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TOM TAT

Sét 1a nguyén t6 vi lwong déng vai trd quan trong vi tham gia vao cac phan trng oxy héa kher dién ra trong
cay. Qua trinh hap thu Fe duoc didu hoa chat ché dé nham déap (ng nhu ciu cla cay va dwoc kiém soat béi yéu
t& phién ma FER-like iron deficiency-induced transcription factor (FIT). FIT sé tang biéu hién khi thiéu Fe nhwng
s& giam trong diéu kién da Fe. Tuy nhién khi x& Iy v&i Cycloheximide (CHX) thi sw biéu hién nay cta FIT tdng cao
trong diéu kién dd Fe. Nghién ciru ndy nham danh gia liéu Zinc finger of Arabidopsis thaliana 12 (ZAT12), mdt yéu
t& e ché cta FIT cé lién quan dén sy téng cao cla FIT hay khong trong diéu kién da Fe va cé xi ly CHX. Thi
nghiém da danh gia sw bidu hién cla FIT va ZAT12 sau khi xt Iy v&i CHX & hai thoi diém két thac xi ly va sau
khi xtr ly 4 gi&. Két qua cho thay sw biéu hién clia AtFIT va AtZAT12 tang cao trén Arabidopsis Col-0 va zat12-3
trong diéu kién da Fe 10 ngay va c6 xtr Iy CHX. Nhw vay, khi khéng cé protein ZAT12 do dot bién hay do CHX thi
sw biéu hién AtFIT déu tang 1&n. Nghién clru nay cung cap cach thirc g& bd qua trinh &c ché FIT trong didu kién
cay sinh trwdng trong moi trwdng da Fe.

T khéa: Biéu hién gen, Cycloheximide (CHX), gen FIT, thiéu Fe, gen ZAT12

The effect of the Translation Inhibitor Cycloheximide on the Expression
of AtZAT12 and AtFIT Genes in Arabidopsis

ABSTRACT

Iron (Fe) is a microelement that plays an important role because it participates in redox reactions in plants. Fe
uptake is tightly regulated to meet plant needs and is controlled by the transcription factor Fer-like iron
deficiency-induced transcription factor (FIT). FIT expression increases in Fe deficiency but decreases in Fe deficient
condition. However, when treated with Cycloheximide (CHX), this expression of FIT increased under Fe-sufficient
conditions. This study aimed to evaluate whether ZAT12, an inhibitor of FIT, is associated with an elevation of FIT
expression under conditions of Fe sufficiency and CHX treatment. The experiment evaluated the expression of FIT
and ZAT12 after treatment with CHX at the end of treatment and 4 hours after treatment. The results showed that the
expression of AtFIT and AtZAT12 was elevated on Arabidopsis Col-0 and zat12-3 grown under Fe sufficient
conditions for 10 days and CHX treatment. Thus, in the absence of ZAT12 protein, either by mutations or by CHX
translation inhibitors, AtFIT expression was increased. This study provides a way to remove FIT inhibition when
plants grown in sufficient Fe condition.

Keywords: Gene expression, Cycloheximide (CHX), Fe deficiency, AtFIT gene, AtZAT12 gene.

khac doi hoéi qua trinh van chuyén proton tich cuc
dé hoa tan Fe trong d4t, qua trinh khit Fe* thanh

Sét (Fe) 1a mét nguyén to thiét yéu trong Fe* béi FRO2 (ferric reductase - oxidase 2) va
thuc vat vi né tham gia vao cic phan ting oxy héa sau d6 Fe?* dugc chuyén vao trong biéu bi ré t&
khti chinh. Sy hap thu Fe 6 cAy Arabidopsis  bao bdi kénh van chuyén kim loai IRT1
(Arabidopsis thaliana) va cic ciy theo co ché I (Brumbarova & cs., 2015; Jeong & cs., 2017). Viéc

1. DAT VAN DE
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thuc hién co ché nay trong diéu kién thiéu Fe doi
héi yéu t6 phién mé cd ban 1a FIT (Colangelo &
Guerinot, 2004; Jakoby & cs., 2004).

