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dong téc gia, phan con lai chua dugc ai cong bb trong bt ky cac cong trinh

nao khéc.
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Téc gia

Vi Thi Thu Thuay



LOI CAM ON

Trudc hét, tdi xin duoc bay to 1ong biét on sdu sic t6i PGS.TS. Chu
Hoang Mau va PGS.TS. Nguyén Thi Tam, nhitng ngudi thiy da nhiét tinh
hudng dan tdi trong nghién ctru khoa hoc, d8 hét 1ong gilp d& toi ca vé vat
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MO PAU
1. Ly do chon dé tai

Lac (Arachis hypogaea L.) 1a cay thuyc pham, cay cong nghiép lay dau
trong nhom cay trong can. Mic du cay lac da ¢ tir 1au doi nhung vai tro cua
cay lac méi dugc cdng bd tir khoang 100 nam tro lai ddy. Trong lac mang lai
ngudn loi co giatri vé kinh té, vé dinh dudng, ddng thoi con dé cai tao dat rat
t6t nho kha nang cong sinh vai vi khuan Rhizobium..... [3]. Trén thé gisi, nhu
cau sir dung va tiéu thu lac ngay cang ting, d6 ciing l1a ly do khuyén khich
nhiéu nugc dau tu phét trién san xuat lac véi quy mé lién tuc mé rong [145].

O Viét Nam, san xuit lac dugc phan bd trén tit ca cac ving sinh théi
ndng nghiép, véi khoang 40% tong dién tich gieo trong cac cay cong nghiép
ngan ngdy. Trong do, 2/3 dién tich dat trong lac phu thudc vao nuéc troi. So
vé6i nhiéu cdy trong khéc, cdy lac c6 nhu cau dic biét vé nude bai ré khéng co
16ng hdt va qua lac duoc hinh thanh dudi dat. Su bién doi khi hau 1am cho
lwong mua hang nam phan bb khdng déu giita cac viing mién va céc thoi diém
trong nam. Trong khi d6, qué trinh sinh truéng va phét trién caa cay lac co
nhitng giai doan rat man cam véi ¢6 4m, néu nhitng giai doan ndy thiéu nuéc
s3 lam giam nang suét, chat lugng caa lac. Chinh vi vay, viéc danh gia dé co
bién phdp cai tao gidng lac theo huéng nang cao kha ning chiu han la rat can
thiét.

Céc phuong phép da va dang dugc nghién ctru ttng dung dé cai tao, phat
huy tiém ning cua nhiéu loai cay trong nhu: lai gibng, dot bién thuc nghiém,
cong nghé té bao thuc vat va chuyén gen ...[30], [76], [131]. Hiéu qua viéc
rng dung céng nghé té bao thuc vat dé nang cao tinh chéng chiu véi céac diéu
kién bat lgi caa méi truong lién tuc duoc khing dinh. Trong qua trinh nudi
ciy in vitro, do anh huéng caa méi truong, dic biét [a chit kich thich sinh
truong, cac té bao cd thé bi bién doi vat chat di truyén. Larkin va Scowcroft
(1981) goi nhitng bién di d6 1a“bién di soma’ hay “bién di sinh dudng’. Néu



két hop nudi cay mé té bao vai xu ly dot bién bang céc tac nhan vat |y hay

hod hoc thi tan sb @6t bién cd thé ting thém [85]. Diéu ndy co y nghia dic biét

quan trong trong viéc tao ra ngudn vat liéu khéi dau cho chon gidng [87]. O

Viét Nam, sy ra doi caa 2 giéng lua DR1 va DR2 c6 kha nang chiu han va

chiu lanh tét 1a minh ching dau tién cho nhitng kha ning d6 [1]. Bén nay,

nhiéu dong cdy co ngudn gbc in vitro mang tinh trang mong muébn duoc tao ra

tir qua trinh xir 1y va nudi cdy md seo da duoc cong bd [6], [34], [39], [130].

Kha nang chiu han cua thyc vat 1a tinh trang do nhiéu gen quy dinh. Do
vay, viéc tim kiém va phan tich gen lién quan dén dic tinh chiu han dugc
nhiéu nha khoa hoc quan tAm nghién ctru. M6t s6 gen lién quan dén tinh chiu
han cua cdy trong da dugc phan 1ap va cong bb nhu: gen LEA [32]; gen DREB

[113]; gen P5CS [10]; gen NCED, AhPLD [104], [128]... Gen cystatin (CYS)

cua thuc vat duoc cong bd dau tién trén cdy l0a boi Abe va dtg (1987) [40].

Dbén nay, gen CYS dugc phan 1ap ¢ nhiéu loadi thuc vat bac cao, cdy mot 1a

mam va hai 1& mam [17], [92], [95]... C&c nghién ctu vé gen cystatin d& ban

luan nhiéu t&i mdi lién quan cua nd véi kha niang chdng chiu han, lanh, man

[52], [57], [96], [125]...

X uét phét tir nhu cu thuc ti&n caa viéc chon tao gidng lac theo huéng
nang cao kha ning chiu han, chiing t6i da tién hanh dé tai cua luan an: “Tao
dong chiu han va phan lap gen cystatin lién quan dén tinh chiu han é cay
lac (Arachis hypogaea L.)".

2. Muc tiéu nghién cau

- Tao duoc dong lac c6 kha niang chiu han cao hon gidng gbc bang cong
nghé nudi cay mo té bao thyc vat.

- Xa&c dinh duoc sy khac biét trong trinh tu cia gen cystatin gitra dong lac
chon loc ¢ ngudn gbc tir md seo va céc gidng lac ¢ kha ning chiu han
khéc nhau.

3. N¢i dung nghién ciru

- Sang loc dong md seo chiu mat nudc dudi téc dong cua thoi khd va tac
dong cua chiéu xa tia gamma két hop véi thdi khé.



- Phéan tich sy bién dong mot sb tinh trang sb lwong, chit lugng hat va kha nang
chiu han cua céc dong chonloc.
- So sénh va xéc dinh su sai khéc trong hé gen cua céc dong chon loc bing
ky thuat RAPD.
- Khuéch dai, tach dong, xé&c dinh trinh tu gen cystatin tir mot s dong va
gidng lac chon loc.
4. Nhirng dong gop méi caa luan an
i) Luan &n xay dung duoc quy trinh chon dong lac chiu han theo cach sir dung két
hop cé&c phuong phép nudi cady md té bdo, gay dot bién bang tia gamma va sir
dung chi thi phan tr RAPD; tach dong va so sanh sy khéc biét trinh ty gen
cystatin lién quan dén tinh chiu han. Quy trinh ndy cd thé rdt ngin thoi gian can
thiét vanang cao hiéu qua cho cdng tac chon gidng lac.
ii) Xt ly md seo bai tia gamma da 1am giam chiéu cao va ty Ié tai sinh cay,
bién d6i mau sic va hinh dang [& Phét hién duoc 5 chi thi RAPD dic trung cho
hai dong lac chon loc RM47 va RM48: RM48/OPA07-750bp; RM48/OPA08-
500bp; RM48/0OPB05-900bp; RM48/UPC348-200bp; RM47/OPH08-250bp.
Phét hién gen cystatin cua cay lac thuoc nhdom | ciaa phytocystatin, c6 su twong
ddng cao nhat véi cystatin cua dau xanh (81,3%), thip nhat véi cystatin cua
qua Kiwi (42,9%). Gen cystatin cd 1 intron va 2 exon, ma hda cho protein c6 98
amino acid. Cystatin ciia dong RM48 ¢ ngudn gc tir md seo duoc xu 1y bai tia
gamma két hop vai thdi khé d& co 7 vi tri amino acid sai khéc so véi gidng gbc
L18. Sy thay thé amino acid caa dong RM48 boi amino acid cua gibng goc ¢
cac vi tri 29 (Glu ® Asp), 30 (His® Thr), 31 (Asn® Thr), 32 (Lys ® Arg), 33
(Lys® Asn), 34 (Glu ® Arg), 36 (Gly ® Ala).
iii) X&c dinh dugc sy khéc biét so vai gibng gbc L18 vé kha ning chiu han
cua ba dong lac RM48, RM47, R46 ¢ ngudn gbc tir md seo chiu mat nudc
duoc xtr ly boi tia gamma (2krad) két hop vai thoi kho lién tuc 9 gior trong hé
thdng nubi cay in vitro.



Chwong 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. CAY LAC VA PAC TiNH CHIU HAN CUA CAY LAC
1.1.1. Nguén gbc va dic diém ndng sinh hoc ciia cay lac

Cung véi thoi gian khdm pha ra chau My, nhiéu dan liéu d& ching minh
cay lac c6 ngudn gbc tu nhién tir cac nuge thuse vang Nam M. Theo céc nha
nghién ciru lich sir tu nhién, nguoi Inca ¢ trong lac nhu mot loai rau cé tén 14
“ynchis’ doc viing duyén hai caa Peru. Sau d6 xuat hién phd bién & chau Au,
chau Phi, chau A, quan dao Théi Binh Duong va cudi ciing téi ving Bong
Nam Hoa Ky. Tuy nhién, san xuat lac rong réi thuoc cac nuge ving nhiét doi
va cac vuing trén thé gigi tir 40° vi d6 Bic dén 40° vi 6 Nam [4].

Pau tién, trong nghién cu cua Linnaeu (1753) d& cong bd Arachis
hypogaea L. 1a tén mot lodi. Tir d6 cho dén nam 1939 chi ¢ chi lac trdng
Arachis hypogaea L. dugc mé ta. Hién tai, Arachis [a mot chi trong téng
Hedysareae cua bo dau (Leguminosae). Chi Arachis c6 22 loai, déu |a loai
cdy hang niam sdng trén moi trudng can; co 14 kém va 3 dén 4 14 chét; hoa
dang canh buém, mau vang; c6 mé phan sinh d6t; qua hinh thanh dudi dat.
CAu tric thdng nhit trong chi 1a “tia qua” phinh to tir nodn, mdi qua that
khoang 1 dén 5 dét, mdi dét chira mot hat véi 2 14 mam va mot phdi thang
].

Cay lac c6 ngudn gbc tir Nam M§ va co mit & nuéc ta vao khoang thé ky
XVII-XVI1I. Theo Tong cuc théng ké nam 2009, véi chiéu dai hon 3000 km,
trai doc tir vi tri 8° 27" dén 23°23' vi 46 Bic, cay lac dugc trdng ¢ tat ca cac

vung sinh thai nbng nghiép cua nudc ta[145].



Mic di con khé khin, nhung & nhiéu dia phuong cdy lac van duoc coi 1a
cay trong chu dao. Nam 2008, FAO d& danh gia Viét Nam 1a mot trong 10
nugc dirng dau thé gigi vé san xuit lac, véi tong san luong dat 490.000 tin
[144], tuy nhién sy phét trién cdy lac ¢ nudc ta van & mirc chua tuong xang
Vvéi tiém ning caa no [3]. Két qua nghién ciru trén bang 1.1 cho thiy su khong
6n dinh vé céc chi sd phét trién cua cy lac (c&c chi s6 duoc tinh so véi nam
truéc bang 100%). C6 nhidu nguy@n nhan han ché sy phét trién cua cay lac,

trong d6 c6 nguyén nhan do han han [145].

Bang 1.1. Dién tich, ning suat va san lugng lac cia Viét Nam
gial doan 2005- 2009

Dién tich N#ng suit San lwong
Nam X Chi sb ta/ha  Chiso X Chi sb
1000 ha phét trién phéttrien 100014 Phét trién
o) (%) (%)

2005 169,6 102,2 18,1 102,0 489,3 104,3
2006 246,71 91,5 18,7 103,0 462,5 94,5

2007 254,5 103,2 20,0 107,0 510,0 110,3
2008 255,3 100,0 20,8 104,0 530,2 104,0

2009 249,2 97,6 21,1 101,0 525,1 99,0

Ngudn: Téng cuc thong ké (2009)[145]
Céc gidng lac cua Viét Nam dugc tuyén chon tir nhiéu ngudn khéc nhau,
va chiing déu thudc loai hinh thyc vat spanish, cé tap tinh sinh truong thanh

cum [3].



San xuit lac & mién Bic thuong tap trung vao hai vu chinh: vu Xuan Heé
(gieo hat khoang tir trung tuan thang 1 dén trung tuan thang 2 duong lich) va
vu Thu Béng (gieo hat khoang tir trung tuan thang 8 dén trung tuan thang 9
duong lich). O thoi diém dau vu va cudi vu thuong xay ra han han, do do
tuyén chon nhitng gidng lac co6 thdi gian sinh truéng ngin dé khic phuc
nhitng tac dong xdu caa han duoc nhiéu nha khoa hoc quan tm nghién ciru
[4], [8].

Cay lac moc tir hat, sy phét trién cua cdy lac chiu anh hudng cua nhiéu
yéu té sinh thai nhu nhiét do, d6 4m...O diéu kién nhiét do tir 25°C dén 30°C,
d6 am 50-60% |a méi truong rat thich hop cho sy nay mam va phét trién cay
lac [4].

Cay lac trudng thanh gdm c6 mot than chinh (n) moc tir d6t cudi tru trén
l& mam, ¢ do cao tir 12cm dén 65cm, hai 14 mam déi xang (n+1). Hé ré cua
cay lac gdbm 1 r& coc va céc ré con. Bo ré cy lac phét trién manh & d6 sau tir
5cm dén 35cm, lan rong khoang 12- 14cm. Trén dat cét pha, bo ré co thé dai
90-130cm. Trén ré cay lac c6 thé cd cac ndt sin chia céc vi sinh vt thudc
chung Rhizobium 1am nhiém vu ¢ dinh dam. Vi vay, viéc trong lac vira dem

lai nguon kinh té co giatri vira cé téc dung cai tao dat [8].

Cay lac bit dau c6 hoa khoang tir 20 ngay dén 30 ngay sau khi nay mam.
Hoa lac ty thu phan (thu phan chéo chi khoang 1,0% - 3,9%). Hoa thudng nd
vao thoi diém co anh sang, khi thoi tiét lanh, 4m w6t hoa cd thé né mudn hon.
Truéc khi hoa ne 7- 8 gio, bao phan nat ra, nhuy chi tiép nhan hat phan trudc
24 gir va sau 12 gio khi hoa ng. Khi thu phan dugc khoang 6 gio thi sy thu
tinh din ra hoan toan va sau khi thu tinh, noén phét trién xuyén qua hoa dé 16
ra tia ca dai, tia cu phét trién dam xubng dat 2cm méi phét trién thanh qua.

Néu sy phét trién cua tia ca da dai téi 15cm ma khong tiép xic duoc véi dat



s3 héo ngay. Tur khi hoa lac thy tinh dén khi qua chin khoang 60 ngay [4],
]..

Theo Ngd Thé Dan va dtg (2000), thoi gian sinh truéng cua lac co thé
xéc dinh theo hai céch: (i) céch thir nhat, tinh thoi gian sinh truong 1a khoang
thoi gian tir khi gieo hat dén khi thu hoach, (i) hoic céch tinh thir 2 1a khoang
thoi gian tir khi hat nay mam dén khi thu hoach. Trong do, céch thtr hai duoc
dung nhiéu hon, vi khi gieo hat néu gip diéu kién khong thuan loi nhu han
dau vu hay lanh dau vu (diéu kién thudng gap & mién Bic), hat lac ¢6 thé nam
trong dét tir 10 ngdy dén 20 ngdy méi nay mam. Ddi véi cay lac, sinh truong
la mot dic diém cua kiéu gen mic du chiu anh huéng rat 16n caa mia vu va
méi truong [4]. Thuc té & mién Bic, khéng co gidng lac ndo co thoi gian sinh
truong it hon 120 ngay. Do d6, dua vao thoi gian sinh truéng nguoi ta chia
céc gidng lac thanh 3 nhém: céc gidng sinh trudng ngan ngdy (thoi gian sinh
truong it hon 120 ngdy), gibng sinh truang trung binh (120 ngay- 140 ngay)

va céc gidng sinh truong dai ngay (cé thoi gian sinh trugng trén 140 ngay).

CO ba giai doan phét trién cua cdy lac duoc xéc dinh rat man cam véi do
am, d6 |&: (i) thoi ky dau cua sinh truong dinh dudng; (i) thoi ky ra hoa va
dam tiaxudng dat; (iii) thoi ky qua chin. Nhirng anh huong r6 rét cua sy thiéu
nudc dén cay lac cd thé dé dang quan sat nhu: thiéu nuéc 1am giam dién tich
14, thiéu nudc 1am cho cdy ¢ ngon nho hon, canh va hoa it hon... do d6 anh
huong dén nang suat va chat luong lac [4], [111]... d6 ciing 1a nguyén nhan
khién cho céc viing tréng lac nhd nuée trai chua co nhitng dau tu thich dang
vao cay lac [4].

Két qua nghién ctu danh gid kha ning chiu han cia mot sb gidng lac
trong diéu kién c6 méi che véi trdng lac o su tudi nudc bd sung gitt am on
dinh trén dong rudng, cho thdy cac yéu té cau thanh nang suét (sd qua chac, ty
16 nhan, nang suit qua khé) caa nhém bi han giam so vai nhém duoc cung



cAp d6 4m day du. Tuy nhién, cac dic diém hinh théi (hé sic td than, mau sic
14, dang hinh sinh truéng) khéng lién quan hoic it lién quan dén kha niang
chiu han cuacay lac [7], [14].

1.1.2. Pac tinh chiu han cia thyc vat va cia cay lac
1.1.2.1. Co s¢ sinh ly, héa sinh va sinh hgc phan ti ciia tinh chiu hgn

Kha ning cua thuc vat ngan ngira ton thuong khi bi anh huong céc yéu
t6 bat loi d6 latinh chdng chiu (stress resistance) [1].

Trong tu nhién, han han la hién tugng thuong xuyén xay ra va lién
quan truc tiép dén van dé nudc trong cdy. Kramer (1983) cho ring, nhitng tac
dong cia méi trudng xung quanh du dé gay nén mat nuéce ¢ thuc vat do 1a han
[82]. Khi han layéu té bt lgi véi thuc vat s3 gay ra c&c muac do thiét hai khac
nhau. Bé chdng lai sy mat nugc do nguyén nhan tir c&c tac dong bén ngoai, &
thue vat c6 ba co ché sinh 1y cha yéu dugc thao luan, d6 1a co ché trén han, co
ché trénh han va co ché chiu han.

Thue vat c6 thé hoan thanh chu ky sdng soém hon truge khi sy thiéu
nudc nghiém trong trong dat vatrong cay xay ra. Kiéu chiu mit nuéc ndy goi
| trén han (drought escape). Muén trén duoc han, cdy phai c6 sic sinh
truong va phét trién manh, co thé ra hoa va tao qua sém dé thoi diém thiéu
nudc khdng anh huong dén chu ky sdng cia cdy. Nhém cay trén han thuong
|a cay sdng & ving sa mac, cdy co thoi gian sinh trudng ngin. Chu trinh sbng
cua chung thuong hoan thanh truéc khi mua khé han tai [63].

Dé trénh han, thuc vat co thé gitt nuéc trong té bao hodc giam su thoét
nuGc ra ngodi co thé. Trong d6, phuong thic tranh han (drought avoidance)
chu yéu cua thuc vat 1a han ché sy mat nuge. Vi du, thay doi d6 mo khi
khong, giam dién tich |4... hoic nhanh chéng bu lai su thiéu hut nuéc théng
qua nhitng bién d6i vé hinh thai. Binh hudng sy phét trién cua |4 theo hudng
giam su hap thu birc xa, ting cuong sy hap thu nudc theo hugng phét trién
sau varong cuabo ré... [49], [60].



Duy tri 4p suit thaim thau ndi bao co tac dung bao vé hoic duy tri sic
sdng, d6 dan hdi caa té bao ngay ca khi bi mat nuéc cuc doan, d6 lakha ning
chiu han (drought tolerance). Trong diéu kién han han, &p suit thim thiu cua
té bao duoc diéu chinh ting 1&n gidp cho té bao cd thé duy tri lugng nudéc.
Tuy nhién, & cing mot thoi diém bj han, thuc vat st dung nhiéu hon mét co
ché dé chéng han [60], [98].

Tim hiéu ban chit hoa sinh va sinh hoc phan tir caa tinh chiu han 1a mdi
quan tam cua nhiéu nghién ctru [12], [47], [48], [49], [60].... Nghién ctu tinh
chéng chiu han va cau tric té bao nguoi ta nhan thay, hang loat nhitng bién
ddi sAu sic xay ra & nhiéu cip do trong cac giai doan khac nhau va lién quan
dén hoat dong caa cac gen. Nghién ctru cia Bray (1993) vé nhitng san pham
cia gen tham gia bao vé té bao khi t& bao bi thiéu nudc dugc tiép can theo
hudng: (1) hoat dong cia nhém gen tao san pham bao vé té bao (protection of
cellular) va (2) hoat dong cia nhdm gen tham gia diéu chinh &p suit tham
thau trong té bao (osmotic adjustment) [51].

Theo huéng thir nhat, (i) San pham cua gen 1a c&c chat méi gigi phan
tir. Chat mdi gi¢i phan tir tham gia vao qué trinh tao ciu tric khdng gian ding
cho céc phan ti protein dugc tao thanh trong té bao, hay tao ciu trdc ding
cho nhitng phan tir protein bi bién tinh trong diéu kién cuc doan. Mét protein
la dugc xéc dinh 1a can thiét dé sip xép ciu tric ding caa mot phicc hop
enzyme |én trong lap luc, nhung protein la ndy khéng lién quan dén viéc lap
rép cudi cling cua phirc enzyme. Diéu ndy nhanh chong dugc xéac dinh rang,
cling véi nhirng protein chi dao ldp rép chinh, loai protein la gibng hét véi
mét trong nhiéu protein duoc tong hop manh khi céc té bao gip nhiét d6 cao.
Vi thé, nhom chat méi giéi phan tir tha nhat goi 1a "protein sdc nhiét", hoic
HSP (HSP- heat shock protein).

Trong diéu kién binh thuong cac HSP van duoc tong hop, nhung khi
gip céc diéu kién bat lgi nhu han hén, nhiét do cao, mudi cao... ching duoc



tdng hop gia ting. HSP ¢ thuc vat gdm nhiéu loai khéac nhau vé kich thudrc,
khdi luong va sy khu trd trong té bao. HSP70 [a chat mdi giGi phan tir ¢é kich
thudc khoang 70kDa, nhdm ndy tim thiy trong chit nguyén sinh cua cac té
bdo. Binh thudng, HSP70 gén véi polypeptide dang tdng hop trén ribosome,
do d6 chudi polypeptide duoc 6n dinh cho dén khi tong hop xong. Trong diéu
kién cuc doan, HSP70 ngin chin sy co cum két tua protein [71]. HSP60 (chit
mdi gii phan tir co kich thuéc khoang 60kDa) dugc tim thiy trong mot sb
b&o quan cua sinh vt nhan thuc nhu ty thé, luc lap. HSP60 ¢é cau tric hinh
try, cO vai trd tao ciu tric ding cho protein.

(i) Céc san pham cua gen tham gia d&o thai nhitng chét bi bién tinh,
nhitng chit cé kha ning gy doc cho té bao khi té bao gap tac dong cua diéu
kién bat loi. Cac chat ndy bao gdm ubiquitin, protease, catalase, supeoxid
dismutase... Do vay, hoat dong cia nhém chit ndy s& gop phan giai doc va
bao vé té bao.

(iii) Cac chat bao vé enzyme, trc ché hoat dong cua cac enzyme thay
phan khéc...do d6 1am han ché s phan giai nhirng chit c6 hoat tinh enzyme
va bao vé céc ciu tric trong té bao, nhdm nay goi chung la protease inhibitor.
Nhom chat tc ché enzyme gom nhiéu loai, tuy nhién sy hiéu biét vé ching
con han ché [70].

Theo huwéng thir 2, viéc diéu chinh &p suat tham thdu cua té bao khi bi
mat nudc |a rit quan trong. Céc chat diéu hoa 4p suat tham thau co vai tro
khéc nhau trong viéc gitt va ldy nuéc vao té bdo. D6 13, viéc diéu chinh cac
kénh ion trén mang té bao. San pham caa gen thay thé vi tri nuéc noi xay ra
céc phan tng hoa sinh, hoic twong tac voi lipid, protein mang té bao, ngin
chin sy pha huy mang té bao va ngan chan su phé hay céc protein khac. LEA
(late embryogenesis abudant) |a protein giau amino acid wa nudc, khdng chira
cysteine va tryptophan, do do rat thich hgp vai vai trd mang nuéc va giap duy
tri nhu cAu nudc cua té bao [110]. LTPs (lipid transfer proteins) 1& mot nhém
protein hd tro hinh thanh 16p cutin, 16p sép do d6 bao vé mé trdnh mat nuéce.
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LTP ting van chuyén phospholipid téi mang, do d6 ting d6 bén cuia mang va
kha ning gitt nuéc cua té bao [78]. San pham cua gen diéu chinh &p suit tham
thiu bang céach diéu khién sy ra vao nuéc qua mang khdng bao. Bén canh dé,
céc chat nhu: ion K*, proline, estoine, cac chit dudng sucrose, manitol...1a
nhitng chit déng vai trd quan trong trong viéc ting cuong &p suat tham thiu
cuaté béo.

1.1.2.2. Pgc tinh chju hgn ciia cay lac

bic tinh chiu han caa céy trdng néi chung va cia cdy lac ndi riéng
dugc ciu thanh boi mot sb yéu td nhu dién tich 14, ham leong diép luc trong
14, hiéu suit quang hop, thodt hoi nuéc va hiéu qua s dung nuée, bo ré cay
lac.

Di¢én tich 1a va ham lwrong diép luc trong la

L& lac thuoc loai 1a kép, véi 3 hoic 4 14 chét. Tong sb 1a trén cay ting
khoang tir ngdy 21 dén ngay thir 90-100 sau khi trong. Anh hudong cua thiéu
nudce rd nhat 1 giam do tang truong cua té bao trén toan bo cay, nhu vay dién
tich quang hop s3 giam dan dén giam sirc phét trién cua cay.

Chi s dién tich 14 c6 thé duoc cai thién boi td hop cac chit kich thich
sinh truéng va nguyén tb vi luong [33]. Nghién ctru xac dinh chi sb dién tich
|4 cho thdy, day |a chi tiéu c6 mdi lién quan véi ham lugng diép luc, mat do
chat diép luc, hiéu qua sir dung nudc... [119], [120].

Diép luc la sic tb quang hop chu yéu cua cay trong. Vi vay, mat do chit
diép luc rat quan trong trong viéc danh gia kha niang quang hop cua cay. Mat
d6 chit diép luc duoc tinh bang ham luong chét diép luc trén mot don vi dién
tich 1& Mat d6 chat diép luc 6n dinh trong thai gian han han cé thé [a mot chi
tiéu day hira hen trong viéc luya chon dong, giéng lac ¢ kha niang chiu han
[44]. PO ciing 1a ly do ¢é nhom téc gia Nguyén Tan Lé va Vi Pinh Ngan
(2010) tién hanh thim do anh hudng cua CaCl, vaté hop mot sé nguyén té vi
lwong dé cai thién ham luong diép luc trong [&[11].
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SCMR (SPAD chlophyll meter reading) phan anh dac tinh hoat dong
hip thu &nh sang ciala Chi sd SCMR phu thudc vao ham luong diép luc trén
mdi don vi dién tich & Arunyanark va dtg (2009) cho rang, co thé sir dung
SCMR nhu mbt cdng cu dé danh gia nhanh vé tinh trang chit diép luc tuong
dbi cua lac ciing nhu gién tiép lva chon kha ning chiu han cia cay lac [43].

