan dén hoat dong cua TIC bao gom yéu té
hoat hda trans- (trans-acting elements) va yéu
t6 hoat héa cis (cis acting elements), trong do,
yéu t6 hoat dong cis la vang trinh tu nim doc
theo phéan tr DNA mang gen [48, 76, 15]. M¢t
cach nhin khai quat vé ciu trdc gen cua sinh vat
nhan chuan duoc gigi thidu & hinh 1, thé hién su
tuong tac giira ving trinh ty CRE, protein diéu
hoa gen, GTFs. Thuat ngit CRE duoc hiéu la
vung trinh tw khong ma héa DNA nam & ving
thuong ngudn caa gen, cé chic nang diéu hoa
qué trinh phién ma cta nhirng gen gan dé thong
qua viéc nhan biét bam cho TFs [76, 77]. Su
biéu hién gen cua sinh vat nhan chuan hau hét
dugc diéu khién bing qué trinh bam dinh cua
TFs vé6i cac CRE nam trong ving trinh ty
promoter. Céc protein diéu hoa c6 the bam trén
chudi DNA thong qua viéc nhan biét trinh tu
CRE dac hiéu. Qua trinh nay duoc giai thich do
cac twong tac ky nuéc, lién két hydro va lién két
ion dwoc hinh thanh gitta cua phéan tir protein
v6i bé mat tiép xdc caa vung trinh tw DNA d6
[51]. Khi hinh thanh TIC trén ving promoter,
sy phién mé gen cau tric dugc quy dinh theo
cau tric cua protein diéu hoa. Ching c6 thé gay
ra bién doi di hinh gay tc ché lam enzyme RNA
Polymerase khong bam dugc vao TSS, ngén can
qué trinh phién ma, goi la lam “déng” gen trong
diéu hoa am tinh. Nguoc lai, khi TF gan vao vi
tri didu hoa CRE c6 thé kich thich sy phién ma,
qué trinh nay goi 1a lam “mo” gen trong diéu
hoa duong tinh [68].

Sy thich nghi vai yéu té bat loi méi truong
thong qua su biéu hién caa nhitng protein lién
quan dén tinh chéng chiu ¢ thuc vat, cho dén
nay, van la mot bai toan cé nhiéu 1oi giai. Thuc
vat kiém soat toan bo cac qué trinh sinh truéng,
phat trién va dap tng thich nghi moi truong
bang mot Mmang ludi cac con duong diéu hoa
gen. Cay trong da phat trién rat nhiéu co ché
phuc tap dé diéu hoa sy biéu hién cua gen quy
dinh céc protein nay. Tac dong bat loi do han
han, nong do muoi cao, va ca nhiét do thap da
gay ra trang thai mat nuéc va giam ap suat tham
thau trong té bao thyc vat [52, 59]. Thuc vat dap
g Vai trang thai cang thang (stress) bang cach
gia tang abscisic acid (ABA) trong té bao. Pay
la mot hormone rat quan trong, tham gia vao
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qué trinh diéu hoa cac dap tng cua thuc vat voi
cac diéu kién bat loi méi trudng. Mot vai nghién
ctru d4 chi ra rang, nhin chung, ¢6 3 co ché lién
quan dén kha ning dap ng cua cay trong voi

cac yéu té bt loi phi sinh hoc lién quan dén
ABA [13, 66, 27, 67]. D6 1a chu trinh tin hiéu
phu thuoc ABA, khdng phu thuoc ABA, va ca
hai.

Phtrc hgp khoi dong phién ma
1

Yéu t6 phién ma chung

A’rotein didu hb?A___,
o W

I — |
Trjnh tw DNA dém
dicu hoa

= ooo/

RNA Polymerase II
Gene X ]

Phién ma RNA

‘ Ving diéu khién gen X ‘

Hinh 1. Khéi quat vé cau tric gen cia Eukaryotes [4]

Vung promoter véi CRE va vi tri gin hop TATA. CRE dinh vi ¢ - thuong ngu0n cta TSS dugc nhan biét 1am
diém gan caa cac TFs dé hoat dong nhu protein diéu hoa, tir d6 diéu khién sy biéu hién cua gen X.