Yéu t& phén ma FIT déng vai tro trung tam
trong viéc diéu hoa biéu hién cac gen lién quan
dén viéc hap thu Fe 6 ré& (Bauer & cs., 2004;
Colangelo & Guerinot, 2004; Jakoby & cs., 2004;
Yuan & cs., 2005; Ivanov & cs., 2012). Trong s6
cac gen muc tiéu cua FIT c6 cac gen FRO2 (ma
héa FERRIC REDUCTASE-OXIDASE2) va
IRT1 (ch4t van chuyén ion kim loai héa tri hai
IRONREGULATED TRANSPORTER1), c6 chiic
ning khi Fe® va hap thu Fe® ti d4t (Robinson
& cs., 1999; Vert & cs., 2002; Bauer & cs., 2004).
Khi cay bi dot bién tai gen AtFIT khong thé hap
thu Fe, 14 cta ciy dot bién sé chuyén vang do
khong cé diép luc gay chét cay (Bauer & cs.,
2004; Colangelo & Guerinot, 2004; Jakoby & cs.,
2004; Yuan & cs., 2005). FIT cing la trung tam
ddu vao cua nhiéu con dudng tin hiéu. Hoat
dong ctia FIT duge diéu hoa bdi su thiéu hut Fe
(Colangelo & Guerinot, 2004; Jakoby & cs.,
2004) ho#c phan ting véi ethylene (Garcia & cs.,
2011; Lingam & cs., 2011) va oxit nitric (NO)
(Chen & cs., 2010; Meiser & cs., 2011) va hoat
dong nay giam bdi cytokinin (Séguéla & cs.,
2008) va axit jasmonic (Maurer & cs., 2011;
Brumbarova & cs., 2015). Méi lién két gitia FIT
va céc con dudng tin hiéu da dang cho phép thuc
vat diéu chinh h&p thu Fe dé thich tng véi cac
diéu kién méi trudng thay d6i. Tuy nhién,
Meiser & cs. (2011) d& chi ra sy tdng lén cua
phién ma gen AtFIT trong diéu kién du Fe khi
xt 1y v6i CHX ma binh thudng chiing sé bi tic
ché& khong biéu hién.

Thém vao d6, trong cac nghién ctiu truée
cia Le & cs. (2016) da cho thay cd ROS va
ZAT12 cung tham gia tc ché su biéu hién cua
AtFIT. Dic biét trong diéu kién thiéu Fe kéo dai
10 ngay da lam sy phién ma cta ZATIZ2 tang
cao, trong khi d6 su phién ma cta FIT lai giam
di ro rét (Le & cs., 2015). Thém vao d6, FIT
tuong tac véi ZAT12 thong qua motif EAR, day
12 motif c6 chtic nang tc ché& bidu hién gen. Dé
nghién ctu thém vé co ché phan ting sém ngay
lap ttc cta FIT va ZAT12 va dé kiém tra xem
lidu né ¢6 xay ra ma khéng can téng hop protein
de novo hay khong, nghién cttu nay nham danh
gi4 su biéu hién cta ca hai gen khi c¢6 su hién
dién cta chét tc ché téng hgp protein CHX. Tw
d6 c6 thé kiém tra lieu AtZATI2 c6 tc ché su
biéu hién cta gen AtFIT nhu cong bd trude day.
CHX 12 mdt chat tc ché dich ma da duge Meiser
& cs. (2011) ap dung dé xem mic d6 biéu hién
ctia AtFIT trong ca hai diéu kién thidu va du Fe.
That ngac nhién 1a duéi tac dung cia CHX sau
4 gid, su biéu hién cta AtFIT tang 1én trong
diéu kién du Fe. Trong nghién ctu nay da danh
gia su tac dong cua chat tic ché dich ma CHX
dén su biéu hién cta AtZATI2 va AtFIT trong
hai thoi diém ngay sau khi két thic xt 1y va sau
xu ly 4 gio.

