PIEU CHINH PHAN UNG HAN CUA PAU TUONG
BANG CACH XU LY MEPIQUAT CHLORIDE
Xiyue Wang?, Xinyu Zhou?!, Zhipeng Qu!, Chao Yan!, Chunmei Mat, Jun Liu?®
va Shoukun Dong?*
Vé Nhw Cam bién dich.

1. Cao diing Nong nghiép, Pai hec Nong nghiép Pong Bic, Cap Nhi Tan, Trung Quéc
2. Phong thi nghiém HE gen chire néng va Tin sinh hoc, Vién Khoa hec Cay trong, Vién
Khoa hgc Nong nghiép Trung Quec, Bac Kinh, Trung Quaoc

Gi6i thigu: Pau twong 1a cay trong quan trong nhat trén thé gidi va han han c6 thé anh
huong dén sy phat trién cua ching va cudi cung 1a ning suat. Ung dung mepiquat
chloride (MC) qua la c6 kha nang lam giam baét thiét hai do han han gay ra ¢ thuc vat; tuy
nhién, co ché diéu hoa MC dbi véi phan tng han han cua ciy dau twong van chua dugc
nghién cuu.

Phuong phap: Nghién cau nay khao sat co ché diéu hoa tng pho véi kho han cua cay
dau twong bang mepiquat chloride ¢ hai giong dau twong Heinong 65 (HN65) man cam
va Heinong44 (HN44) chiu han, theo ba kich ban xur 1y, binh thuong, khé han va khd han
+ Piéu kien MC

Két qua va thao luan: MC thuc day tich lity chat khd khi bi han han, giam chiéu cao
cdy, giam hoat dong cua enzyme chong oxy hda va giam dang ké ham luong
malondialdehyd. Qua trinh thu nhan anh sang, hé théng anh 1 va 1l bi e ché; tuy nhién,
s tich liy va diéu hoa lai mot sb axit amin va flavonoid ciia MC di duoc quan sat. Phan
tich két hop da omics cho thay qua trinh chuyén hoa axit 2-oxocarboxylic va qua trinh
sinh téng hop isoflavone 1a nhitng qué trinh cét 16i ma MC diéu chinh phan @ng han héan
¢ dau tuong. Cac gen ung ct vién nhu LOC100816177, SOMT-2, LOC100784120,
LOC100797504, LOC100794610 va LOC100819853 duoc xac dinh la rat quan trong dbi
véi tinh khang han cua dau twong. Cudi cling, mot mé hinh da duoc xay dung dé mo ta
mét céch c6 hé thdng co ché diéu tiét cua tng dung MC trén cdy dau twong khi bi kho
han. Nghién ctu nay lap day khoang tréng nghién ciru cia MC trong linh vuc khang bénh
dau tuong.

1. GIOI THIEU

Déu tuong (Glycine max) la mot trong nhirng cay trong quan trong nhat hién dang dugc
trong, ciing 1a nguyén liéu tho chinh dé san xuét dau thuc vét va protein (Liu va Cs,
2020). Pau twong chira nhiéu chat héa hoc thuc vat, bao gom céc hop chit phenolic va
isoflavone. Ngoai ra, chung duogc coi 1a mot loai thyc pham truyén théng tét cho stc khoe
nho gi4 tri dinh dudng cao (Wang va Komatsu, 2017). Hon nita, chlng rat quan trong
trong san xuat thirc an chin nudi (Tyczewska va cs, 2016). Nang suat va san luong dau
tuong toan cau trén mdi ha da ting lién tuc trong thé ky qua nho nhitng tién bo trong
canh tac ndng nghiép va gidng cay trong ph hop véi cac vi d§ khac nhau (Ainsworth va
cs, 2012). Tuy nhién, van con nhiéu pham vi dé cai thién viéc chon gidng dau tuong dé
ting ning suit cia chung. Cho dén nay, lai tao va chon gidng phan tir da duoc tién hanh
nhu mét phan cua chon gidng dau trong (Cao va cs, 2022). Tuy nhién, mot s6 yéu té moi
truong nhat dinh, chang han nhu han han, nhiém man va nhiét d6 cuc cao, da duoc phat
hién 1a han ché nghiém trong sy lay lan cua thyc vat, anh huong dén sy ting truong va
phét trién, dong thoi 1am giam san lugng cay trong (Zhang va cs, 2022).



Han han la mot trong nhitng céng thang phi sinh hoc chinh ngén can su phat trlen va nang
suit cua cay trong va gay nguy hiém cho tinh bén vitng cua san xuat cay trdng. N6 can
tré su phét trién cua thuc vat bang cach lam gian doan dong chdy cua nudc va giam
luong nude cung cap (Dubey va cs, 2021). Pang cha § ¥, 6 cap do té bao va sinh vat, thuc
vat di phat trién cac phan tng sinh 1y va sinh hoéa déi véi han han (Razi va Muneer,
2021). Cay bi han han c6 14 vang va quin hoic héo. Ngoai ra, han han anh hudéng dén
hinh thai cua ré, dan dén giam chiéu dai, dién tich va duong kinh cua ré (Bashir va cs,
2019). Theo ly thuyet sinh 1y hoc, han han lam tang kha nang chdng oxy hda, hoat dong
cua enzyme chéng oxy héa va tich liiy chat diéu chinh tham thau trong thuc vat (Wang va
cs, 2022a). Hon nita, kich thich té thuc vat anh huong dang ké dén phan @ng cua thyc vat
dbi voi ap luc han han. Vi dy, &p luc han han dan dén su tich tu thuong xuyén cua axit
abscisic (ABA) (Waadt va cs, 2022). Ngoai ra, khd han c6 thé gay hai cho kha ning téng
hop oxy cua thuc vat, dién hinh 1a 1dam giam kha ning quang hop va dic tinh huynh
quang cua chat diép luc (Yang va cs, 2019). C4c nghién ciu vé han han di tién xa hon
muc do sinh 1y hoc va hién bao gom viéc kiém tra ky ludng cac co ché phan tir. Trong
nghién ctru trude ddy cua chiing toi, chung toi da phat hién ra mot hé thong chéng han tap
trung vao con duong duong phan, chu trinh axit tricarboxylic (TCA) va con duong
pentose phosphate, ciing nhu cic gen Gng cir Vién tiém ning cho kha ning chdng han
(Wang va cs, 2022b). Hiéu duoc co ché ciia han han c6 thé cho phép céc nha nghién ciu
cai thién kha nang chong han cua thuc vat bang cach sir dung cac ki thuat nhat dinh, bao
gom cong nghé chinh sira gen va lai tao. Tuy nhién, viéc chon giéng c6 sirc dé khang cao
thudng doi hoi thoi gian dai va tén kém.

Hién tai, mot s6 hoa chat ngoai sinh, chang han nhu melatonin, thuong dwoc st dung dé
ting cudng su phét trién cua cdy trong va kha nang chdng chiu cing thang (Tiwari va cs,
2021). Mepiquat chloride (MC), mét chat &c ché tang truong thuc vat ndi sinh, thuong
dugc sir dung trong bong vai. Viéc lam cham hoat dong cua gibberellin (GA) lién quan
dén su kéo dai té bao s& ngin chan viéc kich hoat cac duong truyén tin hiéu, ac ché su
phét tricn sinh dudng va pha v& can bang noi mdi GA bang cach kich hoat cac gen dac
hiéu tai vi tri, cudi cing dan dén cay lun (Tung va cs, 2020). Ngoai ra, nghién ctru truéc
day cta chung t6i di chang minh rang MC ngin chin su phat trién cia dau tuong bang
cach ngan chin viéc san xuat GA, zeatin, brassinolide va cac hormone thuc vat khéc,
cling nhu cc gen lién quan dén qua trinh xay dyng va truyén tin hiéu cua thanh té bao;
hon nita, ching tdi phét hién ra raing MC c6 thé chiu duoc han han. Viéc s dung MC
trong cac trudng hop nude dién hinh dan dén sy tich tu mot luong dang ké flavonoid va
tang luong ABA & muac do noi tiét t6 (Wang va cs, 2022c). Ngoai ra, mét sé nghién ctu
tiét 16 rang MC cai thién kha niang chéng lai cang thang. Vi du, Liu va cs (2018) phat
hién ra rang viéc st dung MC c¢6 thé cai thién chire ning trao ddi chat sinh ly cua thuc vat
bang cach ting ham lwong chat diép luc va protein hoa tan trong 14 huéng duong, ting
tich lity axit amin tu do, giam san xuat malondialdehyd (MDA) va ting cudng hoat dong
cua catalase (CAT), men bao vé peroxidase (POD) va superoxide dismutase (SOD). Luo
va cs (2010) di chung minh rang xir Iy MC diéu chinh dang ké kha nang chiu lanh va
tang truong cua 6t ngot, bang ching 12 sy gia ting hoat dong SOD va CAT, ting cic hop
chat diéu chinh tham thau nhu proline va dudng hoa tan trong 14, va tich lily thém ABA,
lam giam thiét hai do ung suat nhiét do thip gy ra. Tuy nhién, co ché phan tir tiém ning
cua viéc diéu chinh MC déi véi phan tng han han cua dau tuong van chua duoc biét.