Thir nhét, con duong tin hiéu ABA dugc biét
dén nhu mot co ché phong thu caa thyuc vat nham
dap ung lai moi trudng bat loi [17]. Mot vai trinh
tu bao tha quan trong tham gia vao chu trinh tin
hiéu ABA dé dugc tim thay [82], chiing dwoc goi
chung 1a yéu t6 dap tng ABA (Abscic acid
responsive element, ABRE). Vai tro cuia ABRE
la tham gia vao viéc dap tng caa thuc vat vai
yéu t6 bat lgi phi sinh hoc thong qua con dudng
ABA [35, 36, 82]. Con dudng diéu hoa hoat
dong gen phu thuoc ABA ciing lién quan téi 2
CRE khéc la trinh ty nhan biét yéu t6 MYB va
MYC (MYB or MYC recognition sequence,
MYBRS/MYCRS). Céac yéu té nay dugc hoat
héa nhor lién két véi ABA hoic cac nhan t6 phién
ma thudc ho MYB va MYC cam ung han nhu
AtMYC2 va AtMYB2 trén Arabidopsis [9]. Thir

hai, lién quan dén chu trinh khéng phu thudc
ABA, dién hinh 1a nhom CRE dap tng han
(Dehydration responsive element, DRE), dugc
xac dinh la tham gia vao dap ung nhanh véi trang
thadi mat nude, man, néng va lanh, vi du nhu
rd29a [81, 46, 49, 80]. Twong tu nhu DRE, yéu
t6 dap ung lanh (Low temperature responsive
element, LTRE) cling dugc phat hién c6 trong
ving promoter cia mot sb gen dap ung stress
khong phu thuoc ABA [5]. Thir ba, mot vai yéu
t6 diéu hoa cis khac c6 lién quan dén ca hai con
duong phu thude va khéng phu thugc ABA ciing
dugc phét hién, chiung twong tac véi cac TF dé
dap tng véi diéu kién bat loi. Nhom nay cho dén
nay van chua dwoc nghién ciu diy du. Pic diém
cua mot sé yéu tb diéu hoa cis quan trong duoc
trinh bay & bang 1.

Bang 1. Mot s6 yéu té diéu hoa cis quan trong dap tng diéu kién bat loi

Yéu td . s L Tai liéu
didu hoa cis Trinh tu bao thu Chirc nang tham khao
ABRE CCACGTGG Tham gia vao qua trinh dap tng voi ABA [29, 37, 45, 57]
MYBRS (A/C)ACC(AIT)A(A/C)C  Tham gia vao qué trinh dap tng han [1, 2,19, 31]

Tham gia vao sy dap (ng sém véi diéu
MYCRS CACATG Kién han va gém {ng véi ABA ‘ [1, 2, 29, 67]
DRE TACCGACAT Lién quan dén sy ddp (ing voi dicu kien 1, g99
man, han va nhiét do thap
ACCGACA; CCGAAA;  Yéu té dap tng nhiét do thip, didu hoa
LTRE GTCGAC dap tng diéu kién lanh [14, 29]
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Lich sir nghién caeu CRE

Lich sir nghién ciu vé cac CRE duoc bat
dau tir khoang dau nhitng nam 90 thé ky 20, khi
cac nha khoa hoc danh gia vai trd quan trong
cia ABA lién quan dén kha ning chdng chiu
diéu kién bat loi ¢ thyc vat [11]. Rat nhiéu gen
c6 mirc d6 phién ma dap ung voi céc diéu kién
bat lgi nhu nhu han, man, lanh... d& dugc bao
céo, hau hét cac gen nay déu dugc cam ung boi
ABA [9, 2, 31, 69]. Trong bai viét nay, ching
t6i & trinh bay vé mot sé6 CRE quan trong tham
gia vao su diéu hoa gen dap tng véi diéu kién
bit loi V& nudc, nhiét do, anh sang theo dong
thoi gian.