2. PHUONG PHAP NGHIEN CcUU
2.1. Vat liéu

Arabidopsis thaliana ecotype Columbia
(Col-0) dugc st dung lam déi chiing va dong dot
bién mat chiic néng zat12-3 (GABI- kat348HO06)
dugc tao ra do chén doan T-ADN vao vi tri cach
diém khéi dau dich ma ATG 1a 426bp.

T-ADN
zat12-3  |ATG % | GenZAT12bj
426 dét bién
426

Hinh 1. Minh hoa ctia dong d6i chitng Col-0 (hinh duéi)
va dong Arabidopsis dot bién mat chitc ning zat12-3 (hinh trén)
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2.2. Phuong phap xtt ly voi CHX

Thi nghiém dudc thiét k& hoan toan ngau
nhién 1ap lai ba 1an. Mai 1an lip gébm 30 cay. Thi
nghiém goém hai yéu t6 thi nghiém la: (1) xt ly
CHX (bao gom xu ly va khong xt ly CHX trong
1 gi¢ - d6i chiing) va (2) sinh trudng trong diéu
kién Fe khac nhau (thi€u Fe va diéu kién du
Fe - 50um FeEDTA - déi chiing).

Hat ctia dong do6i chiing Col-0 va dot bién
zatl12-3 dude khu trung trong dung dich 50%
hypoclorit trong 7 phit, dudc riia sach ba lan
bing nudc cit khit tring va duge ndy mam trén
mbi trusng Hoagland tiéu chudn. Sau dé hat
dugc dit trén dia nudi cdy trong 10 ngay trong
budng sinh trudng (22°C, 16 gid chiéu sang).
Hat duge dit trén dia moi truong Hoagland c6
b6 sung Fe (+Fe) lam d6i ching va khong bd
sung Fe (-Fe) trong 10 ngay. Sau d6 cay con 10
ngay tudi sé dude chuyén sang dia chtia moi
truong Hoagland 16ng chtia 50mM CHX (Sigma-
Aldrich; st dung dung dich goc 50mM hoa tan
trong dimethyl sulfoxit) va 0 trong 1 gis. Cay
con sé& dugc thu hoach truc ti€p 1an 1 ngay sau
khi két thuc xt 1y (thoi diém 0 gid) hoac ré duge
rtia sach va chuyén sang méi truong Hoagland
trong 4 gid sau khi xt 1y dé thu mau 14n 2 (thoi
diém 4 gio). CAy con dugc thu hoach va giit
trong N, 16ng dé cho thi nghiém phén tich biéu
hién gen tiép theo.

2.3. Phan tich biéu hién gen AtZATI2
va AtFIT

Phén tich biéu hién gen dugc thuc hién bing
k§ thuat Real-time PCR nhu d& md ta trudc day
(Klatte & Bauer, 2009). ARN téng s6 dudc xu 1y
DNase sé dung dé téng hop cADN. Hé théng
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Real-time PCR dua trén SYBR Green I dudgc thuc
hién bang cach st dung ExTaq R-PCR (TaKaRa)
trong hé thong phat hién My 1Q (Bio-Rad). Mbi
phan tng PCR dugc lip lai ba lan (Klatte &
Bauer, 2009). D61 v6i moi gen, ham lugng tuyét
doi cta ban phién ma ban diau dude xac dinh
bang cach phan tich dudng cong chuén dua trén
gen d6i ching. D@ liéu biéu hién tuyét d6i dude
chuéin héa dua trén cac gia tri biéu hién trung
binh ctia gen d6i chting EF1BALPHAZ. Trinh tu
moi nhu trong bang 1 va da dudc cong bs (Wang
& cs. 2007; Le & cs. 2015).

2.4. Phan tich két qua

S6 liéu duge xt 1y T-test bang phan mém
Excel va phan tich su biéu hién gen tit s6 liéu
thu dugc tit phan mém Bio-Rad iQ5.

