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ch­¬ng iV
øng dông di truyÒn häc vµo chän gièng

§ 5 -  Kü thuËt di truyÒn
I. Môc ®Ých yªu cÇu:

Qua bµi häc nµy häc sinh ph¶i:

- Gi¶i thÝch ®­îc kû thuËt di truyÒn

- Nªu ®­îc c¸c kh©u cña kû thuËt cÊy gen b»ng s¬ ®å kû thuËt cÊy gen.

- Gi¶i thÝch ®­îc néi dung cña tõng kh©u trong kû thuËt cÊy gen.

- Nªu ®­îc nh÷ng øng dông kû thuËt di truyÒn trong thùc tiÔn t¹o gièng míi.

- Tõ nh÷ng thµnh tùu cña kû thuËt di truyÒn trong chän t¹o gièng míi, häc sinh h×nh thµnh ®­îc niÒm tin vµo khoa häc.
II. §å dïng d¹y häc : 

Tranh vÏ phãng to h×nh 13 vµ 14  SGK  hoÆc 1 s¬ ®å cÊy gen kh¸c. 

III. TiÕn tr×nh bµi gi¶ng :

       1- æn ®Þnh kiÓm diÖn líp.

       2- KiÓm tra bµi cò :         Ch÷a bµi tËp hoÆc bµi thùc hµnh.

       3- Néi dung bµi míi:

	- Gièng lµ g×?
	   Gièng lµ mét tËp hîp c¸ thÓ sinh vËt do con ng­êi chän t¹o ra, cã ph¶n øng nh­ nhan tr­íc cïng mét §/K ngo¹i c¶nh, cã nh÷ng tËp tÝnh di truyÒn ®Æc tr­ng chÊt l­îng tèt, NS cao vµ æn ®Þnh, thÝch hîp víi nh÷ng §/K khÝ hËu, ®Êt ®ai vµ KT SX nhÊt ®Þnh



	- NhiÖm vô cña ngµnh chän gièng lµ g×?
	   NhiÖm vô cña ngµnh chän gièng lµ c¶i tiÕn nh÷ng gièng hiÖn cã, t¹o ra nh÷ng gièng míi nh»m ®¸p øng yªu cÇu cña SX vµ ®êi sèng



	- §Æc ®iÓm cña c«ng t¸c chän gièng cæ truyÒn vµ hiÖn ®¹i lµ g×?

    Tõ x­a, loµi ng­êi ®· biÕt chän gièng theo kinh nghiÖm …
	- §Æc ®iÓm cña c«ng t¸c chän gièng cæ truyÒn: 

+ Chñ yÕu lµ chän läc c¸c c¸ thÓ cã nh÷ng biÕn dÞ tèt ®· n¶y sinh ngÉu nhiªn, tù ph¸t.



	     HiÖn nay: c¸c thµnh tùu vÒ lai t¹o, g©y ®ét biÕn nh©n t¹o, ®Æc biÖt lµ nh÷ng thµnh tùu vÒ KT di truyÒn ph¸t triÓn...
	- §Æc ®iÓm cña c«ng t¸c chän gièng hiÖn ®¹i

+ Chñ ®éng t¹o ra nguån biÕn dÞ cho chän gièng ®ång thêi hoµn thiÖn c¸c ph­¬ng ph¸p CL nh»m cñng cè vµ t¨ng c­êng nh÷ng tÝnh tr¹ng mong muèn



	- ThÕ nµo KT di truyÒn?
	I. Kh¸i niÖm vÒ KT DT



	+ KT lµ g×? (lµ ph­¬ng ph¸p SD c¸c ph­¬ng tiÖn, c«ng cô ®Ó chÕ t¹o ra nh÷ng gi¸ trÞ vËt chÊt)
	

	+ C«ng nghÖ lµ g× ? (Lµ KT sö dông c«ng cô, m¸y mãc, trang thiÕt bÞ ®Ó SX ra nh÷ng SP c«ng nghiÖp. )


	

	+ Ph©n biÖt KT di truyÒn vµ CNSH ?


	

	    C«ng nghÖ sinh häc ®­îc hiÓu lµ KT sö dông c¸c ®èi t­îng sèng, c¸c qu¸ tr×nh sinh häc theo quy tr×nh c«ng nghÖ vµ trªn quy m« c«ng nghiÖp.