Yéu t& CRE dau tién dugc tim thiy la
ABRE khi Marcotte et al. (1989) tim ra mét
doan 8 bp ¢6 trinh tw CACGTGGC trén viung
promoter cia gen Em ¢ lda my (Triticum
aestivum L.) cam &ng véi ABA [43, 45, 12].
MGt vai cong bb da xéac dinh cau tric bZIP nam
trong ABRE nho viéc tong hop cDNAs ma hoa
cho protein bam DNA [21, 50]. Sau d6, ngudi ta
ciing phat hién ra cau tric ABRE voi 8 base bao
thi la CCACGTGG tham gia vao dap Gng Vi
ABA va bit lgi vé nudc trén ngd (Zea mays L.)
[57], 16a mach (Hordeum vulgare L.) [70], cai
diu (Brassica napus L.) [67], lta (Oryza sativa
L.) [18, 34]. O Arabidopsis, nguoi ta d phét
hién dugc 2 motif ABRE tham gia vao qué trinh
diéu hoa su biéu hién cua gen rd29B, mi hoa
cho protein LEA-like (late embryogenesis
abundant, LEA) [72].

ABRE ciing c6 vai tr0 trong viéc diéu hoa
su biéu hién cia gen DREB2A, lién quan dén sy
mat nudc ndi bao, chdng lai cing thang gay ra
boi 4p suat tham thau trong té bao [35]. Trén
cdy dau Ha Lan (Pisum sativum), mét ving
trinh tu twong tv ABRE dugc phat hién trong
promoter diéu hoa hoat dong cua gen Trg-31
dap ng véi tinh trang mit nudc [8]. Nhitng
nim gan day, sy phat trién manh mé& cua cong
cu tin sinh hoc d& cho phép xac dinh gen muc
tiéu dap Gmg diéu kién bat loi vai yéu t6 CRE
chiu trach nhiém diéu hoa sy phién mi cua
ching. Zhang et al. (2005) d& x&y dung va phan
tich yéu t6 ABRE trén Arabidopsis, dyua trén
trinh ty bao thu caa no trén lGa va cac cay ngi
cbc khac. Céac két qua du doan sau do dwgc

kiém tra bang ky thuat RT-PCR [83]. Trén hoa
huéng duong (Helianthus annuus L.), yéu té
ABRE ciing duoc tim thy trong viing promoter
cua gen HAHB4 lién quan dén su dap tng voi
han & vung ré [42]. Gan ddy, vai trd cia ABRE
tham gia vao mang ludgi tin hiéu cua duong
sucrose ciing dugc bdo cdo [26]. Pay 1a mét chu
trinh phuc tap, dugc cho la tham gia vao phan
rng cua thyuc vat voi diéu kién han, man.

Chirc ning ciia cac CRE khac lién quan dén
sy biéu hién cua gen cam tmg ABA dép ung
trang thai han trong qua trinh chin hat & ng6 da
duoc bdo céo trong nghién cau cta Hattori
(1992) [24], & cay thudc 14 chuyén gen (Hattori,
1991) [37]. Trudc do, nhom tac gia Guerrero et
al. (1990) d4 cong bd mot sb gen cam tng voi
trang thai mat nuéc nhung khong dap Gng voi
ABA [20]. Céc cong bbé cua Yamaguchi-
Shinozaki sau d6 dd xac dinh dwoc vai tro cia
CRE trong viéc dap tng véi trang thai mat nugc
cia mot sb gen theo con duong doc lap voi
ABA trén cdy md hinh Arabidopsis [79, 78, 80].
DPén nim 1994, vai trd cua yéu té6 DRE duoc
xéc dinh c6 lién quan dén sy biéu hién cua gen
rd29A trén Arabidopsis [81]. Pay 1a mét gen
quan trong nam trong ving 8 kb cua genome
Arabidopsis, ma héa cho nhom protein wa nude
[80], duogc diéu hoa boi yéu td DRE vai trinh tu
bao thu 1a A/GCCGAC, c6 lién quan dén dap
tng lai diéu kién han [81]. Mot s6 nghién ciru
da phan tich vai tro DRE, la vi tri bam cua TF la
DREB1A/CBF3 va DREB2A tham gia vao qua
trinh biéu hién gen dap Gng véi han han & céac
loai thuc vat bac cao [6, 62]. Trinh tw DRE cling
dugc phét hién trong ving promoter diéu hoa
mét s6 gen quan trong ¢ cac loai thuc vat khéc,
nhu gen CBF ¢ lodi Capsella bursa-pastoris
[73, 74], gen Ca-DREBLP1 ¢ loai 6t Capsicum
annuum L. [25], gen ZFP245 trén lua [28] dap
tng lai diéu kién man cam cia méi truong.
Nam 1994, khi nghién ctu gen rd22, lién quan
dén sy dap Gng trang thai mat nudc trén cay
Arabidopsis, nhom tac gia Iwasaki da xac dinh
duwoc mot vai trinh tu diéu hoa cis, nam trén
doan trinh tu ¢6 kich thuéc 67 bp trong ving
promoter, la vi tri bdm cia MYB, MYC va GT-
1 [31]. Céc yéu t6 nay tham gia vao qua trinh
dap ting véi diéu kién han théng qua con dudng
ABA hoic doc 1ap véi ABA [13, 40, 3]. C6 thé
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thay rang, hau hét cac gen vai trinh tu didu hoa
Cis nam trong vung promoter cam ng voi diéu
kién han han dugc nghién ctru cho dén nay déu
lién quan dén con duong ABA, san pham cua
chiing vira 6 vai tro trong tinh chéng chiu han
va tham gia vao qua trinh diéu hoa biéu hién
gen va co ché dan truyeén tin hiéu trong té bao.
Nguyén ly phat hién CRE

