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MO PAU

1. Tinh cép thiét cia deé tai

Sy gia tang dan s6 mot cach nhanh chdng 1am cho van dé an ninh lwong thuc tro thanh van
dé chinh cua thé gigi n6i chung va Viét Nam néi riéng. Thém vao dé, san lwong va su phat trién cua
nén san xuat ndng nghiép bén viing ciing dang bi de doa béi anh huang cua hién tuong bién dbi khi
hau va cac diéu kién bét loi (nhu han, ngap Gng, dich bénh, s6i mon dat va & nhiém méi truong). Su
hiéu biét vé& co ché dap ung véi cac diéu kién bét loi cua thuc vat s& gilp ching ta c6 thé tao ra
duoc cac giéng cay trong cd kha ning thich nghi cao hon. Cac nhan t6 phién ma va cac loai
hormone thuc vat (nhu Abscisic acid (ABA), auxin, cytokinins (CK), strigolactones (SL)) dugc biét
dén véi vai trd quan trong trong diéu hoa biéu hién gen va cac qua trinh sinh Iy cua thuc vat. Do vay,
nghién ctru cua ching tdi s& tap trung mo ta va xac dinh cac gen ¢ tiém ning wng dung trong viéc
chon tao giéng cay tréng c6 kha niang chéng chiu lai cac diéu kién bt lgi cua méi truong bang 2
con duong. Mat 13, nghién ciru diéu hoa biéu hién gen théng qua cac nhan té phién ma, cu thé 1a ho
cac yéu t6 phién ma dap ung auxin (ARF); va hai 1, nghién cau qua trinh sinh tdng hop hormone
thuc vat nham phat hién cac gen tham gia vao qua trinh trao d6i va dan truyén tin hiéu caa hormone
& thuc vat. Bé dat duoc muc tiéu nay, chung t6i dong thoi tién hanh nghién ctu trén cac cay mo
hinh Arabidopsis thaliana va cy trong c6 vai trd quan trong d6 1a dau twong (Glycine max) véi dé
tai: Nghién ctu vai tro cua cac yéu té phién mad dap Gng auxin (GmARF) & dau tuong va
strigolactone & Arabisopsis trong chiu han va man.
2. Muc tiéu nghién ciéu cia dé tai

- Xac dinh duoc cac gen tiém ning ma héa cac yéu té phién ma dap ¢ng auxin & dau
twrong (GmARF) phuc vu cdng tac chon tao gidng cdy tréng mai c6 kha ning chdng chiu
diéu kién han bang céng nghé gen.

- Panh gia vai tro cua SL trong su dap ung véi diéu kién han va man & mac d6 kiéu
hinh va mac d6 phan tu.
3. N@i dung nghién citu ciia dé tai
3.1. Nghién cttu vai trd ciia c4c yéu toé phién ma dap wng auxin trong diéu kién han & dau
twong
3.2. Nghién citu vai tro ciia strigolactone trong diéu kién han, min & Arabidopsis
4. Y nghia khoa hoc va thuc tién
4.1. Y nghia khoa hoc

Nghién ctu ciia chiing tdi 1a nghién ciru dau tién, cung cap cac dit liéu khoa hoc vé vai tro cua cac
gen ma hda yéu té phién ma dap tng auxin & dau tuong va SL ¢ Arabidopsis thalianana trong qué trinh

dap tng lai diéu kién bat loi, dac biét 1 tap trung vao diéu kién khd han. Cac két qua nghién cau cua
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chling tdi tao tién d& cho cac nghién ctu tiép theo trong van dé nay. DBong thoi, cung cAp tai liéu tham
khao cho cdng tac giang day va nghién ciu thudc linh vuc cdng nghé sinh hoc thuc vat va cdng nghé sinh
hoc ndng nghiép.
4.2. Y nghia thuc tién

- Nghién ctru nay cho phép chung t6i xac dinh dugc mét sé gen tiém ning nhiam phuc vu
cho cong tac chon tao gidng dau twong c6 kha ning chdng chiu véi diéu kién bét loi (han, min) cua
mai trudng bang cdng nghé gen.

- Két qua nghién ctru nay ciing mé ra hudng nghién ciu tng dung cua SL trong viéc giam thiéu
nhitng anh hudng tiéu cuc cua cac yéu té bat loi cia méi trudng dén ning suat cdy trong.
5. Nhirng déng gop mai ciaa luan an

- Cung cap c6 hé thdng vé dac diém va chirc ning ciia cac gen GMARF trong dap ung voi
diéu kién han & cay dau tuong.

- Xac dinh dugc mot sé gen GMARF dic hiéu md, co quan cé tiém nang tng dung cho cong
nghé gen dé chon tao céc giéng dau twong co kha ning chéng chiu diéu kién han.

- Chirg minh duoc vai trd cua SL trong qua trinh chdng chiu han va man & cdy md hinh
Arabidopsis thaliana.

- Mé ra hudng nghién ciru ang dung SL nham ting cudng kha ning chng chiu han, min
cua cay trong trong san xuat ndng nghiép.
6. Cau trdc caa luan an

Luén an duoc trinh bay trong 107 trang, bao gém 28 hinh, 8 bang. Luan &n sir dung 185 tai
liéu tham khéo, trong d6 c6 9 tai liéu tham khao tiéng Viét, 176 tai liéu tham khao tiéng Anh va 8

trang web duoc st dung.
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CHUONG 1: TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Pt van dé

Pau tuong 1a mot trong nhirng cdy tréng c6 vai trd kinh té hang dau trén thé gioi, cung cap
ngudn dau thyuc vat, protein, khoang chat cho con nguoi va thic an gia siuc. Tuy nhién, ning suat
cua dau twong bi tac dong rat 16n boi cac diéu kién bat loi ngoai canh, dac biét 14 han han. Thuc vat
n6i chung va déu tuong noi riéng kich hoat nhiéu co ché nham thich nghi véi diéu kién khé han.
Trong vong 20 nam tro lai ddy, rat nhiéu gen, trong d6 co ca cac gen chirc ning va cac gen diéu
hoa, dugc xac dinh & nhiéu loai cdy tréng quan trong nhu lua (Oryza sativa) va dau twong, tham gia
vao cac co ché chéng chiu han. Tuy nhién céc théng tin cu thé vé thanh phan va co ché diéu hoa
qué trinh thich nghi ¢ thuc vat con chua duoc séang té. Do d6, nghién ctu V& co ché chdng chiu han
han ¢ dau tuong, dién hinh la thdng qua mo ta ho phién méi dap @ng auxin la mot nghién cau thiét
thuc, gop phan phat trién cac gidng dau tuong chiu han.

Bén canh dé, yéu té man ciing gay anh huong khong nho t6i ning suét cay trong. Bé lam sang
to6 sy dap tng cua thuc vat ddi véi diéu kien man va han, ching téi sit dung cdy mé hinh
Arabidopsis va di sau vao nghién vé& con duong tin hiéu cua hormone thuc vat SL. Bai vi,
Arabidopsis duoc chon 1a cdy md hinh boi nhiéu vu diém: vong doi ngin, ¢ hé gen nho, di biét
day du trinh ty, khdng ton dién tich trong nhung lai tao duwoc nhiéu hat, tu thu va c6 méi quan hé
gan giii v6i cac loai cdy luong thuc ho cai. SL da duwoc md ta trong nhiéu nghién ctu véi vai trd
quan trong trong diéu hoa cac qué trinh sinh ly cua thyc vat. Tuy nhién, vai trd cua SL trong chong
chiu véi diéu kién han va man van chua duoc chi ra cu thé. Vi vay, viéc tim ra va nghién cau sau
rong vé vai trd cua SL trong diéu kién han va man 1 rat can thiét nham b sung thém vao ngudén
kién thuc sinh hoc, va xa hon 13 ng dung trong néng nghiép va cai tién giéng.

