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TOM TAT

Nghién ctu nay nhdm danh gia sw biéu hién cta protein FIT (Fer-Like Fe Deficiency-Induced Transcription
Factor) trong cac diéu kién s&t (Fe) khac nhau kéo dai 8 va 10 ngay két hop véi stress oxy héa. Nghién ciru trude da
cho thay cay sinh trwdng trong diéu kién thiéu Fe kéo dai 10 ngay, sw biéu hién cta FIT & mic phién ma bj (e ché
so véi cay sinh trwdng trong 8 ngay & cung diéu kién. Trong thi nghiém nay, mdc dé biéu hién cua protein FIT dwoc
danh gia bang ky thuat Western Blot trén cay Arabidopsis chuy&n gen biéu hién FIT lién tuc 8 va 10 ngay tudi. Két
qua biéu hién protein FIT dwoc dinh lwgng bang phdn mém ImageJ. Két qua cho thay trong diéu kién thiéu va thira
Fe, su bidu hién cla protein FIT & cay 10 ngay tudi thdp hon cay 8 ngay tudi, nguwoc lai véi didu kién da Fe. Khi xtr
ly stress oxy hoa bang peroxyt (H.02) m&c d6 biéu hién cta FIT tang I&n ngoai trir trong diéu kién thiéu Fe 8 ngay.
Két qua nay la tién dé cho nghién clru tiép theo vé co ché hoat dong cua FIT lién quan dén cac diéu kién c6 ham
lwgng Fe khac nhau.

Tu khéa: Arabidopsis, dinh lwong protein, FIT Ox, ham lwgng Fe khac nhau, yéu té phién ma FIT.

Expression of FIT Protein in Response to Different Iron (Fe) Levels
and Oxidative Stress in Arabidopsis

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the expression of FIT (FER-LIKE FE DEFICIENCY-INDUCED TRANSCRIPTION
FACTOR) at translational level under different iron (Fe) conditions prolonged 8 and 10 days associated with oxidative
stress. This study assessed the expression of FIT at the translational level using the Western Blot technique in
transgenic Arabidopsis plants overexpressing FIT for 8 and 10 days. FIT protein contents will be quantified using
ImageJ software. The results showed that under Fe deficiency and excess conditions, the expression of FIT protein in
10-day-old plants was lower than in 8-day-old plants, in contrast to Fe-sufficient conditions. Under oxidative stress
conditions, the expression of FIT increased except in the condition of Fe deficiency for 8 days. This result helps to
complement the further study of the mechanism of FIT under conditions containing different Fe content.

Keywords: Arabidopsis, FIT, FIT overexpression, protein quantification, Fe level, oxidative sress.

tric dang bHLH (Zhang & cs., 2015; Li & cs.,

1. DAT VAN DE 2016; Liang & cs., 2017) va protein kinase lién

FIT (Fer-Like Iron Deficiency- quan dén qua trinh phosphoryl héa & vi tri

Inducedtranscription Factor) 14 y&u t6 phién ma
tuong déng véi yéu to phién ma FER cé chiic
ning diéu hoa thiét yéu cho qua trinh hap thu
Fe (Colangelo & Guerinot, 2004; Jakoby & cs.,
2004; Yuan & cs., 2005). FIT dugc kich hoat khi
thiéu sit cung véi mot s6 yéu t6 phién ma cé ciu
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Ser271/272 ctua chinh né (Gratz & cs., 2019).
FIT sé khong thé diéu hoa qua trinh thu nhan
sit mot minh, théng thudng né hoat déng trong
phiic hgp cung v6i mdt thanh vién ctia phan
nhém yéu t6 phién ma bHLH Ib nhu bHLH039
(Yuan & cs., 2008; Wang & cs., 2013). Hon nita,



FIT con tuong tac véi cac yéu t& phién ma khac
dé diéu chinh hoat déng ctia minh nhu cac yé&u
t6 tham gia cac con duong din tin hiéu lién
quan dén hormone etylen va stress phi sinh hoc
nhu stress oxy héa, stress thiéu Fe (Lingam &
cs., 2011; Le & cs., 2016; Cui & cs., 2018; Gratz
& cs., 2019; 2020). Do d6, FIT déng vai tro nhu
mot trung tdm diéu hoa trong cac t& bao ré dé
nhan biét cac tin hiéu bén ngoai va bén trong
sau d6 diéu chinh quéa trinh thu nhén sét trong
qua trinh sinh trudng (Schwarz & Bauer, 2020;
Kanwar & cs., 2021).