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Su biéu hién ctia gen AtZATI12 va AtFIT
sau khi x& ly CHX trong diéu kién doi
chiing (+Fe)

Su biéu hién ctia hai gen AtZAT12 va AtFIT
duge danh gia trén ciy Arabidopsis Col-0 va dot
bién zat12-3 dugc thé hién trong hinh 2. Trong
diéu kién du Fe (+Fe) é dong Arabidopsis Col-0,
gen AtFIT da ting su biéu hién sau khi xt ly
CHX & ca hai thoi diém 1a ngay khi ding xt ly
(0) va 4 gio sau xu ly (Hinh 2B). Trong d6 tai
thoi diém 4 gio sau khi xt 1y da cho su biéu hién
tang 1én so véi khi két thic xti ly CHX. Két qua
nay ciing tuong déng véi két qua trude dé cua
Meiser & cs. (2011) cho thdy gen FIT tang su
biéu hién trong diéu kién du Fe ddng thoi c6 xt
ly CHX.

Bang 1. Trinh tw moi st dung trong phan tich biéu hién gen AtZATI12
va AtFIT bang ky thuat Real-time PCR

Tén gen Tén moi

Trinh tw 5-3’

EF1B-alpha-g (Q, gDNA) AtEF-gen-3'(2726)

AtEF-gen-5'(2522
AtEF-c-5'(2125)
AtEF-c-3'(2251)

EF1B-alpha (Q, cDNA)

ZAT12(Q) ZAT12 Real-Time 5’
ZAT12 Real-Time 3’
FIT (Q) AtFRU-c-5'(1392)

AtFRU-c-3'(1483)

5'CCGGGACATATGGAGGTAAG 3
5 TCCGAACAATACCAGAACTACG 3

5ACTTGTACCAGTTGGTTATGGG &
5CTGGATGTACTCGTTGTTAGGC 3’

5"GAGTCACAAGAAGCCTAACAACGA 3°
5'AAGCCACTCTCTTCCCACTGCTA 3°

5’ GGAGAAGGTGTTGCTCCATC3'
5 TCCGGAGAAGGAGAGCTTAGS'

27



Anh hwéng cla chét trc ché dich ma Cycloheximide dén s biéu hién clia gen AtZAT12 va gen AtFIT trén Arabidopsis

Gen FIT & dong ddi chirng Col-0
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Ghi chi: Céc chit cai khdc nhau biu hién su sai khac cta cdc gia tri 6 mic y nghia 0,05; (A) so d6 qué trinh xit
Iy CHX va thu mau trong diéu kién déi chiing, su biéu hién gen FIT & dong déi chitng Col-0 (B), & dong dét bién
zat12-8 (D), su biéu hién gen AtZAT12 & dong doi chiing Col-0 (C).

Hinh 2. Anh huéng ctia CHX dén sy biéu hién ctia hai gen AtFIT va
AtZATI2 trén dong Col-0 va dong dot bién zat12-3 sinh trudng trong diéu kién déi chiing (+Fe)

Trong diéu kién da Fe (+Fe), ¢ dong
Arabisopsis ddi chting gen AtZATI2 ciing ting
su biéu hién sau khi xtt Iy CHX & ca hai thoi
diém 14 ngay khi ding xt 1y (0) va 4 gid sau xt
ly (4) (Hinh 2C). Trong d6 tai thoi diém 4 gio
sau khi xt Iy da cho théy su biéu hién tang lén
so véi khi két thic xt ly CHX tuong tu véi su
biéu hién ctia gen AtFIT.

Trong khi d6 6 dong dong dot bién zat12-3,
diéu kién +Fe c¢6 bé sung CHX déu lam tang su
biéu hién cia gen AtFIT (Hinh 2D). Tuy nhién
su ting biéu hién ctia AtFIT & ca hai thoi diém
ngay khi két thic xt ly va 4 gid sau khi xt ly
gan nhu khong khac biét. Nhu vay khi khéong cé
su biéu hién cua AtZATI2 hay khi khéng c6
protein ZAT12 gen AtFIT tang l1én trong trudng
hop khong xti 1y va thu mau lic 4 gis. Trong
truong hop xt 1y véi CHX & thoi diém 0 va 4 gio,
viéc tc ché dich mé protein FIT va khong c6 san
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pham protein ZAT12. Diéu nay dan dén khong
hinh thanh tuong tac protein - protein gitGa
ZAT12 va FIT nén khong tc ché biéu hién gen
FIT tang 1én.