Trong nghién ciru nay, tac dong ciia MC ddi véi sy ting truéng va sinh 1y cia cay dau
tuong khi bi khd han da dugc bao cao mot cach cd hé thong bang cach ap dung MC cho



14 va m6 phong han han bang Polyethylene Glycol (PEG-6000). Co ché phan tir cia MC
diéu chinh phan g cua dau tuong dbi v6i han han da dugc phan tich sdu hon, gitp 14p
day khoang trong nghién ctru cia MC trong linh vuc Chong chiu cang thang cua dau
tuong va dit nén tang cho viéc thic day MC trong san xuat dau tuong.

2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
2.1 Vat liéu thi nghiém va thiét ké thi nghiém

Hai gidng Heinong 65 (HN65) nhay cam va Heinong 44 (HN44) chiu han duoc chon 1am
vat liéu thi nghiém vi kha nang chiu han khac biét ¢ giai doan cdy con (Wang va cs,
2022d). Phuong phap canh tac trén cat dugc su dung cho thi nghiém. Tam hat dugc gieo
mdi chau va tia thua thanh ba cay con mdi chau khi 14 that phét trién ddy du. Ching duoc
tudi mot 1an mdi ngay bang nudc cit (500mL) cho dén khi 14 that phat trién day du, va
sau d6 bang dung dich dinh dudng Hoagland (500mL) maot 1an mdi ngay cho dén khi 14
that né ra hoan toan. Cac nghiém thirc sau ddy duoc ap dung khi ddu twong dat dén giai
doan cay con (V3): Nghiém thirc 1 (diéu kién binh thuong), diéu Kién nudc binh thuong
dugc duy tri bang cach bo sung 500mL dung dich dinh dudng Hoagland hang ngay.
Nghiém thtic 2 (han han), diéu kién nude binh thudng dugc duy tri trong 3 ngay dau tién,
va nghiém thirc han han dugc ap dung sau d6. Dung dich dinh dudng Hoagland (500mL)
chia 15% PEG-6000 duoc sir dung mot 1an mdi ngay trong 4 ngay tiép theo. Nghiém
thic 3 (han + MC): Dung dich MC (100 mg/L) phun déu 1én cac 1a cho dén khi 14 uét
hoan toan nhung khong nhé giot. Piéu kién nudc binh thuong dwoc duy tri trong 3 ngay
dau tién. Sau d6, mot phuong phap xur ly cing thang han han da duoc ap dung, va trong 4
ngay tiép theo, 500mL dung dich dinh dudng chira 15% PEG-6000 duoc sir dung mdi
ngay mét lan. Tat ca cac phuong phap xir 1y sau d6 da duoc ldy mau va do luong. Dé
dam bao dua vat liéu thi nghiém, mdi nghiém thuc giir lai 30 chau, duy tri hon ba lan lap
lai sinh hoc (bao gom ca phép do hinh théi va sinh 1y). Dé hiéu dugc quy dinh vé han han
cia MC ¢ cap do phan tir, phan tich phién ma va chuyén héa duoc thuc hién trong cac
nghiém thic 2 va 3, bao gdom hai nhém, HN44 han so véi HN44 han + MC va HN65 han
so voi HNG5 han + MC (Sau day goi 1a Nhom HN44 va Nhom HN65, twong tng).

2.2 Xac dinh cac chi tiéu hinh théi, sinh ly

Chiéu cao cay duoc do bang thude mét. i vai trong lugng kho cua 14 va than, cay duoc
cit & vét seo cua |4 mam, 14 va than duoc tach thu cong va cho vao phong bi gidy, sau d6
phong bi nay duoc niém phong. Chiing dugc siy khd trong 10 ¢ 65°C trong 3 ngay va
dugc can bang can.

Phuong phap axit thiobarbituric duoc st dung dé xac dinh nong d6 MDA. Ham luong
proline dugc xac dinh bang ky thuat axit indenetrione-sulfosalicylic. Ky thuat nitroblue
tetrazolium (NBT) dugc st dung dé do hoat dong SOD va guaiacol duoc sir dung dé do
hoat dong POD. Nhitng k¥ thuat nay duoc trinh bay chi tiét trong nghién ctu trude day
cua ching tdi (Dong va cs, 2019). Excel (Microsoft 365MSO) di duoc sir dung dé vé
biéu do thanh. Ham luong chat diép luc twong ddi duge xac dinh bang MultispeQV2.0.

2.3 Phwong phap thi nghiém phién ma va chuyén hoa

Tong cong co 12 thu vien DNA bo sung (cDNA) da dugc xay dung (bao goém ba lan lap
lai nghiém thae 2 va 3). Céc thu vién cDNA da dugc giai trinh tu trén nén tang giai trinh
tu Illumina. Dit liéu gbc duoc loc bang fastp 0.19.3. HISAT v2.1.0 d3 tao mot chi muc va
can chinh cac lan doc sach theo bo gen tham chiéu. DESeq2 v1.22.1 duoc st dung dé tién



hanh phan tich biéu thic khac biét gitra hai nhém va k¥ thuat Stewamini & Hochberg
duoc &p dung dé diéu chinh gié tri P. D4i véi biéu thire chénh léch dang ké, gid tri P duoc
diéu chinh va |log2 thay d6i| da dugc s dung lam tiéu chi. [log2 thay dbi| > 1 va FDR
<0,05 Ia tiéu chi sang loc cac gen biéu hién khéac nhau (DEG). Thu nghiém siéu hinh hoc
tao thanh nén tang cho phan tich 1am giau cua cac gen cd biéu hién khac biét. Thu
nghiém phan phdi siéu boi cho Gen va Bo gen Béach khoa Kyoto (KEGG) duoc thuc hién
dua trén 16 trinh.

Viéc chuan bj so bo cac chat chuyén hoa duoc thuc hién theo cac giao thire da duoc thiét
lap tai Cong ty TNHH Cong ngh¢ sinh hoc Metware (Vi Han, Trung Quéc). VIP > 1 va
llog2 thay dbi| > 1 da duoc sir dung dé xac dinh cac chat chuyén hoa dugce diéu chinh
dang ké giira cac nhom. Bang céch sir dung géi R MetaboAnalystR, cac gia tri bién quan
trong trong phép chiéu (VIP) da duoc trich xuét tir di liéu Phan tich phan biét phan biét
binh phuwong nhé nhat mot phan tryc giao (OPLS-DA), dong thai tao ra cac biéu d6 diém
s6 va hoan vi. Dir liéu duoc ldy trung binh lam trung tim va duoc bién d6i logarit (log2)
truéc OPLS-DA. Ham thong ké prcomp trong R da thuc hién phan tich thanh phan chinh
khong giam sat (PCA) (www.r-project.org). C4c chét chuyén hoéa dugc phét hién da duoc
cha thich bang céach st dung co so dir liéu KEGG. Phién ban R (g6i co ban) 3.5.1, da
duoc sir dung cho PCA. OPLS-DA duoc thuc hién bang R (MetaboAnalystR; phién ban
1.0.1). Cytoscape da dugc sir dung dé tao c4c mang twong quan.