T6m lai, d& danh gia cac gen muc tiéu cé thé tng dung cho ki thuat di truyén, trong nghién cau
nay, ching toi s& tap trung vao ho yéu té phién ma dap tng auxin ¢ dau tuong (GmARF) va SL
trong dap ng vai cac yéu té bat loi phi sinh hoc & thyuc vat.

1.2. Co ché dap &ng cia thuc vat véi cac diéu kién bat lgi ciia méi truong

Khi gip diéu kién moi truong bat loi nhu khé han, min va lanh, thyc vat thuong cé
nhitng phan tng sinh 1y da dang, phuc tap dé thich nghi va ton tai (Manavalan et al., 2009).
Vé co ché sinh 1y, dé thich nghi véi diéu kién khd han, min va lanh, thuc vat s&é dong cac
khi khong, giam hd hap va quang hop, giam thé tich nudc trong cdc md thuc vat, qué trinh
sinh truéng cham lai, hé ré phét trién xuyén sau va lan rong dé hut nude (Tran and Mochida,
2010). Vé co ché phan tir, kha nang chdng chiu cua thuc vat véi cac diéu kién bat loi cua
moi trudng, trong dé co tinh trang chiu han, thuong Ia céc tinh trang dugc kiém soét boi

nhiéu gen (Dorothea and Ramanjulu, 2005). Trong qué trinh dap ung véi cac diéu kién bat
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loi, c6 su tham gia cua rat nhiéu céc yéu té phién ma va cac nhan té cis-acting cua céc
promoter thuoc hé théng diéu hoa biéu hién gen dong vai trd nhu cac phan tor khoi dong
biéu hién gen ciing nhu cac tin hiéu dan truyén két thic cua céc qua trinh diéu hoa, gitp cho
cay dap ung tét hon vdi cac nhan té stress. Bén canh dé, phytohormone ciing c6 vai tro vo
cling quan trong trong su chdng chiu va hinh thanh céac co ché thich nghi.
1.3. Tong quan vé yéu td phién ma dap ng auxin & thuc vat
1.3.1. Khai niém, phan loai yéu t6 phién ma
1.3.1.1. Khai niém

Yéu té phién ma 1a mét protein gin dic hiéu voi trinh tu DNA trong ving diéu khién,
tham gia diéu khién qué trinh phién ma cua gen (Latchman, 1997; Brivanlou and Darnell, 2002).
1.3.1.2. Phan logi

Céc yéu tb phién ma c6 thé duoc phan loai dwa vao co ché hoat dong, chire nang hoc sy
twong dong trinh tu trong cau trdc vung trinh tu dac trung lién két véi DNA (DNA-binding
domain, DBD) cua chung (Karin, 1990; Latchman, 1997; Brivanlou and Darnell, 2002). Dua
vao trinh tu tuong déng cia vung dic trung DBD, céc yéu tf} phién ma c6 chung ving trinh tu
dac trung DBD duoc xép chung vao mét ho (nhém) céc yéu to phién ma.
1.3.2. Céu truc va chire ning cia yéu té phién ma
1.3.2.1. Cdu trac

CAu trdc cua yéu td phién ma bao gdm mot sé ving trinh tu dic trung: vung trinh ty lién
két voi DNA (DBD), Ving kich hoat trans (trans-activating domain, TAD) va Vung cam bién tin
hiéu (signal sensing domain, SSD).
1.3.2.2. Chirc ning

Chtrc ning co ban dau tién cua cac yéu to phién ma d6 1a tham gia diéu hoa su phién ma
cua gen (Weinzierl, 1999). Vai tro co ban tiép theo cua cac yéu té phién ma do6 1a dam bao tinh
dic hiéu cua sy phién ma. Céac yéu té phién ma giir vai tro trong diéu hoa sy phat trién cua té
bao ciing nhu co thé sinh vat (Lobe, 1992). M6t trong nhitng vai trd quan trong cua yéu té phién
ma d6 chinh 1a tham gia vao su dap ung véi cac yéu td méi truong ngoai canh (Fujita et al.,
2005; He et al., 2005; Hu et al., 2006; Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006; Fang et al.,
2008; Nakashima et al., 2009; Cutler et al., 2010; Fujita et al., 2011).
1.3.3. Tinh hinh nghién citu ciia cac yéu té phién ma trong chang chiu cac diéu kién bit lgi

cia moi trudng
1.3.4. Yéu té phién ma dap @&ng auxin
1.3.4.1. Khéi niém, dic diém cdu trac

Auxin 1a mot loai phytohormone duoc biét dén voi vai tro diéu hda sy sinh trudng va phat
trién cua thuc vat (Kieffer et al., 2010; de Jong et al., 2011; Lau et al., 2011; Ha et al., 2012). Cac
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nghién ciru vé di truyén va hoa sinh ¢ Arabidopsis da chiing to rang, su diéu hoa phién ma cua cac
gen dap ung véi auxin (auxin response gen) duogc didu khién boi hai ho yéu té phién ma 16n do 1a

nhan t6 dap ung auxin (ARF) va auxin/indole acetic acid (Aux/IAA) (Guilfoyle and Hagen, 2007).

O Arabidopsis, c6 23 ARF, trong d6 hau hét déu cd chira ving trinh tu lién két DNA dau N (N-
terminal DNA-binding domain, DBD), mét ving & giita diéu hoa qué trinh phién ma (transcriptional
regulatory region, TRR hay middle region, MR) va mét viing trinh ty lap kép & dau C (carboxy-terminal
dimerization domain, CTD) (Perez-Rodriguez et al., 2010; Zhang et al., 2011). DBD cua cdc ARF ¢0
chia trinh ty dac biét lien két véi trinh ty dap @ng véi auxin (auxin response element, AuxRE,
TGTCTC) trén viing promoter cua cac gen dap (ng véi auxin ¢ giai doan dau tién va giai doan som.
Céu tric cia TRR caa mdi ARF thudng hoat dong nhu mét yéu té hoat héa hoic e ché. Ving hoat héa
(activation domain, AD) cua cac ARF thuong co chia trinh tu giau glutamine (Q), serine (S) va leucine
(L), trong khi viing tc ché (repression domain, RD) chira trinh ty gidu S, L va proline (P); S, L hoic
glycine (G) hoac S. Trinh ty ARF CTD c6 chta trinh ty amino acid lién quan dén domain 111 va IV
trong protein Aux/IAA, lam chirc nang tao ra su lap kép domain (dimerization domain) gitta cac ARF
CTD hoac gitra cac protein Aux/IAA (Guilfoyle and Hagen, 2007).