O thuc vat, thiéu Fe c6 thé duge phat hién
bing su thay d6i mau sic caa la. L4 mau vang
nhat 14 mét triéu ching thi€u Fe (-Fe) dién
hinh, ban 14 ¢6 mau ti nhat dén vang, dic biét
rd rét 6 cac 14 non nhd. Su phan héa luc lap va
sinh téng hdp diép luc, cac qua trinh phu thudc
vao Fe déu bi ton hai khi 14 chuyén mau vang
nhat. Diéu nay dan dén thuc vat sinh trudéng va
phat trién kém (Rakesh & cs., 2021). Qua trinh
tai huy dong Fe c6 thé dién ra & nhiing 14 gia
hon (Avila-Ospina & cs., 2014). Trong khi &6,
d&u hiéu cta thuc vat thita sit 1a khi 14 ¢6 mau
nau déng, day ciing 124 mot dau hiéu ctia ngd doc
Fe. Khi Fe du thua sé gy hai cho cdy va Fe tu
do sé phan ting véi oxy dé san sinh cac loai géc
tu do (ROS - Reactive oxygen Species) thudng
xuat hién sau khi ciy bi stress nhu stress oxy
héa (Tanaka & cs., 1966; Le & cs., 2019). Trong
diéu kién nhu vay, cac t& bao c6 co ché dua trén
céc hop chit chéng oxy héa va enzyme dé bao vé
khdi cac tac dong ctia cac loai goc tu do khac
nhau dugc sinh ra. Cac géc tu do nay giy ton
hai cho cac phan ti sinh hoc, déng thoi gy ra
dot bién ADN va protein bi 16i (Le & cs., 2019).

Theo nghién ctu cia Le & cs. (2016), su
biéu hién cta gen FIT & cip d6 phién ma dudge
tang lén trong diéu kién thiéu sit, tham chi khi
giai doan thiéu Fe 1én dén 8 ngay (giai doan nay
ham lugng H,0, ciing dudc tdng cao nhu khi ciy
bi stress oxy héa). Tuy nhién, khi su thiéu st
kéo dai dén 10 ngay, sy biéu hién nay bi tc ché
(Le & cs., 2016). Trong nghién c@tu nay, anh
hudng ctia céc liéu lugng Fe khac nhau va stress
oxy hoéa dén su téng hgp protein FIT dudc danh
gia trong cac dong Arabidopsis chuyén gen FIT
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biéu hién lién tuc. Muc tiéu cta nghién ctu
nhim xem xét miic d6 biéu hién cia protein FIT
trong cac diéu kién thiéu Fe va thiua Fe kéo dai
8 va 10 ngay. Tu d6 c6 thé nghién ctu tiép co
ché& hoat ddng cta protein FIT trong cac diéu
kién ¢6 ham lugng Fe khac nhau.

2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu

Thi nghiém phan tich dudc thuc hién trén
dong chuyén gen FIT biéu hién lién tuc ¢ thé hé
T5. Cay chuyén gen mang gen ciu tric FIT -
HA va dugec gin phia sau cta promoter
CaMV35S (p2xCaMV35S::HA,-FIT) dugc cung
cap ti nghién ctiu ciia Meiser & cs. (2011) (Hinh
1). Hat cay chuyén gen T5 dugc TS. Meiser tao
ra, nhian dong va cung cidp cho phong thi
nghiém Thuc vat hoc, Pai hoc Téng hop
Saarland, CHLB Drc.