Hiéu sudt quang hop

Hiéu suit quang hop |4 chi tiéu danh gia trén co s ham lugng vat chit
khd cua cdy trong. Hiéu suit quang hop phan anh ning suit cay trong. Hiéu
suit quang hop thay d6i theo céc giai doan sinh trudng cua cdy. Giai doan ndo
c6 hoat dong quang hop manh nhit thi ¢ hiéu suat quang hop cao nhit.

C6 nhiéu céch xé&c dinh hiéu suat quang hop caa cdy nhu: xac dinh
cudng d6 quang hop; x&c dinh khdi luong vat chat khé.... Trong d6, cuong do
quang hop cia cdy duoc tinh théng qua lwgng CO, cdy hip thu, lugng O, cay
thai ra hay luong chat hitu co duoc tich luy trén mot don vi dién tich 14 trong
mot don vi thoi gian xac dinh [11], [33], [44]... Cuong d6 quang hop danh gia
kha nang quang hop cua cac quan thé cay trong khac nhau. Cuong do quang
hop 1a mot chi tiéu thay ddi, tuy thudc vao gidng cay trdng, cac co quan, giai
doan sinh truong khéc nhau cua cdy, diéu kién ngoai canh... Theo
Arunyanark va dtg (2008) han héan [am giam dang ké khdi luong chat khd cua
cay [44].

O thyc vat, khi mat mot lugng nude khoang 5-10% s3 thuan loi cho qua
trinh quang hop. Néu d6 bdo hoa cua nudc trong cdy thiéu hon 10% thi hiéu
suit quang hop bi giam stt. Quang hop ngirng khi ham lugng nuéc trong cay
thiéu khoang tir 30% tré 1&n. Bic tinh ndy 1a biéu hién thich nghi cua bo may
quang hop trén mdi truong can. Tuy nhién, tuy theo kha nang chéng chiu han
cua cdy ma mirc do giam stt quang hop sé khac nhau. Thuc vat cé kha nang
chdng chiu han tét, khi thiéu nude hiéu suat quang hop s& giam it hon.

Ribulose 1,5 diphosphat cacboxylase xuc tac sy chuyén hda ribulose
1,5 diphosphat (RiDP) trong giai doan dau tién cua qua trinh ¢b dinh CO..
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Ribulose 1,5 diphosphat cachoxylase c¢é nhiéu trong 1& Khi thiéu nudc, khi
khong dong lai, hoat tinh cua ribulose 1,5 diphosphat cacboxylase bi giam stit,
kha nang cb dinh CO, giam... din dén hiéu suat quang hop caa la giam. Vi
vay, hoat tinh cua ribulose 1,5 diphosphat cacboxylase 6n dinh dugc cho 1a
yéu té quan trong gép phan khéang han han trong cay lac [108].

Thoat hoi nugc va hiéu qua sir dung nieéc

Thoét hoi nudc & sy bay hoi cia nuéce tir co thé thuc vat. Qua trinh
thodt hoi nudc xay ra chu yéu o 14, khi khi khéng mo rong cho viéc ldy CO,
vao qua trinh quang hop. Qué trinh thodt hoi nuéc cua thuc vat thic day su
van chuyén nudc va cac chat khoang tir ré 18n 14, dong thoi [am mét 14 cay khi
bi d6t néng.

Nghién ciru su phan bd khi khong ¢ cay lac nhan thay, sb luong khi
khong nhu nhau ¢ ca 2 mat & Do do, trong thoi diém sinh truéng manh, so
véi céc cdy trong khac cay lac can cung cip lugng nuéc gap déi. Bé chéng
mat nuéc, cdy lac ¢ dic tinh khép 14 lai va huéng 14 song song theo hudng
tia nang chiéu téi [4].

Hiéu qua str dung nuée caa cdy lac dugc tinh bang ty 18 giira sinh khdi
thu duogc trén dat véi sy thodt hoi. Theo Songsri (2009), han héan lam giam
hiéu qua sir dung nuéc, giam khdi luong ré khd va chi sb thu hoach. Két qua
nghién ciru chi ra riang, cdy lac c6 chi sb dién tich 14 thip, SCMR cao s& cho
hi¢u qua sir dung nuéc lon [119].

Bé ré cay lac

Hoat dong cua bo ré cay lac véi dic tinh chiu han, duoc xac dinh thong
qua chi s RLD (root length density). RLD la chi sb lién quan dén chiéu dai
va mat d6 phan b cua ré, chi s nay duoc tinh bang ty 18 cua tong chiéu dai
r& (cm) trén mot don vi khdi luong dat (cm®). Songsri va dtg (2008) nhan
thdy, ¢ gidng lac c6 chiéu dai ré [on tir 40-100cm (RLD.g 1o 100em) thi €6 chi s6
chiu han cao va do d6 6n dinh ning suit qua va chi sd thu hoach trong diéu
kién han han [120].
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Serine proteinase la enzyme thugc nhdm subtilisin, hoat dong dugc trong
diéu kién thiéu nudc (cac enzyme hoat dong tdi thich trong mdi truong kiém).
Serine proteinase ¢ tinh dic hiéu nhom tuong ddi, hoat déng cua serine
proteinase thuy phan nhiéu loai lién két peptide ciing nhu céc lién két ester,
nhat 1 nhitng lién két dugc tao thanh tir c&c amino acid thom. Dudi tac dung
ciia enzyme ndy, mot s triglyceride ciing ¢ thé bi thay phan. Nghién ctu caa
Drame va dtg (2007) cho thiy, su biéu hién cua gen AhSP (Arachis hypogaea
serine proteinase) ma hda serine proteinase trén cay lac giam manh véi sy thiéu
hut nugc, dac biét ddi véi gidbng chiu han tét. Khi thuy héa tré lai, gidng chiu
han tét ciing 1a gidng phuc hdi biéu hién cua gen AhSP nhanh hon [59].

Phan tich caa Akcay va dtg (2010) cho ring, mirc do tich tu proline, kha
nang hoat dong cua ascorbate peroxidase va catalase ting 1a nhitng co ché
quan trong dé duy tri kha niang chiu han ¢ cay lac [42].

Phospholipase & enzyme thay phan lipid, ¢ vai trd d6i véi hoat dong
bao vé mang té bao. Hoat dong cua phospholipase tao ra nhiéu lipid déng vai
trd quan trong trong cidu tric mang té bd nhu phosphatidic acid,
diacylglycerol hay inositol-triphosphat. Phospholipase gdm nhiéu loai, khéc
nhau vé vi tri phan cit trén phosphatidic acid, pH tdi wu, kich thugc phan ti...
[104], [128]. Jacob va dtg (1999) da phét hién, chat dong phan PLDa lién két
véi absicis acid cd téc dung diéu khién su dong kin 16 khi trong sudt qué trinh
han han [77]. Do d6, su gia ting tich liy ban sao cia PLDa gop phan giam
bot sy mit nuée trong té bao vabao vé mang té bao cua cay lac [59].

Hoat dong tich liy protein nhu LEA ciing dugc chirng minh dong thoi
xay ratrong phan tng véi su thiéu hut nudc ¢ cay lac. Tich ldy protein LEA dé
bao vé mang té bao khoi sy pha hity va chéng chiu véi su mat nuge. Trong |14
lac ham luong protein LEA duoc tich ity cao khi c6 su thiéu hut nuéc, su tich
Ity ham luong protein LEA khong rd rét 1a két qua nhan dugc trong cay lac du
nudc [59].
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Diéu chinh 4p suat tham thiu cua cay lac, hoat dong tao cac chit tham
gia vao qué trinh diéu chinh 4p suit thim thdu cua thuc vat néi chung va cay
lac nGi riéng 1a qua trinh phirc tap véi sy tham gia caa nhiéu gen, enzyme va
protein. Nghién ctiru sy bién dong ham luong protein va proline ¢ giai doan
cdy non vao céc thoi diém trudce khi gdy han véi thoi diém sau 5 va 9 ngay
gay han, Akcay va dtg (2010), Dinakar va dtg (2008) nhin thdy, ham lugng
proline co sy gia ting khi thoi gian gy han kéo dai va c6 mdi tuong quan

thuan véi kha nang chiu han cta cay lac [42], [56].

Abscicis acid (ABA) 1& hoocmon thuc vat lién quan dén viéc diéu khién
qua trinh déng mé khi khéng. Sy sinh tong hop ABA trong cdy dugc diéu
khién bai 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED) [69]. O cay lac, gen
AhNCED1 (Arachis hypogaea 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase) ma héa
tdng hop NCED dugc nghién ciu sy biéu hién cho thiy, hoat tinh caa NCED
ting lén dang ké ¢ 14 va than cay lac ¢dp ung véi tinh trang mit nudc cua cay
[127].

Nhu vy, tat ca cac lod thuc vat déu co dic tinh sdng thich hop trong
tinh trang thiéu hut nugc. Khi sy thiéu nuéc do han hén, thuc vat s3 phan tng
bang nhiéu co ché khéac nhau. Cay lac c6 kha niang chiu han kém. Khi gip
han, cay lac phét huy dic tinh chiu han thdng qua nhirng thay déi vé hinh théi,
sinh ly, hoa sinh. Cho nén, viéc tim kiém céc yéu té cau thanh dic tinh chiu
han cua cdy trong néi chung va cy lac néi riéng dé nang cao kha nang chng

chiu cia cy |a can thiét.

1.2. NGHIEN CUU NANG CAO KHA NANG CHIU HAN CUA CAY
TRONG BANG CONG NGHE TE BAO THUC VAT

Hién nay, nudi cdy mo té bdo thuc vat dang dugc tng dung trong cac

linh vue nhan gidng in vitro, phuc trdng va tao cdy sach bénh, nudi ciy bao
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phin va tao dong thuan, dung hop té bdo tran valai vé tinh, cai tién va nang

cao kha nang chéng chiu caa cay trong.

Ung dung cdng nghé nudi cdy mé té bao thuc vat nhim nang cao kha
nang chiu han cua cdy trong dugc tiép can theo huéng nghién ctru hé thong téi
sinh phuc vu chuyén gen va chon dong té bao soma. Chuyén gen & thuc vat cé
thé thuc hién truc tiép hodc gian tiép, tuy nhién thuc vat bac cao cé thanh té
bao day, bén vitng nén ky thuat chuyén gen gian tiép to ra uu thé hon. Dé tao
duoc cdy chuyén gen bang phuong phép chuyén gian tiép phai hoan thién hé
thng téi sinh cay. Bén nay, viéc chuyén mot sd gen diéu khién va gen hoat
hoa sy biéu hién caa nhém gen lién quan dén tinh chiu han & thyc vat da dugc
cong bb b Kosmas va dtg (2006), Ying va dtg (2009) [81], [131]. Nghién ciru
cia Wan va dtg (2006) vé chuyén gen AhNCED1 diéu khién sinh téng hop
ABA cua cay lac vao cay Arabidopsis da cho thiy, ham luvgng ABA cua cay

Arabidopsis ting [&n trong diéu kién thiéu nuéc [127].

Céc dong té bao dugc tao ra tir nhiéu phan khéc nhau cua cdy. Quatrinh
nudi ciy cac dong té bao lam xuat hién nhiéu bién di. Viéc chon dong bién di
soma, téi sinh cdy va tao cdy hoadn chinh s3 [& ngudn vat liéu khai dau rat tot
cho qué trinh chon tao gidng theo dinh huéng ting cuong kha ning chéng chiu
[1], [31], [80].
1.2.1. Chon dong té bao soma trong chen giéng cay tréng

Tat ca céc té bao cua mot co thé déu mang bo may théng tin di truyén
gidng nhau, mdi té bao bat ky Iy tir co thé thuc vat déu co kha nang tiém tang
dé phét trién thanh mot ca thé hoan chinh, d6 latinh toan nang cia té bao thuc
vit. Didu ndy da duoc cac nha khoa hoc chirng minh bang céc thi nghiém nudi

cdy md vaté bao thuc vat.
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M hoic quan thé té bao nudi ciy bao gdm mot sd lugng 16n céc té bao
khdng déng nhat. Vi thé quan thé té bao nudi cay cd thé xem nhu quan thé
thue vat ma & d6 ciing dién ra sy thay d6i vé kiéu gen, kiéu hinh va tudi. Khi
nhitng té bdo dugc tai sinh thanh cay s3 thé hién thay ddi d6 ¢ mirc do co thé.
Tham chi ¢6 nhitng quan thé té bao phét trién tir mot té bao ban dau nhung
trong suét qua trinh sinh truéng va phét trién dén khi hinh thanh mét co thé
hoan chinh dién ra nhiéu thay dbi di truyén do anh huong cua cac yéu tb moi

truong nudi ciy, dic biét 1a cac chit diéu hoa sinh trudng.

Ky thuat chon dong té bao ddi véi thuc vat bac cao nham muc dich: (i)
Chon dong chdng chiu véi diéu kién bat lgi cua ngoai canh phi sinh hoc nhu:
nong, lanh, phén, min, han, Gng... (ii) Chon dong té bao khang cac doc té do
téc nhan sinh hoc gay ra nhu: doc té do nam va vi khuan gay bénh tiét ra, cac
loai khéng sinh do vi sinh vét san sinh ra... (iii) Chon dong san xuit du thira
céc loai san pham chu yéu |a amino acid nhim muyc tiéu xay dyng qui trinh san
Xuit theo quy mé cdng nghiép cac san pham do. (iiii) Chon céc dong mang

nhitng dic diém danh diu dé nghién ctru di truyén (genetic marker).

Té bao nudi cay in vitro cé ty 1& bién di di truyén 16n, vi thé co thé chon
dugc céc ca thé dot bién nhanh hon va cé hiéu qua hon so véi cac phuong
phép chon gidng thdng thuang khéc &p dung trén cy nguyén ven [22]. Néu két
hop véi xu 1y dot bién thi tin sb dot bién cang cao hon [35], [101]. K§ thuat
nudi cidy md va té bao con cho phép lam giam dang ké thoi gian can thiét dé
chon duogc nhitng tinh trang mong mudn [1], [36].

Theo Lé Tran Binh va dtg (1998), ky thuat chon dong té bao soma
chéng chiu vai cac yéu té bt loi cua méi trudng bao gdm céc budc: (1) Tao
md seo trén méi truong MS co ban, bd sung 2,4-D. X1 Iy md seo véi céc diéu
kién cuc doan caa mdi truong (n6ng, lanh, han, nhdm, muéi...) & ngudng dudi

muc gay chét va chon dong té bao mé seo chdng chiu duoc céc diéu kién bt
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loi; (2) Chon loc cac dong mé seo sbng sot dé dwa lén mdi trudng téi sinh cay
va tao cdy hoan chinh; (3) Trdng, theo déi va phan tich di truyén cac dong
chon loc duoc; (4) Banh gid kha ning chéng chiu & mic cay hoan chinh, phan

tich c&c dic diém hda sinh va sinh hoc phan tir [1].

Nguyén liéu ding cho chon dong té bao thuc vat co thé 1a md seo, té
bao nudi ciy dich l6ng hodc té bao tran. Trong d6, thudng dung hon ca trong

chon dong té bao thuc vat 1A mé sco.

M sco (callus) 1a khéi mé thuc vat gdm nhitng té bao chua phan hoa,
c6 kha nang phan chia lién tuc. Trong cdng nghé té bao thuc vat, nudi ciy mo
seo |a mot k¥ thuat co ban cho phép bién ddi cac bo phan khéc nhau cua cay
thanh md sco va tir d6 ta sinh dugc cdy hoan chinh. Trong nudi cay in vitro,
md seo dugc tao ra bing cach nudi ciy cac co quan caa thuc vat (14, hoa, qua,
than...) & mdi trudng va diéu kién nudi ciy thich hop. Sir dung md seo lam
nguyén liéu chon dong té bao thyc vat co vu diém [a don gian va thuong co
tinh bién dong di truyén cao. M6 seo duoc st dung dé chon céc dong chdng
chiu véi tdc nhan ngoai canh phi sinh hoc, chiu bénh va cac dong cho nang

suit thir cap cao.

Nghién ciru tao mé seo va téi sinh cay tir mé |4 cua lac, McKently va dtg
(2000) d& nhan thay cay hoan chinh tréng trong nha lugi ¢ kha ning sinh
truong, phét trién binh thuong, khdng co sy bién dbi vé kiéu hinh [95]. T
nhitng manh 14 mam trén mdi truong thich hop, Nguyén Xuan Tai va dtg
(2005) da tao mam da chdi va mot sb dong cay xanh ¢ ngudn gbc tir gidng
lac L14 sinh truéng dugce khi nudi ciy ¢ nha ludi. Quan thé R, trdng trong
nha lugi co sy xut hién bién di vé hinh tha tir dang dirng sang dang trung
gian (khoang 35%). Thoi gian xuat hién hoa dau tién cua cdy ta sinh muon
hon giéng géc khoang 20-30 ngdy. Phan tich da hinh DNA cuaa quan thé cay

téi sinh thé hé Ry bang chi thi SSR céc tac gia ciing nhan duoc su khéc biét &
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mic DNA tir 8% dén 35% so véi gidng goc [22]. M seo lac ¢ ngudn gic tir
than mam chiu anh huéng cua tia gamma cé kha niang tai sinh cao hon.
Nghién ctru ciing thu duge mot sb cdy téi sinh khong binh thuong, dic biét 1a
hinh dang |4 [101].
1.2.2. Phét sinh bién di trong qué trinh nuéi ciy

Diéu kién nudi cay md, té bao 1am phét sinh bién di véi tin sb xuét hién
khoang 10°- 10, vi trong méi trudng nudi ciy cd cac chat kich thich sinh
truong véi ndng do cao. Co thé két hop véi xir 1y dot bién hodc xur |y stress dé
tang tan sd dot bién tir 10-100 lan [87]. Do vay, viéc phdi hop gay dot bién
cling véi qué trinh nudi cay md té bao s& gop phan chon cathé dot bién nhanh
hon va hiéu qua hon so véi nhitng phuong phép chon gidng théng thudng

khéc ap dung trén cay nguyén ven [58].

Téac nhan dot bién co thé sir dung trong qué trinh nudi cdy md gém nhiéu
loai, d6 1a céc t&c nhan hoa hoc gdy dot bién nhu ethylen imine, nitroso
methyl urea ... Céc tac nhan vat ly gay dot bién nhu: nhiét do, tia buc xa
khdng gdy ion hoa (tia UV), mirc nang luong cua tia UV chi c6 thé din dén
nhitng dot bién diém hay dot bién cu tric nhidm sic thé. Tia birc xa gay ion
hod (tia X, tia gamma), trong sinh hoc thuong ding tia gamma tir ngudn
phong xa Co® dé gay dot bién vi co budc song ngin (1,25 MeV) nén do
Xuyén sau cao hon, day ciing 1a loai tia dugc ding nhiéu dé gay dot bién va
cai tao gidng cay trong [6], [29], [36], [112].

Téac nhan 1am phét sinh d6t bién tac dong khdng gidng nhau vao céc loai
sinh vat khac nhau, khdng gibng nhau & cac bo phan co quan trong co thé,
trong d6 thudng thiy sy man cam cua hat nay mam hon so véi hat khd; cac co
quan sinh dudng nhay cam hon hat nga nghi...Vi vay, dé thu duoc tan sb dot

bién cao, véi mdi loai cdy trong can phai chiéu xa & lidu lugng du 16n dé gay

19



ra nhitng bién di di truyén co lgi makhéng gay chét ciing nhu ting do bat thy,
lam anh huéng dén cong tac chon tao gidng sau ndy. Dé xéac dinh hiéu qua tac
dong cua chiéu xa, nguoi ta thuong xac dinh lidu lugng t6i han, tac 1a liéu
lwong con 30-40 % sd cdy sdng sot sau khi chiéu xa. Tuy nhién, ngudi ta
thudng dung liéu chiéu xa nho hon lidu téi han tir 1,5 — 2,0 Ian, tét nhat 1a

dung nhitng liéu 1am giam ty 1é nay mam va it kim ham sinh trueng [21].

X&c dinh lidu chiéu xa gy anh huéng dén sinh vat, cac don vi larad va
ronghen thuong duoc dung teong duong nhau va duoc tinh la lugng phéng xa
lam cho 1g m6 sinh vat sdng bi chiéu xa hip thu ning luong; ngodi ra co don
vi gray va lkilorad.

Nudi cdy md phét sinh bién di, két hop nudi ciy mé véi céc tc nhan dot
bién dé gia ting thé dot bién. Tuy nhién, khd niém dot bién co loi 1a nhitng
dau hiéu do nguoi nghién ctru ty quy uéc, boi vay tat ca nhirng diu hiéu dot
bién duoc chon dé nghién ctru nhu: thap cdy, nhiéu nhanh, chin sém, nang
suit cao, khéi lwong qua, hat 16n...déu xép vao cac dot bién co lgi [6]. Dot
bién lam xuat hién nhirng tinh trang mai, céc tinh trang méi di truyén cho thé
hé sau théng qua sinh san hitu tinh s& chiu sy phan ly di truyén theo quy luat
tw nhién [80], [88]...

1.2.3. Cac phwong phap chon dong té bao

Chon dong té bao co thé thuc hién theo nhiéu céch: tryc tiép, gian tiép
va chon tong thé.

Chon dong truc tiép thdng qua uu thé vé sinh truang hay s khéc biét vé
mau sic cd thé chon dugc dong té bao mong mudn tir quan thé té bao. biéu
kién chon loc & day |a cac chat chon loc & nhitng ndng d6 khéc nhau gy téc
dong truc tiép 1én sinh truong cua té bao. Phuong phép chon truc tiép thudong

duoc (rng dung dé chon dong chdng chiu va nhitng dong cho san pham thix cip
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cao. Téc nhan chon loc thuong dugc sir dung phai ké dén polyethylene glycol
(PEG). Céc cong trinh nghién ciru sir dung PEG cua Matheka va dtg (2008) vé
chon dong mé sco ngb chiu han [94], chon dong lUa chiu han caa Lé Thi Bich
Thuay (2008) [34]... da duoc cong bd.

Trong trudng hop chon dong gian tiép, dic diém caa dong dugc chon 1
két qua biéu hién khuyét tat cua té bao. Trén mdi truong chira ClO; nhitng té
bao cé nitrat reductase sir dung ClOs nhu NO3 va khir thanh clorit. Clorit tac
dung nhu mot doc t6, cho nén chi nhitng té bao khéng co nitrat reductase méi
sdng sot [100].

Chon loc tong thé céc té bao di dudng thuc vat thuong duoc chon bang
phuong thirc xir Iy dot bién va nudi trén mdi trudng co chira yéu té dinh dudng

can thiét, mayéu té nay co khi lai chinh 1anhan té gay dot bién.

1.2.4. Mt sb thanh twu trong chen dong chdng chiu yéu té bat lgi caa

ngoai canh

Péi v6i cac nha trong trot ciing nhu vai chién luoc phét trién cay trong,
viéc chon va tao ra giéng cay co6 kha nang chéng chiu nhitng tac dong ngoai
canh phi sinh hoc va tac dong cua cac chat hod hoc 1a muc tiéu cua nhiéu
chuong trinh nghién ctu. Nhitng giéng duoc chon loc ngodi céc chi tiéu vé
ning suat va pham chat con can phai c6 kha ning thich nghi véi nhitng diéu
kién hét sic da dang dé phét trién tét ¢ nhiéu vang sinh théi khac nhau. Y éu tb
bat lgi cia moi trudmng gdm nhiéu loai nhu phén, chua, min, han, néng, lanh...
Nudi cdy md va té bao cd thé déng gop mot phin quan trong trong viéc chon

tao dong chdng chiu céc yéu tb bat loi do.

Bing cong nghé té bao thuc vat, cac nha khoa hoc d& nhan dugc nhitng
dong chiu mubi NaCl tir mo seo 1ta [37], thudc 14[13], lGamy [117]. Két qua
nghién ciru cia Singh va dtg (2004) cho thiy, ABA 1a chat cé lién quan dén
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viéc tdng hop céc protein méi (dic biét cac protein co khdi lugng phan tir 26
kDa) xut hién & cac dong chiu mudi [117]. Méi teong quan giita ABA, tinh
chiu mudi va sy tong hop cac protein dic biét 1a van dé dang can tiép tuc
nghién cau.

Van d& chon dong chiu han, chiu nhiét do thap dugc thdng béo 1a rat
thanh cong trén cay Ida [1]. Viéc tién hanh chon loc cac dong lGa chiu nong,
chiu phén ciing da buéc dau duoc nghién cau boi Nguyén Thi Tam va dtg
(1999) [28], Nguyén Thi Vinh vadtg (1995) [38].

Dé lam ting tan sd dot bién cua céc cdy trong, nghién ctu phdi hop
téc nhan dot bién vao qua trinh nudi cy in vitro da dugc cong bd. Lé Xuan
Dic va dtg (2006) da tao dugc dong [Ga TBBO6 thiap cay, ngin ngay
tr giébng lda Tam xoan. Dong TPB06 da duoc duoc khiao nghiém
trong hé théng khao nghiém Quéc gia va dugc danh gia la dong cé
trién vong [6].

Theo hudng cai thién tinh chiu han, Lé Thi Bich Thuy va dtg (2008) da
xt Iy mé seo IUa bang tia gamma truéc khi téi sinh cay, sau d6 thu hat cua céc
dong cay ta sinh va sang loc bang PEG cling véi chi thi phan tr SSR va STS
lién quan dén han. Nhém téc gia d thu duoc ba dong trién vong dé nghi tiép
tuc danh gia va giéi thiéu khao nghiém gidng chiu han [34].

Nhu vay, viéc nghién ctru xdy dung va hoan thién cac hé théng nudi cay
mo té bao thyc vat nham nang cao kha ning chéng chiu vai céc diéu kién bit
loi cia mdi trudng duoc nhiéu nha khoa hoc quan tam chi y. Trong d6, nhiéu
dong cay xanh tao ra co kha nang sinh trudng phét trién binh thuong nhu cay
l0a, cay lac... Chon dong theo huéng chdng chiu bit loi mdi truong da rat
thanh cong trén mot s ddi tuong nhu 1Ga, thubc 14..Nhitng thanh tuu thu
duoclagoi y dé ching téi lra chon nghién ciru ndng cao kha nang chéng chiu

han trén cay lac.
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1.3. PHAN TiCH, PANH GIA CAC DONG CHON LOC CO NGUON
GOC TU NUOI CAY MO SEO

1.3.1. Panh gia kha niang chju mit nwéc cia mé, té bao thwc vat

Xt ly gdy mat nuéc cuia mo hay té bao thuc vat thuong sir dung ludng
khi v6 triing cua box cay hoic dung cac chat 1am thay d6i &p suat tham thiu
cua té bdo. Banh gia kha nang chiu mat nuéc caa mé seo théng qua viéc xac
dinh d6 mat nugc va kha nang chiu mat nuéc. Két qua danh gia cho phép xéc
dinh ngudng chon loc dong té bao, day 1a huéng kha hiéu qua trong nghién
ciru tng dung cong nghé nudi cdy mé té bao thyc vat & nang cao kha ning

chiu han cua cay trong.

Matheka va dtg (2008) dung PEG 6000 nong dé 20% dé xtr ly mé sco
ngd, sau d6 chon dong té bao sdng sot trén mdi trudng chira manitol [96]. Vi
muc tiéu tao vat liéu khéi dau phuc vu chon dong chiu han ¢ cay dau xanh,
Chu Hoang M4au va dtg (2010) d& tao duoc md sco tir phéi mam caa hat dau
xanh trén méi truong MS co ban ¢ b sung 2,4-D 10mg/l. Sau 10 ngay nudi
ciy, cac mo seo duogc thdi khd va nudi phuc hoi. Banh giaty 16 mé sbng sot,
mbé sdng sbt téi sinh cdy, nhdm téc gia xac dinh dugc ngudng xir 1y thoi khéo
dé chon dong chiu han cua hai gibng dau xanh khéac nhau 1a 5 gio (DVN6) va
7 gio (DVNB) [15].