2.4 Phuong phap phat hién phan ng chudi polymerase dinh lwgng théi gian thuc

cong ty TNHH Céng nghé sinh hoc Norminkoda (Vii Han, Trung Quéc) di thuc hién
phat hién gPCR. Str dung MonScript™ RTIII All-in-One Mix véi dsDNase, phién ma
nguoc toan bo RNA thanh ¢cDNA. Céc doan mdi duogc sir dung trong qPCR duoc trinh
bay trong Bang bo tro S1. Quy trinh PCR duoc thuc hién nhu sau: Dau tién, qué trinh
kich hoat nhiét ban dau cua PCR duogc thuc hién & 90°C trong hai phat cho mét chu ky.
Thi hai, bién tinh & 95°C trong 5 gidy, két hop u/kéo dai & 60°C trong 30 gidy, 40 chu
ky. Cubi cung, dudng cong nong chay da duoc phan tich. Pé xac dinh biéu hién tuong
d6i cua cac gen, gen tham chiéu bén trong ACT11 da dugc s dung va phuong phép 2-
AACt da duoc ap dung.

3. KET QUA
3.1 MC lam giam chiéu cao cAy nhwng thic day tich liy chat khd khi bi han han

Truéc tién, ching tdi so sanh sy phat trién cua thyc vat trong ba diéu kién xt ly, tic la
binh thuong, ap lyc han va han + MC. Trong diéu kién binh thuong, hai glong (HN44 va
HNG5) c6 chiéu cao lan luot la 43,5cm va 38,9cm. Chiéu cao cua hai glong cay giam
manh khi bi han, lan luot 12 34,2cm va 32,2cm. Khi xir Iy han han + MC, chiéu cao cay
tiép tuc giam xudng lan luot 1a 31,3cm va 25,5cm, va su khac biét giita cac nghiém thirc
1a dang ké (Hinh 1A). Ngoai ra, trong luong chat kho cua 1a khac nhau dang ké giira cac
nghiém thic (Hinh 1B). O diéu kién binh thuong, khdi lwong khd cua 14 cua hai giéng
lan luot dat 5,379 va 5,21g. Khi bi han, trong luong kho cua la caa hai giéng giam dang
ké, trong tng 1a 4,589 va 4,42g. O nghiém thtc han + MC, trong luong kho cua 14 cao
hon so véi nghiém thtc han, lan luot 12 4,979 va 4,91g. Trong luong chat khd cua than
cling khac biét dang ké gitra cac nghiém thirc (Hinh 1C). Trong luong khd cua than trong
diéu kién binh thuong 1a 2,88g va 3,05g, trong khi chiing giam manh xuéng con 2,41g va
2,38g twong ung khi bi han. Trong lugng kho cua than cay khi xtr ly khé han + MC cao
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hon so véi khi xu Iy han, lan luot 1a 2,649 va 2,699, cho thay rang MC déng mot vai tro
cu thé trong diéu kién ap luc han han trong viéc thuc day ting truong thuc vat.

Hinh 1. Panh gia tinh
trang tang truong
gitra cac nghiém thuec.
(A) Chiéu cao cay.
(B) Trong luong kho
cua la.

(C) Trong luong kho
cua thén cay.

Cac chir cai khéc
nhau trong mdi gidéng
thé hién 5% su khac
biét dang ké giira cac
nghiém thuec.

Plant height on

ey mtter weight g

HNAA Group HNGES Group

= Normal conditions B Drousht = Drought+DPC

3.2 MC giam bét thiét hai thyc vat do han han gay ra

Chung t6i da nghién ctu sy tich liily MDA va proline cling nhu hoat dong cia SOD va
POD d¢é 1am sang to cac tac dong sinh ly caa MC ddi véi dau tuong khi bi han han. Han
han din dén giam tich liy MDA ¢ hai giéng so véi diéu kién nuéc binh thuong (Hinh
2A); tuy nhién, micc MDA trong HN65 cao hon, cho thidy mirc do thiét hai nhiéu hon so
v6i HN44. Hon nita, ndong d6 MDA cua hai giéng giam manh khi xt Iy han + MC va MC
lam giam qué trinh peroxy hoa lipid mang. Dudi &p lyc han, ham lugng proline cua hai
gidng tang 1én rat nhiéu (Hinh 2B), véi HN44 c6 ham luong proline cao hon HN65. Tuy
nhién, ham luong proline giam dang ké khi xir Iy han + MC, vi MC lam giam déng ké sy
tich liiy proline. Hoat dong SOD va POD cua hai gidng ting manh khi bi han, véi hoat
dong SOD ¢ HN44 lubén cao hon & HN65 (Hinh 2C, D). Hoat dong POD cua HN44 giam
manh khi xi Iy han + MC, trong khi cia HN65 giam, mic du khong déang ké. Nhin
chung, HN44 c6 kha niang chdng chiu han tét hon va MC da giam bét thiét hai do han
gay ra & mot mirc d6 nao do.

A c

Hinh 2. Panh gia kha nang
chiu han gitta cac phuong
phdp xu ly khac nhau. (A)
malondialdehyde (MDA), (B)
proline, ©) superoxide
dismutase (SOD) va (D)
peroxidase (POD).

Céc chtr cai khac nhau trong
mdi giong thé hién 5 % su
khac biét dang ké gitra cac
nghiém thtc.




3.3 Panh gia dir liéu phién ma va xac dinh gen khac biét

Mudi hai thu vién cDNA (bao gom ba 1an Iip lai sinh hoc cho mdi lan xir 1y) da duoc xay
dung va giai trinh tu dé biét phan &ng cua hai gidng dau twong d6i voi han. Mdi thu vién
cDNA tao ra tir 5871 triéu luot doc thd va tir 56-66 triéu luot doc tinh, mang lai 108,75
G luot doc tinh (Bang b trg S2). Co sé tinh caa mdi mau duoc phan phéi trong khoang
tir 8,45-9,99 G. Co sé Q30 chiém hon 93,2% tong ham lugng co so, trong khi co s¢ GC
chiém tir 44,53-45,67%. Ty & so sanh cua tirng mau la trén 96,2% khi céc lan doc tinh
dugc so sanh véi bo gen tham chiéu, ching to rang chit luong giai trinh tu 1a tot va co
thé thue hién phan tich tiép theo.

Duéi ap lyc han, MC thé hién nhiéu tac dong khac nhau ddi véi hai gidng dau tuong.
Gidng HN44 c6 2476 DEG, bao gom 674 gen diéu hoa giam va 1802 gen diéu hoa ting.
Gidng HN65 c6 2752 DEG, bao gém 1430 gen diéu hoa giam va 1322 gen diéu hoa ting.
Téng cong hai gidng nay cung thé hién 756 DEG.

3.4 Phan tich chiwre nang cia cac gen khac biét

Pé hiéu cau hinh chuc niang cua cac gen khac biét, chua thich ban thé gen cua cac gen
khac biét da duoc thuc hién (Hinh S1). DEG trong HN44 dac biét phong phu trong mot
s6 thanh phan lién quan dén quang hop, bao gdm qua trinh sinh tong hop chat diép luc,
qua trinh chuyén hoa chat diép luc, thu nhan anh sang, quang hop, hé thong quang dién 1,
quéa trinh chuyén hoa sac té va phan tng véi cudng d6 anh sang cao. Ngoai ra, cac con
duong khéc, chang han nhu tong hop va chuyén hoéa vitamin E, ciing dugc tham gia.
DEGs trong HN65 chu yéu duoc 1am giau trong chuyén hoéa glucose, can bang ion kim
loai té bao, phat trién Iop biéu bi, sinh tong hop axit béo, chuyén hoa axit béo, chuyén
héa lipid, quang hop, phan (ng anh sang, chudi van chuyén dién tir quang hop, hé thong
quang khéng gian ngoai bao, thanh té bao thuc vat, lién két ion sit , va cdc mat hang
khac. Viéc ap dung MC di anh huong dén cac qua trinh lién quan dén quang hop & hai
giong.

Phén tich lam giau dang ké cia KEGG da duoc thuc hién dé hiéu rd hon vé cac con
duong trao d6i chat lién quan dén DEG (Hinh S2). Quang hop, protein dng-ten quang
hop, chuyén hoa porphyrin va chat diép luc, sinh tong hop cac chat chuyen hoa thir cap
va tuong tac mam bénh thuc vat 1a ndm yéu té duoc lam giau dang ké nhat trong HN44.
Ngoai ra, su twong tac giira mam bénh thuc vat, con duong truyén tin hiéu MAPK giira
thuc vat, truyén tin hiéu hormone thuc vat, chu0| sinh tong hop glycosphingolipid-
ganglio va sinh tong hop cac chat chuyén hoa thir cap 1a nim yéu té duoc lam giau déng
ké nhat trong HNG5.