1.3.4.2. Vai tro va tinh hinh nghién cizu he yéu té phién ma ddp iing auxin

Dic diém, cau trdc, chirc ning va hoat dong cua cac yéu té phién ma ARF ciing di duogc
nghién ctru co ban va ddy du ¢ trén cdy md hinh Arabidopsis thanliana (Guilfoyle and Hagen,
2007). Cac dot bién trong cac gen AtARFO1 va AtARF02 dan dén két qua 1am cham qué trinh chét
tu nhién cua la va su rung hoa (Ellis et al., 2005; Lim et al., 2010). Trong khi d6, hai gen AtARFQ7
va AtARF19 duoc biét co vai tro diéu hoa duong tinh d6i véi su phét trién cua ré phu (Fukaki et al.,
2006). VV6i tam quan trong cua cac yéu to phién ma ARF trong su da dang sinh hoc va cac qué trinh
sinh 1y ciing nhu tiém ning ng dung trong su phat trién va nang cao kha ning chdng chiu diéu kién
bat lgi cua cac cy trong chuyén gen, ho cac yéu té phién ma ARF da duoc xac dinh va phan tich
trong rat nhiéu loai cay trong nhu ngéd (Zea mays) (Xing et al., 2011; Wang et al., 2012), la (Oryza
sativa)(Jain, 2009; Song et al., 2009; Shen et al., 2010), ké (Sorghum bicolor) (Wang et al., 2010a),
ca chua (Solanum lycopersicum) (Wu et al., 2011); cai bap (Brassica rapa) (Mun et al., 2012) va
cam duong (Citrus sinensis) (Li et al., 2015).
1.3.5. Céc yéu té phién ma & dau twong

O dau tuong c6 61 ho yéu té phién ma da dugc phét hién vai tong s6 5035 yéu té phién ma.
Tuy nhién, trong s6 d6 c6 857 gen chwa duoc nghién ciru vé dic diém, chiic ning ciing nhu vai tro
cua chiing. C6 nhiéu ho yéu té phién ma dugc xac dinh dong vai tro diéu khién su dap tng ddi véi
cac diéu kién bat loi & dau tuong nhu ho GmNAC (Le et al., 2011), GmNFYA (Ni et al., 2013),
GmWRKY (Lou et al., 2013).
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1.4. Téng quan Ve strigolactone
1.4.1. Dinh nghia, phan loai strigolactone

Strigolactone 1a mét loai hormone thuc vét, chiing 1a c&c terpenoid ¢ ngudn géc tir carotenoid. SL
duoc md ta lan dau cach day hon 45 ndm nhu mét chat kich thich sy nay mam cua céc thuc vat ky sinh
nhu Striga, Orobanche va Phelipanche (Xie and Yoneyama, 2010; Ruyter-Spira et al., 2013). SL cling
duoc chimg minh nhu mét tin hiéu gitp ting cudng tuong tac cong sinh giita thuc vat va nim cong sinh
VGi 18 thuc vat (arbuscular mycorrhizal fungi, AMF), qua d6 ting cuong kha ning phét sinh da chdi cua
AMF (Akiyama et al., 2005). Gan déy, SL con duoc biét dén véi vai trd quan trong trong su ac ché phat
sinh chdi phu & néch 14 (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008).

Céc gen lién quan dén SL duoc phan thanh 2 nhém chinh, bao gém céc gen sinh tong hop SL va
c4c gen truyén dan tin hiéu SL.
1.4.2. Pic diém ciu tric caa strigolactone

Cho t6i ngay nay, hon 19 loai SL tu nhién dugc tim thay tir rat nhiéu loai thuc vat, va ching
c6 cau tric khung gdm 4 vong (A, B, C and D), trong d6 vong A va B 1a chd bam cua nhiéu chat
thay thé; vong C va D 1a céc lactone di vong lién két bai mot lién két enol-ether (Hinh 1.5).(+)-5-
Deoxystrigol duoc biét dén 1a tién than caa cac SL khac (Matusova et al., 2005)
1.4.3. Qua trinh sinh téng hep caa strigolactone

SL ¢ tién than 1a phan tir carotenoid, trai qua cac qua trinh phan cat khac nhau bai cac loai
enzyme, sau d6 lién két véi cac thy thé, truyén tin hiéu va biéu hién thanh tinh trang.
1.4.4. Qua trinh van chuyén va truyén dan tin hiéu strigolactone

SL ciing giéng nhu cac loai phytohormone khéc, chung dugc van chuyén trong co thé thuc
vat boi mot hé thdng tiép nhan chuyén biét. Hai thanh phan truyén dan tin hiéu cua SL la o/p-fold
hydrolase, D14(Arite et al., 2007; Arite et al., 2009; Hamiaux et al., 2012; Waters et al., 2012b) va
F-box protein, MAX2/D3/RMS4 (Dun et al., 2009a; Nelson et al., 2011).
1.4.5. Vai tro caa strigolactone

SL duoc phat hién lan dau tién théng qua vai trd kich thich sw nay mam cua cac loai thuc vat
ky sinh (Xie and Yoneyama, 2010; Ruyter-Spira et al., 2013). Chirc nang cua SL trong qué trinh
sinh treong va phaét trién caa thuc vat tiép tuc duoc nghién ctu trong nhirng nam gan day. Ching
duoc biét dén véi vai tro nhu mét loai hormone thuc vat (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et
al., 2008; Xie and Yoneyama, 2010). Vi vai trd cia mot hormone, SL tham gia diéu tiét sy phat
trién cua than, giam su phat trién cua nhanh (Gomez-Roldan et al., 2008; Umehara et al., 2008).
1.4.6. Tiém ning ing dung cia strigolactone

SL Ia nhan té quan trong trong su diéu khién qua trinh sinh treong va phat trién cua thyuc vat. SL
va cac chirc ning sinh hoc da dang cua chiing c6 thé tré thanh mét tiém ning, cong cu dé phét trién cac
phuong thirc va céng nghé méi trong linh vuc ndng nghiép theo con dudng néng nghiép bén virng.
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CHUONG 2: VAT LIEU, NOI DUNG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Vat ligu, hoa chat, thiét bi nghién ciru
2.1.1. Vatliéu thuc vat

Gidng dau twong md hinh Williams 82 (W82) dugc st dung lam vat liéu thuc vat nghién
ctru vé ho yéu té phién ma dap ng auxin trong diéu kién han ¢ ddu tuong.

Cay mo hinh thyc vat Arabidopsis thaliana st dung cho nghién cuiru vai tro caa SL trong dap
rng vé6i diéu kién bat loi phi sinh hoc (han, min) bao gdm céc dong dot bién Arabidopsis thaliana
max2-3  (SALK 092836), max2-4 (SALK 028336), max3-11 (SALK 023975), max3-12
(SALK_015785), max4-7 (SALK _082552), va max4-8 (SALK 072750) duogc st dung trong nghién
ctru nay c6 nguon goc di truyén tir Arabidopsis thaliana Columbia-0 (Col-0, cay nguyén thuy, wild-
type, WT) va dugc mé ta trong nghién ctru trude day (Umehara et al., 2008).