Nhu vay két qua nay co su tuong doéng véi
Meiser & cs. (2011) cho ring sd di biéu hién ctia
AtFIT bi gidm trong diéu kién +Fe 1a do chat tc
ché& va khi xti Iy CHX thi chat tc ché nhu ZAT12
dudng nhu bi tac dong va khién cho biéu hién
ciia AtFIT ting 1én ngay ca khi +Fe.

3.2. Su biéu hién ctia gen AtZATI12 va AtFIT
sau khi xtt Iy CHX trong diéu kién thiéu
sat (-Fe)

O dong d6i chiing Col-0 va trong didu kién
thi€u Fe 10 ngay, gen AtFIT da tiang su biéu
hién hon so véi diéu kién +Fe d6i chting va khi
xt ly CHX & thoi diém thu méu 0 (Hinh 3B).
Trong khi d6, CHX ciing lam ting su biéu hién



gen AtFIT rd rét hon cac diéu kién khac khi thu
mAau ¢ thoi diém 4 gis sau xu ly. Ngude lai, su
biéu hién cta gen AtZATI2 giam xudng trong
diéu kién thiéu sit 10 ngay nhu da thdy trong
nghién ctu trude cua Le & cs. (2015). Su biéu
hién ctua gen AtZATI2 chi ting khi xt ly CHX
va ting cao nhit sau khi xt 1y 4 gi¢ theo cling
su phién méa téng cua gen AtFIT (Hinh 3C).
Nhu vay biéu hién cla cd gen AtFIT va
AtZATI12 déu tang cao tai thoi diém 4 gid sau xt
ly CHX. Duong nhu chat tc ché bi gd bé nén su
biéu hién AtFIT tang cao sau 4 gio xt ly CHX.
Trong khi d6 & dong dot bién zatl2-3, su
biéu hién ctia AtFIT tang cao & thoi diém 0, sau
d6 gidm xudng 6 cac diéu kién thi nghiém khac
(Hinh 3D). Su suy gidm nay ciing xuat hién
ngay khi xt 1y v6i CHX va thap hon ca biéu hién
gen AtFIT & dong Arabidopsis Col-0 d6i chiing.

Lé Thi Tuyét Cham, Vi Thi Thay Hang

Chiing td c6 yéu t6 tic ché khac bén canh su tic
ché cta tuong tac protein ZAT12 va FIT da lam
tic ché& phién ma AtFIT trong dot bién zat12-3.
Nhu nghién ctu truée cua Le & cs. (2015) cho
th&y ROS ciing 14 y&u t6 tc ché su biéu hién caa
AtFIT va ham luong ROS ting cao trong diéu
kién thiéu Fe kéo dai (Le & cs., 2015)

4. KET LUAN

CHX da lam tidng sy biéu hién cta gen
AtFIT ngay ca trong diéu kién du Fe trén cay
Arabidopsis Col-0 va dot bién zat12-3 ma binh
thudng né von bi tc ché. Tuy nhién, trong diéu
kién thiéu Fe su biéu hién cta gen AtFIT la bi
tic ché khi xt Iy CHX 6 kiéu gen zat12-3. Nhu
vay trong diéu kién nay ZATI12 khéng tic ché su
biéu hién cta FIT.

Gen FIT & dong dai chirng Col-0
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Ghi chii: Céc chii cai khac nhau biéu hién su sai khéc cua cdc gia tri 6 miic y nghia 0,05; (A) so do qué trinh xi
Iy CHX va thu mau, su biéu hién gen AtFIT ¢ dong doi chitng Col-0 (B), ¢ dong dét bién zat12-3 (D), su biéu

hién gen AtZATI12 6 dong Arabidopsis doi chiing Col-0 (C).

Hinh 3. Anh huéng ctiia CHX dén s biéu hién ctia hai gen AtFIT va
AtZATI12 trén dong Col-0 va dong dot bién zat12-3 sinh truéng trong diéu kién thiéu Fe (-Fe)
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