3.5 Anh hwéng ciia MC dén hé thong quang hop khi bi han

Pau tién, qua trinh bat sang ¢ ca hai giéng déu bi anh huong (Hinh 3A). G HN44, cac
gen ma hoa cac protein phuc hop | thu nhan anh sang Lhcal, Lhca2, Lhca3 va Lhca4
duoc diéu hoa qua muc va cac gen ma hda cac protein phic hop 11 thu nhan anh sang
Lhcb, Lheb2, Lheb3, Lheb4, Lheb5 va Lheb6 bi diéu chinh quéa mic. G HN65, cac gen
ma hoa cac protein phuc hop 11 thu nhan &nh sang Lhcbl, Lheb2, Lheb3, Lheb5 va Lhcb6
da dugc diéu chinh qua muc. Qua trinh diéu chinh giam cua cac protein nay thé hién su
giam hiéu qua thu nhan anh sang cua hai giéng.

MC tiép tuc uc ché qua trinh quang hop cua dau tuong dudi &p luc han (Hinh 3B). Do
giam hiéu qua thu anh sang, cac qua trinh khac ciing bi anh huong. O HN44, MC ¢ tac
dung wc ché quang hop manh hon. Trong hé théng quang hop Il, cac gen ma hoa PsbO,



PsbP, PsbQ, PsbS, PsbW, PsbY, Psb27 va Psb28 bi diéu hoa qua muac. Trong hé thong
quang hop 1, cc gen ma héa cac tiéu don vi quang hop PsaD, PsaE, PsaF, PsaG, PsaH,
PsaK, PsaL, PsaN va PsaO bi diéu chinh qua muc. Ngoai ra, cAc gen ma hoa plastocyanin
va ferredoxin dugc diéu chinh qua mac trong qué trinh van chuyén dién tir quang hop.

Lt harvesting chisgop by p i complex

Hinh 3. Tac dung cua MC
dbi voi hé thdng quang hop
duai ap luc han.

(A) hé thdng thu anh sang
(B) quang hop.
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Nguoc lai, LOC100777573 (Log2FC = 2,08), chi ma héoa NADP + reductase, da duogc
diéu chinh ting, trong khi cdc gen ma héa ATPF1G va ATPF1D da dugc diéu chinh qua
muc. O HNGB5, tAc dung tc ché quang hop cia MC yéu hon so véi HN44. Trong hé thong
quang hop I, chi c6 cac gen ma hoa PsaG va PsaO duoc diéu chinh nguoc, trong khi ¢ hé
théng quang hop I, tat ca cic gen ma hoa PsbP, PsabQ va PsbY déu duoc diéu chinh
nguoc va tat ca cac gen ma hoa ferredoxin trong qua trinh van chuyén dién tir quang hop
déu bi diéu chinh nguoc. Sy biéu hién cua protein ho PsbP, PsabQ, PsaG va PsaO c6 thé
lién quan chat ché véi MC. Chung t6i cling quan sat thay su gia ting ham luong chét digp
luc twong doi (Hinh 3). Khi hai giong dau twong chiu han, ham lugng chat diép luc tuong
d6i tang 1én dang ké. Sau khi ung dung MC, ham luong chat diép luc tuong d6i tang 1én
dang ké trong HN44. Tuy nhién, gia tri SPAD ciia HN44 nhin chung thap hon HN65.

3.6 Tac dung ciia MC ddi véi quéa trinh chuyén hoa GA khi bi han han

Chung t6i d3 nghién ciru thém vé tac dong caa MC dbi véi qué trinh chuyén héa GA khi
bi han (Hinh 4A).

Trong Nhém HN44, chin gen di tham gia vao con dudng nay. Ba gen lién quan dén
GID1 (GID1), LOC100806530 (Log2FC = 2,91, gidng bén dudi), LOC100779813 (2,18)
va LOC100788435 (1,65), da dugc diéu chinh tang. Ngoai ra, LOC100796434 (1.05), ma
hoa protein DELLA, da dugc diéu chinh ting va bi anh huong boi qua trinh quang hop.
Nguoc lai, nim gen mi hoa yéu t6 twong tac phytochrom 4 (PIF4) chi dugc diéu chinh
taing boi LOC100807098 (3,44) va bdn gen con lai LOC100784531 (-1,20),
LOC100798855 (-1,61), LOC100814124 (-1,23) va LOC100819517 (-1,74) di dugc diéu
chinh giam.
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Trong HN65, 16 gen da tham gia vao con duong nay;, LOC100812133 (1.43),
LOC106797394 (1.39), LOC100779813 (1.54) va LOC100788435 (1.92) m& hoa GID1
duge diéu chinh ting, LOC100795069 (-2.52) duoc diéu chinh giam va LOC100775665
(1.148) va Protein DELLA ma hda LOC100788103 (1.20) da duoc diéu chinh lai. Ngoai
ra, chi mot trong sé chin gen ma hoa PIF4, LOC100811345 (1.37), dugc diéu chinh ting.
O mic do sinh 1y, chung t6i do su thay d6i ham lugng cua mot s hormone trong ho GA.
GA 9, GA 15, GA 7, GA 20, GA 53, GA 4 va GA 24 khong dugc phéat hién va noi dung
GA 1, GA 19 va GA 3 da thay d6i sau khi 4p dung MC. Ham luong GAs 3 va 1 trong hai
gidng ting dang ké sau khi bon MC dudi 4p luc han (Hinh 4B, C), trong khi ham luong
GA 19 giam dang ké. Trong diéu kién han, ham lwong GA19 trong HN44 1a 0,73 ug/g
FW va ham luong trong HN65 1a 0,34 pg/g FW, trong khi GA 19 khéng dugc phat hign
sau khi bon MC. Nhin chung, qua trinh trao d6i chat cia GA duoc ting cudng ¢ cap do
phién m4, va ¢ cap do sinh 1y, GAs 1 va 3 ciing dugc ting 1én, do d6 duy tri su phat trién
cua than cay dudi &p luc han.

3.7. Xac thuc gRT-PCR
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Hlnh 5 Bleu hlen gen | duorc phan tlch bang phu’O'ng phap PCR thol glan thu’c dmh lu:ong
S0 vé6i phuong phap kiém soat han. Gen ACT11 duoc str dung lam gen tham chiéu noi bo



dé chuan hoa biéu hién. Cac thanh 15i cho biét SD cua ba lan sao chép sinh hoc qRT-
PCR.

Chin gen quan trong da duogc chon dé xac minh qRT-PCR nham xac nhan tinh hop Ié cua
dir liéu phién ma (Hinh 5). LOC100816177 tham gia vao qua trinh chuyén héa axit 2-
oxocarboxylic, SOMT-2, LOC100784120, LOC100797504, LOC100794610 va
LOC100819853 tham gia vao qua trinh sinh téng hop isoflavone, LOC100305746 va
LOC100305786 tham gia vao qué trinh quang hop va CHI4A tham gia vao qua trinh sinh
téng hop flavonoid. Két qua gPCR cua chin gen dwgc phét hién phu hop véi xu hudng
biéu hién RNA-Seq. Nhitng két qua nay cho thay do tin cay cao cua dit liéu RNA-Seq.