Nghién ciru kha ning chiu mat nuéc & mac do mé seo cua lac cha yéu
méi dirng lai ¢ viéc danh gid do mat nudc, ty 1é sdng sot va kha nang téi sinh
cdy & cé&c ngudng xir Iy khéc nhau. Véi ¢6 mat nudc tir 80,40% dén 86,49%
mod seo cua nhiéu giéng lac dugc danh gid la co kha nang té sinh. Tuy nhién,
kha ning té sinh khac nhau tdy thudc vao gidng va thoi gian chiu thdi kho
[25]. Do viy, céc cdy tai sinh duoc tao thanh dong hodn chinh s3 1a ngudn vat

lidu khoi dau co giatri trong chon dong.
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1.3.2. Panh gia kha ning chiu han & giai doan hat nay mam va giai doan
cay non

Trén co sd ngudn vat lidu khoi dau da cd, nghién ctu danh gia cac dong
chon loc chinh 1& qua trinh phan tich, tim toi nham chon ra cac dong mang
tinh trang mong mubn dé bdi dudng tao gidng méi. Qua trinh danh gia céac
dong chon loc giéng nhu qué trinh chon giéng trén cay nguyén ven. C6 nhiéu
céch tiép can dé giai quyét van dé ndy, tuy nhién mé hinh chung la tir két qua
thi nghiém, nhan xét hién tuong va rit ra két luan mang tinh quy luat. Tinh da
dang di truyén caa sinh vat biéu hién ¢ sy da dang céc tinh trang vé hinh thai,
va céc dic diém sinh ly, hoa sinh; vé kha nang chéng chiu céc diéu kién bat
loi cua ngoai canh, vé sy bién dong ham lugng céc chat trong té bao... Khi
nghién ctru chon gidng cay tréng ngudi ta thudng quan tm dén céc tinh trang
co thé can, dong, do, dém dugc (céc tinh trang sb lugng). Nghién ciru céc tinh
trang sb lugng cho phép xéc dinh mdi lién quan dén ning suit sinh vat, dén
chat luong san pham. Su di truyén céc tinh trang sb luong tuan thu céc
nguyén tic co ban cua quy luat di truyén [16]. Hai giai doan sinh truéng caa
thue vat dugce cho 1A man cam véi han 1a giai doan hat nay mam va giai doan
cdy non. Nhitng giai doan ndy thuong duoc sir dung dé déanh gid kha ning

chbng chiu véi yéu té bt lgi cia méi truong.

Kha niang chiu han & giai doan hat nay mam cua cdy duoc danh gia cha
yéu trén co sd s bién dong cua céc chi tiéu hda sinh. Trong giai doan hat nay
mam, nhiéu enzyme thay phan duoc tong hop manh dé phan giai chit du trit
cung cap dinh dudng cho cdy. Hoat d6 ciamédt sb enzyme ting la minh chirng
cho tinh chéng chiu cua cy trong cé ngudn goc tir md seo bi xir 1y duoc cai
thién. Nghién ctru caa Nguy&n Thi Tam va Lé Tran Binh (2003) nhan thay, co
mdi twong quan thuan chit ché vé sy bién dong caa ham lugng duong tan va

hoat d6 cua a-amylase ¢ céc dong IUa chon loc tr md seo chiu ndng [27].
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Trong do, tang &p suit tham thau cua té bao thdng qua cac phan tir dudng tan

s3 lam tang kha ning chdng chiu cua cay.

O giai doan cdy non, kha ning chiu han dugc danh gia thdng qua xac
dinh céc chi tiéu sinh ly, hoa sinh. Bén giai doan cay non dic diém hinh théi
cua cdy da co thé quan sét duoc. Sy bién dong ham lugng céc cht van dién ra

binh thuong, theo mot quy luat nhat dinh.

Quan sét sy phét trién cac dic diém quan trong & cay khoai tay nhu:
chiéu dai va trong luong ré, chiéu dai va trong luong chéi, téc do phét trién
cuia cdy con ¢ diéu kién gay han bang PEG 6000 trong 6ng nghiém va cay con
chon loc tréng ngodi ddng rudng, két qua nghién ciru khing dinh, cé thé lva
chon kha ning khéng han caa cac dong khoai ty chon loc ¢ cac mic do thiéu

hut nude khéc nhau théng qua quan sét kiéu hinh [83].

Nghién ciru cia Nguyén Thi Tam va dtg (2009) vé viéc danh gia dic
diém hoa sinh hat caa cac dong l0a c6 ngudn goc tir md seo chiu mit nudc &
thé hé R4 so vai gidng gbc, cac chi tiéu phan tich gdm protein, lipid, duong
déu cb su gia tang trong hat, két qua nghién ctu khing dinh céc dong chon
loc dugc cai thién vé thanh phan hda sinh hat [23]. Truong Thi Bich Phuong
va dtg (2005) tién hanh phan tich thanh phan protein trong hat caa 3 dong 1a
chon loc ¢6 ngudn gbc tir md seo bi xtr Iy ABA trén méi truong bo sung 15%
manitol, nhém t&c gia nhan thiy tat ca cac dong chon loc déu tang vé sb lugng
hodc ham lugng tiéu phan protein so véi gidng gbc [19]. Phan tich da hinh
protein bang ky thuat dién di hai chiéu caa Hoang Tan Quang va dtg (2008)
ciing nhan dugc két qua tuong tu [20]. Sy da hinh protein trong hat 1a do biéu
hién cua gen lién quan dén han trong cac dong chon loc in vitro dugc hoat hoa
khi gap diéu kién bt lgi méi truong 1am xuét hién protein méi. Rat cd thé d6

la két qua cua gen tong hop protein du trit dugc bién ddi nhd qua trinh nuodi
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cay va chon loc dung bién di soma. Nhirng thay d6i 1am xuét hién nhitng tinh
trang méi 1& co sd chon tao dong mang céc tinh trang mong muén.

Phan tich sy bién dong ham lugng céc chat trong diéu kién stress khéc
nhau dé chon loc dong mang tinh trang mong mubn. Céac dong chon loc tao ra
bang k¥ thuat nudi cdy mé té bao thuc vat co sy taing ham lugng proline duoc
xéc dinh |& chi thi lién quan dén kha niang chiu han cualta Vi vay, co thé cin
ctr vao ham lugng proline trong cay dé lya chon dong cé kha ning chiu han
[34].

1.3.3. K§ thuat RAPD trong danh gia hé gen ciia cac dong chon loc

K§ thuat RAPD duoc William va dtg (1990) sir dung dé phét hién hién
turong da hinh DNA nhd su nhan ban ngiu nhién caa cac moi ¢6 trinh ty ngan,
d6 dai khoang 9-12 nucleotide, cd nhiét d6 gin méi thap (35°C -37°C). San
pham cua phan tng dugc phan tdch bang phuong phédp dién di trén gel
agarose, nhuom gel bing ethydium bromide, sau d6 quan sét va phan tich két
gua nho anh sang cua tia cuc tim (UV-ultraviolet) [129]. Phan tich tinh da
hinh cia DNA dya trén sy xuit hién hay khéng xuit hién cac phan doan cé
cuing kich thudc dugce khuéeh dai tir hé gen nho sy thay doi cac diém gan caa
moi... Str dung ky thuat RAPD dé phéan tich hé gen c6 dic diém la don gian,
nhanh chong, khdng can biét nhitng théng tin vé trinh ty. Vi vay, nhiéu
nghién ciru da cho thay sir dung RAPD kha hiéu qua trong phan tich quan thé,
x&c 1ap ngudn gdc l0ai, 1ap ban dd di truyén va dic biét so sanh hé gen cua
céc dong chon loc thu duge 1am co s¢ dé lwa chon dong trién vong [54], [55],
[72], [107].

Nguyén Btc Hoang va dtg (2008) sir dung ki thuat RAPD vé&i 10 moi
ngau nhién nhan thiy hé gen cua cac dong l0a chon loc thé hé R; c6 ngudn
gdc tir md seo chiu mat nuéc co su thay ddi so véi gidbng goc, mic khéc biét

di truyén & 10% [9]. Véi cac dong lac chon loc, két qua phan tich RAPD
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ciing thu duoc se khéc biét cua dong chon loc véi gidng gbc trong khoang
3,18- 20,55% [24]. Céc két qua nghién ciru déu chirng to cd su bién ddi vat
chat di truyén trong qué trinh nudi ciy in vitro cua cac dong chon loc so véi

gidng gbc .

Chi thi RAPD dugc danh gia 1a co gia tri trong viéc phét hién dot bién
khi nudi cay chdi cay dau tuong, mic du két qua nghién ciu thu dugce sb moi
co ty 1é da hinh khéng cao song téc gia ciing khang dinh day 1a cong cu hitu
ich trong viéc phét hién cac dot bién khi nudi cay phéi bing in vitro trén cay
dau tuong [73].

Mt d6 xuat hién khdng gidng nhau vé ty 1& cac biang da hinh, vé mac do
bién di trong hé gen bing ky thuat RAPD, céc két qua nghién ciru trong chon
dong déu khing dinh sy sai khéac trong phan tich 1a can ct dé tao gidng mai.
Tuy nhién, nghién ceu cia Lé Thi Bich Thay va dtg (2008) khiang dinh,
khdng phai tit ca cac dong chiu chiéu xa déu tao ra sy khéc biét trong hé gen,
tir két qua phan tich RAPD téc gia van nhan thdy nhiéu dong lta giéng nhau
hoan toan, gidng voi dbi ching va giéng véi mé khdng chiéu xa. Sy phan ly

do dot bién ¢ Ita khéng theo mot quy luat nhit dinh [34].

Bén canh viéc x&c dinh sy thay d6i trong hé gen, mot sd nghién ciru ciing
chi raviéc lya chon ky thuat RAPD ciing rat hiéu qua voéi viéc lién két vai cac
gen ¢ giatri cua quatrinh chon gidng. Chi thi RAPD duogc cong b 1aco lién
quan dén gen khang bénh phu nim méc tring ¢ dau, cdy mang gen khang
bénh dugc chon loc & thé hé F2 cho két qua da hinh gitta cay bd va cay me
[62]. Két qua phan tich va khing dinh, chi thi RAPD lién két véi gen kiém
soéat tinh khang doc ¢ cay nghé [121]. Trén céy lac, nghién ciru cia Mondal
va dtg (2007) cho biét chi thi RAPD c6 mbi lién két véi gen khang bénh gi sit
[99] ... Tuy nhién, viéc tim chi thi lién quan dén tinh chiu han cua thuc vat

ndi chung va cy lac ndi riéng con la van dé can duoc thao luan.
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1.4. GEN LIEN QUAN PEN TiNH CHIU HAN O CAY LAC

Tinh chiu han cua thuc vat [a tinh trang do nhiéu gen quyét dinh. Xu
hudng tim kiém gen chju han 1a quan tam nghién ciru caa nhiéu tac gia. Tuy
nhién, &én nay van chua tim thay gen dic hiéu ndo quyét dinh tinh chiu han
cua thyc vat ma chi c6 c&c gen lién quan dén kha ning chiu han. C6 thé chia
céc gen lién quan dén tinh chiu han 1am hai nhém: Céc gen lién quan dén kha
nang chiu han caa thyc vat va nhdm gen ma hoa protein diéu khién hoat dong

phién mé cuia c&c gen lién quan dén tinh chiu han.
1.4.1. Céc gen lién quan dén kha ning chiu han cia cay lac

Céc gen lién quan dén kha nang chiu han caa thuc vat c6 thé chia thanh
céc nhom: (i) Céc gen tham gia vao qua trinh bao vé thanh té bao; (i) Céc gen
tham gia vao qua trinh tong hop céc chat diéu hoa p suit thim thiu va (iii)

Céc gen lién quan dén sy phét trién bo ré.

Gen LEA 1a mét trong nhitng nhém gen lién quan téi sy mat nuéc cua
thue vat. Binh thuong, san pham caa gen LEA duoc tao ravéi lugng 1én trong
giai doan mudn caa qua trinh hinh thanh phdi. Khi té b&o bi mit nuéc protein
LEA dugc tong hop nhiéu hon, mirc do phién ma cua LEA dugc diéu khién
boi ABA. Biéu hién manh cua gen LEA s3 1am giam d6 mat nuéc va ting &p
suit tham thiu trong té bao [51], [67]. Nghién ctru cua Su va dtg (2010) trén
gidng lac Luhual4 phét hién, ¢ it nhat 8 loai gen LEA. Céc gen LEA cua lac
ky hiéu AhLEA bao gém AhLEAS8-1, AhLEA7-1, AhLEAG-2, AhLEAG-1,
AhLEA4-2, AhLEA4-1, AhLEA1-3, AhLEA1-1. Tam gen AhLEA c0 kich thudc
dao dong trong khoang 299-575bp [122].

Nhom gen P5CS méa hda téng hop pyrroline 5 carboxylate synthetase.

Enzyme P5CS tham gia vao qua trinh téng hop proline, biéu hién caa gen
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P5CS manh s& [am ting ham lugng proline, cé vai trd ting &p suat thim thau
cuaté bao va cay trong diéu kién han han....

Gen NCED ma hda tong hop 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase. Theo
nghién ciru cia Guerrini va dtg (2005), s bat loi cua diéu kién vé han, mudi
lam cho gen diéu khién tong hop 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase biéu
hién manh hon. Hoat dong cua 9-cis epoxycarotenoid dioxygenase s& bién ddi
neoxathin thanh xathoxin, ddy chinh la giai doan trudc khi hinh thanh ABA.
Do d6, hoat dong cia NCED duoc x&c nhan c6 mdi lién quan véi kha niang
chbng chiu cua thyc vat [69]. Gen AhNCED cua lac dugc phan lap boi Wan
va dtg (2005) co kich thudc 2486bp, mé hda mat protein gom 610 amino acid,
Vai trong lugng phan tir 14 66,86 kDa [128].

Gen PLD ma héa phospholipase D, hoat dong cua phospholipase D
manh s3 tao mot phan tir phospholipid va mot gdc chira nhém hydroxyl tu do,
hoat dong cua céc PLD duoc khing dinh c6 lién quan dén han [59], [74],
[126]. Tach dong va xéc dinh trinh te gen PLD ¢ hat lac, nhém nghién cau
cua Nakazawa (2006) da phéat hién trong hat lac c6 hai gen PLD, ky hiéu la
AhPLD1 va AhPLD2. Trong d6, AhPLD1 ma hda phospholipase D1 gom 807
amino acid, va AhPLD2 mé hoa phospholipase D2 gom 794 amino acid [104].
Co chat cuia cac phospholipase 1a phosphatidylcholine, hoat dong téi thich véi
mai truong cd dd pH=5. Trong diéu kién bi han, cDNA ma hoa phospholipase
Da cualac dugc phéan [ap co kich thuéc 556bp [59].

1.4.2. Nhém gen ma hoa protein diéu khién hoat ddng phién ma cia cac
gen chiu han

Céc gen ma hoa protein diéu khién phién méa cé kha ning hoat hda hoic
{rc ché biéu hién cua cac gen lién quan dén tinh chiu han théng qua viéc bam
vao trat ty DNA diéu khién (cis acting element) trén ving khoi dong gen

(promoter) va tuong téc véi RNA polymerase tao thanh phic hop khoi dau
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qué trinh phién ma céac gen lién quan dén tinh chiu han. Theo c&c nghién ciu
vé nhan t6 phién ma caa mot sb téc gia da dugc cong bd trén Ngan hang gen
quéc té, co nhiéu yéu té khoi dau phién ma diéu khién tinh chiu han cua thuc
vat nhu: DREB, bZIP, MYB... [79], [113], [116].

Gen DREB (dehydration responsive elemen binding) duoc tach ra tu 13,
hoa, than va ré cua lac déu co kich thugc 687bp mé hda phan tir protein gdm
228 amino acid [86].

Gen cystatin & thuc vat ma hda protein cystatin ac ché hoat dong cua
cysteine proteinase. Trong nhitng nim gan day, cystatin duoc ban luan nhiéu
boi méi lién quan cia né vai tinh chdng chiu yéu t bat lgi cua ngoai canh,

bao gom céc yéu té vé han, lanh, man ... [93], [125], [132].
1.5. CYSTATIN VA VAI TRO CUA CYSTATIN & THUC VAT

Cystatin (CYS) 1a mot dang protein (¢ ché hoat dong cua cysteine
proteinase (cysteine proteinase inhibitor-CPl). Cystatin phan b rong réi &
dong vat, thuc vat vavi sinh vat cho thiy day [ mot nhdm chat dong vai trd
quan trong véi su ton tai, sinh truéng va phét trién caa sinh vat [106]. Trong
nhitng nam gan day, nhiéu cdng trinh nghién ciu céng bb vé gen cystatin da
chi ra ring, cystatin 1a sin pham cia mot ho gen, tuy nhién, nhirng hiéu biét
Vvé gen cystatin & thyc vat con nhiéu han ché [46], [89], [92].

1.5.1. Pic diém cau tao va phan loai cystatin

Phan tich cystatin & cac gigi sinh vat, két qua nghién ciu cho thay céc
loai protein cystatin khac nhau c6 méi quan hé vai nhau vé ciu trdc bac 1, dic
biét 1a nhitng trinh tu amino acid dic trung trong viéc tc ché hoat dong cua
cysteine proteinase. Sy sai khac vé kich thugc, khdi lwong cia phan tir
protein, vé sd lugng va vi tri céc lién két disulphide... 1a can ci dé phan loai

cystatin thanh bon ho: stefin, cystatin, kininogen va phytocystatin.
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Stefin

Stefin 1a ho CY'S thir nhit, gdm nhitng protein ¢ khdi luong phan tir
khoang 11 kDa. Chudi polypeptid chira khoang 100 amino acid, khéng cé lién
két disulphide va cac nhdm cacbonhydrat lién két trong thanh phin ciu tao.
Vung hoat déng cua stefin 1a vi tri G ¢ gan d¢au NH, va 5 amino acid trong
trung tam phan ung [115].
Cystatin

Cystatin 1a ho thir hai, c6 khoang 120-126 amino acid, khdi luong
khoang 13,4-14,4 kDa. Ho cystatin thir 2 c6 2-3 lién két disulphide vadasb 1a
khong glycosyl hod Tat ca cystatin ho 2 ¢6 trinh tu tripeptide bao tha la
phenylalanine- alanine-valine (FAV) & gan dau NH, va 1 dipeptide bao thu ¢
gan dau COOH |a phenylalanine- tyrosine (PW). Céc trinh tu bao thu duoc
ghi nhan larit quan trong trong viéc két hop voi enzyme dich [124].
Kininogen

Kininogen 14 ho CYS thtr ba, bao gdm nhitng glycoprotein cé kich
thuge 1on, khdi luong [on. Khéi luong caa kininogen khoang 60-120 kDa
Cac kininogen déng mot vai tro quan trong trong qua trinh ¢éng mau [103].

Pa sd cystatin cia ho thir nhit va ho tha ba gibng nhau ¢ trinh ty
pentapeptide trong trung tdm phan (ng, vung bao thu la glutamine-valine-
valine-alanine-glycine (QVVAG). Céc thanh vién caa ho thir 2 ¢ sy thay thé
& amino acid & vi tri thar 2 va thi 4 cia chudi, vi vay co trinh tu pentapeptide
trong dong 1a QxV xG (trong do x, dugc thay thé bang mot amino acid bt ky)
[45].
Phytocystatin

Phytocystatin (phycys) la ho CYS thir tu. Nhom phytocystatin |a céc

cystatin ¢ thyc vat, duoc tao thanh mot phan ho doc lap trén cay phét sinh l0ai
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cua siéu ho CY S[90]. biém chung cua cac phycys la tat ca déu chira thém so
VGi cystatin caa cac sinh vat khac mot trinh ty véi nhitng amino acid bao thu
[LVI]- [AGT]- [RKE]- [FY]- [AS] — [VI] ¢ ving xoan anpha dau NH, cua
chudi polypeptide. Trong d6, céc vi tri trong ngoic ([ ]) co thé thay thé cho
nhau [125].

Chat gay uc ché cysteine proteinase cua thuc vat dugc phan lap tir
nhiéu loai, két qua thu duoc cho thiy ching cé kich thudc khac nhau, thuong
dao dong tir 12 kDa dén 85 kDa. Cystatin thuc vat cd thé chia thanh hai nhém

dira theo ciu trdic phan tir protein vatrong lugng caa ching.

Nhém thiz nhdt duoc tao thanh boi céc phytocystatin chira mot mién
CYS, c6 kich thusc 12-16 kDa, khéng co ciu disulphide va ving
glycosilation gia dinh, gen mé hoa chiang khéng co intron hoac c6 1 intron &
doan gitta LARFAV va QxVxG. Phytocystatin nhdm | dugc nghién ciru ky va
sém nhat la cystatin & 1Ga, ky hiéu OCI [40].

mssdggpvlg gvepvgnend lhlvdlarfa vtehnkkans
llefeklvsv kqgqvvagtly yftievkegd akklyeakvw
ekpwmdfkel gefkpvdasa na

Hinh 1.1. Trinh tw 102 amino acid cia OCI
(ma sb trén GenBank: AAA33903) [143]

Oryzacystatin | twong dong véi cystatin long tring trang, két qua phan
tich cho thiy OCI thiéu cau ndi disulphide, khdi lwong vao khoang 11,5 kDa
v6i 102 amino acid. Voung CY S tir vi tri 20 dén 95, trong d6 viing bao thu cua
OCI (m6 ta trén hinh 1.1 1a c&c vi tri in dam) gdm glycine & vi tri sb 5 (GY),
nam peptide (pentapeptide) ¢ vung trung tdm hoat dong kéo dai tir vi tri 53

dén 57 l1a glutamine®*-valine®-valine™-aanine®-glycine® va proline®-
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tryptophan® (PW). Trinh tu dic trung cia ho (LARFAV) kéo dai tir vi tri 26
dén 31. Nhom phytocystatin | ciing 1& nhém cha yéu cua thuc vat [40].

Nhom phytocystatin thiz hai s¢ hitu nhiéu mién cystatin (multicystatin),
v6i nhitng viing bao tha [3p di 13p lai. Khéi luong phan tir cua phytocystatin
nhom 2 I6n, dao dong trong khoang 80-120 kDa. Gen m& hoa chidng c6 3
intron, chudi polipeptide c6 mdt phin mé rong dau COOH [89], [92].

Phan tich PMC (Potato MultiCystatin) 1a cystatin da mién duoc phan
lap tir cudng cu khoai tay cho thay, khdi luong cia PMC khoang 85 kDa [64].
PMC c6 8 viing cua cystatin, c&c ving gin dong thoi véi nhiéu cysteine
proteinase [105].

Két qua phan tich vé cau tric cua cystatin thuc vat cho thiy, day thuc
su 1& nhém chit phic tap, can thiét co nhitng nghién ctu sau va khuyén céo
dé co céi nhin sAu sic vé vai tro cia cystatin trong co thé sdng.

1.5.2. C4u tr ic khong gian va co ché ¢ ché ciaa cystatin

1.5.2.1. Cdu trtc khong gian cia cystatin

CAu tric khdng gian co ban cua cystatin thuc vat bao gdbm 4 d&n 5
phién gip nép b nam song song va ngugc chiéu nhau. Cac phién b lién két voi

x04an a ving dau NH,.

Cystatin thyc vat mé ta trén hinh 1.2 cho thiy, vi tri co ban cua cac
ving bao tha va hoat dong gom: (i) Mot doan thd ra ¢ gan dau NH,, chia
trinh tu G (ii) vong xoin a chira trinh tu dic trung cho cystatin thuc vat 1a
LARFAV (iii) hai vong kep toc gin vao trung tam hoat dong cua cysteine
proteinase, trong d6: vong gan dau NH, chaa trinh tu bao thu QxVxG, vong
thir 2 gan dau COOH chira PW.
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Viing xoan a chira
LARFAV

Pau COOH

bau NH,

Hinh 1.2. Ciu trdic khdng gian ba chiéu cua cystatin thuc vat
(theo Girard va dtg, 2007) [66]

1.5.2.2. Cysteine proteinase

Déi tugng trc ché cua cystatin 1a cysteine proteinase. Day 1a nhdm
enzyme thudc phan 16p thir 3, theo cach phan loai cua hiép hoi Hod sinh quéc
té (thuong ki hiéu: EC 3.4.22-). Cysteine proteinase x(c téc phan cit chudi
peptide ¢ vi tri bén trong mach polypeptide (endopeptidyl hydrolase). Trung
tdm hoat dong cua enzyme nay cé chira nhom sunfuhydryl (hay con goi |a
thiol, nhom SH), day la nhdm c6 kha nang phan ing cao. Nhom sunfuhydryl
tham gia vao nhiéu hoat dong bién ddi hda hoc. Vi du nhu, nhém SH tham gia
vao su ion hda, acyl hda, phosphoryl hda, oxy hda, ankyl hda... va nguoi ta
ciing thay rang, hang loat c&c enzyme bi tc ché khi nhdm SH chtc nang cua

ching bi khéa. Qua trinh nghién ciru khéng rd ban chat cua co chét [45].



Qua trinh tong hop cysteine proteinase xay ra & polysome trén ludi noi
chat (RER- rough endoplasmic reticulum), sau d6 peptide tin hiéu bi loai bo,
nhung enzyme chua cO hoat tinh. Cysteine proteinase tiép tuc duoc van
chuyén dén khdng bao (vacuole) dy trit, sau d6 loai bo trinh ty tin hiéu ¢ dau
NH,, méi tré thanh enzyme c6 hoat tinh [102]. Vi vay, qua trinh tong hop

cysteine proteinase thanh dang hoat dong la mot qua trinh phurc tap.

Trong céc loai cysteine proteinase thi ho papain dugc nghién ciu ky
nhat. Theo Fischer va dtg (2000), papain dugc sinh ra & dang chua hoat dong
hoic it hoat dong (zymogen), c6 kich thudc tir 40-50 kDa. Qué trinh bién ddi
phan tir sau dich mé& lam cho c&c phan tir cysteine proteinase mai sinh bi cit
han ché khoang 3 dén 4 1an maéi tro thanh cysteine proteinase hoat dong. Kich
thugc cua cysteine proteinase truong thanh khoang 22-35kDa Pa sb céc

cysteine proteinase co pH cuc thuan ¢ vung axit [61].

Trong co thé sdng, cysteine proteinase thyc hién nhiéu chirc ning quan
trong nhu: trudng thanh protein, [am mai protein dé phu hop véi nhitng thay
d6i bén ngoai va loai bo protein bat thuong, protein nhd gap cudn [68]. Trong
cac cay ho dau, cysteine proteinase dang papain hién dién nhu proteinase chu

yéu cua qua trinh thiy phan protein du tri.

Pa s cystatin thuc vat (e ché hai loai cysteine proteinase thuoc nhdm
papain va legumain. Nhom papain (nhdm C1) bi &c ché boi cac phéan tir
cystatin ¢6 khdi lwong phan tar 12-16kDa, nhém legumain (nhém C13) bi ¢
ché boi cystatin 23 kDa [92]. Gay han ¢ giai doan cdy IGa my non véi mirc
tham hut nuéc khoang 60%, két qua phan tich trong diéu kién han han, hoat
dong cua cysteine proteinase giam biéu hién & cac giéng co kha ning chiu
han, tuy nhién no lai khdng thay ddi hodc la ting ¢ cac gidng chiu han kém.

