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TÓM TẮT

Enzym giới hạn HauI có đặc điểm mang cả hai chức năng giới hạn và sửa đổi trên cùng một phân tử. Khi tra cứu in silico trình tự của HauI, một danh sách các gen mã cho protein giả định thuộc họ này được tìm ra, trong đó có ORF8180. Gen này có nguồn gốc từ Microcystis aeruginosa NIES 843, mã hóa cho một methyltransferase giả định. Trong bài báo này, các gen tương tự gen ORF8180 được sàng lọc trực tiếp từ mẫu thiên nhiên với mục đích thử nghiệm sự đa dạng trình tự vùng protein nhận ra ADN. Các gen tương tự ORF8180 được phát hiện bằng phương pháp PCR, sau đó tách dòng vào plasmid pSAPv6 và biến nạp vào chủng Escherichia coli ER3081. Đoạn mã cho vùng protein nhận ra trình tự nucleotide đặc hiệu (TRD-Target Recognition Domain) dài 1180 bp bên trong gen được nhân lên từ plasmid tái tổ hợp để phân tích sự đa dạng trình tự bằng RFLP. Kết quả PCR là 7 mẫu dương tính trong tổng số 9 mẫu tự nhiên thu thập. Kết quả sau phân tích RFLP là xuất hiện 3 kiểu hình vạch khác với gen ORF8180. Khi thực hiện giải trình tự, sự khác biệt được thấy ở 50% trình tự cuối gen. Riêng có một mẫu S4, sự khác biệt xuất hiện liên tục trên khắp chiều dài trình tự và chỉ giống gen chuẩn 13%. Điều này cho phép kết luận sự đa dạng của vùng TRD trong các gen phân lập từ mẫu thiên nhiên tương tự gen ORF8180.
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SUMMARY

POLYMORPHISM DETECTION OF GENES ISOLATED FROM NATURAL SAMPLES ALIKE THE ORF8180 GENE, MEMBER OF THE HAUI FAMILY

The HauI-like enzym family has the particularity to bare the two restriction and methyltransferase functions on one unique protein, and to have a high homology in their amino acid sequence though they have different DNA recognition specificities. This diversity should be in relation with variations in the amino acid sequences of the TRD (Target Recognition Domains) region which means that the related coding DNA portion might have high polymorphism. An in silico investigation using BLAST, REBASE, PROMALS3D gets many HauI-like enzyms, among them the putative protein coded by Microcystis aeruginosa 843 ORF 8180 gene has been chosen. Gene polymorphism has been investigated from genes detected in green water samples where the presence of Microcystis is highly probable. The ORF 8180 genes are detected by PCR amplification. Seven positive samples has been found and used to study the gene diversity. To do that, PCR products has been cloned in pSAPv6 plasmid and transformed into Escherischia coli ER3081. The 1180 bp DNA portion coding for the Target Recognition Domain has been amplified by PCR. This PCR fragment has been tested by RFLP, with three restriction enzyms AluI, HpyCH4III and Hpy1881. The fingerprinting results show 4 different patterns from these 7 samples. This work leads to the conclusion that obvious polymorphism can be detected in ORF 8180-like genes directly isolated from natural samples.
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