3.8 PCA va OPLS-DA

Phén tich PCA duoc tién hanh trén cac mau. C6 sy khac biét rd rang gitta cac nhom bi
anh huong boi han va nhiing nhdm bi anh husng boi han + MC (Hinh 6A), cho thiy rang
tng dung MC dén dén nhitng thay doi Chuyen hoa dang ké giira hai gidng. Hoi quy binh
phuong nhé nhét tiring phan duoc sir dung dé tao md hinh quan hé gitra biéu hién chat
chuyén hoa va phan loai mau. Cac két qua da ching minh rang R2X, R2Y va Q2 lan luot
cao hon 0,562, 0,846 va 0,936 trén bén bd mau, cho thay mirc d6 nhay cam cua cac chat
chuyén héa déi vai tinh trang han (Hinh 6B, C). M6 hinh duoc coi la chinh xac, boi vi
R2Y’ va Q2’ déu nho hon so véi mé hinh ban dau. Cac chat chuyén hda khéc biét sau d6
duogc kiém tra bang phan tich gia tri VIP.
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3.9 Xac dinh va phan loai cac chat chuyén hoa khac nhau trong hai giong

Tong cong ¢6 167 chat chuyen hda khac bigt (138 chat dicu hoa ting va 29 chat diéu hoa
giam) duoc tao ra trong HN44 (Bang bo tro S3) va 137 chat chuyén hoa khac nhau (98



chit diéu hoa ting va 39 chat diéu hoa gidm) duoc tao ra trong HN65 (Bang bo sung S4).
Hinh 7 cho thay biéu d6 ndi lira so sanh theo cap cta cac chat chuyén hoa khac biét.
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Hinh 7. Biéu dd nui ltra cua cac chat chuyén héa khac nhau. (A) HN44; (B) HNG5.
3.10 Phan tich nhirng thay d6i toan cau trong cac con dwong trao doi chat

Trong HN44, chi ¢ qué trinh sinh tong hop stilbenoid, diarylheptanoid va gingerol duoc
diéu chinh giam trong 20 con dudng lam giau trao d6i chat hang dau va cac kiéu biéu
hién cua 19 con dudng con lai c6 xu huéng duoc diéu chinh ting. Dya trén gia tri P, cac
chat chuyén héa khac nhau chu yéu dugc lam giau trong qué trinh sinh tong hop axit
amin, chuyén hoa axit 2-oxocarboxylic, sinh tong hop aminoacyl-tRNA, sinh tong hop
glucosinolate va sinh téng hop isoflavonoid. Trong HN65, chi c6 qua trinh sinh tdng hop
stilbenoid, Diarylheptanoid va gingerol, ciing nhu qua trinh chuyén hda ascorbate va
aldarate c6 xu hudng duoc diéu chinh giam trong 20 con dudng lam giau trao doi chat
hang dau va céc kiéu biéu hién cua 18 con duong con lai c6 xu huéng duge diéu chinh.
Cac chat chuyén hoa khac biét chu yéu dugc 1am giau trong qud trinh sinh tong hop
glucosinolate, chuyén hda axit cyanoamino, chuyén hoa axit 2-oxocarboxylic, sinh tong
hop aminoacyl-tRNA va phan huy valine, leucine va isoleucine. MC da cai thién qua
trinh chuyén hoa flavonoid va axit amin dudi &p lec han & dau twong (Hinh 8).

o st . Hinh 8. Biéu do
A - —— “. |F% diém phong pha
i s = 4~ khéc nhau cho céc
- = chat chuyén hoa.
: 3 (A) HN44; (B)
HNG5.

Differential Abundance (DA) Score

3.11. Su tich tu flavonoid va axit amin do MC gay ra khi bi han

MC di 1am cho hai gibng tich liiy mot lwong Ion flavonoid va axit amin ¢ cap do trao doi
chat khi bi han. Tong cong c6 55 flavonoid (6 diéu chinh giam) da duogc tich lily trong
HN44, 48 (8 diéu hoa chinh) trong HN65 va 24 flavonoid da dwoc phat hién giita hai
gidng. Ngoai trir s biéu hién nguoc lai caa isorhamnetin-7-O-glucoside giira hai giéng
(dugc diéu chinh ting & HN44 va diéu chinh giam & HN65), 23 flavonoid khac di duoc
diéu chinh ting. Trong s C4c chat tich lily, gia tri Log2FC ciia HN44 ciing chii yéu Ién



hon so véi HNG5 va gia tri Log2FC cuia cac chat, chang han nhu prunetin-4'-O-glucoside
va izalpinin, lan luot dat 10,12 va 9,5. Ngoai ra, hai gidng nay di tich liy mét sd
flavonoid doc dédo dé chéng lai han, chiang han nhu 7-hydroxy-4’-methoxyisoflavone,
formononetin va garbanzol & HN44, va chrysin, tectochrysin va 3’-methoxydaidze &
HNG65. Tuy nhién, HN44 c6 nhiéu chat chuyén héa flavonoid dugc diéu chinh hon.

V& tich liiy axit amin, 31 (tit ca dwgc didu chinh) va 22 (hai axit amin bj diéu chinh) va
cac dan xuat cua ching lan luot dugc tich lity trong HN44 va HN65; 18 chat va sy tich
lity cia mot sé chat chuyén héa marker chiu han phd bién nhit dinh, ching han nhu L-
proline va L-phenylalanine, di duoc phat hién gitra hai giéng. Trong sb 18 axit amin tich
lity, gia tri Log2FC ctia HN44 16n hon HN65. Ngoai ra, hai giéng nay da tich lily mot s6
axit amin nhit dinh dé chéng chiu han, chiang han nhu L-lysine, L-histidine va L-
homomethionine trong HN44, va N-acetyl-L-glycine, cyclo (Ala-Gly) va glycyl-
tryptophan trong HN65. Tuy nhién, HN44 c6 nhiéu chit chuyén héa axit amin dugc diéu
chinh hon.

3.12. Phin tich twong quan giira gen va chat chuyén hoa

Hinh 9 chi ra rang su khac biét vé gen va chat chuyén hoa cua hai giong chu yéu phan b
& goc phan tu tha hai, thtr tu, thir sdu va tha tdm. Mac do phong phu biéu hién cua cac
chat chuyén héa cao hon so vai cac gen ¢ goc phan tu tha hai va th tu. Cac chat chuyén
hoa dugc diéu hoa ting, trong khi cac gen khong thay doi hoac bi diéu hoa giam. O goc
phan tu th sau va tha tim, mic d6 phong phd biéu hién cia céac chat chuyén hda thap
hon so véi mirc d6 biéu hién cua gen; cac gen duoc diéu chinh ting, trong khi cac chat
chuyén hda khong thay doi hodc duoc diéu chinh giam. Dudi ap luc han + MC, muc do
phién ma va trao doi chat trong HN44 tang 1én, mirc d6 phién ma trong HN65 bj @c ché
nhe va mirc do trao doi chat ting 1én.
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Hinh 9. So do Chln goc phan tu phan tich twong quan. (A) HN44 (B) HN65.

3.13. Con dwdng lam giau caa cac gen va chat chuyén héa khac nhau

Céc gen khéc biét va chat chuyén hda cua cling mot nhém dugc 1ap ban do dong thoi vao
con dudng KEGG dé hiéu rd hon vé mdi quan hé giira gen va chat chuyén héa (Hinh 10).
Trong HN44, céc gen khac biét va cac chit chuyén hoéa tham gia vao 56 con dudng, chu
yéu duoc lam giau trong qué trinh sinh téng hop axit amin, chuyén hda axit 2-
oxocarboxylic, sinh tong hop glucosinolate, sinh tong hop isoflavonoid, chuyén héa axit
cyanoamino va cac con dudng khac. O HN65, cac gen khéc biét va cac chat chuyén héa
tham gia vao 43 con dudng, chu yéu dwoc lam giau trong qua trinh sinh téng hop



glucosinolate, chuyén hoa axit cyanoamino, chuyén hoéa axit 2-oxocarboxylic, sinh tong
hop aminoacyl-tRNA va phan huay valine, leucine va isoleucine.
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Hinh 10. Biéu do Iam giau Gen va Bo gen (KEGG) cua Bach khoa Kyoto vé cac gen va
chat chuyén hoa khac nhau. (A) HN44; (B) HN65.