	

	   KT di truyÒn lµ(
	

	
	- Lµ kû thuËt thao t¸c trªn vËt liÖu DT dùa vµo nh÷ng hiÓu biÕt vÒ cÊu tróc ho¸ häc cña axit nuclªic vµ DT VSV



	   Tuy r»ng KT DT ®­îc sö dông cã hiÖu qña trong CNSH nh­ng ®Æt trong ch­¬ng CG §5 chØ ®Ò cËp KT DT d­íi gãc ®é lµ mét h­íng c¶i biÕn tÝnh DT ë cÊp ®é ph©n tö phôc vô cho viÖc c¶i tiÕn gièng vµ t¹o gièng míi. 

    Mét trong nh÷ng KT DT ®­îc sö dông  phæ biÕn vµ cã nhiÒu ý nghÜa thùc tiÖn lµ KT cÊy gen.


	

	- KT cÊy gen lµ g×?
	- KT cÊy gen lµ chuyÓn ADN tõ tÕ bµo cho sang tÕ bµo nhËn b»ng c¸ch dïng plasmit lµm thÓ truyÒn



	-  Plasmit lµ g×? 

   Plasmit lµ nh÷ng cÊu tróc n»m trong tÕ bµo chÊt cña vi khuÈn. Tuú loµi VK, mçi TB chøa tõ vµi chôc ®Õn vµi tr¨m plasmit. Plasmit chøa ADN d¹ng vßng, gåm kho¶ng 8.000 - 200.000 cÆp nucleotit. ADN cña plasmit  tù nh©n ®«i ®éc lËp víi ADN cña NST


	

	- Qu¸ tr×nh cÊy gen th«ng qua sö dông plasmit lµm thÓ truyÒn gåm 3 kh©u chñ yÕu:

   B­íc 1:(
	   KT cÊy gen gåm 3 kh©u:

	
	   1- T¸ch ADN NST cña tÕ bµo cho vµ t¸ch plasmit ra khái tÕ bµo.


	   TiÕn tr×nh nh­ sau: 

- Chän, ph©n lËp ®o¹n ADN mang gen mong muèn tõ c¬ thÓ sèng.

- C¾t ADN b»ng E ®Æc hiÖu.Trong nhiÒu tr­êng hîp sè ®o¹n ADN ®­îc c¾t ra rÊt lín, do ®ã ph¶i chän ®óng ®o¹n ADN cã gen mong muèn. (Ph­¬ng ph¸p ®­îc dïng phæ biÕn lµ dïng mÉu ARN ®Æc hiÖu cã ®¸nh dÊu phãng x¹: c¸c ®o¹n ADN ®­îc lai víi mÉu ARN ®¸nh dÊu ®Ó chän ®óng ADN cã mang gen, ®­îc ph¸t hiÖn qua ¶nh chôp phãng x¹ tù ghi , sau ®ã ®­îc t¸ch ra). §«i khi ®o¹n ADN mong muèn ®­îc tæng hîp in vitro (trong phßng thÝ nghiÖm)

- T¸ch plasmit ra khái tÕ bµo VK


	

	   B­íc 2:(
	    2- C¾t vµ nèi  ADN cña tÕ bµo cho vµ ADN plasmit ë nh÷ng ®iÓm x¸c ®Þnh, t¹o nªn ADN t¸i tæ hîp.



	    Thao t¸c c¾t, t¸ch ®o¹n ADN ®­îc thùc hiÖn nhê Ec¾t (restrictaza) . C¸c ph©n tö E nµy nhËn ra vµ c¾t ®øt ADN ë nh÷ng nucleotÝt x¸c ®Þnh nhê ®ã ng­êi ta cã thÓ t¸ch c¸c gen m· ho¸ nh÷ng protein nhÊt ®Þnh. §o¹n ADN ®· ®­îc ph©n lËp mang gen mong muèn vµ plasmit ®­îc c¾t bëi cïng mét lo¹i enzim c¾t (cho phÐp t¹o nªn c¸c ®Çu mót ¨n khíp víi nhau theo nguyªn t¾c bæ sung trªn ®o¹n ADN mang gen mong muèn vµ plasmit,t¹o d/k cho viÖc g¾n nèi ®o¹n ADN vµo plasmit). Plasmit sÏ bÞ c¾t vµ më vßng.


	-  Ec¾t                                               ↓   Ec¾t ↓                                                                            


                                                  ADNcña TB cho 

      (                    ↓

                                                   §o¹n bÞ c¾t ra

              ( 2 )                                         (1)     

	     §Æc ®iÓm cña E c¾t (restrictaza) lµ nhËn ra vµ c¾t ph©n tö ADN ë nh÷ng nucleotit x¸c ®Þnh. VD: restrictaza E coli RI chØ c¾t ADN ë gi÷a G vµ A, restritaza Hind III l¹i c¾t ADN gi÷a A vµ A. Nhê c¸c ''dao c¾t '' chÝnh x¸c ®ã, cã thÓ c¾t t¸ch c¸c gen m· ho¸ nh÷ng protein x¸c ®Þnh.