Két qua nghién ciru chi rarang hoat dong phan giai protein thap hon va giam
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su biéu hién cua cysteine proteinase trong giai doan dau thiéu hut nuéc cd thé

coi lamot chi sd dé danh gia kha niang chiu han cua lta my [118].
1.5.2.3. Co ché rrc ché cria cystatin

Két qua nghién ciru trong béo céo cua Merops (2010), Rawlings va dtg
(2008) chi ra rang, cystatin déng vai trd nhu co chat dé xam nhap vao trung
tam hoat dong cua enzyme va ngan chin viéc di vao cua cac co chit protein
khac [97], [109].

Céc thanh phan trong cau trdc khéng gian ba chiéu hinh thanh nén dang
hinh chac ba dugc cam vao trong trung tam hoat dong cua enzyme dich gom 2

vong lap (ki hiéulaLl, L2) valving & dau NH,.

A B

Hinh 1.3. M hinh cau trdc ¢rc ché hoat dong cua oryzacystatin

Theo Nakazawa va dtg (2000), mé hinh ciu tric &c ché hoat dong cua
oryzacystatin dugc md ta (hinh 1.3) gdm: phia truéc (hinh A) va phia sau
(hinh B) oryzacystatin tuong t&c véi enzyme papain (mau xam tring). Cac
amino acid cua cystatin twong tac véi papain 1& ving dau NH, tir glycine vi

tri sd 5 t6i glycine vi tri sd 11, glutamine vi tri sb 53 tdi tyrosine vi tri s6 60
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cho vong uc ché dau tién va tryptophan vi tri sé 80 dén glutamine vi tri s 91

cho vong wc ché thir hai (mau vang) [104].

Vi tri cac vung bao thu cua cac cystatin khac nhau la khac nhau, tuy
nhién thudng gap trong cac cystatin [&: vi tri glycine- viing dau NH,, vong lap
thir nhat 1a doan bao thu QxVxG, nam trong ving trung tAm cua cystatin va
vong lap tha 2 1a vi tri W (tryptophan) & viing ¢au COOH. Phan protein con
lai khéng xam nhap vao khe hoat hda, nhung lai déng gop rat dang ké t6i qua
trinh lién két va anh huéng manh toi tinh dac hiéu cua cystatin voi cysteine

proteinase [92].
1.5.3. Chirc nang cua cystatin

Két qua du doan vé phan ung cua té bao khi bi thiéu hut nuéc, Bray
(1993) d& dé cap san phiam cua cac gen tham gia duy tri chic ning té bao
trong suét giai doan mat nudc, d6 1a nhdm chit e ché hoat dong cua protease
(protease inhibitor) [51]. Khi gen ndy hoat dong, san pham tao thanh s3 tham
gia vao bao vé cac enzyme, han ché sy phan giai cac chat do do bao vé céac
cau tric trong té bao. Nghién ciru cua chiing toi vé cystatin dd goi y rang, phai
ching enzyme bi wrc ché d6 1a cysteine proteinase va chat wc ché cua né chinh

la cystatin.

Diop va dtg (2004) da phéan lap trinh tuy gen VUC1 tir mRNA (cDNA)
ma hoa cystatin tir 14 cdy dau cd ve (Vigna unguiculata (L.) Walp.). Céc
protein VuC1 téi t6 hop (rVuC1) dugc biéu hién tir cDNA 1a mot chat uc ché
hiéu qua hoat dong cua papain. Su biéu hién cua gen VUCL trong té bao phan
rng v&i téc dong cua cac yéu td bt lgi phi sinh hoc (han han, ABA ngoai
sinh) dugc phan tich bai phuong phép Northern blot va Western blot. Két qua
cho thay, trong cac md & caa cay dau cd ve thudc hai giéng khac nhau vé kha

nang chiu han, c&c yéu td bt loi phi sinh hoc da tao ra su ting tich tu cac
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polypeptide VUC1. Sy khéc nhau vé mat do tich tu cystatin twong tng Voi

mirc d6 chiu dung cua cay dau co ve [57].

Viéc nghién ciru gen cystatin khéng nhitng giai quyét mdi lién quan cua
gen véi tinh chéng chiu han ma con lién quan dén kha nang chdng vi sinh vat,

chdng con tring gy bénh d6i véi cay trong [57], [70], [125], [132].
1.5.4. Gen ma héa cystatin
1.5.4.1. Gen ma héa cystatin ¢ thuc vt

Gen mé hoa cystatin thuc vat dugc phan 1ap dau tién trén cay |da, goi 1a
oryzacystatin I, ky hiéu 1a OCI. Két qua tach chiét OCI tr mRNA cua lda
duoc doan mé hda gdbm 309 bp, ma hda phan tir protein gdm 102 amino acid
[40]. Gen cystatin thir 2 phan 1ap tir hé gen |0a la oryzacystatin 11 do Kondo
va dtg (1991). OCII la mét phan tir ¢ kich thude khoang gan 2,5 kb, chira
1534 bp. OCII c6 3 exon va 2 intron, doan mé héa gom 321 nucleotide méa
hoa phan tir cystatin gdm 106 amino acid (Ma sb: X57658) [140].

Két qua nghién ciru & ngd cho thay, ¢ 10 gen cystatin cua ngd, cac gen
ki hiéu la CC, ki hiéu céc gen theo thi ty tir 1 dén 10, twong tng la CC1,
CC2, CC3, CC4, CC5, CCe, CC7, CC8, CC9 va CC10 [93]. Trong 10 gen
cystatin ngd, co 9 gen duoc phan Iap tir mRNA, chi c6 1 gen CCI phan Iap tur
DNA. Kich thudc gen CCl chira 2024bp, trong d6 cd 3 exon va 2 intron, 3
exon ma hda phan ti protein dai 134 amino acid (Ma sb: D63342) [141].

Trén cay dau xanh, tac gia Chu Hoang Mau va dtg (2008) phan lap gen
cystatin tir DNA cua céc gidng khac nhau, déu nhan dugc gen co kich thudc
1115 nucleotide, chira 2 exon va 1 intron. Poan ma héa cystatin dau xanh dai
267 nucleotide ma hda phan tir protein dai 88 amino acid. So sanh trinh ty gen

nay vai cac trinh ty gen cystatin c6 kha nang chiu han khac nhau trén ngan
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hang gen quéc té, nhdm téc gia khing dinh khéng co sy sai khéac vé trinh tu
gen cystatin [17].

Ciing thuoc nhém cay dau dd, gen cystatin & cdy dau tuong kha 16n,
kich thudc ma nhom tac gia Misaka (2000) phén lap chira téi 5863 nucleotide,

trén d6 cd 4 exon va 3 intron [142].

So véi gen cystatin phan 1ap tir DNA hé gen, chiing tdi nhan thiy gen
cystatin phan Iap tr mRNA chiém sd luong 16n. Cystatin trong dai mach
(Hordeum vulgare) do bay gen ma hod, cac gen dugc phan lap tr mRNA ky
hiéu tir HYCPI, dén HVCPI, [91]. Tuy nhién can cir vao trinh tu protein suy
dién, Abrahamva dtg (2006) cho biét chi c6 1 trong 7 trinh tu cystatin 1a lién

quan dén chat rc ché cysteine proteinase [41].

Trong hat lGa my c6 it nhit 4 gen cystatin, gen cystatin cua lta my ki
hiéu A WC1, WC2, WC4, WC5. Céc gen phan 1ap tir cDNA ¢6 dé twong ddng
VvGi nhau tir 63% dén 93%, trong d6 WC1 va WC3 giéng nhau 100% Vé trinh

tu amino acid [84].
1.5.4.2. S biéu hién ciia gen cystatin

Sy biéu hién cua gen tc ché protease thuong bi gigi han boi céc to
chuc dic biét hoac khéng giéng nhau trong nhitng giai doan phét trién khéc
nhau cua cdy. Minh ching trén mot sb loai thuc vat cho thay, su c6 mit caa
cystatin ¢ cac thoi ky phét trién khac nhau caa cdy. Biéu hién ¢ ngd trong gial
doan hat nay mam [93], trong qué trinh rung 14 sém cua cay rau dén [125], &

hat khd, hat nay mam vatrong hoa cia cdy Arabidopsis [75].

Nghién ciru cia Massonneau va dtg (2005) nhan thiy, trong 10 gen
cystatin ngd thi, CC1 wu tién biéu hién trong cd non, hai gen CC8, CC10 biéu

hién trong viéc phét trién hat, 7 gen CC con lai biéu hién trong 2 hoac nhiéu
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mod khéc nhau. Riéng trong diéu kién chiu anh huéng cua sy thiéu hut nudc cé
t6i 5 gen cung biéu hién, d6 1a céc gen CC2, CC3, CC4, CC va CC9 [93].

Véi bdn gen CYS cua lta my c6 ba gen WC1, WC2, WC4 biéu hién
manh trong giai doan dau cua qué trinh truéng thanh hat giéng va qua trinh
hat nay mam. Gen WC1 biéu hién nhiéu trong I6p alleuron va noi nhii. Gen
WC4 biéu hién & 16p alleuron va phéi. Con gen WC5 biéu hién trong cac mo
mém giai doan dau cay ta sinh va trong |ép aleuron cua hat truong thanh
[53].

Trong diéu kién bat loi (nguyén nhan do néng, han, muéi...), su biéu
hién cua gen cystatin ting cao hon trong nhiéu loai cay trong. Zhang va dtg
(2008) phan lap gen cystatin tir & cdy Arabidopsis thaliana nhan dugc hai
loai, ki hiéu 1a AtCYSa va AtCYSD, trong diéu kién méi trudng bat loi ca hai
gen AtCYSa va AtCYSh déu biéu hién nhiéu hon, d6 laly do d¢é nhém téc gia
khuyén céo c6 thé sir dung cystatin ¢é nang cao kha niang chéng chiu caa thuc

vat véi moi truong bat loi [132].

Dic tinh ting sy biéu hién cua gen cystatin trong diéu kién bat lgi vé
mbi truong con duoc phét hién trén nhidu cay trong khéc va tir nhiéu phan
khé&c nhau cua cay, nhitng két qua thu duoc déu chang to ¢ mdi lién quan

cua cystatin voi kha nang chéng chiu han cuaa thuc vat (bang 1.2).

Ké&t qua tim kiém gen cystatin lién quan dén kha niang chong chiu han &
thue vat trén bang 1.2 cho thiy, ngudn tach chiét gen cystatin co thé tir nhiéu
phan khac nhau cua cdy. Céc phan thudng st dung phan 1ap gen cystatin 14 14,
ré, than. Trong do, hai bd phan & varé cua cdy thuong chiu anh huéng manh
boi cac yéu td bat loi ciamdi truong [3], [4], [44], [119].
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Bang 1.2. Gen cystatin lién quan véi kha nang chéng chiu han & mot sb

loai thuc vat
Tén loai thyuc vat Téngen | Ngudon | Téntéc gia, nam
cystatin | tach chiét cong bd
Dadu cove VuCl la Diop vadtg,
(Vigna unguiculata L. Walp) 2004 [57]
Rau dén AhCPI than, ré | Valdes vadtg,
(Amar anthus hypohondiracus) 2007 [125]
Cay cai bién CcmC 14 M egdiche va dtg,
(Cakile maritima) 2009 [96]
L Gla my dong TaMDC1 |14 ré Christova va dtg,
(Triticum aestivum) 2006 [52]

So véi cac thuc vat khéc, nghién ciru vé cystatin va gen cystatin ¢ cay
lac con it duoc cong bd. Két qua nghién ciru boi Yan va dtg (2004) cho thiy
MRNA tach trong hat cua loai Arachis hypogeae |a mot polynucleotide dai
297 nucleotide, m& hoa chudi polypeptide dai 98 amino acid (AY 722693),
viing nghién ciru dugc cho 1a tc ché cysteine proteinase ¢ trinh ty QVVAG
kéo dai tur vi tri 49 dén 53 [134]. bic diém ciu tric ndy ciing la két qua
nghién ctru ciia nhdm téc gia Srinivansan va dtg (2008) khi tach chiét cystatin
tir lodl Arachis diogoi (Masb: EU723567) [133].

Nhu viy, cystatin 1& protein @c ché hoat dong cua cysteine proteinase
duoc tim thiy trong nhiéu lod sinh vat. O thuc vat, cystatin duoc goi 1a
phytocystatin boi sy c6 mat mot doan trinh ty bao tha va dac trung cua gioi 1a

LARFAV. Céc ving CY S trc ché trung tAm hoat dong cua cysteine proteinase
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rat bao tha va da duoc xé&c dinh trén nhiéu lod thuc vat. Biéu hién cua
cystatin & nhiéu giai doan sinh truéng- phét trién khéc nhau. Chirc ning caa
cystatin duoc ban luan bei méi lién quan cua né vai tinh chéng chiu céc yéu
t6 bat lgi cua ngoai canh, dic biét 1a tinh chdng chiu han... d6 1a can cir dé

ching téi tiép tuc nghién ciru, phan tich cystatin trén cay lac.
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Chwong 2

VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. VAT LIEU THUC VAT

Vit liéu nghién ciru caa luan &n 1a 10 giéng lac cd ngudn gbc khéc

nhau. Trong d6, 8 giéng (LO5, L16, L18, L23, L24, V79, MD7, MD9) dugc

cung cip bai Trung tm Nghién ciru va phét trién dau dd, Vién Cay Luong

thuc va Cay Thyuc pham Viét Nam. Gidng SD30 do Trung tam Khuyén Néng

tinh Nam Dinh cung cip. Gidng lac d6 (b6 BG) do Trung tam phét trién dau

dd huyén Viét Yén, Bic Giang cung cap. Mot sb dic diém cua céc gidng

nghién ciru duoc trinh bay ¢ bang 2.1.

Bang 2.1. Mét sb dic diém cua 10 giéng lac nghién ciu

Giong | Ngudngéc | TGST Pic diém sinh hoc, kha ning chéng chiu
lac (ngay)
LO5 | Nhap noi tir 110-120 | L& to, mau xanh nhat, nhiém bénh héo xanh vi
ICRISAT, khuan. Ty lé nhan 73-75%. Nang suit 24-27
nim 1999 ta/ha, hat lac mau hdng sang, khéi luong 100
hat 43-52g. Kha nang chiu han kha
L16 | Gidnglai tao | 120-125 | Sinh truong khoé, 14 mau xanh vang, nhiém
cua Tram bénh 14 trung binh. Vo qua méng nhan, hat lac
Xuyén/ mau hong cénh sen. Khéi legng 100 hat 55-60g.
V79/1CGV871 Kha nang chiu han kha
57, nam 1992
L18 | Nhap noi tir 120-130 | Sirc sinh truong tét, 14 xanh ¢am, khang bénh 14
Trung Quéc, va bénh héo xanh vi khuian kha. Ty 1é nhan 69-
nam 2004 71%. Nang suat 55-70 ta/ha, qua to, eo qua
trung binh, gan r&, vo luamau hdng. Khéi luong
100 hat 60-65g. Kha nang chiu han kém.
L23 |[Nhap noi tir| 120-135 | Than dang, tan gon, la mau xanh dam, khang
Trung  Qudc, bénh |4 va bénh héo xanh vi khuian kha Ty Ié
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nim 2001 nhan 70-72%. Ning suat 45-55 ta/ha, qua to, eo
va gan qua néng, vo lua mau héng. Khéi luong
100 hat 60-65g. Kha nang chiu han tét

L24 | Nhap ndi tu 120-135 | Than dung, tan gon, |4 mau xanh dam, khang
Trung Quéc, bénh |4 va bénh héo xanh vi khuian kha Ty Ié
nam 2001 nhan 70-72%. Ning suat 45-55 ta/ha, qua to, eo

va gan qua néng, vo lua mau héng. Khéi luong
100 hat 60-65g. Kha nang chiu han kha.

V79 | Gibng dot bién | 120-130 | Than duang, tan gon, 14 mau xanh d¢am, khang
tao ratir giong bénh |4 va bénh héo xanh vi khuan kha Ty I¢
lac Bach sa. nhan 73-75%. Nang suat 27,9 ta/ha, qua trung
(Trung Quéc), binh, gan qua ndng, vo lua mau hong. Khbi
nam 1995 luwgng 100 hat 48-509. Kha nang chiu han kha.

MD7 | Nhaptir Trung | 100-120 | Than duang, tan gon, la nhd mau xanh dam,
Quéc, nam khéng bénh 1& va bénh héo xanh vi khuan cao.
2000 Ty 1é nhan 71-73%. Nang suat 35-40 ta/ha, qua

to, €0 va gan qua ndng, vo lua mau hong. Khéi
lwong 100 hat 55-60g. Kha nang chiu han kha.

MD9 | Nhiaptir Trung | 125-130 | Than dung, tan gon, |4 mau xanh nhat, khang
Qudc, nam bénh 14 va bénh héo xanh vi khuan tot. Ty I¢
2006 nhan 70-72%. Ning suit 38-48 ta/ha, qua trung

binh, vé lua mau hong. Khéi lugng 100 hat 55-
60g. Kha nang chiu han kha

SD30 | Nhap tir Trung | 120-135 | Than dang, tan gon, 14 nho, day mau xanh dam,
Qudc khéng bénh 14 va bénh héo xanh vi khuan kha

Ty 1é nhan 70-72%. Nang suat 35-40 ta/ha, qua

to, €0 va gan qua ndng, vo lua mau hong. Khéi

lwong 100 hat 55-60g. Kha nang chiu han kha.
b6 | Gidngdia 120-130 | Than duang, tan gon, 14 mau xanh d¢am, khang

BG | phuong bénh 14 va bénh héo xanh vi khuan tét. Ty I¢

nhan 70-75%. Nang suat 13,5 ta/ha, qua trung
binh, vé lua mau dé. Khdi lugng 100 hat 55-
60g. Kha nang chiu han tét.




2.2. Hoa chét va thiét bi

Str dung céc loai hoa chét tinh khiét va chuyén dung c6 ngudn gbc tir cac
hang ndi tiéng trén thé gidi, bao gom:

- Céc chat kich thich sinh truong: 2,4-D; BAP; a- NAA cuahéng Sigma.

- Céc hoé chét dung trong phan 1ap gen nhu Tag- polymerase, dém PCR,
EDTA, SDS, Tris HCI, agarose... cia hang Invitrogen.

- Vector tach dong pBT, mdi RAPD... do phong Cong nghé té bao thuc
vat- Vién Cong nghé Sinh hoc cung cap.

- Cip mdi nhan gen cystatin duoc thiét ké dua trén trinh ty nucleotide
ciia gen cystatin d& cong bd (2004) tai ngdn hang gen quéc té véi ma sb
AY 722693. Sau d6 dugc tong hop tai hdng DNA- alpha

- Céc hoé chat thdi gel, tach plasmid 1a san pham do hang Fermentas
cung cap.

Thiét bi

Cén dién tir Sartorius (buc), may li tam lanh Hettich (Bac) may quang
phd UV- Cintra 40 (Uc), tu siy Carbolite (Anh), box ciy Nuaire (Tay Ban
Nha), ndi khir tring Tomy (Nhat Ban); mdy PCR Amplied Biosystems
(USA/Singapore), may soi va chup anh gel Logic 1500 (Kodak- M¥), cung
vGi mot sb thiét bi khac.

2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
Thi nghiém dugc nghién ctru theo mé hinh téng quét duoc trinh bay &
hinh 2.1.
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Hinh 2.1. M6 hinh thi nghiém tong quét

2.3.1. Phwong phap nudi ciy in vitro
Céc ky thuat co ban cua qua trinh nudi ciy in vitro thuc hién theo
Nguyén Thi Tam va dtg (2006) [26], c6 cai tién. Céc ky thuat gom:
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- Tao md seo: Hat lac nguyén ven duoc khir trung trong dung dich
javen 60% (30 pht), con 70% (1 pht). Tiép tuc 1am sach hat bang nudc cit
vO tring. Téch phdi truc va tao md seo trén mdi truong MS c6 bd sung
sucrose (3%), agar (0,9%), 2,4D (12mg/l), pH= 5,8. bat 20 m&/30ml mbi
truong chia trong binh tam gidc 250. Nudi hoadn toan trong téi, ¢ nhiét do
25°C + 1°C.

Péanh giaty 1& tao md seo sau 10 ngdy nudi ciy theo cong thuc:

C (%)= NN°F" 100%

t

Trong d6: Nep: S6 phdi tao md seo; N, : Tong sd phdi nudi ciy; Ci: Ty
1& tao md seo. Tinh tbc do sinh truéng cia md seo bang céch can khéi lwgng
cac md dugc tao thanh sau 10 ngay.

- X 1y tao d@ét bién: Md seo dugc tao thanh sau 10 ngdy dem chiéu xa
tia gamma (ngudn Co®) tai trung tdm chiéu xa Qudc Gia (Tur Liém, Ha Nai)
véi 5 liéu chiéu 0,5krad; 1krad; 2krad; 3krad; 4krad.

- Xz Iy mat nueéc: Céec md seo bao gdbm nhitng mé chiu chiéu xa va md
khdng chiu chiéu xa duoc cit gon theo chiéu ngang tir phia dau than phoi
thanh cac don vi c6 khdi luong khoang tir 100mg dén 150mg. Sau do, thoi
khd md seo bing ludng khi vé triing ciia box ciy (héng san xuit Nuaire, 2003,
Tay Ban Nha) vai cac ngudng thoi gian xac dinh 3 gio, 6 gio, 9 gio, 11 gio.
Nhiét d6 phong 6n dinh & 25°C.

X&c dinh d6 mat nuéc cuia md seo & cac ngudng thoi gian theo cong
thac:
W, (%) = WfoWd 100%
Trong d6: W;: Do mat nude (%); Wi Trong luong md tuoi (mg); Wy:

Trong luong moé kho (mg)
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- Tai sinh cay: Céc khbi mé da xir ly mat nuge duge chuyén 18n mdi truong
tai sinh (M S, sucrose 3%, agar 0,9%, BAP 2mg/l, pH=5,8) nudi dudi anh sang
dén cua phong cay véi cudng d6 2000lux, thoi gian chiéu sang 17/24 gio,
nhiét ¢ 25°C + 1°C.

X&c dinh kha niang chiu mit nugc cia md seo sau 4 tuan nudi phuc hoi
theo cOng thirc:

S, (%) =" 100%

Trong d6: S, : Ty 1& md seo sdng sot (%); Ng,: Tong s6 md seo sdng
sot; N;: Tong sb mo seo xu 1y.

Xé&c dinh kha nang chiu mat nugc théng qua ty 1& sdng sot cia md seo
sau xur 1y bai thoi khd vakha nang tai sinh cay sau 6 tuan nudi ciy.

Ty 1€ céy téi sinh dugc tinh theo cong thuc:

N, .

R (%) = 100%

&Y

Trong d6: R Kha niang téi sinh cdy; N,: Tong sb mo tai sinh cay; Ng:
Téng sb Mo sdng sot

S5 lugng mau thi nghiém nghién ciu vé mic d6 mat nuéc & cac thoi
diém xir 11 khéc nhau caa 10 gidng lac dam bao [én hon 30 mau.

- Tgo cay hoan chinh: Mdi chéi cay sbng st va dat kich thudc khoang
2,0 - 2,5cm dugc chuyén vao mdi truong raré (MS, sucrose 3%, agar 0,9%,
NAA 0,5mg/l, 0,2% than hoat tinh pH=5,8, b sung 20% nudc dira, nudi cay
trong &nh sang dén cua phong cay cudng do 2000 lux, & nhiét do 25°C + 1°C
dé tao cay hoan chinh.

- Ra cay va ché @ cham soc: Sau 8 dén 10 tuan tao cay hoan chinh,
toan bo sd binh ra ré dugc chuyén ra khoi phong nuéi cay, dé trong phong co

anh sang ty nhién, nhiét do binh thuong khoang 2 ngay; nhic cay cé bo ré to
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khoé ra khoi binh nudi, rira sach 1ép thach bédm xung quanh ré cay, trong trén
nén dat toi xop, tudi lién tuc da 4m bang dung dich MS phaloéng 10 lan. Néu
cudng d6 &nh sang manh can han ché bang cach sir dung bat che chin, tét
nhat 1& dung tAm lu6i cach nhiét.

Sau khoang 3 tuin ra cdy, sb cay con sbng sot co ré bam dat, xuat hién
ré mai, than vala co mau xanh 1a bt dau sinh trudng phét trién.

2.3.2. Phwong phap nghién ciru ddng rudng

-Tréng va theo ddi ngodi dong rugng: Cay téi sinh tir md seo (Quan thé
Ro, RM) dugc chuyén ratrdng ngodi ddng rusng.

Trong d6: Cay R ky hiéu 1a cay t& sinh tir md seo chiu mit nudc; cdy
RM laky hiéu cay ta sinh tir mé seo chiu xir Iy chiéu xa tia gamma két hop
V6i gy mat nudéc.

MJdi cay cia Ry RMg duoc goi 1a mot dong. Céac dong duoc danh dau
bang céc b, theo ddi va thu hoach riéng dé trong vu tiép theo. Hat cua céy Ry,
RM, duoc goi 1a thé hé Ry RMy. Tuong tu, cdy cia hat Ry RM; duoc goi 1a
R,, RM.... Ché do cham soc cua cac dong va gidng nhu nhau (phu luc 3).

- Phuong phép phét hién va phan tich di truyén cac dong chon loc: Tir
thé hé tha Nhit, thi nghiém duoc bb tri riéng theo dong va so sanh véi gidng
gdc vé cac tinh trang lién quan dén céc chi tiéu vé néng hoc va ning suat. Sb
lieu x&c dinh vao thoi ky chin cua cay bao gom: Chiéu cao than chinh (cm);
s6 nhanh/cay; sb qua chic/cay; khdi lugng 100 qua; khdi lwgng 100 hat theo
Vi Cong Hau va dtg (1995) [8]. Théng ké sy bién dong cua tinh trang sb
lwong & tit ca cac dong chon loc. O thé hé thir Nam, céc thi nghiém van dugc
bd tri riéng r& theo dong va so sanh véi gidng gbc vé céc chi tiéu ndng hoc,
hoa sinh hat, kha nang chiu han, su khéc biét vé hé gen. Chon loc va tuyén
chon céc dong trién vong nhat.

2.3.3. Phwong phap sinh ly, hoa sinh
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2.3.3.1. Phuwrong phap phan tich héa sinh

- binh lugng protein hoa tan theo phuong phép Lowry; Chiét protein
trong dém phosphat citrat (pH=10) qua dém & nhiét d6 4°C, tao phan (tng mau
cua dich chiét voi thubc thir foling va déi chiéu véi do thi xay dung bang
protein chudn & budc song 750nm dé xéc dinh lugng protein trong nguyén
liéu. Protein tan duogc tinh bang % khéi lwong khd (Nguy&n Van Mui, 2001)
[18].

- Pinh luong lipid bing méy Soxhlet. Lipid duoc chiét rit ra khoi mau
bang CHCI; trén may Soxhlet. Ham luong lipid cé trong nguyén liéu dugc
tinh theo don vi % ¢ d6 kho tuyét d6i bing hiéu sb caa khdi lwong miu truge
va sau khi chiét lipid (Nguyén Van Mui, 2001) [18].

- Xé&c dinh hoat d6 cua a-amylase theo phuong phap Heinkel trén
nguyén tic so sanh dya vao sy giam cuong d6 mau caa hdn hop phan ¢ng véi
thudc thir I, [5].

+ Chiét enzyme trong dém phosphat pH=6,8

+ Tron phanang gdm  0,5ml tinh bot 1% trong dém phosphat

0,5ml NaCl 0,1%
1,0ml d@ém phosphat
0,5ml dich chiét enzyme

Lic déu u & 30°C trong 30phut. B6 sung 2,5ml dung dich sunfosalisilic
acid 20%.

L4y 0,5ml dich ¢ trén, bé sung 5ml 1, 1% lodng 150 lan. Lac déu, dé 5
phdt va so mau ¢ budc song 560nm.