3.14. Hé théng chuyén héa axit amin dwoc xép tang béi 2-oxyaxit

Xt Iy han + MC d3 kich hoat con dudng chuyén hda axit 2-oxocarboxylic, bao gém qua
trinh chuyén héa/tong hop cac axit amin khac nhau va déng vai trd thiét yéu trong kha
nang chéng han cia dau twong. Trong HN44, 5 gen va 14 chat chuyén hda da tham gia
vao con duong nay; trong HN65, 3 gen va 7 chat chuyén hoa da tham gia. Nhu dugc
minh hoa trong Hinh 11A, n6 cha yéu bao gém bén phan: chuyén héa glycine, serine va
threonine, chu trinh citrate, sinh téng hop arginine va sinh tong hop lysine. Trong HN44,
ing dung MC dan dén sy tich ty citrate (1.33) va LOC100778506 (3.05) ma hda aconitate
hydratase (ACO) dugc diéu chinh ting dé thiic day qué trinh chuyén dbi axit xitric thanh
axit isocitric. o-ketoglutarate (-2,49) dugc diéu chinh giam do su diéu chinh ting cua
AAT (1,62) ma hoa aspartate aminotransferase (GOT1), lam ting toc qué trinh chuyén
hoa cua a-ketoglutarate va tién chat xudi dong cua n6 de tong hop orithine, N-
acetylornithine (1,75), la cling dugc tich liy. Trong qua trinh tong hop lysine, ham luong
L-alpha-aminoadipate (2,24) ting Ién, chat nay cha yéu tham gia vao con duong AAA (2-
ketoglutarate > 2-aminoadipic acid = lysine), dan dén sy tich tu lysine (1,53). Trong
HNG65, chi c6 hai chat chuyén hoa, a-ketoglutarate (1,55) va L-alpha-aminodipate (1,48),
duoc tham gia; nhu thé hién trong Hinh 11B, chu yéu lién quan dén qua trinh sinh tong
hop valine, leucine va isoleucine. LOC100811656 (2.95), ma héa IPMI-L trong HN44, da
duogc diéu chinh ting dé thuc day qua trinh sinh tong hop leucine va isoleucine, diéu nay
cling dan dén su tich tu cua ca leucine (1.64) va isoleucine (1.59) va sy gia ting cua ham
luong valine (1.44). Ngoai ra, hai chat chuyén hda trung gian la axit 2-isopropylmalic (-
1,54) va 3-isopropylmalate (-1,56) di duoc diéu chinh giam. G HN65, chi c6 ba chat
chuyén héa duoc tich lity, trong dé, leucine (1,19), isoleucine (1,19) va valine (1,22)
dugc diéu chinh ting va khong quan sat thy su thay doi gen nao. Mac du ba axit amin
ndy dugc tich liy gitra hai giong nhung su thay d6i nép gap cta HN44 16n hon. Nhu thé
hién trong Hinh 11C, chu yéu lién quan dén qua trinh sinh tong hop glucosinolate va
chuyén hoéa phenylalanine, tyrosine va tryptophan. Bén axit amin, homomethionine
(1,09), tryptophan (1,79), tyrosine (1,27) va phenylalanine (1,57), duoc tich liiy trong
HN44 sau khi tng dung MC. Ngoai ra, hai gen ma hdéa N-hydroxythioamide S-beta-
glucosyltransferase (UGT74B1), LOC100783133 (1.28) va LOC100816177 (1.48), da



duge diéu chinh ting cuong dé thuc day chuyén hda homomethionine va tryptophan.
Trong HN65, hai axit amin, phenylalanine (1,20) va tyrosine (1,19), di dwgc diéu chinh
tang va LOC100786887 (-2,15) m& hoa phenylalanine N-monooxygenase (CYP79A2) da
duoc diéu chinh qua muc. Giira hai gen ma héa UGT74B1, LOC100816177 (1,40) dugc
diéu chinh ting va LOC100783761 (-1,04) duoc diéu chinh giam. N6i chung, HN44 thé
hién nhiéu loai chat chuyén héa va gen hon, yéu tb diéu chinh ting thuong 16n hon so véi
HNG65. Nhiing gen/chit chuyén hoa nay déng mét vai trd quan trong trong kha ning
chéng han.
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3.15 Hé théng chéng oxy hoa cha yéu la Isoflavone

Ung dung truéc caa MC da dan dén su “bung nd” téng hop isoflavone dudi 4p lrc han.
Tong cong c6 11 chat chuyén hoa va 19 gen lién quan dén HN44, 5 chat chuyén hda va
15 gen lién quan dén HN65. Chung tdi chu thich thém céc gen va chat chuyén hoa ma
hoéa cac enzym khac nhau trong con duong nay (Hinh 12). Trong HN44, IFS2 (3.26) va
2-hydroxyisoflavanone synthase (CYP93C) ma hoa 2-hydroxyisoflavanone (CYP93C)
dugc diéu chinh tang, HIDH (1.63) duoc diéu chinh ting va LOC100817797 (-1.16) duoc
diéu chinh it. LOC100819853 (1.60) va SOMT-2 (2.89) mi hoa isoflavone-7-O-
methyltransferase (7-IOMT) da duogc diéu chinh lai va hai gen isoflavone 7-O-
glucosyltransferase (IF7GT) GMUGT4 (1.30) va LOC100775378 (3.28) di duogc diéu
chinh lai. Piéu nay lam ting ham luong c4c chat chuyén hda o gitra va dudi cia con
duong nay, chu yéu bao gom prunetin (1,42), biochanin A (1,32) va sissotrin (1,76).
Ngoai ra, gen flavonoid 6-hydroxylase (F6H) LOC100797504 (1.51) da dugc diéu chinh
ting va ma hoa isoflavone 7-O-glucoside-6"-O-malonyltransferase (IF7MAT) bon gen
IF7MaT (1.10), LOC100813644 (3.84), LOC100814826 (1,90) va LOC100815354 (1,14)
dugc diéu chinh ting, va cac chat chuyén hda xudi dong cua nd la glycitein 7-O-
glucoside (1,20) va malonylglycitin (4,69) duogc tich lily. Ngoai ra, formononetin 7-O-
glucoside (2,53) va formononetin 7-O-glucoside-6"-O-malonat (2,16) dugc diéu chinh
ting & phan sau cia formononetin (3,00). Trong con dudng daidzein = medicarpin, hai
gen vestitone reductase (VR) LOC100194416 (2,08) va LOC547660 (2,22) va ba gen
CYP81E CYP81E11l (2,15), LOC100784120 (1,68) va LOC100794610 (5,00) da dugc
diéu chinh ting, cudi cing dan dén tich tu mecarpin (7.31). Hai chit chuyén héa & ha
nguon cua daidzein, daidzein 7-O-glucoside (1,25), malonyldaidzin (1, 81) va CYP93A1
(4,12) ma hoa 3,9- -dihydroxypterocarpan 6a-monooxygenase, da dugc diéu chinh tang.
Trong HN65, nim chat chuyén hoa duoc diéu hoa ting cuong ononin (1,03),
malonylglycitin (1,16), prunetin (1,33), biochanin A (1,16) va sissotrin (1,82) da dugc
phét hién trong HN44. Cac gen khac, bao gom CYP71D10 (1.87), LOC100797504 (2.96)
va LOC100816377 (1.77) mad hda enzyme F6H va hai gen 7-IOMT LOC100819853
(1.27) va SOMT-2 (1.43) ciing duoc diéu chinh ting. GMUGT4 (1.39) va LOC112999750



(1.91) m& héa IF7GT va LOC100784120 (1.54), LOC100790507 (7.10) va
LOC100794610 (3.45) ma héa CYPS1E da duoc diéu chinh lai. Khong giéng nhu trong
HN44, ma héa IF7MaT (1.09) va LOC100814826 (1.33) IF7TMAT da duoc didu chinh
ting va LOC100801403 (-1.07) da duoc diéu chinh lai trong HN65. LOC100807166
(1.10) m& héa CYP93AL di duoc didu chinh tang va CYP7602 (-1,89) dd duoc didu
chinh giam trong HN65. Nhin chung, HN44 c6 nhiéu loai chat chuyén hoa va gen duoc
diéu chinh hon. Mot s6 gen cét 16i va chat chuyén héa cua F6H, 7-I0MT, IF7GT va
CYP81E, chang han nhu prunetin va biochanin A, c6 thé lién quan chit ch& véi MC.
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3.16. Mang luéi twong quan ciia gen va chat chuyén hoa