	

	    Thao t¸c nèi ®o¹n ADN ®­îc thùc hiÖn nhê E nèi (ligaza): Qua sù xóc t¸c cña enzim ligaza, ®o¹n ADN mang gen mong muèn ®­îc g¾n vµo ADN cña plasmit, plasmit ®ãng vßng t¹o thµnh ph©n tö plasmit mang ADN t¸i tæ hîp.
	                        G¾n ®o¹n bÞ c¾t vµo 

                          plasmit nhê  Enèi
                                           


                             ADN t¸i tæ hîp

 + C¾t nhê E c¾t 

 + Nèi nhê E nèi  



	    B­íc 3:(
	    3- ChuyÓn ADN t¸i tæ hîp vµo tÕ bµo nhËn, t¹o ®iÒu kiÖn cho gen ®· ghÐp ®­îc biÓu hiÖn.

	- Qu¸ tr×nh chuyÓn ADN t¸i tæ hîp vµo tÕ bµo nhËn ®­îc lµm nh­ sau:

+ Trén plasmit ADN t¸i tæ hîp víi VK chñ (VK ®­îc dïng phæ biÕn hiÖn nay lµ E.coli), ®· ®­îc xö lý b»ng CaCl2.

+ Th«ng qua vai trß CaCl2, plasmit dÔ x©m nhËp qua mµng E.coli. ADN t¸i tæ hîp trong plasmit vÉn cßn nguyªn vÑn vµ VK chñ vÉn sèng b×nh th­êng.

+ C¸c VK chñ sau ®ã ®­îc kiÓm tra ®Ó b¶o ®¶m lµ ®· nhËn ®­îc plasmit t¸i tæ hîp


	

	- Sù biÓu hiÖn cña ADN t¸i tæ hîp trong TB VK chñ :

+ ADN t¸i tæ hîp sÏ ®­îc nh©n lªn cïng víi sù nh©n lªn cña VK theo c¬ chÕ t­¬ng tù c¬ chÕ tù nh©n ®«i cña ADN VK.

+ Dùa vµo c¬ së vËt chÊt cña VK chñ , ADN t¸i tæ hîp sÏ thùc hiÖn sao m· qua xóc t¸c cña enzim polimeraza vµ sau ®ã tham gia vµo qu¸ tr×nh gi¶i m· ®Ó tæng hîp nªn c¸c pr«tªin do nã mang tÝnh tr¹ng.


	

	+ Do VK cã chÕ ®é ph©n chia cùc nhanh, nªn ADN t¸i tæ hîp trong chóng còng nh©n ®«i nhanh chãng cho phÐp s¶n xuÊt 1 l­îng pr«tªin t­¬ng øng rÊt lín ®em l¹i hiÖu qu¶ kinh tÕ rÊt cao


	

	   ADN t¸i tæ hîp ®­îc ph©n phèi cho c¸c tÕ bµo con khi ph©n bµo hoÆc di chuyÓn vµo tÕ bµo vi khuÈn kh¸c b»ng c¸ch xuyªn qua mµng tÕ bµo (C¬ chÕ biÕn n¹p). Mét sè plasmit cã kh¶ n¨ng ®Ýnh vµo NST cña TBVK nhËn


	

	
	    TÕ bµo nhËn ®­îc dïng phæ biÕn lµ VK E.coli do kh¶ n¨ng sinh s¶n cña nã



	   TÕ bµo E.coli cø 30  phót sinh s¶n 1 lÇn . Sau 12h1TB ( 16 triÖu TB . Cã nhiÒu trong ®­êng ruét.

	

	- Vai trß cña plasmit trong KTDT?
Plasmit nhËn ®o¹n ADN cña TB cho t¹o thµnh plasmit mang ADN t¸i tæ hîp .
Plasmit mang ADN t¸i tæ hîp ®i vµo TB nhËn.
Trong TB nhËn, plasmit mang ADN t¸i tæ hîp nµy tån t¹i vµ tù nh©n ®«i ®éc lËp víi ADN trong NST. ë 1 sè plasmit cã kh¶ n¨ng cÊy ®o¹n ADN t¸i tæ hîp vµo ADN NST cña TB nhËn.