Ong kiém tra tién hanh song song véi dng thi nghiém nhung thay dung
dich axit vao trudc, sau d6 méi cho dich chiét enzyme.

Pudng chuan dé xéc dinh hoat d6 a-amylase xay dung bang tinh bot chuan.

- X&c dinh ham luong duong bang phuong phép vi phan tich [2].
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+ Chiét duong bang nuéc cat

+ Tron phan ttng gdm 2ml dich duong va 2ml kaliferixianua. Lic déu,
dé céch thay sdi 15 pht

4ml hdn hop Fex(S04)3 0,1% vagelatin 10% (ty 1& 20:1)

Pinh muc thanh 20ml, lic déu.

Do ¢ budc song 585nm véi dudng chuan 1am bang glucose.
2.3.3.2. Phirong phap danh gia nhanh si¢c séng cia té bao va mé bang cach
nhugm mau véi TTC

M seo cua 10 gidng lac sau khi tién hanh xir 1y théi khd mat nuéc
dung xéc dinh nhanh sirc sbng cua té bao va mé trong qua trinh nudi cay in
vitro bang phuong phdp nhuém TTC theo Towill va dtg (1975) [123]. Cac
budc tién hanh nhu sau:

(1) Can 0,6g TTC pha loang trong 25ml nugce cat.

(2) Can 0,3g M6 sco cho vao 6ng nghiém, thém 0,5ml MS pha lodng 10
lan va 0,25ml dung dich TTC. Bé tdi 12 gir & nhiét d6 25°C.

(3) Gan bo phan nudc trong ng nghiém. Rira md seo da nhuém bang
nuéc cat. Sau d6 thém vao 5ml con 90%, thiy phan & nhiét do 60°C trong 1gio.

(4) Po dung dich thu duoc ¢ budc song 485nm. Di ching 1a con 90%.
2.3.3.3. Phwrong phép danh gia khd nang chiu han ¢ giai doan hat nay mam

Hat lac ngdm trong nudc sach khoang 4 gio, sau dé u trong dung dich
sorbitol 7%. Sau 3 ngdy, 5 ngdy, 7 ngay, 9 ngdy 1, 1dy miu ra, xéc dinh dong

thoi hoat @6 cua a-amylase va ham lugng duong theo mé ta ¢ muc 2.3.3.1.
2.3.3.4. Phuwong phap danh gia khd nang chiu han ¢ giai dogn cay non

- Panh gia kha ning chiu han & giai doan cay non bang phuong phap
gay han nhan tao theo L& Tran Binh va dtg (1998) [1]: Hat lac nay mam dem

gieo vao céc chau (kich thuéc 22cm x 10cm) chira cét vang da ria sach, moi
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chau trong 10 cay. Thoi gian dau tudi nuéc cho da am, khi cay c6 3 la that,

ngirng tudi nuéc vatheo ddi céc chi tiéu lién quan dén kha niang chiu han,

Muc d6 héo cua cdy dugc xéc dinh sau 1 ngdy, 3 ngdy, 5 ngay, ké tur
khi 16 thi nghiém bat dau c6 cdy héo. Sau 5 ngay dé han, tién hanh tudi nuéc
phuc héi. Céc chi tiéu theo ddi:

Ty |¢é cay khong héo; Ty 18 cay phuc hdi; Chi s chiu han tuong déi.

Kha nang chiu han cua cay duoc xé&c dinh bing chi s6 chiu han tuong
d6i vabiéu dién biang do thi hinh rada, gdm céctruc a, b, ¢, d, e, f, tuong trng
VGi cac chi tiéu theo di.

S=12* sina * (a\by+ bncy + Cydy +dhentesft+fnan)

Trong d6:  a: la goc duoc tao boi hai truc mang tri s6 gan nhau va
a=360"/6= 60°
n: ky hiéu cua gidng va cac dong nghién ctru
a % cay khdng héo sau 1 ngay han
b: % céy phuc hdi sau 1 ngay han
c: % cay khdng héo sau 3 ngay han
d: % cay phuc hdi sau 3 ngay han
e: % cay khdng héo sau 5 ngay han
f: % céy phuc hdi sau 5 ngay han
Cay c6 chi sd chiu han twong d6i cang lén thi kha nang chiu han cang

cao vanguoc lai.
2.3.4. Phwong phép sinh hoc phan tir
2.3.4.1. Tach chiét DNA téng sé

Téach chiét DNA téng sb theo phuong phép cua Gawel va dtg (1991)
[65].
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- Thanh phén dém roa: Tris HCI 1M: 2ml; EDTA 0,5M, pH=8: 0,2ml;
Sorbitol 2M: 3,5ml; NaH,PO, 0,4%; Nudc cat vira da: 20m.

- Thanh phan dém chiét: Tris HCl 1M, pH=8: 1ml; NaCl 5M: 2,8ml;
EDTA 0,5M, pH 4,8: 0,4ml; CTAB 4%; Nudc cat vira da 10ml.

Céc buéc co ban gdbm phé v& mang té bao bang nghién 14 tuoi véi nito
long, chiét DNA bing dung dich CTAB, loai protein vatap chat bang hdn hop
chlorofom/isoamyl vai ty 1€ 24:1.

X&c dinh ham lugng va d6 tinh sach DNA béng céch do quang phd hap
thu trén may quang phd UVvis Cintra 40 (Australia) va dién di trén gel
agarose 0,8% trong TAE.

2.3.4.2. Ky thugt RAPD

- Phan tich da hinh DNA bing ky thuat RAPD, véi 25 moi ngau nhién
theo William va dtg (1990) [129]. Cac mdi do phong Cong nghé té bao thuc
vat, Vién Cong nghé Sinh hoc cung cap (phu luc 2).

M3di 6ng phan ttng PCR ¢6 25m dung dich chira: 2,0pl dém PCR 1X,
2,0ul MgCl, (25mM), 1,2 Ml dNTP (2,5mM), 1,6ul mdi (10mM), 0,4ul Taq
polymerase (5U/ul), 0,8ul DNA hé gen (10ng/pl), nuéc cit vira du.

Phan trng PCR-RAPD thuc hién theo chu trinh nhiét gdm 6 bugc: 94°C
trong 3 phtt, 92°C trong 1 phut, 35°C trong 1 phtt, 72°C trong 1 phtt, tir
budc 2 dén budc 4 13p lai 45 chu ki, 72°C trong 10 pht, giir & 4°C.

Phan tich san phim PCR béang céch dién di trén gel agarose 1% trong
TAE 1X, san pham dién di nhuom trong dung dich ethidium bromide va chup
anh dudi anh sang dén cuc tim.
2.3.4.3. Ky thugt phan Id@p gen cystatin

Phan 1ap gen cystatin duoc thuc hién theo md ta caa Chu Hoang Mau
(2008) [16], céc budc co ban gom:
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- Nhan bdn gen: gen cystatin duoc khuéch dai bang k¥ thuat PCR véi cap
mdi duoc thiét ké dua trén trinh tu nucleotide caa gen cystatin da cong bb tai
Ngan hang gen qudc té véi ma sb AY 722693 [134]. Cip moi Cys-AraF/Cys-
AraR dugc thiét ké ¢ trinh ty nucleotide nhu sau:

Cys-AraF: 5 ATGGCAGCAGTGGGTGCA 3

Cys-AraR: 5 TTAAGCATTGGAGCCATCAC?Z

Phan tng dugc tién hanh trong hon hop gdbm: DNA hé gen (100ng/m)
1m; mdi (10pmol/m): 2,0m; dNTPs (2,5mM): 2,0m; Mg*™(25nM): 2,5m: Taq
polymerase (5U/m): 0,5m; dém PCR (10X): 2,5m; Nudc khir ion: du 25 m.

Hon hop duogc thyc hién véi 30 chu ky phan tng, céc giai doan gom:
94°C/3 pht, 94°C/30 gigy, 56°C/1 pht, 72°C/1 phtt, 72°C/10 pht va luu giir
san pham 4°C.

San pham PCR dugc 1am sach bing bo kit caa hdng Fermentas.

Tgo plasmid téi té hep

Ghép néi doan gen d& lam sach vao vector tach dong pBT bang bo kit
PGEM-T System.

Thanh phan phan ¢ng ghép néi co: Vector pBT: 1ul; dém ligation 10X:
2ul; T4-ligase (2U/ml): 0,5pul; San pham thdi gel: 7,0pl; Nuéc khir ion vira da
20pl.

Han hop duoc u & 22°C, trong 1 gior 30 phut, sau d6 bao quan & 4°C.
Bién nap plasmid tai té hep vao khuan E.coli chung DH5a bing phuong
phép sdc nhiét:

L4y 7-9ul plasmid téi t6 hop vao 200ul té bao kha bién.

Pit hdn hop vao da 30 phit, sau d6 chuyén vao bé dn nhiét 42°C trong

1 pht, rdi lai chuyén vao da 5 pht.



B4 sung 400 LB (1% pepton, 1% NaCl, 0,5% cao nam men, nudc cat
viradu), nudi lic 200 vong/pht trong 60 phit & 37°C.

San pham nudi lac ciy trai trén méi truong LB (co chtra agar 1,6%), bd
sung ampicilin 100mg/l, IPTG 0,2mM, X-gal 40mg/l. Nudi dia khuin ¢ 37°C
khoang 16 gio.

Téach va chgn dong gen dugc tién hanh theo Sambrook va dtg (2001) [114].

Chon khuan lac tring nudi trong mdi truong LB long co bd sung
ampicilin, kiém tra san pham chon dong bang phan ¢ng colony-PCR. Thanh
phan phan ¢ng tuong tu nhu thuc hién phan ang khuéch dai gen nhung thay
DNA khuén da duoc tinh sach bang khuan lac mang DNA téi to hop.

San pham chon dong dugc dién di kiém tra trén gel agarose 1%.

Tinh sgch plasmid

Thu nhian khuan bang céch ly tdm dich nudi trén & 3000 vong/ phut
trong 7 phtt. Sau d6 l1am sach va thu nhan plasmid bing b kit Gene JET™
Plasmid Miniprep (Fermentas)

Xac dinh trinh twr DNA duoc thuc hién trén may xac dinh trinh tu DNA tu
dong ABI PRISM 3100 Avant Genetic Analizer.
2.3.5. Phwong phap phan tich sb liéu

- Phan tich céc tri sb thong ké biang phin mém Excel theo hudng dan cua
Chu Hoang Mau (2008) [16].

Céc giatri bao gdm: gia tri trung binh (Y), phuong sai (s?), do léch (s),
sai sb (SX ), vahé sb bién dong (Cvb).

- Phan tich s6 lieu RAPD bing phan mém NTSYSpc version 2.0
(Applied Biostatisc Inc., USA, 1998) theo huéng dan caa Chu Hoang Mau
(2008) [16].

Dua trén sy xuat hién hay khéng xuit hién cua c&c phan doan DNA khi

dién di san pham RAPD bang DNA hé gen cé&c dong chon loc véi cac moi
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ngau nhién dé 1am co s cho phan tich sb liéu. Két qua phan tich sy sai khac
di truyén va so @6 hinh cay thé hién méi quan hé & mirc phan ti cia céc dong
chon loc so vai gidng géc.

Tinh hé sb di truyén theo cdng thuc:
HRAPD = é .I:i2

Hraro 1@ e s dadang di truyén; fi latan suat caaaen thu i

- Trinh tu gen duoc X ly trén méy vi tinh bang phan mém BioEdit va
DNAstar. So sanh trinh ty gen, trinh tu amino acid bang phan mém MegAlign
va BioEdit.

2.4. PIA PIEM NGHIEN CUU

Thi nghiém dugc tién hanh tai cac phong thi nghiém Di truyén hoc, Cong
nghé té bao thuc vat, Hoa sinh hoc cia Truong Pai hoc Su pham; Phong thi
nghiém Sinh hoc cua Truong Pai hoc Khoa hoc; Phong thi nghiém Sinh hoc
phan tir va Cong nghé gen caa Vién Khoa hoc Sy Sdng, thusc Pai hoc Théi
Nguyeén.

Xt ly chiéu xa bai tia gamma, nguén Co® tai Trung tam chiéu xa Québc
gia, Tir Liém- Ha Noi.

Trinh tu DNA dugc xé&c dinh trén thiét bi giai trinh tw DNA tu dong tai
Vién Cong nghé Sinh hoc.

Thi nghiém déng rudng thuc hién tai Té6 Rung Vau, Phuong Quang
Vinh- Thanh phé Thé Nguyén.
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Chwong 3
KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. KET QUA TAO DONG CHIU HAN BANG KY THUAT XU LY MO
SEO TRONG HE THONG NUOI CAY IN VITRO

3.1.1. Sang loc dong md seo chiju tac déng caa théi khd

3.1.1.1. Khd nang tgo md seo va dg sinh truwéng ciia md seo 10 giong lac
nghién criru

Véi muc dich danh gia kha ning tao md sco cua céc giéng lac trong hé
thong nudi ciy in vitro lam co sd cho c&c nghién ciru tao dong lac chiu han bang
cdng nghé té bdo thue vat, ching téi tién hanh thim do kha ning tao md seo tir
céc té bao phdi mam cua hat va téc d6 sinh truéng cuia md seo & 10 giéng lac
nghién ciru, két qua duoc trinh bay & bang 3.1.

Bang 3.1 cho thiy, tit ca céc gibng lac nghién ciru déu cd kha ning tao
moé seo. O cling mdt diéu kién nudi ciy, cac gidng co su sai khac vé ty Ié tao
md seo va kich thudc khdi md seo tao thanh.

Ty 1& tao md seo tir phdi mam cua 10 gidng lac dao dong tir 82,71%
(L18) dén 98,55% (V79). Céc gidng lac co ty 1& tao mod seo dat trén 97% la
céc gidbng MD7, MDY, V79. Gidng cd ty |é tao md seo thap hon 90% gom céc
gidng L18, L23, Bo BG. Trong d6, ty & tao md seo thap nhat 1a giéng L18
(82,71%).

Khdi lugng md seo cua céc giéng lac dugce tao thanh dao dong tur
115,00mg (L18) dén 198,00mg (V79). Céc giéng LO5, L23, MD7, MD9,
SD30, V79 c6 khdi luong md seo dat trén 180mg. Bn gidng L16, L18, L24

vabo BG co khdi lugng md seo tao thanh nho hon 160mg.
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Bang 3.1. Ty Ié tao md seo vakhdi lvgng md seo cua 10 giéng lac

Giong Tylétaomdsco  Khdi lwgng md seo

STT
lac sau 10 ngay (%) (mg/mb)
1 LO5 95,16 193,33+ 5,42
2 L16 95,48 142,00 £ 5,83
3 L18 82,71 115,00 + 6,45
4 L23 89,93 181,87 + 5,63
5 L24 90,74 151,67 + 9,46
6 MD7 98,40 185,71+ 8,75
7 MD9 97,01 194,26 + 5,27
8 SD30 91,05 196,18 + 4,53
9 V79 98,55 198,00 + 6,63
10 DoBG 86,03 158,33 + 5,87

Trong clng mdi trudng nudi cdy in vitro, ty 1é tao md seo va téc do
sinh truéng caa md seo phan anh sy biéu hién khac nhau cua kiéu gen céc
giong lac. Két qua thu dugc cho thiy, kha ning tao md seo va sy sinh truéng
cia md seo 10 gidng lac dép ttng cho cac nghién ciu tiép theo trong chon
dong té bao.
3.1.1.2. Khd nang chiu mat nwéc ciia md seo cac giong lac nghién ciru

Dé xay dung quy trinh chon loc dong té bao chiu mat nudc & lac, ching
t6i cit cac khdi md thu dugc thanh cac phan co khéi lwong tuong duong nhau,
khoang tir 100mg dén 150mg. Sau d6, x&c dinh ngudng chiu mat nuéc caa té

bao md seo céc gidng lac bang ki thuat thoi kho.
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Véi cac muc thoi gian 3 gio, 6 gio, 9 gio, 11 gio thoi khé lién tuc,
lwong nudc trong md seo giam dan téi muc rat it ¢d thé bay hoi dugc. Banh
gid kha ning chiu mat nugc cia mo seo dugc tién hanh théng qua xéc dinh do

mat nuéc, kha nang chiu mat nuéc va kha nang téi sinh cay.
Po mat nwéc cia mo seo

Do mat nuéc caa md seo dugc tinh théng qua két qua xéac dinh khéi
lwong mo truéc va sau khi thdi khd. Két qua xac dinh mirc dé6 mit nudc cua

mé seo sau xt 1y bang ky thudt thdi khd duoc trinh bay ¢ bang 3.2 va hinh

3.1

Bang 3.2. D6 mit nudc cia md seo sau xur 1y bang ki thuat thoi khd

(% so véi khdi lurong mo ban dau)

Thoi gian thdi khd (gio)

STT Gibng
3 6 9 11
1 LO5 67,37 £088 78,90+£0,64 8059+1,28 84,34 + 0,69
2 L16 69,11+ 058 83,68+0,65 89,890,443 90,08 £ 0,47
3 L18 70,04+ 0,77 84,71+£062 85,81+0,32 86,60 = 0,10
4 L23 66,21+ 0,90 84,18+1,09 86,00 £ 0,60 87,05+ 0,88
5 L24 58,66+ 064 84,67+x081 86,03%0,82 87,00+ 0,84
6 MD7 71,66+086 84,99+048 86,64+0,73 86,82 + 0,58
7 MD9 6145+081 77,19+030 82,61+0,31 85,18 + 0,50
8 SD30 60,73+£0,67 78,47+057 86,19+0,79 87,14 = 0,09
9 V79 73,01£058 81,85+£051 84,05+0,28 87,97 £ 0,48
10 boBG 7233+0,33 8303+052 85,03+0,61 88,11 + 0,48
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Két qua trinh bay ¢ bang 3.2 cho thay, sau 3 gio théi kho lién tuc, mo
se0 cua cac gidng lac bi mit nudce tir 58,66% (L 24) dén 73,01% (V79) so véi
khéi lrgng md ban dau.

M seo cua cac gidng déu tang d6 mat nudc khi thoi gian thdi khé cang
dai. D6 mét nuéc ¢ 6 gio dao dong trong khoang 77,19% (MD9) dén 84,99%
(MD7). Mirc nuéc mat sau 9 gid tir 80,59% (L05) dén 89,89% (L16). Sau 11
gio thoi khd luong nuéc mat dao dong tir 84,34% (LO5) dén 90,08% (L 16).

100

Do mat nwérc (%)

6 9 11

Thai gian théi khé (gi®)

——L05 —8=—L16 L18 L23 —%—L24
——V79 —+—MD7 —— MD9 SD30 bBG

Hinh 3. 1. D6 mat nudc cia md seo cac gidng lac

Ty I& mit nudc cia md seo tang nhanh trong nhitng gio thdi khd dau,
giam dan ¢ nhirng khoang thoi gian sau. So véi thoi diém 3 gio, sau 6 gio do
mat nudc ting thém tir 8,84% (V79) dén 26,01% (L24). Bén 9 gid, d6 mat
nudc tiép tuc tang tir 1,10% (L18) dén 7,72% (SD30) va sau 11gio, luong
nudc chi mat thém 0,79% (L18) dén 3,92% (V79). Nhin chung, vé toc do mat

nuGc cia md seo giita cac giong lac khéng co s sai khac dang ké .
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K ha ning chiu mat nwéc ciia md seo
Kha niang chiu mit nuéc cua md seo céc gidng lac dugc xé&c dinh thong

qua két qua danh gia nhanh stc sdng cia md seo bang phuong phap nhuém

TTC vaxac dinh ty 1& sbng sot caamd seo sau xu 1y bai thdi kho.

Panh gia nhanh sitc song ciia md seo bang phirong phap nhugm TTC

Bang 3.3. Két qua kiém trakha ning chiu mit nuéc cia md seo 10 gidng lac

bang phuong phép nhuém TTC

STT  Gidng Giatri OD,g5 sau c&c ngudng xu 1y thdi khé (gio)
lac
3 6 9 11

1 LO5 0,232+ 0,004 0,163+ 0,003 0,127 +£ 0,003 0,093 + 0,002
2 L16 0,133+ 0,001 0,093+0,011 0,073+0,001 0,053+ 0,001
3 L18 0,112+ 0,001 0,082+ 0,001 0,055+ 0,001 0,042+ 0,001
4 L23 0,173+ 0,003 0,148+ 0,003 0,128+ 0,003 0,065 + 0,020
5 L24 0,162 + 0,002 0,103+ 0,001 0,075+ 0,001 0,053+ 0,001
6 MD7 0,195+ 0,002 0,140+ 0,002 0,123+ 0,001 0,082+ 0,001
7 MD9 0,134+ 0,012 0,180+ 0,004 0,106 + 0,035 0,062 + 0,002
8 Sb30 0,193+ 0,011 0,175+ 0,002 0,154+ 0,020 0,058 + 0,002
9 V79 0,182+ 0,036 0,130+ 0,001 0,108+ 0,001 0,077+ 0,001
10 boBG 0,133+ 0,003 0,102+ 0,003 0,092+ 0,002 0,055+ 0,001
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Céc té bao con sdng bat mau do véi thudc nhudm, té bao chét khdng
bit mau. Khi ngdm véi cdn 90% trong 60 phit & 60°C, mau d6 s& phai ra
dung dich. o mat d6 quang cua dung dich & budc song 485nm phan anh sirc
sdng cua té bao [123].

X&c dinh gia tri OD & buéc sdng 485nm cua dung dich thudc nhuém
TTC véi md seo céc giong lac da thu duoc két qua khéc nhau gitra céc gidng
va céc thoi diém md seo chju xir 1y. Giatri ODags & ngudng Xt |y thdi khd caa
céc gidng déu cho két qua cao nhat & ngudng théi kho 3 gid, sau do giam dan.
Trong cé&c ngudng thdi khd, cuong d6 mau caa ng nhuém mé seo gidng lac
L 18 ludn nhat nhat va co gia tri OD.gs thip nhat (bang 3.3).

h‘.-i' “ !' 9 @l | ‘l-?.:-"t' b ‘Ja

1.%.:._#'['“5’{ -

1 5 ’ "‘_ & p
W = -
P == .
E' S -
bC 3gio 6 gio 9gio 11 gio

Hinh 3.2. Dung dich nhuom TTC caamd seo giéng lac L18
& cac ngudng xu 1y thoi khd

(PC: éng doi chizng bang con 90%)
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Xac dinh ty 1¢ song sot ciia md seo sau 4 tuan
Céy chuyén toan bo céc té bao sau khi xir Iy bang thoi khd gay mét nudc
sang méi trudng téi sinh cdy. Sau 4 tuan nudi ciy, xé&c dinh ty 1é md sdng sot so

véi tong sb md duoc cdy chuyén, két qua nghién ciru dugce trinh bay & bang

3.4.

Bang 3.4. Ty Ié sbng sot cia md seo bi xir 1y bang thoi kho

sau 4 tuan nuéi phuc hdi (%)

STT Gidng Thoi gian thdi kho (gio)
lac 3 6 9 11
1 LO5 100,00+0,00 7561+0,64 4839+108 19,05+ 0,49
2 L16  7241+063 61,76+054 50,00+045 19,05+ 044
3 L18  72,00+0,72 40,74+043 10,81+052 9,26+ 0,60
4 L23  7647+064 5313+081 2500+030 13,33+0,52
5 L24  8958+054 5652+046 50,00+044 12,50+ 054
6 MD7 90,97+103 8205+042 4167+064 1500+ 0,66
7 MD9 7955+0,73 5667+050 3333+041 14,29 + 0,60
8  SD30 8205+055 81,06+047 2927+059 1591+ 0,39
9 V79  8824+052 6333+054 4242+064 19,01+ 0,54
10 DPoBG 84,62+054 6389+044 3421+034 14,29+0,61

Quan sét kha niang phuc hdi cia cadc md sco bi thdi khé trén méi truong
téi sinh cay ching téi nhan thay, nhitng md seo sdng sot trén mdi truong téi
sinh chuyén mau xanh va cé sy gia ting dan vé kich thuéc mé seo so véi kich
thugc khdi md ban dau. Nguoc lai, cac mé khéng ¢ kha ning song sot co

mau tring xam va sau dé chét dan (anh C, hinh 3.3).

Kha ning chiu mat nuéc cia md seo dugc danh gia thong qua ty 18

sdng st cua md seo sau 4 tuan nudi phuc hoi. Ty 1& sdng sot sau 4 tuan cua
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c&c md seo mat nudce ty 1& nghich véi thoi gian thoi khé. Sac sdng cia md seo
c0 su khéc nhau giira cac gidng lac ¢ cling mot ngudng thoi gian thdi khé. Sau
3 gio thdi khd lién tuc, ty & sdng sot caa md seo cac giéng lac dao dong tir
72,00% (L18) dén 100% (LO5; MD7). Sau 6 gid thdi khd, ty & sdng cia md
sco dat tir 40,74% (L18) dén 82,05% (MD7). Gidng L18 ludn co ty Ié sbng sot
thip nhat.

Két qua xéc dinh ty 16 sbng st cia md seo sau xir |y bang thoi kho thé
hién sirc chiu dung cua té bao vaday la co so dé sang loc dong té bao [1], [34].
Céc md seo chiu mat nude thu duoc 1a ngudn nguyén liéu dé thuc hién téi sinh

cay phuc vu chon dong lac chiu han.
K ha nang tai sinh cay cia md seo chiu mit nuéc

Kha ning téi sinh cay 1a mét chi tiéu quan trong quyét dinh thanh cong
trong chon dong té bao va chiu anh huéng cua nhiéu yéu té [1]. Két qua
nghién ciru cho thiy, tit ca cac gidng lac str dung trong thi nghiém déu co kha

nang tai sinh cay tir c&c md seo sdng sot.

Két qua ¢ bang 3.5 cho thdy, sb luong md sng sot cua céc gidng lac co
kha ning tai sinh cay ¢ céc ngudng thoi gian thoi khd khac nhau. Sau 3 gio
thoi khd, md seo sbng sot cua cac giéng lac déu cd kha niang téi sinh cay voi
ty 1& tir 66,13% dén 90,27%. Thoi gian thoi kho kéo dai da lam giam ty I¢
sdng sot. Tuy nhién, cac té bao sdng sot lai co kha ning ta sinh cay cao. M6
sco cua 10 gidng lac sau 9 gio dén 11 gio thoi khd (md mat tir 84,05% dén
89,89% nudc so véi khdi lugng md tuoi) cd kha nang sdng sot con 10,81%
dén 19,05%. Cac md sdng sot cho ty I td sinh cay tir 83,33% dén 100,00%.
Can cir va két qua nghién ciru, chiing t6i chon thoi diém mé mit trén 84%
nudc so véi khdi luong tuoi ban dau vaty 16 mé sbng sot trong khoang 10%

dén 20% la ngudng sang loc dong.



Bang 3.5. Ty Ié téi sinh cdy cia md seo sdng sot sau 6 tuan (%)

Thoi gian thi khd (gio)

Gidng
lac 3 6 9 11
1 LO5 66,63+ 237 67,10+ 1,87 93,00 + 4,13 100,00 £ 0,00
2 L16 7497 +217 9423+1,28 100,00 £ 0,00 97,23+ 2,77
3 L18 66,13+ 057 68,47+214 83,33+ 3,61 53,33+ 3,33
4 L23 87,70+ 1,01 9343%0,35 96,30 + 3,70 94,43 + 3,94
5 L24 81,00+ 0,23 93,27+ 3,64 95,57+ 2,63 100,00 £ 0,00
6 MD7  8323+124 83,70 3,77 90,67 + 2,16 91,67+ 1,93
7 MD9  8510+355 8343z 3,67 93,33+ 3,70 96,30 + 3,70
8 SD30 71,13+1,19 83,87 %200 95,23 + 4,77 100,00 £ 0,00
9 V79 90,27 +1,68 91,97+ 0,98 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00
10 boBG 7560+1,79 94,13%+1,23 100,00 £ 0,00 100,00 + 0,00

Xt ly md seo lac bang ky thuat thoi khd mé sco, ching toi xac dinh

gidng lac L18 c6 kha ning chiu mat nudc kém nhit va lya chon muc thdi khd

9 gio 1am ngudng sang loc. Theo nghién ctru caa mot sb téc gia, cac té bao co

kha ning chiu mat nuge trong diéu kién cuc doan & nhitng té bao cé kha nang
chéng chiu tét [1], [51].