Chlng toi tiép tuc xdy dung mot mang ludi twong quan cua chuyén hoéa axit 2-
oxocarboxylic (ko01210) va sinh tong hop isoflavonoid (ko00943) cho hai giong dé giai
thich mdi twong quan gitra cac chat chuyén hoa va gen. Trong con duong ko01210, chin
chét chuyén hda cua HN44 d3 diéu chinh con duong nay bang cach nhiam dich bon gen
LOC100816177, LOC100783133, AAT, va LOC100778506 (Hinh 13A), trong do, axit 2-
isopropylmalic va axit 3-isopropylmalic c¢6 tuwong quan nghich voi AAT va
LOC100778506, va bay chat chuyén hoa con lai co twong quan thuan véi gen muc tiéu.
S&u chat chuyén héa trong HN65 nham vao ba gen, LOC100786887, LOC100816177 va
LOC100783761 (Hinh 13B), trong d6, chi tyrosine, axit DL-2-aminoadipic va
phenylalanine c¢6 tuong quan thuan véi LOC100816177, va ca sau chat chuyén hoa déu
c6 twong quan nghich véi LOC100786887 va LOC100783761. Trong con duong
k000943, chin gen trong HN44 d4 hinh thanh ba mang ludi phu véi chin chat chuyén héa
(Hinh 13C). Pau tién, bén chat chuyén hda, biochanin A, prunetin, daidzin va glycitin, c6
tuong quan nghich véi LOC100817797, diéu nay giai thich sy diéu chinh giam cua
LOC100817797 trong HN44. Tha hai, ba gen c¢6 mdi tuong quan tich cuc V6i
formononetin. Thir ba, nam gen twong quan thuan vdi 6”-O-malonylglycitin. Ngoai ra,
6”-0-malonyldaidzin, nonin va formononetin-7-O-(6"-malonyl) glucoside c6 twong quan
thuan véi LOC547660 va LOC100794610. O HN65, bay gen va hai chat chuyén héa da
hinh thanh mot mang lu6i tuong quan (Hinh 13D). Véi sissotrin la myc tiéu, ndm gen c6
mbi twong quan thuan, CYP7602 va LOC100801403 c6 moi trong quan nghich va
prunetin co mdi trong quan thuan véi LOC100790507. Tom lai, nhiéu gen nham vao mot
chat chuyén héa hoic nhiéu chat chuyén héa nhim vao mot gen dé diéu chinh cac con
duong nay. Do d6, lam rd mdi twong quan giita cac gen khac biét va cac chat chuyén hoa
1a diéu can thiét dé sang loc cac dau an sinh hoc. Dya trén giéng dau tuong, cac gen cot
16i nhu LOC100816177, AAT va LOC100786887 va cac chat chuyén hda cét 16i nhu
prunetin, biochanin A va sissotrin co lién quan chat ché vai MC.
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3.17. Xay dung mang lwéi diéu tiét toan dién MC ing pho han cho d4u twong

Dua trén c4c nghién ctru truée diy cua ching t6i, két hop véi dit liéu sinh ly va omics,
chung t6i d xay dung mot mo hinh dé minh hoa tac dong cua tién xir Iy MC d6i voi cay
dau tuwong khi bi han (Hinh 14). Vé sinh truéng, chiéu cao cay giam so véi khi xu Iy han;
tuy nhién, vé mat sinh ly, su tich liy chat kho ting 1én, mau 1a ddm hon, hoat tinh cua
enzyme chdng oxy héa giam, hoat tinh cia ABA va axit jasmonic (JA) giam, hoat dong
ciia GA tang lén, ham lugng proline giam, qua trinh peroxy hoa lipid mang yéu di va ham
luong diép luc twong ddi ting 1én. Hon nita, lién quan dén quy dinh phan tir, chu trinh
TCA, tong hop axit amin, tong hop flavonoid, chuyén hoa chat béo, chuyén hoa purine,
chuyén hoéa nito, tong hop ubiquinone va con duong pentose phosphate di duoc ting
cudng; tuy nhién, qua trinh quang hqp va chuyén hoa tinh bot va sucrose bj tc ché.
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4. THAO LUAN

MC Ia chat diéu hoa sinh truéng dugc sir dung rong rai nhat trén toan thé gisi. N6 thé
hién hiéu qua hap thu va dan truyén bén trong thuc vat va c6 tac dung diéu tiét nhat dinh
d6i vai hinh dang hinh hoc cua thuc vat (Rosolem va cs, 2013). Véi nghién ctu ngay
cang ting, cac chirc nang tich lity cia MC trong san xuat thuc vat da dugc phat hién. Han



va cs (2009) da bao cdo rang ung dung MC lam tang ham luong chat diép luc, hoat dong
cua ré va hoat dong peroxidase cua cay gidng roi nho cao. MC thuc day su phat trién cua
cay con va nang cao sirc dé khang cua cay con. Du va cs (2014) di bao cao rang MC da
tang hoat dong POD cua ré Cia nam giéng khoai lang dudi ap luc han va giam nong do
phan tir khéi MDA trong ré cua tung gidng khoai lang. Trong nghién cau cua chung toi,
viéc ap dung MC lam giam chiéu cao cdy nhung ting tich liiy chat khé trong diéu kién
han (Hinh 1) va giam ham lugng SOD, POD, MDA va proline (50 véi xu ly han) (Hinh
2). Theo Lu va cs (2019), muic d6 cang thang han va hoat dong caa enzyme chbng oxy
hoa c6 mdi twong quan & mot mic d6 nao d6. V6i muc do cing thang ngay cang tang,
hoat dong cua enzyme Chong oxy héa tang 1én trong mot pham vi nhat dinh. Du tang hay
giam, ching tdi cho riang hoat tinh cia cac enzym chdong oxi hoa quan sat dugc trong
nghién cuu nay la hop ly so véi cac nghién ciu khac. Kha nang chiu han cua thuc vat
trong quan véi kha ning duy tri trang thai can bang caa qua trinh chuyén hoéa oxy hoat
dong dudi &p luc han. Sau khi xt ly han, thuc vat thé hién ham lwong ROS cao hon va
hoat dong cua enzyme chdng oxy hoa tang 1én ngay 1ap tic. Sau khi bon MC ngoai sinh,
kha nang chdng han duoc cai thién hon nita. Con duong khang han (chang han nhu su
tich tu cua flavonoid) va kha ning lam sach cia ROS di duoc ting thém. Khi ndng do
ROS giam dan dé dat trang thai can bang dong, hoat tinh cua cac enzym chbng oxy héa
giam dan. Tuong ty, mic MDA giam ciing thé hién mac do han giam. Ngoai ra, hoat
dong caa enzyme chong oxy hda bi anh huong boi mot s6 yéu td, bao gom thoi gian cing
thang va muc do cang thang.

Quang hop 1a mot qua trinh gom nhiéu budc, dugc kiém soat chat ché (Tanaka va
Makino, 2009). N6 dic biét quan trong trong qua trinh sinh truéng va phat trién cua cay
vi n6 déng goép ngudn carbon duy nhat quan trong cho sy phat trién cua cay (Nowicka va
cs, 2018). Thiéu nuéc dan dén cac phan tng khac nhau cua cay trdng, han ché sy sinh
truong, phat trién va nang suat cia cay trong. O cac giai doan hién tuong hoc khéac nhau,
phan wng sinh 1y va hinh thai nay c6 thé thay ré (Mukarram va cs, 2021a). Hon nita, phan
I6n cac xao tron moi truong dan dén tiang san xuat ROS. Trong nhimg truong hop dién
hinh hogic khéng cang thang, phan I6n thuc vat duy tri can bang ndi moi on dinh. Nguoc
lai, mot s6 loai thuc vat trong cac mdi truong song khac nhau da duoc quan sat thay tich
liiy ROS do ap luc han va mirc do ROS tang I1én trong diéu kién cing thang la rit dang
ké. Tuy nhién, nong do ROS vuot qua kha ning dap tat caa thuc vat c6 thé phéa hay axit
nucleic, sic té quang hop, protein va lipid mang, gay ra stress oxy hoa (Corpas va cs,
2020; Mukarram va cs, 2021b). Do d9, qua trinh quang hop thuong bi e ché khi thuc vat
bi cang thang Céc nghién ctru trude diy di bao cao rang MC tc ché qua trinh quang
hop, chu yéu bang cach giam ty Ié quang hop rong caa thuc vat, mic du né ciing 1am ting
lugng chat diép luc (diép luc a + b). Sy gia ting dang ké chat diép luc do &ng dung MC
khong din dén tc do quang hop cao hon (Tung va cs, 2019), va khéng co 1oi giai thich
hop ly nao cho tinh trang nay. Trong cac nghién ctru trudc day ctia minh, ching toi ciing
nhan thiy qua trinh dieu chinh giam cua cac protein thu nhan anh sang LHCA1, LHCA2,
LHCBI1 va LHCB2, ciing nhu ¢ ché PsaO, PsaG va PsaN trong hé thong quang hop | va
PsbS trong hé thong quang hop Il (Wang va cs, 2022¢ ). Dudi ap luc han + MC, hé thong
quang hop bi uc ché hon nira, bao géom wc ché manh hon qua trinh bét sang va uc ché hé
théng quang hop | va Il, nghiém trong hon ¢ gidng chiu han HN44. Pong thoi, chung toi
nhan thiy sy gia ting ham lwong chat diép luc twong dbi (Hinh 3). Dua trén cac két qua
thir nghiém ¢ trén, ching t6i suy doan rang tinh trang nay c6 thé 1a do “hiéu tng bu”
hodc “co ché diéu chinh phan héi tiéu cyc”. Tuy nhién, ham luong chat diép luc ting 1én
khong thé bu dap cho qua trinh quang hop giam.