	

	- Ph©n biÖt ADN cña NST vµ ADN cña plasmit?
+ Gièng nhau: §Òu cã cÊu tróc lµ c¸c nuclª«tit vµ cã kh¶ n¨ng tù nh©n ®«i ®óng mÉu.
+ Kh¸c nhau:


	

	ADN NST

ADN plasmit

D¹ng chuçi dµi

D¹ng vßng

Trong nh©n TB (ë SV cã nh©n)

Trong TBC cña VK

Sè nuclª«tit lín

Sè nuclª«tit Ýt h¬n nhiÒu

Kh«ng lµm thÓ truyÒn c¸c gen

Cã thÓ lµm thÓ truyÒn c¸c gen tõ TB cho ®Õn TB nhËn


	

	
	- Trong KT cÊy gen ng­êi  ta cßn dïng thÓ thùc khuÈn lµm thÓ truyÒn



	- ThÓ thùc khuÈn  lµ g×? (ThÓ thùc khuÈn  lµ nh÷ng vi rót ký sinh trong c¸c TBVK). 
  Th­êng dïng thÓ thùc khuÈn  lamb®a ®Ó chuyÓn gen vµo VK. ADN cña thÓ thùc khuÈn lamb®a chøa kho¶ng 5 ngh×n cÆp  nucleotit.

   TiÕn tr×nh nh­ sau: 

+ Dïng enzim c¾t giíi h¹n c¾t 1 ®o¹n cña ADN thÓ cho (t­¬ng øng víi 1 hay 1 sè gen) vµ 1 ®o¹n ADN t­¬ng øng ë ADN cña thÓ thùc khuÈn lamb®a nh»m t¹o c¸c ®Çu nèi ¨n khíp víi nhau.
	    ADN thùc khuÈn thÓ                            ADN TB cho




                   (       (                                          (      (
                                              Ec¾t                                           

                   (                                                   (


                 (1)                                                   (2)

	+ Sö dông enzim nèi ®Ó g¾n ®o¹n ADN thÓ cho vµo ADN cña thÓ thùc khuÈn t¹o thµnh ADN t¸i tæ hîp.

+ Cho thùc khuÈn thÓ mang ADN t¸i tæ hîp x©m nhËp vµo TB VK nhËn nh­ E.coli

+ Hçn hîp thÓ lai ADN vµ VK ®­îc cÊy vµo MT trªn ®Üa petri ®Ó ph©n lËp c¸c dßng VK cã mang ADN t¸i tæ hîp b»ng c¸ch c¨n cø c¸c vÕt tan trªn ®Üa th¹ch petri


	                
                                          E nèi



                       ADN t¸i tæ hîp (lai)

                                      ↓


Hçn hîp ADN lai vµ E.coli

(

VÕt ph©n lËp trªn ®Üa petri
S¬ ®å cÊy  gen nhê thùc khuÈn thÓ



	
	II. øng dông KT di truyÒn



	
	    Dïng KTDT ®Ó t¹o ra c¸c chñng VSV cã kh¶ n¨ng SX 1 sè l­îng rÊt lín c¸c chÕ phÈm sinh häc cã ho¹t tÝnh cao nh­: axit amin, pr«tªin, VTM, E, hoocmon, kh¸ng sinh...

	   Ng­êi ta ®· n¾m ®­îc cÊu tróc cña nhiÒu lo¹i hoocm«n (hoocm«n tuyÕn gi¸p, trªn thËn...) nh­ng viÖc tæng hîp ho¸ häc cña c¸c hoocm«n nµy rÊt tèn kÐm. øng dông KTDT, ng­êi ta ®· c¾t t¸ch gen m· ho¸ cÊu tróc cña hoocm«n cÊy vµo VK ®Ó chóng SX ra  hoocm«n ®ã. §· cã dù ¸n XDXN hoocm«n b»ng plasmit  VK , cã thÓ ®¹t hiÖu suÊt 2mg hoocm«n/25g sinh khèi VK


	

	    VD1: Insulin lµ hoocm«n cña tuyÕn tuþ néi tiÕt, cã chøc n¨ng ®iÒu hoµ l­îng gluco trong m¸u. C¬ thÓ thiÕu insulin dÉn ®Õn bÖnh ®¸i th¸o ®­êng. ChuyÓn gen tæng hîp hoocm«n insulin cña ng­êi vµo VK E.coli ®· tæng hîp ra 1 sè lín insulin ®Ó ch÷a bÖnh ®¸i th¸o ®­êng cho ng­êi víi gi¸ thµnh rÎ h¬n rÊt nhiÒu


	+ T¹o chñng VK  Ecoli cã kh¶ n¨ng tæng hîp insulin ®Ó ch÷a bÖnh ®¸i th¸o ®­ßng nhê chuyÓn gen m· ho¸ hoocm«n insulin  cña ng­êi vµo VK  

	   VD2: Hoocm«n somatostatin do vïng d­íi ®åi thÞ cña n·o ng­êi vµ §V  SX cã vai trß ®iÒu hoµ  hoocmon sinh tr­ëng vµ insulin ®i vµo m¸u. Gen m· ho¸ somatostatin ®­îc tæng hîp trong phßng thÝ nghiÖm, ®­îc g¾n vµo ADN plassmit cÊy vµo E.coli. Víi 7.5l VK E.coli nu«i cÊy , SX ®­îc 5mg somatostatin nguyªn chÊt, ®Ó cã l­îng somatostatin nµy ph¶i chiÕt t¸ch tõ n·o cña nöa triÖu con cõu


	+ SX somatostatin b»ng KT plasmit.