Diéu kién sinh trudng: Hat T5 cta cay
chuyén gen truéc khi dat trén méi trudng
Hoagland, dudc khti tring bé mit nhu sau: Hat
Arabidopsis dude tréon cung v6i dung dich 6%
NaOCl, dé trong 8 phit, sau d6 dugc ria lai véi
nuée cat 5 lan (Brumbarova & cs., 2016). Hat
sau khi khti trung duge dit trén cac dia thach
Hoagland 8 va 10 ngay trong cac budng sinh
truéng (CLF Plant Climatics, Dtic) ¢ nhiét do
21°C/19°C, tuong tGng 16 gid anh sang/8 gid t6i
(diéu kién ngay dai).

Xl 1y stress cac diéu kién Fe khac nhau
dude 1ap lai 3 1an, mdi cong thtic 30 cay, doi
ching am la cay kiéu dai (Wild-type) khong
chuyén gen.

Diéu kién thiéu Fe: hat cdy Arabidopsis
chuyén gen dudc dat trén dia thach Hoagland
khong chta Fe (- Fe), nhung ¢6 chta 50um
ferrozine (Le & cs., 2016).

Diéu kién da Fe: hat ciy Arabidopsis
chuyén gen duge dit trén dia thach Hoagland bd
sung 50um Fe (EDTA-Fe) (Le & cs., 2016).

Diéu kién du thiua Fe: hat cAy Arabidopsis
chuyén gen dudc dit trén dia thach Hoagland c6
chta 200um Fe (Le & cs., 2016).
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Xii 1y stress oxy héa: Cay chuyén gen 8 va 10
ngay tudi sinh trudng trong diéu kién Fe khac
nhau tiép tuc dudc chuyén vao dung dich moéi
truong Hoagland c¢6 b6 sung H,0, 20mm trong 1
gid. Sau d6 toan bd miu cay xu ly duge rua lai
bing nudc cat va thu miu trong N, 1ong dé cho
nhiing phan tich tiép theo. Diéu kién khéng xi 1y
stress oxy héa: cic cAy sinh trudng trong cac diéu
kién Fe khac nhau s& duge ngdm v6i moi trucng
Hoagland tuong ting trong 1 gid. Sau d6 cac mau
cay dudc thu lai trong N, 16ng dé lam di ching
am. Mbi cong thiic thi nghiém bao gébm 30 cay,
dugc lap lai 3 1an (Le & cs., 2016).

Thanh phan méi truong Hoagland nhu sau:
0,1875mm MgSO, x 7 H,0O, 0,125mm KH,PO,,
0,3125mm KNO,, 0,3756mm Ca(NO,),, 12,5um
KCl, 12,5pm H,;BO,, 2,5um MnSO, x H,0,
0,5um ZnSO, x 7 H,0, 0,375um CuSO, x 5 H,0,
0,01875um (NH,)sMo,0,, x 4 H,O, pH = 6,0 (Le
& cs., 2016).

2.2. Tach chiét protein tong sd

Cay Arabidopsis 8 va 10 ngay tudi (30 cay
cho 1 lan lap lai) sau khi sinh trudng trén cac
moéi trudng cé liéu lugng Fe khac nhau va duge
xU 1y stress oxy héa dudc thu va nghién trong
N, 18ng. Protein téng sé sau d6 dudc tach chiét
bing dung dich dém SDG (62mm Tris-HCI,
pH 8,6, 2,5% SDG, 2% DTT, 10% glycerol) (Le
& cs., 2016). MAu chiia 5mg protein dugc phan
tach bing dién di 12% SDS-PAGE. Sau khi
dién di xong, protein sé duge chuyén 1én mang
Protran nitrocellulose (Schleicher & Schuell,
Cole thudc
nhuém Ponceau S (Sigma-Aldrich, Dic) dé 1lam
d6i ching.