Anh hudng caa thdi khé gdy mat nuéce cho ty 1é sdng sét cia md seo 10

gidng lac khac nhau, phy thusc vao kha nang chiu mat nuéc caa cée gidng. Két

qua déanh gid phu hop voi cong bé do Trung tam Dau dd, Vién Cay Luong

thuc va Cay Thue pham Viét Nam cung cap (bang 2.1), pht hop véi kha niang

chiu han caa 10 giéng lac & giai doan hat nay mam khi bi han sinh ly va giai
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doan c8y non khi bi han nhan tao. Trong 10 gidng lac nghién cau, gibng L18
c6 kha nang chiu mit nuéc kém nhat, co hoat do a- amylase va ham luong
duong & nhédm thap trong cac ngdy hat nay mam khi bi han, ¢ chi sb chiu han

thip nhat (phu luc 4, phu luc 5).

3.1.2. Anh hwéng cia tia gamma két hop véi théi kho dén ty 1é sbng sot

vatéi sinh cay caa giéng lac L 18

Gidng lac L18 duoc xé&c dinh 1a gidng c6 kha nang chiu han, chiu mét
nudc kém nhit trong sd 10 giéng lac nghién ctru. Bén canh do, giéng L18 c6
niang suat cao (bang 2.1). Vi vay, voi muc tiéu cai thién kha nang chiu han cia
gidng lac niang sut cao ndy, chang tdi tién hanh tham do anh huéng két hop
cua chiéu xa tia gamma véi sang loc dong chiu mit nudc bang k§ thuat thoi

kho dbi vai md seo gidng lac L18.

Bang 3.6. Anh huang cua chiéu xa két hop véi thoi khd 9 gio dén ty 16

sdng sot vatéi sinh cay caa mo seo & giéng lac L18

Liduchiéuxakét Tylemd  Tylété sinh

hopthoi kho  song sot (%) Hinh théi cay téi sinh
9gio (%)

0,5krad 34,23+ 0,37 47,63+ 237 Binh thuong

1,0krad 3365+ 052 88,87+ 557 Binh thuong

2,0krad 28,42+ 0,43 38,87+554 Binh thuong

3,0krad 18,87+ 059 26,17+ 4,97 Lanho, méplaxoan, maulavang
varung dan

4,0krad 1251+0,42 21,30+ 6,03 Lanho, méplaxoan, maulavang
varung dan
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Bang 3.6 trinh bay két qua thim do anh huéng cua 5 lidu lugng chiéu
Xa & muc: 0,5krad; 1,0krad; 2,0krad; 3,0krad; 4,0krad két hop véi thoi khd
mod sco trong 9 gid. Hiéu qua téc dong két hop céc lidu lugng chiéu xa khéc
nhau vai thoi kho lién tuc duoc x&c dinh théng qua ty 1é md sdng sot varty 18
md sdng sot téi sinh cay.

Két qua xéc dinh ty 16 md sdng sot ta sinh cdy cho thiy, kha ning tai
sinh cdy cua md seo chiu anh hudng két hop caa chiéu xa véi thdi khd dao
dong tir 21,30% dén 88,87%. So véi kha ning téi sinh cay cuia mé sdng sot chi
xtr Iy thdi khd (bang 3.5), thi viéc xt Iy m6 seo bang chiéu xa két hop véi thoi
khd da lam giam ty 1é téi sinh cdy. Két qua nghién ciru anh huong cua tia
gamma dén ty 18 tai sinh cia cay lac ciing tim thiy su twong tu ¢ cay 1ta[35].

Sy khéc biét quan trong cua cay tai sinh chiu tdc dong cua chiéu xa két
hop vai thdi khd biéu hién ré nét & dic diém hinh théi, dic biét vé mau sic va
hinh dang |&a

Vi lidu chiéu xa thip (0,5krad; 1krad; 2krad), 14 cdy vin c6 mau xanh
nhu nhirng cdy dbi chirng. Nhung véi liéu chiéu xa cao nhu 3krad va 4krad thi
mau xanh cua l& xuat hién trong khoang 1-2 tuan dau sau d6 14 bat dau chuyén
mau vang Ua. Hinh thai 14 nho va xuét hién hién tuong xoin 14 Téc do sinh
truong cua cdy ty 1& nghich véi cudong do cua lidu chiéu xa. O liéu chiéu xa
cao cay ¢ hién tuong lui dan, than cin cdi. Chiéu cao cay tai sinh thip hon

rat nhiéu so véi cdy dbi chang (hinh 3.3).

Két qua nghién ciru anh huéng cua céc liéu chiéu xa khéac nhau dén kha
nang té sinh cay va hinh théi 1a cua giéng lac L18 c6 diém tuong tu nhu két

qua nghién cru cia M uthusamy va dtg (2007) da cong bd [101].
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Hinh 3.3. Mot sb hinh anh céy ta sinh cua gidng lac L18
& gial doan 6 tuan tudi
A: Cay té sinh khdng chiu thoi khd B: Céy téi sinh chiu thoi kho 9 gio
C: Liéu chiéu xa 0,5krad + thoi khd 9 gio D: Liéu chiéu xa 2,0krad + thoi khd 9 gio
E: Liéu chiéu xa 3,0krad + théi khd 9 gio  G: Liéu chiéu xa 4,0krad + thoi khd 9 gio
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T nhitng danh gia kha ning sbng sot va tai sinh cia mé sco sau khi xir
ly bing tia gamma, chiing t6i d& xac dinh dugc liéu toi han cia md seo lac 14
lidu chiéu xa 4krad. Néu vuot qua giGi han 4krad da sd md seo chét, khong thé
tao sd dong md du 16n phuc vu nhitng nghién ctu tiép theo, dic biét 1a nghién
ciru chon dong. Tuy nhién, dé thu dugc nhiéu dot bién can xéc dinh liéu luong
chiéu xa thich hop, dé vira tao ra nhirng bién di di truyén co loi, vira co ty I¢
céc dong mo sbng sot vatéi sinh cao. Do viy, ngudi tathudng dung lidu chiéu

xa nho hon liéu téi han tir 1,5 dén 2,0 1an dé tao dot bién [21].
Nhan xét vé két qua sang loc dong md seo chiju chiéu xa va théi kho

Liéu chiéu xa thich hop cho gidng lac L18 latir 0,5krad dén 2krad va liéu
lwong 2krad két hop véi thdi khd 9 gid duoc lva chon dé sang loc dong md va

tao cdy hoan chinh.

Két qua xir Iy md seo trong hé théng nudi ciy in vitro cua gidng lac
L 18 bang thoi khé lién tuc 9 gio va chiéu xa & liéu lugng 2krad két hop thdi
khoé lién tuc 9 gio da thu dugc 167 dong md va tur dé c6 198 dong lac dugc

tao ra.
3.1.3. Pic diém ndng sinh hec ciia cac quan thé lac Ry va RM g

Phan tich mirc d bién di va dic diém néng sinh hoc cua cay nhu chiéu
cao than chinh, s nhanh/cay, sb qua/cay va sb qua chic/cly cua cac dong
thudc 2 quan thé Ry va RM,. Két qua nghién ciru duoc trinh bay ¢ bang 3.7 va
hinh 3.4.

Két qua nghién ciru mot sb dac diém cua cac quan thé lac & thé hé Ry
RM, & bang 3.7 cho thdy, c&c dong lac chuyén tir dng nghiém ra trong ngoai
ddng rudng (vu xuadn, 2008) cd su bién dong di truyén 16n hon nhiéu so véi

gidng gbc ¢ tat ca céc chi tiéu nghién cau.
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Bang 3.7. bic diém ndng hoc cua quan thé Ry, RMg
téi sinh tir md seo mat nuéc
(X: Giatri trung binh; s_: Sai sb trung binh mau; Cv%: H¢ sb bién dong)

Chi tiéu theo dbi Gidng goc Quan thé Ry Quan thé RM,
Coothinchn  X+S.  3700£0858 5700461 1850+ 191
- =X
(cm) Cv % 2.70 2558 10,32
Snhénhicay ~ X+S,  833:033  300%039 6,75+ 0,57
- X
(nhanh) Cv % 6,93 4157 8.38
S qualcay X+s 2067067 2280181  14,00+196
- =X
(qua) v % 5,50 25,05 13.98
S qua chéc/céy X+S. 16,33 + 0,33 14,80 + 1,50 8,17+ 1,36
- =X
Ty & qua chic 79,00 64,91 54,65

(%0)

A. Khu vuc thi nghiém quan thé

Ro, RMg

Ro

Gidng gbc

B. Céy vaqua giai doan thu hoach

Hinh 3.4. Céc dong lac chon loc tréng & vu xun nam 2008
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Chiéu cao cay la dic diém sinh trugng phu thudc vao giéng, moi
truong va diéu kién gieo trong. Chiéu cao than chinh cua cay lac thuong dao
dong trong khoang tir 12cm dén 65cm [8].

Nghién ctu dic diém sinh truéng cua hai quan thé chiu mit nuéc va
chiu chiéu xa két hop véi gay mat nude, chiing téi nhan thiy s xuat hién rat
rd cac dot bién vé chiéu cao cady. Trong d6, quan thé Ry xuat hién nhiéu dot
bién ting chiéu cao cua cdy, trung binh chiéu cao cdy cua quan thé nay 1a
57,00cm. Khéc véi quan thé Ry, quan thé RMg xuit hién nhiéu dong dot bién
thip cay, véi chiéu cao trung binh dat 18,50cm. Chiéu cao cay cua quan thé
Ro bién dong & mic 25,58% va ¢ quan thé RM 1a 10,32%. Nghién ciru anh
huang cua lidu chiéu xa 7krad trén giéng [Ua Tam Xoan vé dic diém chiéu
cao cdy, tac gia L& Xuan bic vadtg (2006) ciing thu dugc nhiéu dot bién thip
cdy, mirc thip cay cia mot so dong thé hé RM, chi bang 50% so véi doi
ching [6].

Cay tir quan thé trong ng nghiém nhin chung cho ty 18 ra nhéanh thap.
Ty & d¢ nhéanh cua quan thé R, thap hon nhidu so voi gidng goc, mic bién
dong di truyén 1& 41,57% so véi ddi ching 1a 6,93%; S5 nhanh cua quan thé
RM, dat 6,75 nhanh/cay va la chi tiéu c6 mirc bién dong nho (Cv=8,38%).

Két qua nghién ciru cho thay, sb qua/cdy ¢ quan thé Ry cua cac dong
lac chiu mat nuéc cao hon so véi gidng goc (gidng goc trong tir hat), su bién
dong trong quan thé Ry & mirc 25,05%. Luong qua cua quan thé RM, dat
13,33 qua/cay, mac bién dong 1a 13,98%. Ty 1é qua chic cia cdy duoc tao ra

tir ng nghiém déu thap hon so véi gidng gdc.

Nhu vay, qué trinh chon dong lac chiu han bao gom: (1) Tao md sco va
xt Iy md seo; (2) Tal sinh cay va tao cay hoan chinh (3) Trong, theo dai va

phan tich di truyén céc dong chon loc (hinh 3.5).
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Hinh 3.5. Hinh anh trong chon dong chiu han & lac bang k thuat
nudi Cay in vitro
A.Taomdsco; B. Té sinh cay tir md seo sau xu ly thoi khod;
C. Tao cay hoan chinh;  D. Cay R, ngoai dong ruong;
E. Ca ciamdt dong chon loc thé hé Ba
G. Céc dong trong thé hé thir Nam
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Xt Iy md seo lac trong nudi ciy in vitro, chon loc md seo sdng sot, téi

sinh cay vatheo ddi quan thé Ry va RMq c6 thé rit ra mot sd nhan xét sau:

(1) Céc dong ¢ ngudn gbc tir md seo chju thoi khd cd chiéu cao cay tang hon
so véi gibng gbc; con cac dong cd ngudn gbe tir md seo chiu chiéu xa két hop
véi thdi khd co chiéu cao cay giam so véi gidng gbc.

(2) Céc quan thé cay duoc tao ra biang ki thuat nudi cay mé té bao thyc vat cd
s6 nhanh/cay it hon so véi gidng gbc. Quan thé Ry dat 3 nhanh/cay, quan thé

RM, dat 6,75 nhanh/cay, gibng gbc co 8,33 nhanh/cay.

(3) Quan thé Ry c6 22,80 qua/cay, nhiéu hon gidng gbc (dat 110,30% so gidng
g6c), quan thé RMg cé sb qua/cay it hon gidng gbc, chi dat 14,00 qua/cay
(67,73% so gidng goc).

(4) Hé sb bién dong di truyén céc chi tiéu nghién ciru cia 2 quan thé cay duoc

tao ra bang ky thuat nudi ciy mé té bao thuc vat 16n hon so véi giéng gdc.

Co rat nhiéu yéu t6 tham gia vao viéc ciu thanh nang suit ciing nhu
chat luong hat lac, can thiét phai co sy theo ddi sy 6n dinh caa céc tinh trang
trong mdi thé hé va qua céc thé hé, dic biét 1a kha ning chiu han cua cac

giong lac.

Tur két qua danh gid & thé hé R, RM, chiing ti d& chon duoc 7 dong
cO ngudn goc tir md seo chiu xir ly cua gibng lac L18, trong d6 3 dong co
ngudn gbc tir md seo chiu anh hudng cua thdi khd 1a R44, R46, R48 va 4
dong cé ngudn gbc tir md seo chiu anh huéng cua chiéu xa két hop véi thoi
kho 12 RM46, RM47, RM48, RM49 1am vt lieu khai diu dé danh gi, chon

loc & céc thé hé tiép theo.
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3.2. KET QUA PHAN TiCH NHUNG DONG LAC CHON LQC QUA
CAC THE HE

3.2.1. Pic diém ndng sinh hoc cac dong lac chen loc & thé hé thir Nhat va
thir Ba

Hat lac rit kho bao quan, ty 1& nay mam thap khi thoi gian bao quan
kéo dai. Vi vay, todn b hat cua 7 dong lac chon loc ¢ quin thé Ry, RMg
ching tdi trong ké tiép vao c&c vu trdng trong nam. Thé hé tha Nhat (R,
RM,) duoc trdng & vu thu déng nam 2008. Tur két qua thu dugc trinh bay ¢

bang 3.8 ¢d thé rit ramodt sb nhan xét nhu sau:

Cay ¢ thé hé tha Nhat van duy tri s sai khéc vé chiéu cao than chinh,
trong d6 cay cua cac dong cd ngudn gbc tir md seo chiu anh huéng cua chiéu
Xa thap hon (khoang tir 17,67cm dén 22,33cm) so vai dong chiu thdi khd (ti
49,60cm dén 61,70cm). Tat ca cac dong chon loc déu c6 muc bién dong vé

chi tiéu nay thap hon gidng géc.

S5 nhanh/cay cua cac dong chon loc dao dong tir 4,67 nhanh dén 8,00
nhéanh. Mtc d6 bién dong sd nhanh trong khoang 8,25% dén 19,99%; ba dong
RM47, RM48, RM49 c6 s6 nhanh/cay cao hon giéng géc.

S5 qua/cay cua cac dong nghién ctru dao dong tir 14,67 qua dén 22,17

qua/cdy. Hai dong R46 va R48 cd sb qua/cay cao hon so véi gidng goc.

S5 qua chac/cay cua cac dong chon loc trong khoang 10,00- 13,67
qua/cay, tat ca cac dong chon loc déu co ty & qua chic/cay thip hon so Véi
gidng goc. So vai céc cdy trong khac nhu 1Ua, IGa my, dau xanh, dau tuong...
sb qua/cdy cua lac it hon. Vi vy, sd qua/cdy cua cac dong chon loc trong
nhitng thé hé dau rit kho khan cho viéc thyc hién phan tich tinh chiu han cua
céc dong ndy. Chinh vi vay, ching téi lra chon hat va trong lién tuc & c&c vu

xuan he vathu déng hang nam.
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Bang 3.8. bic diém ndng sinh hoc cac dong lac chon loc ¢ thé hé thir Nhat (n<30; a=0,05)

(x: Giatri trung binh; s_: Sai sb trung binh miu; Cv %: Hé sb bién dong)

Cao than chinh (cm) S6 nhéanh/cay Sb qualcay S6 qua chéclcay
Chi tiéu theo ddi — — — —
X*S; Cv% X+S, Cv% X*S; Cv% XiSi Cv%
R44 53,40 £ 3,22 19,08 514 +£0,53 12,61 18,33 +1,23 16,42 12,40 £ 0,45 12,23
R46 49,60 £ 2,34 14,91 532+0,33 19,99 22,17 +£1,30 14,38 10,00 + 0,56 17,64
R48 61,70+ 1,19 6,11 5,03+0,26 16,33 20,50 £ 1,36 16,25 11,25+ 0,49 12,34
RM46 19,33 £ 0,67 3,45 4,67 £0,64 14,29 17,33+ 1,20 6,93 13,67 0,88 24,05
RM47 17,67 £ 1,45 8,22 7,00 £0,58 8,25 14,67 £ 1,32 9,09 10,67 1,06 9,94
RM48 22,33+£1,33 5,97 7,33+£1,45 19,81 19,00 + 3,06 16,08 11,63 + 2,40 20,67
RM49 21,25+0,83 3,91 8,00 £1,00 12,50 19,67 £ 1,33 6,78 11,33% 0,63 5,56
L18 29,90+1,84 19,47 6,11 £ 0,55 18,34 19,83 £ 0,54 6,70 14,00 + 0,60 12,07

Thé hé thiz Nhdt trong v Thu Bong, ndm 2008, tai Té Rirng Vau, Phurong Quang Vinh, Thanh phé Théai Nguyén
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V& muc tiéu tao ra cac dong lac ¢6 kha nang chiu han cao, ching téi
lwa chon két qua dénh gia cac dong chon loc ¢ thé hé Ba va thir Nam dé béo
cé0. Day l1a nhitng thé hé trong lién tuc & cac vu Thu Déng nam 2009, 2010.
Vu Thu Béng thudng trong trong khoang tir 25 thang 8 hang nam dén dau
thang 1 caa nam ké tiép. Thoi diém nay ¢ mién Bic thuong cé dic diém lanh
va kho, day ciing 1a huéng nghién ctu caa luan an. Thé hé tht Ba chua co
lwong qua du 16n, vi vay két qua danh gia cac dong chon loc & thé hé nay

théng qua phan tich dic diém néng hoc (bang 3.9).

Nhitng chi tiéu nghién ctru ciia céc dong chon loc & thé hé thir Ba dugc
duy tri 6n dinh teong duong so vai giéng gc. Do dao dong cua cac dong

chon loc & mdi chi tiéu nghién ciru |a khéng nhiéu.

So vé6i thé hé the Nhat, chiéu cao cay cua dong chiu chiéu xa két hop
v6i thdi khd co sy cai thien manh, két qua thé hién trén bang 3.9 cho thiy,
trong 7 dong nghién ctru qua 3 thé hé chi cd dong RM49 & thé hé tha Ba co
ngudn gbc tir md seo chiu chiéu xa két hop véi thdi khd cd chiéu cao cay thap
hon gidng géc. O thé hé thar Ba cd 2 dong R46, R48 c6 ty 16 d¢ nhanh cao hon
gidng goc: su bién dong cua tinh trang sé nhanh/cay trong khoang tir 3,17 dén
10,34%. Phan tich sd lwgng qua/cay, sd qua chic/cay cua céc dong chon loc &
thé hé thr Ba, chiing téi nhan thay, dong RM47 c6 su 6n dinh va sy biéu hién

cuia céc tinh trang nghién ciru déu & mirc cao hon gidng géc.

Sy biéu hién céc tinh trang sb luong da phan anh dic diém phan ung
cua kiéu gen céc gidng lac trudc tac dong caa mdi trudng va moa vu. Sy on
dinh kha nhanh cuia céc tinh trang nghién ctru ngay tir thé hé thir Nhat cua cay
lac ¢6 ngudn gbc tir mé seo d& gdp phan khing dinh gia tri cua ki thuat nudi
cdy mo té bao thuc vat co thé tao gidng méi va rdt ngan thoi gian tao giéng,

ting hiéu qua cua quatrinh chon giéng.
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Bang 3.9. bic diém ndng sinh hoc cac dong lac chon loc ¢ thé hé thtr Ba (n<30; a=0,05)

(x: Giatri trung binh; s_: Sai sb trung binh mau; Cv %: Hé 6 bién dong)

Cao than chinh (cm) S6 nhanh/cay Sb qué/cay Sb quéa chéac/cay
Chi tiéu theo
doi XtS, Cv % XzS, Cv % XS, Cv % X+S, Cv %
R44 42,75 £1,52 4,65 4,83+£0,40 10,34 20,00 £ 1,09 5,46 18,14 £ 0,91 13,29
R46 41,64 £0,81 1,95 8,60 £ 0,27 9,81 20,11 £ 1,07 534 17,90 £ 0,91 16,12
R48 48,60 £ 2,84 5,85 8,25+0,48 11,61 17,88 + 1,04 5,83 16,22 + 0,98 18,18
RM46 37,25+1,23 3,31 6,00 £ 0,33 5,03 2350+ 1,15 4,89 18,63 £ 0,84 4,53
RM47 37,08 £1,05 2,84 580+0,25 4,30 32,83 £3,02 9,18 25,83 +1,60 6,19
RM48 45,20 +£1,38 3,05 4,85+0,15 3,17 18,30 £ 0,96 5,22 13,60 £ 0,65 4,80
RM49 32,20 £2,67 8,30 5,60 £ 0,40 7,14 19,00 + 3,33 17,54 14,20 £ 2,01 14,15
L18 34,79+£1,73 4,66 8,00 £0,52 5,81 20,33 +£2,04 8,04 18,78 £ 1,10 17,62

Thé hé thir Batrong v Thu Bong, ndm 2009, tai Té Rirng Vau, Phurong Quang Vinh, Thanh phé Thai Nguyén
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3.2.2. Panh gia cac dong lac chen loc ¢ thé hé thie Nam

Céc dong chon loc & thé hé thir Nam trdng vu Thu Béng nim 2010. O
thé hé thtr Nam, lugng qua va hat du 16n @ thuc hién céc thi nghiém lién
quan dén viéc danh gia kha ning chiu han caa cac dong chon loc. Ching toi
tiép tuc danh gid cac dong chon loc ¢ thé hé thir Nam théng qua viéc phan
tich mot sd dic diém ndng sinh hoc; xac dinh cac yéu té cdu thanh nang sut
nhu khdi luong 100 qua, khdi lwgng 100 hat; danh gid chit luong hat trén
phuong dién hda sinh théng qua xac dinh ham lugng protein, ham lugng lipid,;
danh gia kha nang chiu han ¢ giai doan hat nay mam, giai doan cay non va sy

sai khéc trong hé gen bang ki thuat RAPD.
3.2.2.1. Pdgc diém ndng sinh hec va chdt lweng hat

Két qua danh gia su 6n dinh céc tinh trang ndng hoc caa mot s dong

chon loc & thé hé thir Nam duoc trinh bay & bang 3.10.

Bang 3.10 cho thiy, céac chi tiéu ndng sinh hoc va chat lugng hat c6 su
bién dong thip, trong khoang 1,14% dén 7,88%. Sy 6n dinh biéu hién cua céc
tinh trang ndy mot 1an nira khiang dinh st dung ki thuat nudi cdy mé té bao
thue vat gép phan rit ngin thoi gian chon dong.

O thé hé the Nam, khdi luong 100 qua lac cua céc dong chon loc dao
dong tr 83,11g dén 145,12g. C6 5/7 dong co khéi lugng 100 qua & mic qua
to (107,059 — 145,12g), chiém 71,43%. Ba dong gom R44, R46, RM46 c6
khdi lwong 100 qua cao hon so véi gidng goc (cao hon 116,59g).

Khdi lwgng 100 hat cua cac dong chon loc & thé hé thir Nam dao dong
trong khoang 41,11g dén 56,27g, céc dong chon loc c6 khéi lugng 100 qua

16N ciing 1a dong cd khdi lugng 100 hat cao.
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Bang 3.10. bic diém néng sinh hoc va chat luong hat cac dong chon loc & thé hé thir Nam

(X : Giatri trung binh; S_: Sai s trung binh miu; Cv%: H¢ s bién dong )

Chi

tiéu

theo

doi

R44

R46

R48

RM46

RM47

RM48

RM49

L18

Khéi lrong Khéi lrong Ham luong Ham lrong
Cao than chinh (cm) S6 nhanh/cay S qualcay S6 qua chac/cay 100 qua 100 hat protein lipid
() ) (% KLK) (% KLK)
Yisi Cv% Yisi Cv% Yisi Cv% Yisi Cv% Yisi Cv% Yisi Cv% Yisi Yisi
4562+0,76 166 650+018 2,88 2336+119 507 1725+125 723 121,33+254 210 4923+0,89 180 32,33+3,28 38,11+0,89
45,77 £0,79 1,72 577+£020 3,49 1915+069 359 13,08+£063 4,84 14512+505 348 5627132 234 32,08+254 34,67+0,77
48,08+£0,85 220 520+£020 3,85 1564+09 6,16 11,75+£059 504 8311+£310 3,72 4407+£347 788 2658+204 36,44+0,89
43,27 £0,77 1,78 580+£020 345 2022+126 506 13,26+2,76 574 12095+942 779 5240+0,78 148 29,09+229 38,22+270
41,63 £0,54 1,30 4,73+£0,19 4,12 27172+131 470 1944+138 7,07 10343+446 431 4111+250 6,08 3897+425 36,89+0,89
3546+£1,02 288 567022 3,97 2708+184 6,78 1455+0,99 6,84 108,27+6,98 6,45 4653+2,89 621 27,72+196 38,67+0,88
3147+£1,13 359 653057 4,19 2233+118 529 1269+040 314 10705+180 168 4500+352 782 2572+289 3822+044
3062+084 2,73 769+£029 3,72 2680+122 455 1445+0,78 539 11659+284 243 4781+055 1,14 3447+285 36,00+2,67

Thé hé thir Namtrong v Thu Pong, nam 2010, tai Té Rirng Vau,
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Sy bién dong vé chi tiéu qua va hat cua cdy trong quan thé thi nghiém
& muc thip (muc bién dong 1a Cv =1,14% - 7,88%).

Ham luong lipid trong hat 1& mét dic trung cua gidng. Dac biét, cay lac
la cay cong nghiép lay dau, su tich luy dau dat téi da néu thu hoach ding do
chin [8]. Céc dong chon loc thé hé th Nam cé ham luong lipid tir 34,67%
khdi lwong kho (KLK) dén 38,67% KLK. Dong c6 ham luong lipid cao nhat
|a RM 48, thip nhit 1a dong R46.

Ham lugng protein trong hat khdng chi phan anh chit lugng hat ma con
lien quan dén kha ning chéng chiu cua cay trdng. Cac dong chon loc thé hé
tha Nam c6 ham luong protein khoang tir 25,72% KLK dén 38,97% KLK.
Dong c6 ham lugng protein cao nhat 1A RM47, thap nhit 1a dong RM49.