Han héan c6 thé 1am giam san luong néng nghiép hang nim dang ké hon tat ca cac bénh
cong lai. Thuc vat thay di sinh 1y cua ching, thay doi su phat trién va ciu tric cua rg,
d6ng thoi dong khi khong trén khong dé diéu chinh do doc cua nude trong dat. Nhing
phan tng dic hiéu cia mo nay lam thay d6i qua trinh truyén tin hiéu cua té bao, co thé
gay ra hién tuong ng hoa sém hodc cham phét trién va thuong 13 ning suit kém hon.
Theo cac nghién ctu sinh Iy va phan tir ciia cdy mau Arabidopsis thaliana (Gupta va cs,
2020), tin hiéu hormone thuc vat 1a chia khoa dé kiém soét cac phan ung dbi véi han
hodc thiéu nudc. Nir va cs (2014) tiét 16 rang viéc giam mac GA hoic tin hiéu 1am ting
stre dé khang cua thuc vat ddi voi cac tac nhan gay 6 nhiém moéi trudng. Ham lugng GA
giam khi mirc d6 han ting. Do d6, mirc 46 GA ciing ¢ thé phan anh mirc d6 han & mot
muc 6 nhat dinh (Zhou va cs, 2022). Trong cac nghién ctru trude day, MC duoc sir dung
lam chat e ché GA trong san xuat thuc vat (Wang va cs, 2014), lam giam nong d6 GA
va can tro su di chuyén cua té bao, din dén gidn thanh té bao (Yang va cs, 1996). Do do,
MC c6 kha ning anh huéng dén kha ning khang han cua cdy trong. Trong nghién cau
nay, dang cha y 1a mirc d6 GA trong diéu kién han + MC cao hon so véi khi xir Iy han
(GA1 va GA3), c6 thé 1a do MC lam giam bét cang thang do han, do d6 lam ting muc do
GA. Tuy nhién, diéu ndy mau thuan véi tac dung wc ché sinh tong hop GA cuaa né; do do,
su xuat hién caa hién tuong nay khong thé duoc giai thich rd rang. Ngau nhién, day la
nghién ctru dau tién bao céo tac dung wc ché caa MC d6i véi GA19 khi bi han.

Axit 2-oxocarboxylic két noi cac con duong chuyen héa/tong hop axit amin khac nhau,
bao gom chu trinh axit tricarboxylic va déng vai trd quan trong trong kha ning khang han
cua thyc vat. Duong va cs (2022), ngudi da kiém tra phan ung cua cay mia d6i véi han,
d3 bao céo rang qua trinh chuyén hoa axit 2- -oxocarboxylic 1a con duong lam giau quan
trong nhat. Trong nghién cuu nay, qua trinh chuyén hoa axit 2- -oxocarboxylic dugc phat
hién dong vai tro thiét yéu & ca hai giéng déu tuong. Ung dung MC trong diéu kién han
tiép tuc kich hoat qué trinh nay & hai gidng (Hinh 11). Mot s6 axit amin nhu valine,
leucine, isoleucine, phenylalanine va tyrosine, va cac enzym lién quan dén téng
hop/chuyén hoa axit amin d3 duoc diéu chinh lai. Flavonoid, tich tu dang ké trong céc
diéu kién cing thang phi sinh hoc khac nhau, c6 lién quan chat ché véi phenylalanine
hozc tyrosine (Heinemann va Hildebrandt, 2021). O day, HN44 c6 nhiéu chat chuyén hoa
va gen duoc diéu chinh hon trong con dudng ndy, chang han nhu axit xitric va lysine.
Axit citric lam trung gian cho chu trinh TCA va lysine cting da duoc chirng minh 1a dong
mét vai trd quan trong doi Voi tinh trang céng thang cua cay trong (Wang va cs, 2022e).
You va cs (2019) da bao céo rang vung chiu han cho thdy ham luong arginine, ABA,
proline va lysine cao khi bi han, nhan manh vai trd quan trong cia qua trinh chuyén hoa
axit amin ddi v&i kha nang chiu han cta virng. Su khac biét vé kha niang chiu han gitra
hai giong c6 thé 1a do céc axit amin nay, gidp HN44 c6 kha ning chiu han cao hon.

Flavonoid 1a chat chuyén héa thir cip duoc tim thay trong thyc vat; chdng Ia thanh phan
thiét yéu cua nhiéu qua trinh sinh hoc va phan wng cua thuc vat véi mdi truong caa ching
(Shen va cs, 2022). Ung dung truéc cia MC gay ra sy tich lity 16n flavonoid dudi ap luc
han, trong d6, isoflavone chiém ty I¢ 16n nhat (27/55 & HN44 va 15/48 & HNG5).
Isoflavone 12 mot phan I6p doc dao va quan trong cua cac hop chét flavonoid, chu yéu
dugc tim thay trong cac loai dau, dac bit la dau twong (Brodowska, 2017). Chung the
hién cac dic tinh chdng oxy héa manh va cac dic tinh 1am sach nhat dinh d6i véi cac goc
tu do. Ngoai ra, chiing déng vai trd 13 phytoalexin khang khuan va diéu chinh quan thé vi
sinh vat ving ré dé tac dong dén su phét trién va hinh thanh ning suét cdy trong (Weston
va Mathesius, 2013; Sugiyama va cs, 2017; Wang va cs, 2018). Cac flavonoid nay loai bo



mét phan ROS duoc tao ra khi bi han, do d6 1am giam sy tich ty ROS trong thuc vat; diéu
nay c6 thé giai thich hoat dong cua enzyme chdng oxy hda thip hon trong xt ly han +
MC so véi xtr ly han. Trong HN44, céc flavonoid nay co gié tri FC cao hon va kha nang
lam sach di véi ROS. Ung dung trudc cua MC tiép tuc phan bo nhiéu flavonoid hon
trong hai gidng va su tich liiy cac chat nday da cai thién hon nita mtc d6 khang han.

Cubi cing, chung toi da két hop dit lidu sinh Iy hoc, hinh thai hoc, phién mé va chuyén
hoa dé xay dung mot md hinh ching minh tac dung diéu tiét cia MC ddi véi sy ting
truong va kha ning chdng chiu cua cay dau twong khi bi han (Hinh 14). So véi xtr Iy han,
MC lam giam hoat dong cua enzyme chéng oxy hoa va peroxy hoa lipid mang, thuc day
ting truéng cua d4u twong va anh hudng dén mot s6 con dudng bao gom chuyen hoa 2-
oxoacid, quang hop, chuyén hda chat béo, tong hop flavonoid, chuyen hoa duong va
chuyén hoa nito dudi &p luc han. Trong twong lai, ching t6i dy dinh tiét 16 tac dung diéu
chinh cia MC déi vé6i dau twong bi han bang cong nghé proteomics, dé 1am phong pha
thém co ché diéu tiét caia MC, bd sung nhimng noi khéng dugc thé hién trong mé hinh va
cudi cuing la hoan thanh viéc xay dung mang ludi diéu tiét dong bo.

5. KET LUAN

Bang cach két hop cac ky thuat sinh 1y va ky thuat omics, ching toi dd bao cdo co ché
diéu chinh MC d6i véi phan ang cia dau twong d6i véi han. MC 1am giam dang ké thiét
hai thuc vat do mat nudc va giam peroxid hoa lipid mang. Ngoai ra, n6 loai bo ROS du
thira bang cach thuc day sy tich ty axit amin va flavonoid, do dé cai thién kha nang khang
han cua cdy trong. Nghién ciu caa ching toi cung cap co so Iy thuyét cho viéc sir dung
MC trong dau tuong va tiét 16 co ché phan tir diéu chinh MC dbi véi phan (ing han cua
dau tuong.
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