Thuc vat dap ung voi cac yéu té bat loi
thong qua mot loat thay doi vé mat sinh Iy va
ha sinh. Nhiing thay doi ¢ cap do phan tir dién
ra trong hoat dong cua gen nham dap tng voi
yeu t5 moi truong cho dén nay van nhan duogc
nhiéu sy quan tam nghién ciru. Mot vai cau hoi
quan trong duoc dat ra la té bao thuc vat cam
g véi su thay doi bat loi moi truong nhu thé
nao, co ché truyén tai tin hiéu tir méi trudong vao
trong té bao va dan truyén dén nhan dién ra nhu
thé nao, hay tac dong cua nhiing tin hi¢u bt loi
dén co ché phién ma gen, va cudi cung 1a chirc
ning cua cac san pham phién ma cua gen ddi
vé6i kha nang chdng chiu yéu té bat loi 1a gi.

C6 thé thdy ring, nghién ctu vé tin hiéu té
bao la chia khéa dé mé ra co hoi kham pha hé
thdng giao tiép phirc tap cua té bao thuc vat véi
moi trudng. Mot khia canh cua chu trinh dan
truyén tin hiéu trong té bao 1a mang Iuéi diéu
hoa phién mé, d4 dinh huéng cho su biéu hién
gen & mot sb té bao hay co quan cu thé, nham
dap tng lai cac twong tc cua méi truong.

V& ban chat, qué trinh diéu hoa sy biéu hién
cua gen & sinh vat nhan chuan duoc tién hanh
thong qua sy hoat dong cua TFs véi cac yéu to
CRE nam trén gen [11, 58, 15]. O thyc vat, su
diéu hoa phién ma dugc nghién ctu c6 lién
quan dén hon 1500 TF va mdi TF diéu khién
cho hoat dong cia 10 dén hang ngan gen muc
tiéu [22, 60]. CRE, 1a vj tri gan cua TFs tao nén
phuc hop diéu hoa cis (Cis regulatory modules,
CRMs), diéu hoa su biéu hién cua gen cu thé
mot cach dac hiéu. Chinh vi vay, su phat hién
va xac dinh cac CRE va chirc ning t6 hop cua
né trong CRMs rat can thiét va quan trong dé
lam sang to co ché té bao nhan va tra loi cac
kich thich tir méi truong.

Co so caa viéc phat hién CRE dua vao viéc
chiing duoc phét hién nim & phia trudc, xa vi tri
promoter trung tam, cach TSS khoang 1 kb tré
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lai, va tham gia diéu hoa biéu hién cua gen dich.
Céc trinh tu nay duoc lién két véi TF, sau d6 s&
trc ché hoic tiang cuong biéu hién cia gen dich.
Nguoi ta s& tién hanh thiét ké “fusion gene”,
nghia 1& xay dung gen mang vung promoter cia
gen dich duoc dung hgp vai gen chi thi (hinh 2).