Cin ctr vao két qua nghién ciu vé dic diém ndng sinh hoc, chit lugng
hat cua céc dong lac chon loc c6 ngudn gbc tir md seo chiu mat nudc va mo
seo chiu anh huéng chiéu xa két hop véi xu ly gdy mit nudce, chiing téi chon
dugc mot sb dong co dac diém ndi bat, bao gom: (1) DOng R46 c6 khdi lugng
100 qua va hat cao; (2) Dong RM47 cé ham lugng protein cao; (3) Dong
RM48 |a dong c6 ham lugng lipid cao.

Trong ciing mat diéu kién trong trot nhu nhau, cac dong chon loc c6 sy
thay doi vé kiéu hinh, @6 1aly do dé chiing téi tiép tuc nghién ctu sy thay doi
& muc phan tir.
3.2.2.2 Két qud danh gia kha nang chiu han

Kha nang chiu han cua thuc vat néi chung va cua cay lac néi riéng la
mot tinh trang kho kiém soét ¢ ngodi dong ruong. Do vy, chiing tai tién hanh
danh gid kha nang chiu han cua cac dong lac chon loc thé hé thir Nam ¢ giai

doan hat nay mam va giai doan cdy non. Két qua danh gia duoc thuc hién
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ddng thoi véi gidng gbc va gibng L23 ¢ kha nang chiu han tét nhat trong 10
gidng lac nghién cau.
Khd nang chiu han ¢ giai dogn hat ndy mam

DPénh gia kha nang chiu han caa giéng lac L18, L23 va cac dong lac
chon loc, ching ti lya chon phuong phap gay han sinh ly & giai doan hat nay
mam bang céch xt 1y hat bing dung dich sorbitol 7% dé nghién ctu. O gial
doan hat nay mam, c&c chit trong hat chuyén trang théi tir it hoat dong sang
giai doan hoat dong manh m&, nhiéu enzyme méi dugc tong hop, trong d6 co
a-amylase. Sy tang hoat d6 cua a-amylase lam tang ham lugng duong do tinh
bot bi thuy phan. Kha nang chiu han cua gidng lac L18, L23 va cac dong chon
loc dugc ching téi danh gia thdng qua xac dinh hoat d6 a-amylase va ham

lwong duong. Két qua nghién ciru trinh bay & phu luc 6, hinh 3.6 va hinh 3.7.
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Hinh 3.6. Sy bién dong vé hoat d¢ cua a-amylase trong diéu kién han sinh ly
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Két qua nghién ctru cho thiy, dugi tac dong cua han sinh 1y, sy bién
dong hoat do a-amylase cua giéng lac L18, L23 va cac dong chon loc co sy
sai khéc nhau dang ké. O giai doan 3 ngay tudi, hoat do cua a-amylase dao
dong trong khoang tir 0,15 DVHD/mg hat nay mam dén 0,23 DVHD/mg hat
nay mam. Xu |y hat bang sorbitol 7% dé gdy han sinh ly, hoat d6 cua a-
amylase co xu huéng tang tir 3 ngdy tudi dén 7 ngay tudi sau d6 giam dan &
giai doan 9 ngay tudi.

Gidng co hoat d6 cua a-amylase cao nhat ¢ ngay nay mam tht 7 14
RM48 (0,66 DVHD/mg hat nay mam). Ciing & ngay nay mam tha 7, hoat d6
cuia a-amylase cao thtr 2 1a dong R46 (0,63 DVHD/mg hat nay mam), sau do
la cua gibng L23 (0,59 BVHD/mg hat nay mam). Dong c6 hoat do cua a-
amylase thip ¢ ngay nay mam tht 7 1a R44 (0,48 DVHD/mg hat nay mam).

Kha ning hoat dong cua a-amylase trong diéu kién bi han phu thudc
vao kha nang chiu han caa cay lac. Can cir vao hoat d6 cua a-amylase ¢ giai
doan 7 ngay tudi, chiing tdi xép giéng lac L18, L23 va cac dong chon loc theo

muic do chiu han thanh 4 nhém:

(1) Nhém 1: c6 3 dong (RM48, R46, RM46), hoat d6 cua a-amylase trong
khoang 0,60-0,66 DV HD/mg hat nay mam.

(2) Nhém 2: hoat d6 cua a-amylase trong khoang 0,58-0,59 bVHD/mg hat
nay mam, gom co giéng L23 va dong RM47.

(3) Nhém 3: ¢6 2 dong (RM49, R48) va giong L 18, co hoat ¢ cua a-amylase
trong khoang 0,50-0,55 BVHD/mg hat nay mam.

(4) Nhém 4: c6 1 dong (R44), hoat d6 cua a-amylase dat 0,48 BVHD/mg hat

nay mam.
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Puong trong co thé thuc vat 1a nhdm chat lién quan dén sy diéu hoa &p

suat tham thiu caa té bao khi gap diéu kién cuc doan [50].

X&c dinh ham lugng dudng trong hat nay mam cua giéng lac L18, L23
va c&c dong chon loc bang phuong phdp vi phan tich, ching téi nhan thiy tat
ca cac dong va giéng lac nghién ciru déu c6 quy luat bién dong ham lugng
duong ting tir khi hat nay mam dén giai doan hat nay mam 7 ngdy tudi, sau

d6 giam dan (phu luc 6 va hinh 3.7)

1,8

1,6

% hat ndy mam

RA44 R46 RA8 RMA6 RM4A7 RM48 RMA49 L18 L23

O 3 ngay B 5 ngay O 7 ngay 0O 9 ngay

Hinh 3.7. Sy bién dong cia ham lugng dudng trong diéu kién han sinh 1y

Theo quan diém hién nay, viéc tich lily cac chat hoa tan trong té bao
ddng nhit véi khéi niém diéu chinh &p suat thim thiu. Bay 1a phuong thirc
thich nghi cua co thé thuc vat ddi véi cac yéu td bat loi cia mdi truong. Khi té
bdo mit nudc, cac chat hoatan s3 duoc tich Ity dan dé chdng lai sy mat nuéce

ddng thoi tang kha nang gitt nuéce cua chit nguyén sinh. Qua trinh thuy phan
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polysaccharid du trit 1& ngudn cung cip chat tan cho qua trinh diéu chinh &p

suit thim thiu cua té bao khi bi mit nugc dong thoi gép phan thic diy qua

trinh phuc hdi cay [50], [51]. Ham luong dudng duoc tao thanh nhiéu nhat & 7

ngdy tudi theo thir tu giam din cua céc gidng va dong chon loc &

RM48>R46>L23>RM47>R48>L 18>RM46>RM49>R44.

Trong diéu kién bat loi (han, lanh, ndng...), két qua nghién ciru trén cay

thudc 1a cia Nguyén Hoang Loc (1992) va & cay [Ua caa Nguyén Thi Tam va

dtg (2003) cho thiy c6 sy gia ting ham luong dudng [13], [27]. Tuy nhién,

trong diéu kién bét lgi thi hoat d6 cua a-amylase, ham lugng dudng ciing chi

tang & mot ty 1& nhit dinh va phu thudc vao kha nang chiu han cua cay.

Bang 3.11. Tuong quan gitra hoat d cua a-amylase va ham lugng duong ¢

giai doan hat nay mam

STT Gidngvadong | Phuongtrinh héi quy | Hé sb twong quan
chonloc
1 R44 1,13x + 0,72 0,9881
2 R46 1,61x + 0,57 0,8972
3 R48 1,04x + 0,77 0,8379
4 RM46 1,83x + 0,34 0,9811
5 RM47 0,54x + 1,04 0,9945
6 RM48 2,66x + 0,66 0,9999
7 RM49 1,04x + 0,68 0,9862
8 L18 1,07x +0,70 0,8466
9 L23 2,26x + 0,19 0,9983




Phan tich mdi twong quan gitra sy bién dong hoat d6 cua a-amylase va
ham luong dudng cua gidng lac L18, L23 va cac dong chon loc ¢ giai doan
hat nay mam khi bi han sinh ly cho thay, ham lugng dudng phu thudc tuyén
tinh vao hoat d6 a-amylase, véi hé sd twong quan (R) dao dong tir 83,79%
dén 99,99%. Hoat d6 cua a-amylase cao s lam qué trinh phan giai tinh bot
thanh duong xay ra manh mg, dam bao cung cap chat dinh dudng cho qué
trinh nay mam cua hat, dic biét 1a diéu chinh &p suit thim thiu cua té bao
trong diéu kién cuc doan. Sy sai khéc vé hoat d6 cua a-amylase va duong &
céc dong, gidng lac trong céc thoi diém hat nay mam khac nhau lién quan dén
kha nang chiu han caa ching. Dong chon loc c6 hoat d6 cua a-amylase va
ham luong dudng cao hon giéng gbc d& minh chirng cho hiéu qua cai thién

kha nang chiu han cua cay bang ky thuat nuéi ciy mo té bao thuc vat.
Kha nang chiu hgn ¢ giai doan cay non

Két qua danh gia kha ning chiu han & giai doan cay non cua cac dong
chon loc thé hé thir Nam duoc trinh bay ¢ bang 3.12 vahinh 3.7 .

Theo ddi ty I& cay sbng sot, cay phuc héi & thoi diém 1 dén 5 ngay han,
bang 3.12 cho thay, cac dong lac ¢ chi sb chiu han tuong ddi khéc nhau, dao
dong tir 3672,48 dén 10089,20. Dong RM48 ¢6 chi sb chiu han cao nhat
(10089,20%), sau d6 dén dong R46 va giéng lac L23, thip nhat |1a cac dong
R44, RM49 va giéng goc L18.

Trong 7 dong lac chon loc va gibng gbc L18 ¢ 5 dong chon loc ¢d chi
sb chiu han twong dbi cao, trong d6 2 dong c6 ngudn goc tir md seo chiu thdi
khd (R46; R48) va 3 dong co ngudn goc tir md seo chiu anh huang caa chiéu
xa két hop véi thdi khd (RM46; RM47; RM48).
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Bang 3.12. Ty |é cdy sdng, cdy phuc hdi va chi sd chiu han twong déi cua céc

dong chon loc & thé hé thir Nam

Dong, % % % % C% C% (h:hi so r)](ép
W CHP CHP CHP chiuhan thity
Jona e (s;alljl_ll (s:aﬁl_sl (s:alljlg ?q“ é; izu 35 ?%u 35 tuong doi
oy hn
R44 786 573 367 143 143 286  4327,07 4
R46 708 500 208 538 57,7 692 766238 2
R48 733 533 267 200 467 533 571317 3
RM46 546 364 182 417 500 583  5019,50 3
RM47 958 750 208 160 200 240 527280 3
RM48 900 8,0 200 500 600 70,0 1008920 1
RM49 625 308 77 21,7 391 522 367248 4
L18 66,7 500 303 167 333 500 472509 4
L23 728 51,5 258 508 570 69,0 789830 2

Can cir vao chi sb chiu han twong déi cua cac dong lac chon loc va

gidng goc L18 (bang 3.12 va hinh 3.8) c6 thé xép céc dong chon loc va gidng

g6c & 4 muic chiu han khéc nhau.

Mtc 1: ¢6 chi sb chiu han tuong d6i trén 10000 (c6 mot dong RM48):;

Mtc 2: chi sb chiu han tuong ddi trén 7000; c6 dong R46, gidng L23;

Mtc 3: chi sd chiu han tuong déi tir 5000 dén 6000 c6 céc dong: R4S,
RM46, RMA4T7;

Mtc 4: chi sb chiu han twong d6i nho hon 5000 gdbm gidng gbc L18,
dong R44 va dong RM49.
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%CKH sau 1 ngay han

% CHP sau 5ngay han _ %CKH sau 3 ngay han

% CHP sau 3 ngay han ™ % CKH sau 5 ngay han

% CHP sau 1 ngay han

—a—R44 —=—R48 —@— R46 —o— RM46 —&— RM47

—— RM48 —e— RM49 —*—L18géc -e—L23

Hinh 3.8. B6 thi hinh rada biéu thi sy khéc nhau vé kha niang chiu han caa

céc dong lac chon loc, gidng L18 vagiéng L23

Céc dong lac chon loc ¢ ngudn gbc tir md seo chiu thoi khd va md seo
chiu chiéu xa két hop véi thdi kho gay mat nuéc da co sy khac nhau vé mot
sb dic diém néng sinh hoc, dic diém hoa sinh hat va kha nang chiu han. Ban
chat cua cé&c thay ddi ndy lién quan dén hé gen nhu thé ndo dé laly do chiing
toi tiép tuc phan tich sy sai khac & mac phan tir cia cac dong chon loc va
gidng géc.
3.2.2.3. Két qud so sanh sw sai khac vé h¢ gen ciia cac dong chen loc va
giong goc

Vi muc tiéu nghién ciu sy thay doi hé gen giira céc dong lac chon loc
& thé hé thir 5 so véi gidng gbc, ching téi tién hanh tach chiét DNA tir hé gen
cay lac va phan tich da hinh DNA bing ky thuat RAPD.
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K ét qua tach chiét DNA téng sb

L& non caa céc dong lac duoc st dung dé tach chiét DNA. Sau khi tach
chiét va tinh sach, ham lugng va do sach DNA dugc xéc dinh bang phuong
phép do quang ph6 hip thu ¢ budc sdng 260nm va 280nm. Bang thoi, DNA
tong sb duoc dién di trén gel agarose 1% va chup anh trén may soi gel dé
danh gia chit luong dung dich DNA. Két qua thu nhan ham luong DNA tach
duoc tir 0,5g 14 lac non trong khoang tir 462ug/ml ¢én 1693ug/ml.

Ty SO 0D,/ 0D, 16N hon 1,8. Hinh anh DNA trén gel sic nét va

gon, dam bao chat lwong dé thuc hién céac ki thuat sinh hoc phan tir tiép theo
(hinh anh khéng trinh bay).

Két qua phan tich da hinh DNA bing ky thuat RAPD

Phan tich tinh da hinh caa DNA dya trén sy xuat hién hay khéng xuét
hién cac phan doan co cuing kich thugc dugce khuéeh dai tir hé gen nho sy thay

d6i cac diém gin cua cac moi trong phan tng RAPD [16], [129].

Phan tthg RAPD dugc thuc hién véi 25 mdi ngau nhién c6 chiéu dai 10
nucleotide (phu luc 2). Két qua phan tich thu duoc téng s 1254 phan doan,

véi kich thuéc wéc doén cua céc phan doan trong khoang tir 0,2kb dén 4,2kb.

Tinh toan két qua caa thi nghiém véi 25 méi nghién cau (bang 3.13),
chding téi nhan thiy, phan tng RAPD véi 25 moi [am xuat hién trong 7 dong
va giéng gbc tir 16 phan doan dén 110 phan doan DNA. C6 7 mdi (OPAO5,
OPA10, OPA13, OPHO04, OPF09, OPNO05, OPQ02) cho két gua don hinh, hai
moi (OPA13 va OPF09) chi xuat hién 2 biang vach don hinh trén ca 7 dong va
gidng goc. Mdi co sé phan doan nhiéu nhat 1a OPAO04, véi 110 phan doan
DNA. Hinh 3.9 trinh bay hinh anh dién di san pham RAPD véi mot sb mi,

trong d6 céc bang xuat hién va bién mat dugc so sénh véi gidng gbc.
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1 2 3 45 6 7 8M M 12 3 4 5 6 7 8

OPAO8
M 1 2 3 4 5 6 7 8

OPHO8 OPQ02

12 3 4 56 7 8M M1 2 3 4 5 6 7 8

OPQO5 UPC348

Hinh 3.9. Hinh anh dién di san phim RAPD véi mot sd moi

< Bang bién mat _» Bing mai xuat hi¢n
M: Marker chuan;

1.L18 2.RM46 3.RM47 4.RM48 5.RM49 6.R44 7.R46 8.R48

89



Bang 3.13. S5 phan doan DNA nhan ban ngiu nhién vaty [é phan doan

da hinh ciia 25 mdi trong phan tng RAPD

TT Ky Ssphandoan  Tylé TT Kyhiéu  Sophandoan  Tylé
hiéu DNA doan moi DNA doan

Mo . da . da
Tong bon bDa . Tong bon bDa .

) hinh ) hinh

so  hinh hinh sO  hinh hinh

(%) (%)
1 OPAO1 82 64 18 2195 14 OPA14 36 24 12 3333
2 OPAO2 63 56 7 11,11 15 OPA15 44 31 13 29555
3 OPAO3 63 5 7 11,11 16 OPBO5 59 32 27 4576
4 OPAO4 110 104 6 545 17 OPBI10 21 16 5 2381
5 OPAO5 64 64 0 000 18 OPHO4 24 24 0 0,00
6 OPAO6 62 48 14 2258 19 OPHO8 31 16 15 48,39
7 OPAO7 29 28 1 345 20 OPF09 16 16 0 0,00
8 OPAO8 48 28 20 41,67 21 OPF10 46 32 14 3043
9 OPAO9 77 64 13 16,88 22 OPNO5 0 0,00
10 OPA10 40 40 0 000 23 OPQO2 0 0,00
11 OPA11 31 24 7 2258 24 OPQO5 68 40 28 41,18
12 OPA12 41 8 33 8049 25 UPC348 55 40 15 27,27
13 OPA13 16 16 0 000 Téngcong 1254 999 255 20,33
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Téng s6 phan doan da hinh 1a 255 phan doan, chiém 20,33% s6 phan
doan duoc nhan ban. Ty 1&é phan doan da hinh cao nhit & moi OPA12 véi
33/41 phan doan dugc nhan 1&n, chiém 80,49%.

Dua trén sy xuat hién hay khdng xuat hién céc phan doan khi théng ké
két qua dién di san pham RAPD trén gel agarose 1% dé thiét 1ap mdi quan hé
di truyén caa cac dong chon loc so vai gidng gbc ¢ mac d6 phan tir. Két qua

nghién ctru dugc trinh bay ¢ bang 3.14 va hinh 3.10.

Bang 3.14. Ty |é sai khac vé hé gen cua céc dong chon loc vagidng géc L18
(%)

R44 R46 R48 RM46 RM47 RM48 RM49 L18

R44 0,000

R46 6,061 0,000

R48 3,752 3,146 0,000

RM46 1,521 1,540 4,807 0,000

RM47 1522 1,531 4,757 1,844 0,000

RM48 6,043 5437 9143 6,464 6,405 0,000

RM49 3,420 2814 4,898 3,147 3,/5/ 6,573 0,000

L18 5069 4,762 38/5 3805 5066 8,002 6,536 0,000

Bang 3.14 la két qua so sénh vé ty 18 sai khéc & mirc phan tir vé hé gen
cuia cac dong chon loc so véi nhau va so véi gidng goc. Két qua cho thiy, 8 hé

gen o ty I¢ sai khéc tir 1,521% dén 9,143%. Muc do sai khéc 16n nhat giira
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hé gen cua dong RM48 vagi hé gen cia dong R48 (ty 1€ sai khac 1a 9,143%).
Hai dong chon loc c¢6 hé gen giéng nhau nhat 1 RM46 va R44 (ty 1¢é sai khac
nho nhét véi 1,521%)

Thiét 1ap mdi quan hé cua 7 dong chon loc va gidng goc ¢ mirc phan tu

dua trén sb liéu da hinh RAPD véi 25 mdi ngau nhién duoc thé hién ¢ so do
hinh 3.10.

L18
RM46

R44

R46

RM47

RM49

R48

RM48

1 1 ] 1 1 1 1 1 1
.88 0.3 093 0.3& 0.9
HE 28 gl5Eg nkau

Hinh 3.10. So ¢6 m6 ta moi quan hé cua 7 dong chon loc véi gidng gbc L18

& mirc phan tu

Hinh 3.10 cho thiy, 7 dong lac chon loc déu co su sai khéc vé hé gen so
vé6i gibng goc L18. So d6 mo ta mdi quan hé cua cac dong chon loc va gidng
gdc duoc phan bd thanh 2 nhom véi khoang cach di truyén 1a 12% (1- 0,88).
Nhom 1: Chi ¢ mot dong RM48, day 1a dong cd ngudn gdc tir md seo chiu
téc dong két hop giira chiéu xa va thdi khé, cd khoang céch di truyén so voéi

céc dong con lai va giéng goc & nhanh 2 1a 12%.

Nhom [1: gdbm céc dong R48, RM49, RM47, R46, R44, RM46 va gidng
gbc L18. Khoang céch di truyén cua céc dong chon loc va gibng géc L18 |a
9,5% (1 - 0,905 = 0,095). Nhém 11 chia lam hai nhanh, nhanh tha nhét 1a
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gidng goc (L18); nhéanh thir hai, chia thanh nhiéu nhanh nho bao gém céc
dong chon loc con lai, trong d6 hai dong R44, R46 cling c6 ngudn goc tir md
seo chju thoi khé 1am mét nudc. Hai dong nay c6 do sai khéc so vai gibng gbc
& muc thip 1,521% va 1,522%.

Hé s6 da dang di truyén va cac phan doan DNA dic trwng caa cac dong

chon lgc

Cin clr vao tan suat xuat hién céc alen trong tirng locus, sir dung cong
thire tinh hé sb da dang di truyén (Genetic Diversity Index) dwa trén céc dir
licu phan tich RAPD, ching t6i d& xéac dinh dugc hé sb da dang di truyén

(Hrapp) ctia 7 dong chon loc trong pham vi 25 mdi ngau nhién.

Két qua tinh toan cho thiy cac dong chon loc biéu hién sy da dang di
truyén ¢ mic phan tir véi hé sb Hrapo = 11,09%. Pay chinh & ngudn gen

phong pht cung cap cho chon dong ¢ lac.

Bang 3.15. Chi thi RAPD dac trung cua céc dong lac chon loc

Dong lac chon

loc OPAO7 OPAO8  OPB0O5 UPC348 OPHO8

R44 - - - ; ;
R46 - - - - -
R48 - - - - -

RM46 - - ] i ]

RM47 - - - - 250bp

RM48 750bp  500bp  900bp  200bp -

RM49 - - - - -
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Két qua nghién ciru ¢ bang 3.15 cho thay, dong RM48 xuat hién 4 kich
thudc dic trung véi 4 mdi. Trong d6, moéi OPAO7 kich thudc dic trung xuét
hién & 750bp (RM48/OPA07-750bp); mdi OPAOS kich thuéc dic trung xut
hi¢n & 500bp (RM48/OPA08-500bp); moi OPBO5 co kich thuéc dac trung &
900bp (RM48/0PB05-900bp); méi UPC348 kich thugc dic trung xuit hién &
200bp (RM48/UPC348-200bp). M6i OPHO8 xuit hién mot dic trung & kich
thuéc 2500p véi dong RM47 (RM47/OPHO8-250bp). Nhu vay, st dung 25
moi trong phan atng RAPD dé nhan ban cac phan doan DNA tir hé gen cua 7
dong lac c6 ngudn goc tir md seo sau khi xir 1y bai thdi khd va chiéu xa két
hop véi thdi khd da xéc dinh duoc 5 chi thi phan te RAPD dic trung ¢ 2 dong
lac chon loc v6i 5 mdi ngau nhién (OPAO7, OPA08, OPB05, UPC348,
OPHO8).

Dénh gia cac dong chon loc théng qua phan tich mot sb dic diém néng
hoc, chi tiéu niang suit, chat lugng hat va kha nang chiu han & thé hé tha
Nam, chiing téi d& tuyén chon dugc 3 dong wu viét dé tiép tuc danh gia, theo
d6i, boi dudng dé gidi thiéu khao nghiém giéng. D6 1a céc dong:

(1) Dong RM48 c6 kha nang chiu han cao nhit, ham luong lipid cao
nhét (dat 38,67% KLK);

Dong R46 c6 kha niang chiju han cao thir hai va cé khéi luong 100 qua,
100 hat cao (145,12¢/100 qui; 56,27¢/100 hat );

Dong RM47 ¢6 ¢6 kha nang chiu han cao, ham lugng protein I6n nhat
(dat 38,97% KLK).

3.2.3. Pic diém ciia mat sé dong lac wu viét

Tap hop céc két qua phan tich vé dic diém ndng sinh hoc, chat lugng
hat, kha nang chiu han vadic diém sinh hoc phan tir cua céc dong chon loc ¢6
ngudn gbc tir md seo chiu thdi khd va md seo chiu chiéu xa két hop véi thdi

kho cia gidng L18 duoc trinh bay ¢ bang 3.16 va hinh 3.11.
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Bang 3.16. Mot sb dic diém cua 3 dong chon loc vagiéng L18

bac diém RM 48 RM 47 R46 L18
NQudn géc Cay ta sinhtir | Cay tad sinhtir | Cay téi sinh tur Nhap tu
guong mA seo chiu mo seo chiu mo seo chiu | Trung Quoc,
chiuchiéuxa+ | chiéuxa+ thoi kho nam 2004
thoi kho thoi kho
Chiéu cao
R 35,46 + 1,02 41,63+£054 | 4577+0,79 | 30,62+0,84
cay (cm)
Khéi luong
108,27 £ 6,98 | 103,43+ 4,46 | 145,12+ 5,05 | 116,59 + 2,84
100 qua (g)
Khéi luong
46,53 £ 2,89 41,11+£250 | 56,27+132 | 47,81+0,55
100 hat (g)
Ham luong
protein (% 27,72+ 1,96 3897+425 | 3208+254 | 34,47+285
KLK)
Ham luong
lipid 38,67+0,88 | 36,89+0,89 | 34,67+0,77 | 36,00+ 2,67
(% KLK)
. A g 10089,20 5272,80 7662,38 4725,09
Chi s6 chiu
han
Chi thi RM48/OPAQ7-750bp; RM48/0OPA08-500bp;
RAFD dzc RM 48/0OPB05-900bp; RM 48/UPC348-200bp;
trung

RM47/0OPH08-250bp;
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RM47 RM47

R46 R46

L18 L18

Hinh 3.11. Hinh anh qua va hat caa céc dong chon loc ¢ thé hé thir Nam
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3.3. PHAN LAP VA XAC PINH TRINH TU GEN CYSTATIN TU CAY
LAC
3.3.1. Khuéch dai gen cystatin tir DNA hé gen ciaa cay lac

Sau khi tach chiét DNA tng sd, tinh sach va pha vé nong do thich hop,
chiing t6i d& tién hanh nhan ban gen cystatin bang phuong phép PCR V&i
DNA cua 7 dong chon loc, cia gidng L18, va giéng L23. Két qua nhan gen

dugc kiém tra trén gel agarose 1% cuing véi marker (hinh 3.12).

1.23 EW4Y HW4d BMYT BLMAE H4x R4 R4 114

=— Aniihp

a  230hp

Hinh 3.12. Hinh anh dién di san pham nhan gen cystatin tir cy lac

San pham cua phan tng PCR thu duoc ¢ hinh 3.12 cho thiy, chi c6 1
bang DNA, kich thuéc khoang gan 500 bp, phu hop véi tinh toan ly thuyét vé
kich thudc gen cystatin duoc phan 1ap tir mRNA do nhdm tac gia Yan cdng
bd (2004) [134]. Do d6, ching tdi hy vong rang, két qua cua phan ttng PCR
V6i cap moi Cys-AraF/Cys-AraR duoc nhan 1én tir DNA hé gen caa giéng lac
L18, L23 va 7 dong lac chon loc la sy ¢ mat caa gen cystatin trong hé gen
cay lac. Tuy nhién, dé khing dinh chinh x&c san phdm duoc khuyéch dai tir he
gen la gen cystatin phai thyc hién tach dong, xac dinh trinh ty va so sanh voi

trinh tu gen cystatin d& cong bd.
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Chuing t6i tién hanh tach dong va xac dinh trinh tu gen cystatin cua 2
dong R46, RM48 (2 dong co6 kha nang chiu han cao nhat), giéng gbc L18 (kha
nang chiu han kém) va giéng L23 (c6 kha ning chiu han tét) nhim muc dich
so séanh trinh tu gen cua cac dong va gidng nay.