2.1.2. Hoa chat

2.1.3. Thiét bi va phan mém

2.2. Thoi gian va dia diém nghién ciru
2.2.1. Thoi gian nghién cau

Cac noi dung nghién ciru dugc thuc hién tir 4/2012 dén 3/2015.
2.2.2. Pia diém nghién ciru

Nghién ctru dugc thuc hién tai Nhém nghién ctru vé Phuong thae dan truyén tin hiéu, Trung
tam Khoa hoc vé ngudn tai nguyén bén viing, RIKEN. 1-7-22 Suehiro, Tsurumi, Yokohama, Nhat
Ban 230-0045; va Phong Thi nghiém trong diém Cong nghé té bao thyc vat, Vién Di truyén néng
nghiép, dudng Pham Vin Dong, Tir Liém, Ha Noi.

2.3. Phwong phap nghién ctru

2.3.1. Phwong phap trong, xir ly va thu miu dau twong va Arabidopsis

2.3.1.1. Phwong phdp trong, xir Iy va thu mdu ddu twong

2.3.1.2. Phwong phdp trong, xi¢ ly va thu mdu Arabidopsis

2.3.2. Phwong phap xac dinh cac thanh vién cia GmARF va cac gen lién quan dén sinh téng
hop va truyén dan tin hiéu strigolactone & diu twong

Toan bo cac yéu té phién md ARF dugc dy doan cua dau twong (GmARF) duoc thu thap
truc tiép tir cAc ngudn co sé dir liéu vé yéu td phién ma sdn c6 (Mochida et al., 2009, 2010a; Wang
et al., 2010b; Zhang et al., 2011) va chi ca&c GmMARF c6 chta day du khung doc mé (open reading
frames, ORFs), duoc kiém tra lai boi Glyma v1.1 (http://www.phytozome.net/soybean) méi duoc

str dung cho cac phan tich tiép sau. Cac gen giéng nhau 90% tré 1&n vé trinh tu nucleotide duoc Xac
dinh 1a céc gen nhan d6i hay gen twong ddng (duplicated gen) (Cheung et al., 2003).
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Céac gen twong dong lién quan dén sinh tong hop va truyén dan tin hiéu SL & dau tuong
dugc xac dinh dua trén su twong dong vé trinh tu nucleotide véi cac gen MAX & Arabidopsis
thaliana thong qua phuong phap BLAST trén Glyma v1.1 (http://www.phytozome.net/soybean).

2.3.3. Phwong phap xay dwng va phan tich cay phat sinh ching loai

Su lién két trinh tu cua tat ca cac ARF dugc xac dinh tir Arabidopsis va dau twong
duogc thé hién théng qua phan mém Clustal W va MEGA (Thompson et al., 1997; Tamura et
al., 2007). Su sip xép co thé duwoc quan sat théng qua st dung phian mém GeneDoc
(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/). Cay phat sinh chung loai dugc xay dung trén phuong phap

neighbor-joining trén phan mém MEGA 5. Mirc d tin cay caa cdc nhém don nganh dugc uéc tinh
bang céch str dung phan tich bootstrap véi 10.000 lan nhac lai. Chi cé gia tri bootstrap cao hon 50%
duoc hién thi bén canh cac giao diém cac nhanh.

2.3.4. Phuong phap phén tich mirc d biéu hién cia cac gen GmARF sir dung cac dir liéu
microarray va lllumina transcriptome siin cé ciia dau twong.

Dbi voi phan tich muc do biéu hién cua cac gen lién quan dén mé dic hiéu cua céc gen
GMARF, dir liéu tr 68 loai md va co quan khac nhau duoc ldy tir Genevestigator
(https://www.genevestigator.com/) (Hruz et al., 2008). Dix liéu trinh tu Illumina transcriptome cung
cap bai Libault et al. (Libault et al., 2010b; Libault et al., 2010a) dwgc sir dung cho phan tich muc
d6 biéu hién cua cac gen GmARF trong 8 mo: nét san cua cay 35 ngay tudi (thu hoach sau 32 ngay

lay nhim cua cay 3 ngay tudi), ngon cua cay 14 ngay tudi, hoa (giai doan R2), qua xanh (giai doan
R6), 14 va ré cay 18 ngay tudi (giai doan V2), dau ré va 1dng ré cua cay con 3 ngay tudi.

Phan tich su biéu hién cua cac gen GMARF ¢ ddu tuong tai giai doan V6 va R2 trong diéu
kién han, cdy dau tuong duoc sinh trudng trong chau va dugc xu Iy han cho téi khi do am cua dat
giam xudng con dudi 5%, dir liéu micoarray cong bé boi Le et al. (Le et al., 2012a) duoc sir dung
trong nghién ciru nay.

2.3.5. Phwong phap tach chiét RNA va tong heop cDNA, thiét ké mai cho phan tich s biéu
hién gen ¢ dau twong va Arabidopsis

2.3.5.1.T4ch chiét RNA, téng hop cDNA ¢ dgu tuwong

2.3.5.2.T4ch chiét RNA, tong hop cDNA & Arabidopsis

2.5.3.3. Thiét ké méi cho RT-gPCR

2.3.6. Phwong phap xir ly han va phan tich microarray & Arabidopsis

Céc cay nguyén thay Col-0 va max2-3 (30 cay mdi loai) duoc tréng trén méi truong GM (chira
mudi Murashige-Skoog (MS), vitamin B5, sucrose 1%, agar 0.7%, pH 5.7) dén 14 ngay tudi (22°C,
chu ky 16 h sang/8 h téi, cuong do chiéu sang 60 pmol-m?.s™* photon flux), sau d6 cac ciy duogc
chuyén ra dat nhu mé ta trong thi nghiém danh gia khang han va duoc tiép tuc tréng trong diéu kién c6
nude day di trong 10 ngay tiép theo. Phan than (phia trén mat dat) cua cly 24 ngay tudi dwoc cit va tién
hanh xir Iy v6i han bang cach dit trén gidy Towel trén ban thi nghiém. O cac thoi diém xu ly han, ham
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lwong nudce twong doi (relative water content, RWC) cua cac mau dugc xac dinh (n=5). C4c 14 rosette
cua cay nguyén thuy va dot bién max2-3 dugc xir Iy han trong 0, 2, 4, 6 h va thu mau cho thi nghiém
microarray va RT-qPCR. Thi nghiém duoc ldp lai 3 lan doc lap. Phan tich microarray s dung
Arabidopsis Oligo 44K DNA microarray (version 4.0; Agilent Technology) da dugc mé ta trong cac
nghién ctru trude day (Nishiyama et al., 2012; Nishiyama et al., 2013). cDNA duoc tong hop tir 500
ng RNA tong sé va dugc tién hanh dan nhan véi Cy3 s dung Quick Amp Lableling Kit (Agilent
Technologies), sau d6 mau duoc lai vsi Arabidopsis Oligo 44K DNA microarray Kit (Ver. 4.0,
Agilent Technologies). Toan bo cac mau sau dé dugc scan trén may microarray scanner G2505B
(Agilent Technologies) va duoc tién hanh phan tich thong qua phan mém GeneSpring. Sé liéu
microarray va quy trinh chi tiét duoc ding tai Gene Expression Omnibus database (accession no.
GSE48949). MapMan (http://mapman.gabipd.org) va VirtualPlant (http://virtualplant.bio.nyu.edu/cgi-
bin/vpweb/) duogc sir dung cho phan tich sb liéu. Trong mot sé truong hop, mirc do biéu hién caa cac
gen dap tng véi ABA va diéu kién bat loi dugc phan tich tir di liéu sin co trén cac co so dit liéu
Genevestigator (www.genevestigator.com) hoac The Arabidopsis eFP browser
(http://bar.utoronto.ca/efp_Arabidopsis/cgi-bin/efpWeb.cqi).