Dé phan tich vai tro caa CRE lién quan dén
su biéu hién caa gen doc lap ABA, Yamaguchi-
Shinozaki et al. (1994) da tao ra gen dung hop
gitta promoter rd29A va gen chi thi B-
glucuronidase (GUS), sau d6 bién nap vao
Arabidopsis hozc cay thudc 1a [81, 80]. Mot thiét
ké gen khdc mang ving promoter cam wung
ethylene c6 d6 dai 213 bp va hop TATA 67 bp
cua promoter PRB-1b, dung hop véi gen chi thi
GUS duoc st dung dé phat hién yéu té GCC va
trinh ty G-box lién quan dén su biéu hién cam
{ing Véi ethylene cua gen PRB-1b trén cay thudc
l4 [64]. Thiét ké gen dung hop sau nay duoc sir
dung khé rong rdi nhu mot budc chuan bi quan
trong dé budc dau phat hién vai tro cua CRE
trong vung promoter lién quan dén sy biéu hién
cua gen [35]. Sau d6, nguoi ta st dung phuong
phap dot bién diém c6 dinh hudng (site-directed
mutagenesis) nhu mot cdng cu nghién ciu manh
mé& dé phat hién vi tri CRE trong ving trinh tu
promoter (hinh 2).

Viéc sir dung dot bién diém co dinh hudng
trong phat hién CRE sau nay trg nén phd bién, co
thé ké dén nhu phat hién yéu t6 GCC va trinh ty
G-box o promoter PRB-1b [64], ABRE ¢
promoter rab28 & ngd dap tng ABA va bét loi
vé nuéc [57], Gap box & promoter GabA cam
g voi anh sang trén Arabidopsis [53]. Céc thiét
ké gen mang dot bién diém & ving promoter
duoc bién nap vao cay mé hinh, sau do s& dugc
xur ly trong diéu kién bat lgi dé du doan vai trd
diéu hoa cia CRE phy thuoc hay khong phu
thuoc vao ABA. Vi du dién hinh nhu két qua
cong bd cua Yamaguchi-Shinozaki et al. (1993,
1994) d4 du doan promoter rd29A chua it nhat
hai CRE doc lap tham gia vao sy biéu hién gen
dap ung ABA hoic doc 1ap ABA cam ung boi
trang thai thiéu nuéc, trong khi promoter rd298
dudng nhu chtra it nhdt 1 CRE tham gia vao sy
biéu hién gen dap ung ABA. Tam thiét ké gen
(rd29A-GUS) véi promoter rd29A mét vi tri -
861, -694, -417, -323, -268, -111, -74, va -61 da
dugc sir dung cho phan tich sy biéu hién cua gen
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chi thi GUS dap trng véi trang thai mat nuéce [80,
81]. Cuébi cuing, str dung thir nghiém GUS va céc
phuong phép xac dinh mac d6 phién ma va biéu
hién cta gen cho phép xac dinh vai tro cia CRE
trong diéu hoa gen (hinh 2). Ching c6 thé gay trc
ché (diéu hoa am) hoic ting cuong (diéu hoa
dwong) mirc do biéu hién cua gen dich. Ngay

nay, su phét trién cua tin sinh hoc da cho phép
céc nha khoa hoc du doan dugc kha ning ton tai
cua CRE trong promoter cua gen dich vai do tin
ciy cao, qua d6 c6 thé tién hanh cac phuong
phép thyc nghiém nhu d4 miéu ta dé kiém chimng
va xac dinh vai trd cua CRE véi su biéu hién cua
gen.

Bang 2. Mot s6 ¢dng cu tin sinh truc tuyén dung trong phan tich yéu t diéu hoa Cis

R A . SO lugng
Tén nguon Loai URL trich dam*
PLACE D http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/ 2013
MEME P http://nbcr-222.ucsd.edu/meme.html 1019
PlantCare D http://bioinformatics.psh.ugent.be/webtools/plantcare/html 979
TAIR pattern P https://www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nph- 649
match patmatch.pl
TOUCAN P,D  https://gbiomed.kuleuven.be/english/research/50000622/Ic 299
b/tools/toucan
AGRIS D http://arabidopsis.med.ohio-state.edu/ 200
PlantProm D http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=plantprom& 176
group=data&subgroup=plantprom
Athena P,D http://www.bioinformatics2.wsu.edu/cgi- 159
bin/Athena/cgi/home.pl
PlantPAN P,D http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw 146
PlantTFDB D http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn 74

*S0 liéu ghi nhan ngay 2/7/2015 thong qua céng cu GoogleScholar; P. Dy doan; D. Co s¢ dix liéu.