Parmer, Diic) va nhudém véi

attB1

v

2.3. Ky thuat Western Blot

Phuong phap dudc tién hanh nhu moé ta
trong nghién ctiu cia Le & cs. (2016). Mang
nitrocellulo duge xt 1y trong 1 gié v6i dung dich
stta 5% (Roth, Ptic) duge hoa tan trong dung
dich dém TBS-T (20mm Tris-HCl, pH 7,4;
180mm NaCl va 0,1 % Tween 20). Sau khi xi 1y,
mang duge u 1 gié trong dung dich pha loang
cua khang thé so cdp trong TBS-T chia 2,5%
stia. Sau khi rta ba lan bang dung dich dém
TBS-T, méi 14n 15 phut, mang chuyén sé dudc
trong dung dich pha lodng cta khang thé thu
cap trong TBS-T chta 2,5% stia. Mang sau dé
duge tiép tuc rta ba lan bing dung dich dém
TBS-T, mdi 1an 15 phit, trude khi phat hién
béng hé théng phat quang hoéa hoc.

Dé phat hién protein FIT, mang chuyén
duge 1 v6i khang thé so cdp don dong ai luc cao
HA (pha lodng 1:1000, Roche). Khang thé so cap
sau d6 dugc phat hién bing khang thé tha cap
anti-rat IgG (pha loang 1:10000, Sigma-
Algdrich) ¢6
peroxydase. Tin hiéu dugc phat hién dua trén

gdn  enzyme  horseradish
viéc st dung phit quang héa hoc (B6 ECL,
Hoa Ky). Phim phat
phat quang héa hoc duge st dung tit Amersham
(Hoa Ky).

Amersham, hién

2.4. Phan tich két qua

Pinh lugng protein dudc tinh toan bang
phan mém Imaged (Abramoff & cs., 2004) va
dude chudn héa so véi ban nhudm protein bing
thudc nhudém Ponceau S. S6 liéu dugc phan tich
phuong sai ANOVA bing phan mém IRRISTAT
5.0. Cac gia tri trung binh ctia ham lugng protein
dudc so sanh cdp doi dua vao gia tri LSD, ;.

attB2
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Ngudn: Meiser & cs. (2011).

Hinh 1. Ciu trtc HA,-FIT duéi sy diéu hoa
cua promoter 2x CaMV35s dugc bién nap vao Arabidopsis
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Ghi chu: Péi ching 4m: St dung ciy khéng chuyén gen; A: Két qua Wesstern Blot; B: Hinh 4nh nhuém mang

chuyén bing Ponceau S; C: Dé thi dinh Iugng su biéu hién ctia protein FIT dugc tinh trén phdn mém Image JJ.
Cic chit cai khac nhau trén méi cot cho thdy su khac biét c6 ¥ nghia thong ké (P <0,05).

Hinh 2. Biéu hién cta protein FIT trén cay Arabidopsis 8

va 10 ngay tudi trong diéu kién thiéu sit

3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua biéu hién cua protein FIT
trong diéu kién thi€u sit (-Fe)

Panh gi4 su biéu hién cta protein FIT duge
thuc hién trén cdy chuyén gen FIT biéu hién
lién tuc (35S::At FIT::HA,) trong diéu kién thiéu
Fe trinh bay trong hinh 2. K&t qua cho thay
trong diéu kién thiéu Fe, su biéu hién cuaa
protein FIT véi kich thuée mong doi 1a 55kD &
giai doan 8 ngay, cao hon c6 § nghia théng ké so
v6i giai doan 10 ngay ca trong diéu kién cé xu ly
H,0, hoic khéng xu ly H,O, (Hinh 2A, O).
Nghién ctiu truée ctia Le & cs. (2016) da danh
gia su biéu hién caa gen FIT trong diéu kién Fe
khac nhau kéo dai tit 6-10 ngay va cho thay su
khac biét vé mic d6 biéu hién cta gen FIT & 8
ngay va 10 ngay. K&t qua biéu hién protein FIT
6 thi nghiém nay tuong tng véi su biéu hién 6
cip d6 phién ma ctua gen FIT & ciy 8 ngay tubi
cao hon 10 ngay tudi nhu trong céng bd cua Le
& cs. (2016) va ciing tuong dong véi két qua
protein FIT lu6n biéu hién 6 mic dich ma trén
cdy chuyén gen FIT biéu hién lién tuc (FIT Ox)
trong nghién cttu ctia Meiser & cs. (2011). Tuy
nhién, trong diéu kién c6 xt ly H,0,, su biéu
hién cta protein FIT & cAy 8 ngay va 10 ngay
tudi duge dinh lugng cho thdy su khac biét