2.3.7. Cac phwong phap danh gia kha niing chiu han, chiu min va chiu ap suét thim thau
2.3.7.1. Phwong phap danh gia khd ndng chiu han ¢ Arabidopsis
2.3.7.2. Phwong phap danh gid khd nang chiu man
2.3.7.3. Phwong phdp Kiém tra sw ndy mam trong méi trwong musi ¢ Arabidopsis
2.3.7.4. Phwong phdp ddnh gid sw sinh truéng ré ¢ Arabidopsis trong diéu kién mgn va ap sudt
tham thdu cao
2.3.7.5. Phwong phdp kiém tra sw déng mé khi khong, xdc dinh mdr dp khi khang & Arabidopsis
2.3.7.6. Phuwong phdp danh gia sw ddap ung nhay cam véi ABA ¢ Arabidopsis
2.3.8. Phuong phap RT-qPCR va phan tich théng ké céc sé liéu

Phan @ng RT-gPCR va phan tich sé liéu dugc thuc hién bang cac phuong phap dugc cong
bé trude day (Le et al., 2011b). Gen Ribosome RNA 60S dugc sir dung 1a gen tham chiéu (reference
gen) (Le et al., 2012b) cho phan tich sy biéu hién cua cac gen dich ¢ dau twong va gen
Polyubiquitin 10 (UBQ10) dwoc sir dung la gen tham chiéu cho phan tich su biéu hién cua cac gen
dich ¢ Arabidopsis (Nishiyama et al., 2013) va phuong phap delta-CT dugc sir dung dé tinh toan su
thay d6i biéu hién cua cac gen dich. Phuong phap Student’s t-test (one tail, unpaired, equal
variance) duoc str dung dé danh gia mire d6 tin cay cua su sai khac théng ké giita cac mo, co quan
va cac mau xir 1y khac nhau. Dé xac dinh sy khac biét cua mirc do biéu hién trong nghién ciru nay,
chang tdi lay gia trj thay doi trén 3 lan d6i vai su biéu hién dac hiéu md va 2 lan tré 1én khi phan
tich su ting hay giam biéu hién trong cac diéu kién xu ly. Cac mirc do biéu hién duoc coi 1a dic
hiéu mo, ting hodc giam su biéu hién chi dugc chip nhan khi chung dat yéu cu vé su sai khac co y
nghia thong ké thong qua phwong phéap Student’s t-test (P < 0.05).
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CHUONG 3: KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Vai tro ciia c4c yéu té phién ma dap wing auxin trong diéu kién han & dau twong
3.1.1. Thanh vién thudc ho céc yéu té phién ma dap wng auxin & dau twong

Gan day, c6 3 co so dir liéu, d6 1a SoybeanTFDB (Mochida, Yoshida et al. 2009), SoyDB
(Wang, Libault et al. 2010) va PlantTFDB (Zhang, Jin et al. 2011) cung cip thdng tin vé cac TF cua
dau twong. Chiing t6i xac dinh dugc 51 GMARF ¢4 trinh ty ddy du khung doc mé (open reading frame,
ORF) duoc git lai dé cho cac nghién ciu tiép sau.
3.1.2. Su phan bé, cau trdic va méi twong quan cia cac gen thudc ho cac yéu té phién ma dap

wng auxin trong hé gen cia dau twong

Trong s6 51 GMARFs & dau tuong, c6 17 cap gen duogc xac dinh la duplicates, trong d6 mdi
cap giéng nhau > 90% trinh tu ciia nucleotide (Hinh 3.1). Pé du doan chirc ning ctia cic GMARF &
dau tuong, cay ching loai phat sinh duoc thiét 1ap tir trinh tu protein ciia caic GmARF va AtARF tir
dau twong va Arabidopsis. Nhu két qua duoc chi ra & Hinh 3.2.
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Hinh 3.1: Thanh phdn, phan bo cac gen GmARF trén NST va cdu tric cia cac protein GmARF. (A)
Ty 1é phan bé (theo %) cua cac gen GMARF trén nhiém sdc thé. (B) Vi tri twong doi cua cac gen
GMARF trén nhiém sdc thé. (C) So dé két cdu cua cia cac tam phdn i#ng cua protein GmARF. Trinh
tir Ciia mét ARF dién hinh bao gom mét ving trinh tu dac hiéu lién két véi DNA (DBD)), trong dé
c6 chiza tiéu phan B3 va tiéu phan ddp 1ng auxin (auxin-response, ARF), mét ving trinh ti ¢ giira
(middle region (MR)) va mét ving trinh tw phan duéi (carboxy-terminal dimerization domain
(CTD)).
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Hinh 3.2: Cay phan tich phat sinh chung logi ciia cac yéu té phién ma ddp ing auxin ¢ ddu
twong va Arabidopsis. Cay phan logi dwroc thiét ldp si dung trinh tu ciia cdc protein ARF co ddy du
khung doc mo. Pon vi khoang cach thé hién su da dang tuong doi giira céc trinh tu duwoc kiém tra.
Gié tri bootstrap (bootstrap value, 1a gia tri xac dinh do tin cdy va tinh chinh xac cua cho tung

nhanh cay trong cay phan loai) cao hon 50% diwrgc thé hién ¢ phan bén canh cua céc nhanh.
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3.1.3. Biéu hién ciia cac gen GMARF trong cic md va cic co quan khic nhau & diéu kién

binh thudng

Trong ndi dung tiép theo cua nghién cau nay, chdng t6i tap trung tim hiéu vé sy biéu hién
dic hiéu & cac mo cua cac gen GMARF bai vi né c6 thé gilp ching t6i nhan ra dwoc cac gen tham
gia vao phat trién chuyén hoa cua cac mo riéng biét. Hon thé nita, su nhan biét cac gen dic hiéu md,
vi du nhu cac gen dic hiéu & ré, cung cip mot ngudn promoter dic hiéu ré cho su phat trién kha
ning chdng chiu han bing cach ting cudng su sinh truong va phat trién cua bo ré (Werner,
Nehnevajova et al. 2010; Ha, Vankova et al. 2012). Két qua nghién ctiru mic d6 biéu hién cua cac

gen GMARF & diéu kién binh thudng ¢ than va ré cay dau twong con thé hién tai hinh 3.3

Hinh 3.3: Si biéu hién cua 51 gen GMARF ¢ ré va than cia cdy ddu twong 12 ngdy tudi
trong diéu Kién binh thirong. Dua trén mite dg biéu hién cua cac gen, cdc GmARF duwoc chia lam 6
nhém (A-F). Két qua thé hién gid tri trung binh va sai sé chudn dwoc tinh tir 3 mdu déc lap.Ky hiéu
ngdi sao thé hién su sai khdc cé y nghia thong ké dwoc sir dung qua phirong Student’s t-test (*P<
0.05; **P< 0.01; ***P< 0.001). Su biéu hién neong d@si (relative expression) cua gen duoc tinh
dira trén mire dé biéu hién cia gen so sanh véi gen tham chiéu 60s.