Tr{ch déan khoa hoc
Dan chitng thuec nghiém
Gid thuyét gia dinh =
(1) Pran L

The MEME Suite

Motit-based sequence analysis tools

New PLACE
Du doan

A Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements

Hinh 2. Cac budc dé du
doan va xac dinh su c6 mat
cua yéu to diéu hoa cis-

Danh sach trong viing diéu hoa cia gen

CRE 2)

|
|(2) St dung gen chi thi

___I(S)___

" CRE g vién

guan tam

(1; 2; 3): Du doan sy xuét hién
cua CRE trong vung promoter
cua gen dich théng qua viéc thu
thap dit liéu va chu giai bo gen.
(4): St dung phuong phap gay
dot bién diém co dinh hudng va
gen chi thi dé xac dinh chuc
nang ctia vung trinh ty dy doan
la CRE. Tu d9, (5) kham pha ra
Su ¢d mat caa CRE trong vung
promoter tham gia vao qué
trinh diéu hoa cua gen dich.

Chu giai
bo gen
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Nho su phéat trién cua thuat toan va cong cu
hd tro, & c6 mot luong I6n nghién ciu dugc
codng bd lién quan dén ving trinh ty gin TFs va
vai trd cua ching trong hé thng phién mé cua
sinh gidi (bang 2). Phuong phap tlep can tin
sinh hoc nham du doan CRE nam & vung
thuong ngudn cua promoter dugc tién hanh
thong qua viéc tim kiém cac trinh tu trung tam
cta cac CRE quan tam, ddi chiéu voi co so dir
liéu trinh tu gen cua loai dugc mo ta. Két qua
dua ra danh sach cac CRE tiém ning véi vj tri
trén vung promoter, chirc nang lién quan & Cac
muc y nghia théng ké. Vi vay, mdi thuat toan s&
dua ra cac két qua véi do tin cay khac nhau, do
d6 can st dung mot vai thuat toan dé so sanh va
dbi chiéu, qua do co thé dua ra gia thuyét ton tai
CRE chinh xac nhat.

Vé co ban, phuong phép cia cac thuat toan
du doan va tim kiém CRE dua trén viéc cung
cap trinh tu promoter (viing 1000 bp truéc TSS)
cua gen dich, sau d6 dya vao cac trinh ty bao
tha ctia CRE (bang 1), cac thuat toan s& do tim
su cO mat cua cdc CRE ung vién trén co so dit
liéu. Ibraheem et al. (2010) da tién hanh phan
tich in silico CRE & vung diéu hoa 5’ cua ho
gen van chuyén sucrose trén IGa va Arabidopsis.
Ving promoter 1,5 kb cua gen van chuyén
sucrose lay tir BLASTN
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) dugc St
dung dé du doan cac CRE lién quan dén bt loi
thong qua Plant CARE, PLACE va biéu dién
trén Genomatix Matinspector professional. Két
qua dé phat hién ra mot vai CRE quan trong nhu
A-box, RY, CAT, Pyrimidine-box, Sucrose-
box, ABRE, ARF, ERE, GARE, Me-JA, ARE,
DRE, GA-motif, GATA, GT-1, MYC, MYB,
W-box va I-box, diéu nay cho thiy cac CRE c6
thé c6 lién quan dén sy biéu hién va diéu hoa
cia ho gen van chuyén sucrose ¢ lia va
Arabidopsis trong sudt qua trinh phat trién hozc
trong dieu kién bat loi [4].