	                                                  
	+ T¹o c¸c chñng VK SX kh¸ng thÓ miÔn dÞch cóm, VK SX hoocmon sinh tr­ëng, interferon...

	   Interferon ®­îc tæng hîp trong c¸c TB §VCXS  vµ ng­êi, cã vai trß b¶o vÖ c¬ thÓ chèng virut. Tr­íc ®©y interferon ®­îc t¸ch tõ b¹ch cÇu, dïng chèng cóm, ch÷a viªm gan rÊt ®¾t. Ng­êi ta ®· t¸ch dßng gen interferon tõ c¬ thÓ sèng vµ ghÐp vµo ADN plasmit, ®­a vµo VK E.coli SX interferon ®­a ra thÞ tr­êng tõ n¨m 1982


	

	    Mét sè chñng VK cã kh¶ n¨ng c¾t m¹ch c¸cbua hi®ro dÇu má ë nh÷ng vÞ trÝ x¸c ®Þnh. B»ng KT cÊy gen, ng­êi ta ®· tæ hîp 4 gen cña 4 chñng VK kh¸c nhau vµo cïng 1 chñng vµ sö dông chñng VK nµy ®Ó ph¸ huû líp dÇu má bÞ loang trªn mÆt biÓn khi ®¾m tµu chë dÇu
	+ T¹o c¸c chñng VK lµm s¹ch n­íc th¶i c«ng nghiÖp, n­íc th¶i c«ng r·nh thµnh phè.

	
	+ T¹o chñng VK SX c¸c lo¹i kh¸ng sinh...



	   Nhãm x¹ khuÈn cã kh¶ n¨ng tæng hîp c¸c lo¹i kh¸ng sinh quý nh­ng víi tèc ®é rÊt chËm nªn gi¸ thµnh cao. §Ó kh¾c phôc ng­êi ta cÊy gen tæng hîp kh¸ng sinh cña x¹ khuÈn vµo c¸c chñng VK dÔ nu«i vµ cã tèc ®é sinh s¶n nhanh, tõ ®ã t¹o ra mét l­îng chÊt kh¸ng sinh rÊt lín víi gi¸ thµnh rÎ


	

	
	- Dïng KTDT ®Ó chuyÓn gen tõ SV nµy sang SV kh¸c tõ ®ã t¹o ra nh÷ng gièng vËt nu«i, c©y trång mang c¸c gen quy ®Þnh c¸c tÝnh tr¹ng mong muèn. 



	   T¹o ra kh¶ n¨ng cho t¸i tæ hîp (lai) th«ng tin DT gi÷a c¸c loµi mµ víi ph­¬ng ph¸p lai h÷u tÝnh truyÒn thèng kh«ng thÓ thùc hiÖn ®­îc
	

	
	+ ChuyÓn gen kh¸ng thuèc diÖt cá tõ loµi thuèc l¸ c¶nh petunia vµo c©y b«ng vµ c©y ®ç t­¬ng ( 1909)



	
	+ CÊy gen quy ®Þnh kh¶ n¨ng chèng ®­îc mét sè chñng virut vµo mét gièng c©y khoai t©y ( 1990)



	  Tr­íc kia, ng­êi ta g©y biÕn dÞ b»ng c¸ch lai gièng hoÆc g©y §B nh©n t¹o. NghÜa lµ t¸c ®éng vµo vËt liÖu DT ë cÊp ®é c¬ thÓ hay TB th× ngµy nay ®· cã thÓ chñ ®éng g©y nh÷ng biÕn ®æi ®Þnh h­íng trªn vËt liÖu DT ë cÊp ®é ph©n tö.


	

	4- Cñng cè kiÕn thøc
	- Dùa vµo  s¬ ®å ®Ó m« t¶ l¹i 3 kh©u chñ yÕu cña KT cÊy gen.



	5- H­íng dÉn häc tËp
	- TiÕp tôc lµm bµi tËp thuéc ch­¬ng biÕn dÞ

















Trang 1