Két qua cho thay rang, 18 gen duoc xac dinh 1a su biéu hién dic hiéu trong cac md, co
quan riéng biét, trong do c6 7 gen dac hi¢u ¢ than (GmARF25, 29, 34, 35, 36, 48, 50), 11 gen
dac hiéu ¢ ré (GmARFO02, 05, 09, 15, 18, 22, 27, 28, 32, 33, 49).
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3.1.4. Biéu hién cia cac gen GMARF & ré& va than cia ciy trong diéu kién han

Két qua phan tich muc d6 biéu hién cua 51 gen GmARF trong diéu kién han théng qua
phuong phap RT-gPCR. Viéc phan tich su biéu hién cua cac gen trong cac md riéng biét cung cap
cac thdng tin hiru ich hon vé sy hoat dong cua cac gen GMARF lién quan dén diéu kién bat loi trong

cac loai md cu thé.
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Hinh 3.6. Két qud phan tich RT-qPCR cua cac gen GMARF ¢ ré (cét mau den) va than (cét
Mau trang) Cia cdy ddu twong trong dieu kién kho han. (A) Cac gen GmARF tang cuong Su biéu
hién & than it nhdt 2 lan. (B) Cac gen GmARF giam su biéu hién & than it nhat 2 lan. Gi4 tri thé
hién gia trj trung binh va sai s¢ chudn duwoc tinh tir 3 mdu doc 1dp. Ky hiéu ngbi sao thé hién si sai
khdc c6 ¥ nghia thong ké dwoc tinh theo phwong phdp Student’s t-test (*P< 0.05; **P< 0.01;
***P< 0.001). Sir biéu hién twong doi dwoc tinh trén mize dé biéu hién cua gen dich so sanh véi
gen tham chiéu 60s.
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Hinh 3.7. Két qud phan tich RT-qPCR cua cac gen GMARF ¢ ré (cét mau den) va than (cét
mau trang) cia cdy ddu trong trong diéu kién kho han. (A) Cac gen GmARF ting cwong sir biéu
hién & ré it nhdt 2 lan. (B) Cac gen GmARF giam sir biéu hién & ré it nhdt 2 lan. Gia tr; thé hién gia
tri trung binh va sai sé chudn duoc tinh tir 3 mdu déc ldp. (C) Hinh phan tich cia cac gen GmARF
& than va ré cua cdy ddu tirong 12 ngdy tudi. Ky hiéu ngdi sao thé hién su sai khdc cé y nghia thong
ké dwoc tinh theo phwong phdp Student’s t-test (*P< 0.05; **P< 0.01; ***P< 0.001). Si biéu hi¢n

twong doi diwoc tinh trén mie dg biéu hién cua gen dich so sanh véi gen tham chiéu 60s.
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Tur cac két qua phan tich qRT-PCR cua cac gen GmARF trong diéu kién han (Hinh 3.6 va
3.7) cho thiy, c¢6 nhiéu gen Ia gen dugc ting cuong boi didu kién bét lgi. Trong d6, 2 gen
(GMARF12, 50) ting va 7 gen (GmARF20, 26, 34, 35, 41, 43, 51) giam mrc do biéu hién ¢ ca ré
va than. Trong sé 30 gen GMARF giam su biéu hién & r&, c6 12 gen (GmARFO09, 10, 15, 18, 21,
27, 28, 33, 37, 38, 44, 49) tang cuong sy biéu hién ¢ than. Hai gen GmMARF33 va GmARF50 c6
mtc do biéu hién cao nhat, 1a cac gen tiém ning tng dung cho cong tac chon tao gidng dau
twong chdng chiu han bang cdng nghé gen.
3.1.5. Biéu hién ciia cac gen GMARF & diéu kién han trong giai doan ciy con va cy truéng
thanh cia ciy diu twong

Nhu trinh by ¢ noi dung trude, han 1am thay déi su biéu hién cua rat nhidu gen GmARFs
trong ca ré va than cia ciy dau tuong 12 ngay tudi. Gan day, sir dung 66 K Affymetrix Soybean
Array GenChip, ching t6i thuc hién nghién ciru tong thé su phién ma cua toan b cac gen ¢ dau
tuong & giai doan V6 va R2 trong diéu kién han han (Le, Nishiyama et al. 2012). Cac két qua cho
thdy, cac gen GmARF biéu hién phé phién ma da dang & trong cac giai doan sinh truéng khac nhau
Ccua cay dau tuong.
3.2.  Vai tro cia strigolactone trong diéu kién han, min & Arabidopsis
3.2.1. Kha ning chiu han va min ciia cac ciy dét bién gen max

Nhiam xéac dinh vai trd cua SL trong chiu han vd min & Arabidopsis, cac cay Arabidopsis
dot bién gen max va cly nguyén thiy dugc danh gia phan tng trong diéu kién han va nong do
mudi cao. Céac két qua danh gia kha ning chiu han va man dugc tom tat trong hinh 3.9 va hinh
3.10. Tur céc két qua cho thay, cac cay dot bién gen max thé hién su nhay cam cao véi diéu kién
han va man. Qua d6 ciing cho thdy ring, SL déng vai tro quan trong trong su dap (ng cua thuc

vat véi cac diéu kién bét loi.
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Hinh 3.9: Pdnh gid kha ndng chiu han cia cdc cdy dgt bien gen max. (A) Cay 2 tuan tudi duoc chuyén tir
méi triong GM sang dat va dwoc trong thém 1 tuan. (B) Cay 3 tuan tuéi duroc tién hanh xiz Iy han va tuéi
nie6ce tro \ai. Céc khay dieoc chup hinh sau 3 ngay tuwéi meoc tré lai. (C) Cay nguyén thiy va max ¢ diéu
Kién binh thuong (doi chimg). (D) Ty 1é cac cdy song va sai so chudn cua cdy nguyén thiy va max diroc
tinh ti 3 thi nghiém dgc Idp (n = 30 cay/kiéu gen). Ky hiéu ngdi sao thé hién su sai khdc cé ¥ nghia thong
ké, dwoc tinh theo phwong phap Student’s t-test (*** P < 0.001, **P < 0.01).
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Hinh 3.10: Panh gid kha nang chéng chiu man cia cdc cdy dot bién max. (A) Cay 2 tuan
tui diroc chuyén tir méi truong GM sang ddat va dwoc trong thém 1 tuan. Cay 3 tuan tuéi duroc tién
hanh xi Iy véi diéu kién mén véi 2L NaCl 200mM trong 6 ngdy. Tir ngay thir 7 dén ngay thi 10
diroC b6 sung nuwde. Cdc khay dwoc chup hinh sau 3 ngdy twdi nwéc tré lai. Ty 1é cac cay song va
sai s6 chuan cua cay nguyén thiy va max duwoc tinh tir 3 thi nghiém dgc ldp (n = 30 cay/kiéu gen).
(B) Thi nghiém ddanh gid sw nay mam cua cac cly max bj i#c ché béi néng dé muai cao. Hat cua céc
cay nguyén thiy va cdy dgt bién dwroc cho nay mam trén méi truong GM-sucrose 1% chiza NaCl
100 mM. Ty 1é nay mam dwoc xdc dinh bang sé hat ¢6 14 mam mé hoan toan.Sai sé chudn duroc tinh
tir két qud cua 3 thi nghiém déc lap véi 50 hat mdi logi/thi nghiém. Sau 2 ngay, toan bg cac cay
nguyén thiy va dét bién nay mam 100% ¢ GM-sucrose 1% khong chiza NaCl. Ky hiéu ngoi sao thé
hién sw sai khdic c¢é ¥ nghia thong ké, dwoc tinh theo phirong phdp Student’s t-test (**P < 0.01;
***P < 0.001).
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3.2.2. Vai tro caa strigolactone ngoai sinh trong viéc phuc hdi kha ning khang han & cay dét