Céc thuat toan phat hién va tim kiém CRE
ciing dugc s dung dong thoi dé danh gia mot
cach c6 y nghia sy xuat hién cua CRE trong
vung promoter. Trong mot nghién ciu khac,
thong tin vé& viing 800 bp promoter cua cac gen
ddng biéu hién vai LTP5 & Arabidopsis duoc st
dung dé phat hién va tim kiém CRE lién quan
dén bat lgi thdng qua Plant CARE [38], két qua
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du doan duoc biéu dién théng qua SCOPE [7].
ba xac dinh dugc mot vai CRE cé y nghia trong
viéc phan (ng véi anh sang (hop as-2, hop AE,
trinh ty GAG, hop G), cam ung voi mét sd
hormone quan trong (trinh ty GARE, hop P dap
ung gibberellin, yéu té TGA dap tng auxin). Su
xuat hién cia CRE trong ving diéu hoa c6 thé
dugc sir dung dé du doan su biéu hién cua gen
LTP5 hoic cac gen dong biéu hién [54]. Trong
mot nghién ctu khac, nguoi ta da phan lap va
xac dinh dugc dic tinh cua 30 gene ZmTIFY (1
TIFY, 3 ZML, 26 JAZ), ching rai rac trén 8
nhidm séic thé va c6 lién quan dén dap tng diéu
kién bt lgi & ngd. Tién hanh du doan va phan
tich CRE trén promoter cua gen ZmTIFY bang
Promoter 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/
Promoter/) va PLACE. Két qua cho thay, su
xuat hién cia mot vai CRE trén vung trinh tu
2.000 bp trudc TSS co lién quan dén mic do
biéu hién cua gen ZmTIFY trong diéu kién han.
So sanh vai dir lieu GEO, ZmTIFY4; 5; 8; 26;
28 duoc tao ra trong diéu kién han va dat t6i
mic do biéu hién téi da khi dap tng vai diéu
kién han (53,1% ¢ Han21; 41,4% ¢ 14 Ye478)
[84].

Tlem nang ung dung CRE trong chon tao
gidng cay tréng chong chiu véi diéu klen bt
lgi

Cho dén nay, vai tro cia CRE trong dap ang
diéu kién bit lgi khong chi dwoc wng dung vao
cay luong thuc ma con tao ra tiém ning chong
chiu cho mét sb cay trong quan trong khac. O
chi Citrus, nhém nghién ciru Li d4 tim thay 19
gen md hoéa cho yéu t6 dap tmg auxin (Auxin
response factors, ARF) tir cdy cam ngot (Citrus
genesis). Tim kiém trinh ty CRE trong ving c6
kich thudc 2000 bp cua promoter didu hoa gen
CiARF, d3 phat hién ra 5 nhém CRE tiém ning
(ARFAT, AUXREPSIAA4, ASFIMOTIFCAMYV,
GGTCCCATGMSAUR, va NTBBF1ARROLB)
lién quan dén dap ung auxin va hoat héa qua
trinh phién ma. Nhitng nhém diéu hoa nay tham
gia vao diéu hoa biéu hién cua ho gen CiARF ¢
cac md khac nhau (bao gdom ré, 14, hoa va qua)
va trong giai doan chin ctia qua théng qua hoat
dong cua auxin [40]. Nhu vay, viéc két hop
nghién ciu gitra ho Citrus va cady md hinh
Arabidopsis thaliana cho phép du doan mébi
tuong quan giira ching, ¢ day la dy doan vai tro
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cua ho gen CiARF cling véi ciu tric CRE trong
vung promoter diéu hoa lién quan dén su sinh
trudng va phat trién caa cay.

Khéng chi nhitng CRE quan trong (bang 1)
ma cac nhom yéu té didu hoa cis khac dap tng
diéu kién bat lgi cling dwoc quan tim dé ting
cuong tinh chdng chiu & cay trong. Mét loat cac
nhém CRE lién quan dén diéu hoa biéu hién gen
dugc phan tich trén co so& di liéu cua
Arabidopsis nhu nhom yéu t6 lién quan dén dap
ung véi anh sang (trinh tw ATCT, hop as-2-,
hop AE, hop |, trinh tu GAG, hop G, hop |,
trinh ty TCT, yéu té LAMP, trinh tu GA, trinh
ty GTGGC), tham gia vao diéu khién ddng ho
sinh hoc (circadian clock), cam ng vai chat
diéu hoa sinh truong (trinh ty GARE, hop P-
cam ung gibberellin, yéu t6 TCA-dap ung acid
salicylic, yeu t6 TGA - cam rng auxin). Lién
quan dén cam tng MeJA, mot chat sinh ra trong
qué trinh phong thu cua cdy trong khi bi con
trung tan cong, trinh tw -CGTCA, -TGACG, -
WUN ciing thu hat dugc sy quan tam trong
nghién cau nay [54].