(Hinh 2C). 0 ciy 8 ngay tudi, dua vao gia tri
dinh lugng protein biéu hién su biéu hién cua
protein FIT khi xii 1y stress oxy héa gidm xuéng
19% so véi diéu kién khéng xu ly. Ngugc lai &
cay 10 ngay tudi, su biéu hién cta protein FIT
dugc dinh lugng khi xii 1y stress oxy héa lai tang
hon 33% so véi trong diéu kién khéng xt Iy H,0,
(Hinh 2C). Dudng nhu H,0, 1am tc ché su biéu
hién ctaa protein FIT & giai doan 8 ngay nhung
lai dudc kich hoat § giai doan 10 ngay. Diéu nay
dudng nhu ngudc lai véi su biéu hién cta gen
FIT & c4p do phién ma bi tc ché béi H,0, 6 ca
giai doan 8 ngay va 10 ngay (Le & cs., 2016).
Tuy mtc d6 biéu hién FIT duéi tac dong caa
H,0, trong 10 ngay ting hon so v6i khong xu 1y
H,0, nhung mtc dé nay vAn nhd hon mitc biéu
hién cta 8 ngay (Hinh 2A & C). Nhu vay, khi
cdy thidu sit 10 ngay, yéu to phién ma FIT déu
bi tic ché& & ca cap d6 phién ma va dich ma

3.2. K& qua biéu hién ctua protein FIT
trong diéu kién du Fe (50iM Fe)

Trong diéu kién dt Fe, su biéu hién cta
protein FIT véi kich thuéc mong dgi 1a 55kDa
trén cay 8 ngay va 10 ngay dugc thé hién trong
hinh 3. Két qua nay tuong déng véi két qua cia
Meiser & cs. (2011) da cho thdy ham lugng FIT
ting cao trén cAy chuyén gen FIT biéu hién lién
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tuc (FIT Ox) ngay ca trong diéu kién da Fe. O
diéu kién nay protein FIT dugc biéu hién & giai
doan 10 ngay cao hon giai doan 8 ngay (Hinh 3A,
C). Va Meiser & cs. (2011) ciing cho rang d6 la
cac dang FIT b4t hoat, sau d6 c¢6 thé bi phan huy
thong qua cac tin hiéu Nitric oxyde va Etylen.
Nhung khi xti 1y cAy chuyén gen FIT biéu hién
lién tuc nay v6i H,0, 20mm trong 1 gié thi
protein FIT biéu hién & 10 ngay tham chi con cao
hon 8 ngay. Nhu vay ciing gidng véi diéu kién
thiéu Fe ¢ trén & giai doan 8 va 10 ngay, H,0,
déu lam ting su biéu hién caa protein FIT (Hinh
3A, C) va ciing tuong tu véi cong bd caa Le & cs.,
(2016). Trong diéu kién du Fe 10 ngay va c6 thém
xt Iy H,0, thi ham lugng protein ZAT12 ciling
tang cao tuong doéng v6i ham lugng ctia FIT (yéu
t6 phién ma tuong tac véi ZAT12) nhu & trong thi
nghiém nay. Protein ZAT12 tucdng tac protein
FIT thong qua motif EAR cua chinh né. Su hinh
thanh cac phtc hop FIT-ZAT12 nhu vy c6 thé
lam gidm ham lugng FIT c6 sin cho cac tuong tac
protein-protein khac kich hoat FIT (Lingam &
cs., 2011). Con su tuong tac gitta FIT-ZAT12 dan
dén giam mic do phién ma FIT & giai doan 10
ngay (Le & cs., 2016). Viéc tic ché su hap thu qua
nhiéu Fe ctia ZAT12 théng qua FIT c6 thé cho
phép cay trong ngin chén tac dong cé hai cua du

8 ngay 10 ngay
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thita Fe. Péng thoi, nhém protein FIT khong
hoat déng nhung cé sdn sé dude duy tri nhu mot
ban luu trong truong hgp diéu kién thiéu Fe phat
sinh (Meiser & cs., 2011).