bién gen max3 va max4 va ting cwong kha ning chiu han & cay nguyén thiy

Hinh 3.11: Anh hwong cua SL ngoai sinh dén kiéu hinh va kha ndng chiu han. (A) Cay 2
tuan tuéi duwoc chuyén tir méi trwong GM sang dat va dwoc trong thém 1 tuan. (B) Cay 3 tuan tudi
dwoc tién hanh xi Iy han c6 bé sung véi SL hodc dung méi déi chitng va twdi nuéc tré lai. Cac
khay dwoc chup hinh sau 3 ngay twéi meoc tré lgi. (C) Cay nguyén thiy (WT) va max ¢ diéu kién
binh thirong (doi ching). (D) Ty 1é cac cy song va sai sé chudn cia cay nguyén thiy va max dwoc
tinh ter 3 thi nghiém dac lap (n = 30 cay/kiéu gen). Ky hiéu ngdi sao thé hién su sai khdc cé y nghia
thong ké, duwoc tinh theo phirong phdp Student’s t-test (*** P < 0.001)

Dé khang dinh két luan vai tro diéu hoa duong ciia SL trong dap tng véi didu kién han & cay
Arabidopsis, ching toi tién hanh tng dung SL ngoai sinh két hop vai qua trinh gay han nhan tao.
Két qua duoc thé hién qua hinh 3.11 cho thiy, SL ting cuong kha ning chiu han & cay nguyén thay;
ddng thoi SL phuc hdi kha ning chiu han & cac cay dot bién sinh téng hop SL khi so sanh véi ddi
chirng. Cac két qua nay khang dinh chac chan hon vé vai tro diéu hoa duong tinh ciia SL trong dap tng
véi diéu kién stress han.
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3.2.3. Phan tich tac dong ciia ABA ngoai sinh t6i cac cay ddt bién max

ABA 14 mét loai phytohormone rat quan trong cua thuc vat. N6 duoc coi |a chét git vai
tro quyét dinh nht caa thuc vat trong qua trinh dap @ng lai cac diéu kién bt loi phi sinh hoc
(Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006; Tran et al., 2007a; Fujita et al., 2011; Osakabe et
al., 2014b; Osakabe et al., 2014a). Nham x4c dinh sy tham gia cia ABA trong céac cay dot bién
SL trong diéu kién bat loi, chung t6i di tién hanh phan tich dép (ng cua cac cay dot bién gen
max & cac nong d6 ABA ngoai sinh khac nhau trong giai doan nay mam va sau nay mam. Két
qua duogc thé hién tém tit qua hinh 3.12 cho thiy, cac cdy dot bién thé hién sy kém nhay cam
véi ABA ngoai sinh so vai cay nguyén thay. Qua d6 ciing cho thay c6 sy twong tac giira SL va

con dudng tin hiéu ABA trong su diéu khién dap (ng voi diéu kién bat loi ¢ thyuc vat.
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Hinh 3.12: Pdp img ciia cdc cdy dét bien gen max khi xiz 1y véi ABA ngogi sinh tai thoi diém 5
ngay va 14 ngdy. (4) Pdp ing cia cdc cdy dét bién gen max véi ABA ngoai sinh théng qua phiong
phdp danh gid sw nay mam. Ty 1é ndy mdam duwoc xdc dinh sau 5 ngay ¢ diéu kién 22°C bang phwong
phdp dém sé lwong hat ¢6 14 mam meé ra hoan toan.Sai sé chudn dwoc tinh tir két qua cua 3 thi nghiém
doc lap véi 50 hat mai kiéu gen/thi nghiém. (B) Pdp img ciia cac cAy max véi ABA ngogi sinh théng
qua phwong phdp dénh gid s ¢ ché sinh truong. Trong heong tuoi cia CAC cay nguyén thaiy va cdy dot
bién gen max duwoc xdc dinh sau 14 ngay ¢ 22°C. Sai sé chudn tinh tir 6 lan cdn déc ldp (n=6, mai lan
can 7 cay). Ky hiéu ngdi sao biéu th su sai khdc c6 y nghia thong ké dwoc xdc dinh bang phwong phdp
Student’s t-test (* P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001).

3.2.4. Sinh truéng ré cia cac ciy ddt bién max trong diéu kién nong dé mudi va ap suat tham
thau cao

Mot trong nhitng dic diém quan trong cua thyc vat thich wng véi diéu kién ap suat tham

thiu cao d6 1a sy thay di cac dic diém cua ré, dac biét 1a sy sinh truong caa ré. Nham tim hiéu sau
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hon céc co ché ching to cac cay dot bién max chdng chiu kém véi cac diéu kién bat loi phi sinh
hoc, chling t6i tién hanh kiém tra su phaét trién caa ré cac cdy max va WT trong diéu kién mudi va
&p suat tham thau cao. Két qua cho thay, su sinh trudng cua ré caa cac cdy max va WT 1a khong
khac biét trong cac diéu kién nong do NaCl va manitol khac nhau (Hinh 3.14). Diéu ndy ching to
rang kiéu hinh chéng chiu kém véi diéu kién bat loi cua cac cady max khong phu thudc vao anh
huéng cua su sinh trudng va phét trién cua ré, it nhat 13 ¢ diéu & cay 11 ngay tudi.

3.2.5. Anh hwéng cia han va sy hoat dong caa khi khéng dwéi tac dung cha ABA & cay dot

bién gen max
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Hinh 3.15: So sanh ham lwong nwée twong doi (relative water content), si déng mo ciia khi khong
(stomatal aperture) va mdr do khi khong (stomatal density) cua cac nguyén thuy va cdy dét bién gen max.
(4) Ham lwong mirée twong doi theo thoi gian xiz ly han cuia cac cdy nguyén thiy va cdy dot bién gen max3-
11, max4-7 va max2-3. Diz liéu thé hi¢n gia tri trung binh va sai s6 chudn (n=5, mdi lan can 6 cay). Nhiér dg
va dé am twong doi ciia phong diroc ghi lai trong thoi gian xi 1y, (B) Kich thwréc trung binh ciia khi khong
cua 14 cua cay 3 tuan tusi rrong trueong hop ¢ va khong co xi Iy véi ABA biéu thi arong doi qua gia tri
phan tram, kich thuéc khi khong & diéu kién khéng cé ABA duwoc xdc dinh = 100%. Lop biéu bi dirot xir Iy
Vi ABA trong 1h sau khi dieoc tién hanh xiz Iy ¢ diéu kién chiéu sang. Két qua thé hién gia tri trung binh va
sai s6 (N =200). (C) Té bao bdo vé ciia cay nguyén thuiy va cdy dét bién gen max 3 tuan tuéi dicoc xat Iy Véi
ABA 30 uM trong 1h hodc diéu kién binh thuong (control). Bar = 20 pm. (D) Mdt dé khi khang trung binh
cia hai mat la cua la cay nguyén thiy va cdy dét bién gen max 3 tuan tudi. Két qua thé hién gia tri trung
binh va sai sé (n = 30). Ky hiéu ngdi sao biéu thi su sai khac thong ké duroc xdc dinh bang phwong phdp
Student’s t-test (*P<0.05; **P<0.005; ***P < 0.001).
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Tir két qua danh gia phat trién cua ré ¢ ndi dung 3.2.4 cho thay, dic diém caa than cay dong
vai tro quan trong trong sy biéu hién kiéu hinh chiu han kém cua cac cay dot bién gen max. Ching
toi tién hanh kiém tra ham luong nuwdc va sy mat nudc cua la cua cac cay dot bién gen max va
nguyén thay trong diéu kién xt Iy han trén gia thé nhan tao. Két qua thé hién tém tat trong hinh
3.15 cho thiy, cac cay dot bién max mat nudc nhanh hon trong diéu kién gay han. L& cua céc cay
dot bién co6 mat do khi khong cao hon va sy déng khi khong cham hon duéi tac dong cia ABA
ngoai sinh khi so s&nh véi cay nguyén thuy.