Hién nay, ky thuat chinh stta hé gen
(genome editing) véi hé thong CRISPR/Cas9
(Clustered Regularly InterSpaced Palindromic
Repeats), dang tré thanh mét céng cu phan tich
hé gen hiéu qua cho rat nhiéu loai sinh vat [16,
56]. CRISPR, goi la cac doan lap ngin xudi
nguoc cach nhau déu dan, duoc biét dén nhu
mét hé thong dap tng mién dich ty nhién cua
E. coli [30]. Ban chit cua k§ thuat chinh sira bo
gen bang hé théng CRISPR/Cas 9 dua trén viéc
cat chudi DNA ¢ vi tri mong muén bing
nuclease dugc dinh huwdng nho cdc phan ta
RNA dan (guide RNA, gRNA). Ky thuat nay
dang dugc ap dung rong rdi trén nhidu doi
tuong nhu cdy mo hinh Arabidopsis [32, 33,
39], thudc 14 [33, 39], va mot sb cay trong quan
trong nhu & l0a gao [33, 65], lta my [65], dau
tuong [71], ngd [41], cao luong [33]. Van dung
kha ning cit co dinh huéng cia Cas9 cho phép
hé thong CRISPR/Cas9 c6 thé tao ra cac dot
bién dinh hudng ¢ ving trinh ty promoter, tir d6
lam thay d6i mirc d6 biéu hién gen.

Céc nghién ctu vé chiic nang diéu hoa cua
yéu t6 CRE thdng qua hé théng CRISPR/Cas9
d4 duoc cong bd trén dong vat mo hinh nhu &

chuot [63], giun Caenorhabditis [44], éch
Xenopus tropicalis [47]. Pay co thé coi la mot
hudng nghién ctiru hoan toan kha thi trong phéan
tich vai trd cia yéu t6 CRE trén cay ndng
nghiép dap tmg diéu kién bt loi.

Tom lai, viéc cai tién va phat trién cac giong
cay trong c6 tinh chdng chiu diéu kién ngoai
canh bat loi 12 yéu cau cap thiét cho nganh néng
nghiép, nham dam bao an ninh lwong thyc trong
nudc ciing nhu trén thé giGi.

Nhu d4 phan tich, su biéu hién cua gen dugc
tang cuong hay Kim hdm phu thugc vao su
tuong tac cua yeu t6 diéu hoa cis- voi yeu t6
phién ma & ving promoter. Cho den nay, 4
phuong phap dugc ghi nhén dé cai tién va chon
tao glong méi bao gom (i) chuyén gen (tao ra
cay trong bién do6i gen), (ii) lai gidng truyén
thong (can nhiéu thoi gian, tién coa va cong
suc), (iii) lai truyén thong két hop chon loc nho
chi thi phan ta (Marker-assisted selection,
MAS), va (iv) chinh stra hé hé gen (doi hoi k¥
thuat hién dai, ton kém).

Trong thuc té nghién ctu khoa hoc va san
Xuit néng nghiép nhu & Viét Nam hién nay, ky
thuat chinh stra h¢ gen con la van dé moi can
duoc dau tu 16n vé ngudn nhan lyc. Tuy nhién,
vGi sy phét trién manh cua viéc tmg dung cong
nghé chinh sira genome trong nghién ctru dong
thuc vat trén thé giéi hién nay, viéc két hop
cong cu nay voi nhing hiéu biét vé diéu hoa
biéu hién gen thong qua yeu t6 cis & 1a co so dé
tao ra cac giong méi co kha ning chdng chiu
Véi cac diéu kién ngoai canh bt loi.
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SUMMARY

Recent advances in plant biology research, particularly in genetic engineering, had provided new tools to
mitigate food security caused by climate changes and rapid population growth. Cis-regulatory elements,
usually located in the upstream of the promoter region, are the binding sites for transcription factors, and thus,
control the expression of the gene. There are several important cis-regulatory elements, such as ABRE-
involved in the abscisic acid responsiveness; MYBRS and MYCRS - drought responsive elements; DRE and
LTRE - temperature responsive elements. Previous studies have shown the importance of cis-regulatory
elements in stress-adaptation in plants. In this review, we summarized and discussed the roles of cis-
regulatory elements in the adaptation of plants to abiotic stress and its application potential in development of
stress-tolerant plants. Throughout the review, we showed that cis-elements could be parts of potential
approaches for genetic engineering toward improved crop varieties. Furthermore, we also discussed the
possibility to apply genome editing as a tool, such as CRISPR/Cas9 system, to redesign the cis-elements in
the promoters of stress-responsive genes to generate “edited crops™ with enhanced stress tolerance through
modulating gene expression.
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