3.3. Két qua bi€u hién cta protein FIT
trong diéu kién thita sit (100iM Fe)

Diéu kién thita sit c6 thé gay stress oxy
héa do cay hap thu nhiéu Fe. Khi qua nhiéu
Fe tu do trong t& bao, ching sé san sinh ra céc
goc tu do (ROS) gay hai cho t& bao (Le & cs.,
2019). Khi hat cidy dudc dit trén moi trudng
Hoagland c6 b sung 100um Fe-EDTA 8 ngay
va 10 ngay dé phan tich su biéu hién protein
FIT. Két qua dudc trinh bay trong hinh 4. Két
qua cho thé&y su biéu hién cta protein FIT & 8
ngay cao hon 10 ngay (Hinh 4 A, C). Diéu nay
giéng v6i su biéu hién ctia protein FIT trong
diéu kién thiéu Fe. Trong diéu kién thiéu Fe
cling d& dudc chiing minh kich thich san sinh
H,0, trén Arabidopsis (Le & cs., 2016) va trén
huéng duong (Ranieri & cs., 2001) va ng6 (Sun
& cs., 2007). Nhu vay, duong nhu két qua
giong nhau vé su biéu hién FIT & 8 va 10 ngay
trong diéu kién thi€u va thiua sit c6 su tac
doéng cua H,0,.

d
b
c
a
i I

C 8 ngay

10 ngay

= Khéng xt 1y H,0, = X0 1y Hy0,

Ghi chu: Péi ching 4m: St dung ciy khéng chuyén gen; A: Két qua Wesstern Blot; B: Hinh 4nh nhuém mang
chuyén bing Ponceau S:; C: Dé thi dinh Iuong su biéu hién ctia protein FIT dugc tinh trén phdn mém Image J.
Cic chit cai khac nhau trén méi cot cho thdy su khac biét c6 y nghia thong ké (P <0,05).

Hinh 3. Biéu hién cta protein FIT trén cAy Arabidopsis 8

va 10 ngay tudi trong diéu kién du sit
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35000

Ham lugng tuong d6i cla protein FIT

8 ngay 10 ngay

Ghi chi: Péi chiing 4m: St dung c4y khéng chuyén gen; A: Két qua Wesstern Blot; B: Hinh 4nh nhuém mang
chuyén bing Ponceau S: C: P6 thi dinh lugng su biéu hién cia protein FIT duoec tinh trén phdn mém Image J.
Cic chit cai khac nhau trén méi cot cho thdy su khéac biét c6 y nghia théng ké (P <0,05).

Hinh 4. Biéu hién cta protein FIT trén cAy Arabidopsis 8
va 10 ngay tudi trong diéu kién thita siat

4. KET LUAN

Su biéu hién cta protein FIT khac nhau tuy
thudc vao liéu lugng Fe khac nhau két hdp véi
stress oxy héa. Tai diéu kién thiéu Fe va thua
Fe, su biéu hién cta protein FIT & 10 ngay thép
hon 8 ngay, ngudc lai véi diéu kién cdy sinh
trudng du Fe. Va khi xt 1y H,0,, trong diéu kién
da va thiéu Fe, mtc d6 biéu hién ciua FIT tang
lén, ngoai trit trong diéu kién thiéu Fe 8 ngay
thi mtc d6 biéu hién nay bi giam xudng. Két
qua nay giip hoan thién co ché hoat dong cua
yéu t6 phién ma FIT trong cac diéu kién c6 liéu
lugng Fe khac nhau va c6 xay ra stress oxy hoéa.
Tt d6 cung cdp cho nhiing nghién ctiu tiép theo
vé co ché diéu hoa qua trinh hap thu Fe dap ting
nhu cau ctia cidy Arabidopsis nhung tranh viéc
hap thu qua nhiéu Fe.
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