3.2.6. K&ét qua phan tich microarrayé 14 cia cac ciy dét bién genmax2-3 ¢ diéu kién
binh thwong va diéu kién han

So sanh két qua phan tich microarray & 14 cua cac cay nguyén thiy va cay dot bién gen
max2-3 & diéu kién binh thudng va didu kién xir Iy han duoc tién hanh st dung bo kit Arabidopsis
44K DNA oligo microarrays (Hinh 3.16). Két qua 1a da xac dinh duoc cac gen tham gia trong cac
con dudng sinh tong hop cudi (downstream pathways) chiu anh huong thdng qua viéc SL dap ung
vé6i diéu kién han. Két qua phén tich microarray ciing cho thdy, ¢ su tuong tac gitra SL, ABA va
CK trong su dap tng voi diéu kién han. Bong thoi, SL ciing diéu khién su dap tng voi diéu kién
han doc lap véi ABA théng qua cac qué trinh sinh tong hop cac hop chat thir sinh nhu flavonoid

ciing nhu diéu hoa su quang hop.
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Hinh 3.16: Phan tich su biéu hién khac nhau cua 14 cac cay nguyén thuiy va cdy dét bién gen
max2-3 trong diéu kién binh thuong va diéu kién han. (A) Cay nguyén thuiy va cay max2-3 14 ngay
tudi dwroc chuyén ra ddt va trong trong diéu kién binh thuong trong 10 ngay tiép theo. Phan than
Ciia cdy dwoc cat va xi 1y han trén gidy Kim Towel.Tai cac thoi diém, ham lwong niede tiong doi
(relative water content) dwoc xdc dinh. Sai sé 1a sai sé chudn (n=5). C4c mdu la duwoc thu ¢ céc
thoi diém 2 h va 4 h sau khi xi Iy han dwoc sir dung cho phan tich microarray. Ky hiéu ngdi sao
biéu thi sw sai khdc c6 ¥ nghia théng ké dwoc xdc dinh bang phwong phdp Student’s t-test (**P<
0.01; ***P< 0.001).Nhiét d va dé am twong doi cua phong dwoc ghi lai trong quéa trinh xi# Iy han.
(B) L& cua cay nguyén thiy Col-0 va cay max2-3. (C) Biéu do cac gen thay déi sw biéu hién trong
cac phan tich so sanh. Diz liéu dwoc ldy tir két qua cia 3 mdu khéac nhau. (D) Biéu do phan tich céc
gen giong va khac nhau ¢ céc so sanh. M-C, max2-3 ¢ diéu kién binh thuong 0 h; M-D2, max2-3 ¢
diéu kién han 2 h; M-D4, max2-3 ¢ diéu kién han 4 h; W-C, Col-0 & diéu kién binh thuwong, O h; W-
D2, Col-0 ¢ diéu kién han 2 h; W-D4, Col-0 ¢ diéu ki¢n han 4 h
3.2.7. Strigolactone ngoai sinh ting cwong kha nang chiu man ¢ dau twong

DPé phuc vu cho muc tiéu nghién ciru chon tao gidng dau twong chdng chiu cac diéu
kién bat lgi, ching tdi tién hanh xac dinh cac gen tham gia vao qué trinh sinh tong hop va
truyén dan tin hiéu SL, dong thoi phan tich va danh gia vai trd cta SL trong su dap ang véi
diéu kién man. Cac cdy dau tuong duoc xir Iy két hop giita SL va NaCl thé hién tinh chiu man
wu viét trong diéu kién thi nghiém. Két qua nay ciing twong déng voi két qua danh gia kha
niang chiu man & cac dong dot bién Arabidopsis. Két qua cho thiy tiém ning ¢ng dung SL

trong chon tao giéng dau twong chiu min bang cdng nghé gen.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

Két luan

1. Xac dinh dwoc 51 gen GMARF & dau tuong, trong d6 co 17 cip gen twong dong (gen chi
em). C4c yéu té phién ma GmARF duoc phan loai thanh 6 nhém dwa vao cac dic diém trong cu
trGic phan tir protein suy dién

2. 18 gen duogc x4c dinh 1a sy biéu hién dic hiéu trong cac mo, co quan riéng biét, trong do
cO 7 gen dic hiéu o than (GmARF25, 29, 34, 35, 36, 48, 50), 11 gen dic hiéu ¢ ré (GmARFO02,
05, 09, 15, 18, 22, 27, 28, 32, 33, 49).

3. Di phan tich sy biéu hién cua gen trong diéu kién han va cho thay c6 nhiéu gen la gen
dap ng véi diéu kién bét lgi, 2 gen (GMARF12, 50) ting va 7 gen (GmARF20, 26, 34, 35, 41,
43, 51) giam muc do biéu hién ¢ ca ré va than. Trong s6 30 gen GmARF giam su biéu hién & ré,
c6 12 gen (GMARF09, 10, 15, 18, 21, 27, 28, 33, 37, 38, 44, 49) ting cuong su biéu hién & than.
Trong d6, hai gen GMARF33 va GMARF50 c6 tiém niang ¢ng dung cho cdng tac chon tao giéng
dau twong chdng chiu han bang céng nghé gen.

4. Xac dinh dugc vai tro diéu hoa duong tinh cia SL trong dép wng véi didu kién han va man. Trong
do, cac dic diém caa phan than dong vai trd quan trong hon phan ré.

5. Xac dinh duoc cac gen lién quan dén SL dap ung véi diéu kién khd han. Tur két qua nghién
ctru cling cho thay rang SL dap ung véi didu kién han va man thdng qua ca hai con dudng, con
duong phu thudc vao ABA va con duong doc lap vai ABA.

Kién nghi

1. Tiép tuc tién hanh nghién ciru sau hon véi cac gen GMARF (GmARF33 va GmARF50) dic
hiéu mé va dap wng véi diéu kién bat loi, tir d6 co thé tng dung ching trong chon tao giéng dau
twong chiu han bang cong nghé gen.

2. Tién hanh nghién ciru tng dung SL trong viéc giam thiéu tac dong tiéu cuc cua cac yéu td
bt loi phi sinh hoc ddi véi nang suét cay trong.
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