3.3.2. Két qua tach dong va x&c dinh trinh tw gen cystatin

San pham PCR gen cystatin dugc lam sach bing bo kit caa Fermentas,
sau d6 duoc gin vao vector pBT dé tao vector téi t6 hop. Vector tai té hop
duoc bién nap vao té bdo E. coli DH5a bing phuong phap sbc nhiét. Nubi
khuan E.coli bién nap trén méi truong LB ¢c6 b sung thach agar, ampicilin,
X-gal valPTG 100mM nhu md ta ¢ muc 2.3.3.3.

Sau 16 gio nudi én dinh ¢ 37°C, trén dia thach xuit hién cac khuan lac
mau xanh va trang.

Chon céc khuan lac mau trang, hinh tron déu trén dia thach thyc hién
ddng thoi phan tng colony- PCR véi chinh cip mdi nhan gen va nudi khuan
trong 3 ml méi truong LB long c6 ampicilin. Két qua kiém tra (hinh 3.13)
chtrng t6 viéc ghép ndi san phim PCR vao vector tach dong, chon dong va
phan tng clony-PCR hy vong dat duoc két qua nhu mong mudn.

Tinh sach plasmid bang b kit plasmid miniprep cia Fermentas, sau d6
xéc dinh trinh tu nucleotide cua gen cystatin trén may tu dong ABI PRISM®
3100 Avant Genetic Analizer cia hang Ampplied Biosystem tai Vién Cong

nghé Sinh hoc.
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M L18 R46 RM48 L23

500hp—s»
250hp

Hinh 3.13. Hinh anh dién di san pham colony-PCR

Két qua x&c dinh trinh ty nucleotide cua cac mau nghién cau duoc xir ly
bang phian mém DNAstar cho thdy, gen cystatin cua gidng lac L18, L23, dong
R46 va RM48 déu c6 kich thuéc 461 nucleotide. So sanh céc trinh tu ndy voi
trinh tu nucleotide phéan lap tir cDNA cua 2 gen cystatin ¢ cay lac trén ngan
hang gen qubc té cd masd AY 722693 latrinh ty dung dé thiét ké moi vatrinh
tr mang mé sd EU723567, chiing tdi nhian thay gen mé hoé protein cystatin
ma ching téi phan 1ap gdm 2 exon va 1 intron. Boan exon thir nhat cua gen
gém 102 nucleotide bat dau tir vi tri 1 dén 102 va doan exon thi hai c6 195
nucleotide, tir vi tri 267 dén 461; ving intron ¢ gitta c6 164 nucleotide, tir vi
tri 103 d¢én 266 (hinh 3.14).

10 20 30

------------------ ey S
L18 ATGGCAGCAGTGGGTGCACCTCGCGAAGTA
R46 ATGGCAGCAGTGGGTGCACCTCGCGAAGTA
RM48 ATGGCAGCAGTGGGTGCACCTCGCGAAGTA
L23 ATGGCAGCAGTGGGTGCACCTCGCGAAGTA
EU723567 ATGGCAGCAGTGGGTGCACCTCGCGAAGTA
AY722693 ATGGCAGCAGTGGGTGCACCTCGCGAAGTA
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1

L18 CCAATGCTTAA
R46 CCAATGCTTAA
RM48 CCAATGCTTAA
L23 CCAATGCTTAA
EU723567 CCAATGCTTAA
AY722693 CCAATGCTTAA

Hinh 3.14. Két qua so sanh trinh tu nucleotide gen cystatin caa cy lac

3.3.3. Két qua so sanh trinh tw gen va protein cystatin
3.3.3.1. So sanh trinh tw nucleotide ciza gen cystatin

Két qua so sanh trinh ty nucleotide caa gen cystatin cua 2 gidng lac L18,
L23 véi hai dong lac R46, RM48 duoc tao ra bing cong nghé nudi cdy mé té
bdo thuc vat cd sy sai khéc. Trong do, trinh tu nucleotide caa giéng L18 va
dong R46 c6 ngudn goc tir md seo chiu thoi khd mit nuée gibng nhau hoan
toan. Dong RM48 ¢6 19 vi tri nucleotide sai khéc so véi gibng gbc (L18).
Nucleotide cua gen cystatin gidng lac L18 c6 14 vi tri sai khac so véi giéng
L23.

Gen cystatin cua cdy dau xanh tuong d6i bao thi, khong co sy sai khac
vé gen cystatin caa giéng chiu han tét va giéng chiu han kém [17]. Két qua
xéc dinh sy sai khéc nucleotide trén gen cystatin cay lac (bang 3.17) cho thiy
sy sai khac vé& gen cystatin lac xuit hién & ca ving exon va ving intron.
Trong ving exon 1, gidng L18 ¢6 2 vi tri sai khac véi L23 va 12 vi tri sai
khéc véi dong RM48. O ving exon 2, gidng L18 ¢ 4 vi tri sai khéc véi gidng
L23 vaco 1 vi tri sai khac véi dong RM48. Ngoai ra, gen cystatin cua giéng
L 23 va RM48 con ¢6 11 vi tri sai khdc nam trong doan intron, sy sai khéc cu
thé duoc trinh bay ¢ bang 3.17 va céc vi tri dong khung trén hinh 3.14. Nhu
vay, cling co ngudn gbc tir gidng L18, hai dong lac chon loc c6 sy sai khéc
nhau vé trinh tu nucleotide cua gen cystatin, dong thoi ciing biéu hién sai
khéc gitra gidng cb kha nang chiu han kém (L18) véi giéng co kha niang chju
han tét hon (L23).
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Bang 3.17. Su sai khéc vé trinh ty nucleotide trén gen cystatin cua gidng

va dong lac nghién ciru

STT | Vitri L23 L18 R46 RM48 | Vung sai khac
1 33 T C C C EXON
2 81 T C C T EXON
3 87 A A A C EXON
4 88 C C C A EXON
5 89 A A A C EXON
6 90 C C C A EXON
7 92 A A A C EXON
8 93 C C C A EXON
9 95 A A A G EXON

10 96 G G G A EXON
11 99 A A A C EXON
12 100 C C C A EXON
13 101 A A A G EXON
14 119 T A A A INTRON
15 120 G C C C INTRON
16 124 A T T A INTRON
17 125 G C C G INTRON
18 134 C G G G INTRON
19 138 T C C C INTRON
20 158 G A A A INTRON
21 212 G G G T INTRON
22 218 T T T C INTRON
23 238 G G G A INTRON
24 260 C G G C INTRON
25 271 C G G C EXON
26 278 T C C C EXON
27 326 C T T T EXON
28 389 T G G G EXON
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Két qua nghién ciru chitng to, hiéu qua viéc xu 1y tia gamma két hop véi
thoi khd da [am tang tan sb dot bién vé gen cystatin so véi mé sco chi chiu
thoi kho.
3.3.2.2. So sanh trinh ty nucleotide ¢ vung ma hoa

Vi gen cystatin phan 1ap tr DNA hé gen caa céy lac ¢ chira vung intron
khong tn tai trong qué trinh dich ma, nén ching tdi tién hanh loai bo intron
va ghép ndi cac doan exon, két qua thu duogc doan ma hda cystatin dai 297
nucleotide. Boan ma hoa cystatin cia cay lac dugc so sanh véi 6 trinh ty doan
mé& hda protein cua gen cystatin thuc vat co kich thudc twong tng cong bd
trén ngan hang gen qudc té (phu luc 1). Két qua danh gia théng qua phan tich
d6 sai khéc, do twong dong va xé&c dinh méi quan hé vé gen cystatin thyc vat
trinh bay ¢ bang 3.18 va hinh 3.15.

Bang 3.18. B¢ twong dong vadd sai khac doan ma hod mot sb trinh tu gen
cystatin

Dé twong dong (Percent | dentity)

3| 4|5 6 | 7|8 9 10
1000 |993 |980 (1000 |663 |459 |588 | 801 | 585
oo (NI 953 |ss0 [1000 663 |455 |58 | 801 |55
07 | o7 (NI ss6 |03 [666 460 |00 |80s 587
21 |2t [ 14 [N os0 [660 |45 [s85 |13 [mas
00 |00 |07 |21 [N 653 |45 [s8s [s0q |mas
252 462 |458 (471 |22 NI =36 |eso |sem |78
978 |978 |967 |978 |o78 724 (HEEM 505 | 498 | 491
613 (637 |629 |643 (613 358 |52 (MM soo | 798
231 731 |227 216 731 490 [e37 =63 | =0
631 |631 |627 |631 |631 356 |@64 | 235 | 565 |
1 |2 3] as |6 |7 8|9 1w

:
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NI NS T R IF SR FITRN -

—t
=
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=

D¢ sai khac(Divergence)

Trong do:
1. Gidng lac L18 (Arachis hypogaea L.)
2. Dong chon loc R46
3. Dong chon loc RM48
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4. Gidng lac L23 (Arachis hypogaea L.)

5. Lac (Arachis hypogaea- ma sb gen trén NCBI: AY 722693) [134];

6. LUa (Oryza. Sativar -masd gen trén NCBI: $S49967) [135];

7. Kiwi (Actinidia deliciosa -ma sd gen trén NCBI: AY 390352) [136];

8. LUa (Oryza sativar japonica -masd gen trén NCBI: AB125973) [137];

9. bau xanh (Vigna radiata -ma sd gen trén NCBI: AM712476) [138];

10. DPai mach (Hordeum ulgare subsp-ma sb gen trén NCBI: Y 12068) [139].

Két qua nghién ctru trén bang 3.16 cho thay 4 trinh ty doan ma hda gen
cystatin lac c6 mic tuong dong véi 6 trinh ty cystatin cua cac cdy trong khac
cong bd trén ngdn hang gen qudc té tir 45,9% dén 100%. Céac trinh tu
nucleotide cua lac c6 do tuong ddng tir 98,0% dén 100%. Dic biét, khdng co
bat ky su sai khéc ndo vé nucleotide cua gidng lac L18 véi dong chon loc R46
va trinh tu nucleotide cua gibng Arachis hypogaea L. trén ngan hang gen
quéc té (ma sd AY722693) [134]. Poan ma hda cia gen cystatin lac c6 do
tuong dong gan nhat véi cystatin dau xanh (81,3%) va xa nhét véi cystatin
qua kiwi (45,9%).

L18

RA6

AY722693
|| R4

L23
— AMT12476

849967
AB125973
1 | Y12068
AY390352

L ) X il .| 4] 10 J 0

Hinh 3.15. Méi quan hé di truyén caa mét sb doan mé hoa

gen cystatin thuc vat
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So dd & hinh 3.15 thé hién méi quan hé di truyén caa doan mé hda gen
cystatin cua lac véi 6 cdy trong khac. So sénh trinh tu doan m& hod gen
cystatin bang phin mém MegAlign, két qua trén so db cho thdy 10 trinh tu
dugc phan thanh 2 nhém chinh:

Nhom | phan thanh 3 nhém phu 16n va nhiéu nhém phu nho:

Nhom phy 16n 1 ¢6 nhém phu nho 1 gdom doan mé hda cystatin cia cac
dong va gidng lac c6 quan hé gan giii véi nhau ty 18 phan tén chi trong khoang
0,0 dén 2,1. Nhdm lac ndy c6 quan hé gan nhat véi cystatin dau xanh (giong
MN93 ngudn dau nhap ndi tir Théi Lan, ma sb AM712476) [138].

Nhém phy nhé 2 1a sy phan bé cua cystatin lGa (ma sb S49967) [135].

Nhém phu 1én 3 gdm dai mach (méa s Y 12068) [139] va lta (mé sb
AB125973) [137].

Nhém |1 c6 khoang cach xa nhat véi cac nhom con lai va chi c6 mot
trinh tu doan ma hod gen cystatin phan Iap tir cay kiwi (ma s AY390352)
[136], c ty 1€ sai khac vai cystatin cay lac 1a 41,5%.

Sy thay ddi trinh tu nucleotide c6 thé cé hodc khdng lam thay ddi trinh
tu c&c amino acid cua protein. Két qua nghién ctru cystatin trén dau xanh cua
Chu Hoang Mau va dtg (2008) khong nhan dugc sy sai khéc ndo trén chudi
polypeptid [17]. Bac biét véi phén tir cystatin, kha nang hoat dong cua ching
phu thudc rat 16n vao cac doan bao thi. Ving bao thu cua da s cystatin 1a
glycine (G) gan dau NH,, ving trung tdm chira 5 amino acid 1a glutamin-
amino acid bat ky-valine- amino acid bat ky-glycine (QxVxG) va dau COOH
chtra tryptophan (W)... Cystatin caa cay lac nhu thé ndo 1aly do dé ching toi

tiép tuc nghién ciru vé trinh tu amino acid trén chudi polypeptide.
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3.3.2.3. So sanh trinh ter amino acid cia protein cystatin

Trinh tu nuclectide doan mé& hod gen cystatin cua giong lac L23, L18
va 2 dong lac nghién ciru duoc suy dién baing phan mém DNAstar tao phan tu
protein gdbm 98 amino acid, vé6i ma mo dau AUG quy dinh tong hop
methionine (M) va mé két thic 12 UAA. Két qua so sénh 4 trinh tu nghién ctru

bang phin mém chuyén dung BioEdit biéu dién & hinh 3.16.

So sanh trinh tu amino acid cua céc dong lac nghién cau, chang t6i dé
dang phét hién ca 4 trinh ty amino acid nghién ciru déu chira 2 viing bao thu
ciia nhém IA LARFAV vaQVVAG. Vi tri cu thé cia hai doan bao thu nay 1&:
LZAPR¥FPA®VY va QPVPVAAYG™, Péi chiéu vési cach phan loai gen
cystatin cua Margis va dtg (2008), Martinez va dtg (2008), ching t6i phat
hién gen cystatin cua cac dong va giéng lac nghién ciru thugc nhém phan loai
| cuia phytocystatin [89], [92].

RMA48 - . e e e . ..DTTRNR.A.........
L18 VACTLHEITLEAASGDSKNVYEARVWEKPHWMNEFREVQEFKLACDGS

Hinh 3.16. So sanh trinh tu amino acid caa 4 mau nghién ctu

Két hop vai két qua phan tich trén gen, nghién ciru cua ching tdi chi ra
rang: vi tri cua glutamine 34 (Q*) va asparagine 35 (N*) 1a cap amino acid
duoc ma hod boi nhitng bo ba phia dau doan ndi 2 exon cua cystatin. Vi tri
)

twong ng véi no 1avi tri arginine 34 (R*) va asparagine 35 (N*) cua cystatin

dong RM48.
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Hai amino acid & vi tri 34 khac nhau la glutamine va arginine, 1a 2 amino
acid khéac nhau vé dic diém ciu tao goc R, trong d6 glutamine & amit caa
glutamic acid; khéc véi arginine 1a amino acid thudc nhém amino acid kiém.
Sy sai khéc ndy ¢ lién quan gi dén ciu tric phan tir va hoat dong cua cystatin
trong rc ché hoat dong cua cysteine proteinase, 1a goi ¥ cho nhitng nghién
ciru tiép theo vé cystatin lac.

Bén canh sy sai khac amino acid & vi tri 34, két qua so sanh trinh tu
amino acid cua giéng lac L23, L18 va 2 dong R46, RM48 ching tdi da phéat
hién thém 6 vi tri sai khéc trén chudi amino acid, nang tong sb amino acid
thay doi trén cystatin lac 127 vi tri. Sy sai khéc cu thé thé hién & vi tri sb 29,
30, 31, 32, 33, 34 va 36 cua cac dong va gidng nghién ctru (hinh 3.16).

Néu 14y cystatin cua gibng L18 Ia cin cir so sénh, ching tdi nhan thay,
gidng lac L23 c6 mot vi tri sai khéc 1a vi tri amino acid 36, alanine thay thé
glycine. Sy sai khéc 16n nhit so véi cystatin cua gidng lac L18 |14 cystatin cua
dong RM48 (7 vi tri sai khac). Phan tich cac méi lién quan khéc vé trinh tu
amino acid cua c&c dong, gidng phan tich véi mc d chiu han khéac nhau cho
thdy, gidng L23 c6 kha ning chiu han tét, sai khéc véi céc trinh ty cia nhom
chiu han kém & vi tri 36, cystatin dong RM48 ciing c6 su sai khac ndy. O céac
vi tri 29, 30, 31, 32, 33, 34 la nhitng vi tri l[an can trong vung CY S cua dong
RM48 c6 sy khéc biét véi céc trinh ty nghién cir, rat co thé su khéac biét nay
gop phan |am ting d6 & luc cua chit uc ché véi trung tAm hoat dong cua
enzyme, do d6 d& lam ting cuong kha nang chéng chiu han ciing nhu chdng

chiu véi cac yéu té bat lgi khéc cia ngoai canh.
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Bang 3.19. Thanh phan amino acid cua protein cystatin & cy lac
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Két qua phan tich thanh phan amino acid cua cystatin gidng lac L23,
L 18 va 2 dong chon loc R46, RM48 trén bang 3.19 cho thiy cd sir khéc biét

kha |6n vé amino acid cua cac dong va gidng lac.

Tuy c6 sy khéc biét vé mot sd loai amino acid trong thanh phan protein
cystatin cay lac, nhung két qua théng ké tong s6 c&c amino acid wa nudc,
amino acid ki nugc hay nhém céac amino acid thiét yéu cho nguoi khdng nhan

duoc sy khéc biét gitta cac dong va gidng chon loc.

Lwong amino acid ki nuéc chiém ty 18 twong déi [6n trong thanh phan
cystatin lac (45,92%) cho phép du doan sy cu trd cua cystatin lién quan dén
tinh chiu han cua cdy lac. R& rang nhitng protein ki nuéc s3 phan bd trén
mang té bdo hoic hé mang, con protein ua nudc tan trong dich nguyén sinh.
Do d6, véi chitc nang trc ché hoat dong cysteine proteinase rat co thé cystatin
cay lac tham gia bao vé mang té bao s& co hiéu qua trong diéu kién thiéu nudc

cuc doan.

Phan tich gen cystatin & lac vé6i cystatin caa nhiéu loai thuc vat khac,
chung téi xac dinh duogc vi tri cua cystatin lac thuéc nhédm | cua ho
phytocystatin. Anh huéng cua chiéu xa két hop véi thoi kho da [am thay doi
trinh tu nucleotide trén gen va thay doi amino acid trén protein cystatin cua
céc dong lac chon loc so véi gidng goc. Tuy nhién, kha ning chiu han caa
thuc vat |4 tinh trang da gen va ban than gen cystatin |a gen lién quan dén
nhiéu kha niang chéng chiu khéc caa thuc vat. Két qua nghién ctu thu duoc s3

lacin cr dé nghién ciru sAu hon vé gen cystatin ¢ lac.
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KET LUAN

1. Xir ly mé seo cua 10 gidng lac bang ky thuat thoi khd xé&c dinh duoc giéng
lac L18 ¢6 kha niang chiu mit nudc thip nhat. O ngudng chon loc thoi khé 9
gio két hop véi chiéu xa tia gamma 2krad d& 1am giam ty [é tai sinh cay va

lam xuét hién céc kiéu hinh thip cay ¢ lac.

2. Data sinh duoc 198 dong lac co ngudn géc tir md seo chiu mit nudc va
mo seo chiu chiéu xa tia gamma két hop véi thdi khd gay mit nudc cua gidng
lac L18. D tuyén chon dugc 3 dong lac c6 kha ning chiu han cao 1a RM48,
R46 va RM47. Dong RM48 ¢6 khoang céch di truyén so véi gibng goc 1a
12%, dong RM47 va dong R46 c6 khoang cach di truyén véi gidng géc L18
la 9,5%.

3. Hé sb da dang di truyén cua cac dong lac chon loc ¢ thé hé tha Nam la
11,09%. CG6 5 chi thi RAPD dac trung dugc phét hién & 2 dong lac RM48 va
RM47: RM48/OPAQ7-750bp; RM48/OPA08-500bp; RM48/0OPB05-900bp;
RM48/UPC348-200bp; RM47/OPH08-250bp.

4. Gen cystatin cua cay lac c6 461 nucleotide, c6 2 exon va 1 intron, thuoc
nhom | caa phytocystatin. Boan ma hda ¢ gen cystain cua cac dong, gidng lac
nghién ciru cd sy twong dong cao nhat véi cystatin cua dau xanh (81,3%),
thip nhat véi cystatin cua cdy kiwi (42,9%). Trinh tu amino acid cua cystatin
& dong lac RM48 c6 sy sai khéc 16n nhat so véi gidng goc L18 ¢ 7 amino
acid. Su thay thé amino acid cua dong RM48 boi amino acid cua giéng goc &
cac vi tri 29 (Glu ® Asp), 30 (His® Thr), 31 (Asn® Thr), 32 (Lys ® Arg),
33 (Lys ® Asn), 34 (Glu ® Arg), 36 (Gly ® Ala). Nhitng thay d6i amino
acid la goi y dé tiép tuc tim kiém méi lién quan cua cystatin véi kha ning

chbng chiu han.
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PE NGHI

1. Tiép tuc theo ddi, phan tich va bdi dudng 3 dong lac vu viét 14 R46, RM47,
RM48 dé gidi thiéu khao nghiém gidng.

2. Thiét ké vector mang gen cystatin va chuyén vao cay lac ciing nhu céc loa
cay trong khéc dé nghién cru vai tro cua cystatin dén kha ning chiu han va

mot sd dic tinh khéc & thuc vat.
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Phu luc 1. Poan mé hoé cua gen cystatin & mot sd gidng cay trong

STT Tén khoa hoc Tén thwong dung M & sb sb nucleotide | Niam cong b t;rii”ljé;n
1 | Arachis hypogaea Gidnglac L18 FN811133 297 2010
2 | Arachis hypogaea Dong chon loc R46 HES78279 297 2011
3 | Arachis hypogaea Dong chon loc RM48 FR745399 297 2010
4 | Arachis hypogaea Gidng lac L23 FR691053 297 2010
5 | Arachisdiogoi Lac EU723567 297 2008 133
6 | Arachis hypogaea Lac AY 722693 297 2004 134
7 | Oryza sativar (OCI) Lua 49967 309 1993 135
8 | Actinidia deliciosa Kiwi AY 390352 351 2004 136
9 | Oryza sativa japonica Lua AB125973 327 2008 137
group (gKOCIII)
10 | Vignaradiata bau xanh (MN93) AMT712476 267 2007 138
11 | Horrdeumulgaresubsp | Pai mach Y 12068 327 2005 139




Phu luc 2. Trinh tu 25 moi cua phan tng RAPD

TT Tén moi Trinhty (5'->3)
1. OPA1 TCCACGGGCA
2. OPA2 CACCATCGTG
3. OPA3 CCTGGGTCCA
4, OPA4 ACCCAGGTTG
5. OPA5 GTGACCAGAG
6. OPAG GACGACCGCA
7. OPA7 CTTCGCTGTC
8. OPAS8 CCGCCGGTAA
9. OPA9 CCGCGTTGAG
10. OPA10 ACGCGAACCT
11. OPA11 AGCCAAGGAC
12. OPA12 TTCCCGCACT
13. OPA13 ACCCTGAGGA
14. OPA14 CAAGCCGTGA
15. OPA15 GTGGATCGTC
16. OPB05 CAGAGGTTCC
17. OPB10 GACCAGAGGT
18. OPHO4 GGCTCTGGGT
19. OPHO8 GGGATAAGGG
20. OPFO09 ACGGCAATGG
21. OPF10 CCCGAGAAAC
22. OPNO5 GGTTGGGCCA
23, 0PQO2 GACCAGCCCA
24, OPQO5 CCCGAAGCAA
25. UPC348 CACGGCTTCC




Phu luc 3. K thuat trdng lac thu déng khdng duing cdng nghé che phu nilon

- Thoi vu gieo trong: Lac thu déng cé thé gieo trong tir 15/8 — 30/9, tét nhat tir
15/8 — 10/9.

- Chon dét : Chon dét cét pha thit nhe chi dong tu6i tiéu va dé thodt nuéc. Lam
dat nho, sach co dai, ty 1 hat dat co duong kinh nho hon 1cm chiém trén 70%,
1én ludng rong 90cm, cao 15cm, ranh rong 25cm. Néu dat uét cb thé &p dung
phuong phép 1am dat tdi thiéu.

- Phan bdn va phuong phdp bén phan

— Liéu lugng phan bon (tinh cho 1 sdo Bic bo)

Phan chudng hoai: 300 — 350kg

Phan lan super: 15 — 20kg

Pam uré: 2,5 — 3kg.

Kali clorua: 4 — 5kg

Voi bot: 20kg

— Phuong phap bon phan:

+ Bon 16t : 100% PC + 100% lan + 50% dam vao cac hang darach.

+ Bon thic 1an 1: Luc cdy lac dugc 2 =3 14 that bon 50% lugng dam két hop Vo
X6i phé vang tao diéu kién cho vi sinh vat nbt sin hoat dong.

+ Bon thac 1an 2: Khi cay lac duoc 6 — 7 14 that, bon toan bd luong kali.

+ B6n thic 1an 3; Khi cay tit hoa, bon 50% lugng voi con lai, két hop véi vun
cao ludng chdng d6 vatao dit toi x6p, thuan lgi cho cay lac dam tia, 1am cu.

Mdt do, khoang cach va phirong phap gieo hat

Mat do trung binh tir 34 — 36 cdy/m2. Khoang cach thich hgp tir 18 — 20cm x
30cm. Tién hanh rach 3 hang doc theo ludng ¢ do sau 3 —4cm rdi gieo hat, gieo
2 hat/hc theo khoang cach nhu trén. Néu &p dung phuong phédp lam dat toi
thiéu phai st dung dat muon bang céch tron phan chudng (da duoc o voi 1an)
VGi trau va dat bot hoic dat hun dé phu 1én trén hat sau khi gieo (gieo héc véi
khoang cach nhu trén).

Mét s6 bién phap ky thugt khac

— Lac can duoc phoi lai trén nong, nia, dudi ning nhe 2 ngay truéc khi gieo
(phoi ca cu).

— Chon nhirng hat t5t dé gieo, hat can dugc ngdm nay mam truéc khi gieo...

— Phun Boocdo 1%, Zinep 0,3%, Danconil 0,2% khi thiy c6 biéu hién cua bénh
gi sit, ddm 14

— Phun Padan 95SP, Opatox, Beettox khi thay lac bi sdu xanh, sau khoang, bo
tri, bo phan hay rép mudi gay hai.

Thu hoach:

Thu hoach lac khi ¢6 tir 80 — 90% sb cu gid Sau khi thu hoach can gom nilon lai
mot chd va dét, tranh 6 nhidm mdi truong .

http://agriviet.com/nd/724-cach-trong-lac-dau-phong-thu-dong-dat-nang-suat-
cao/[17 - Aug - 2007]
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Phu luc 4. Hoat d6 cua a-amylase va ham lugng dudng cua 10 gidng lac trong diéu kién han sinh ly

Hoat d6 ciia a- amylase & thoi diém gay han
(PVHP/ mg hat ndgy mam/30'/30°C)

Ham lwong dwong khir ¢ thoi diém gay han

(% mg hat ndy mam)

gié'l;]znlac 3 ngay 5 ngay 7 ngay 9 ngay 3 ngay 5 ngay 7 ngay 9 ngay
X+S | X£S_ | X£S, | XS, | X£S, | X*S, | XzS, | X£S,
LOS 0,17+0,01 | 043+£0,08 | 0,60+0,06 | 0,56+0,03 | 2,79+0,21 | 616+0,86 | 6,52+0,64 | 468+0,71
L16 041+0,05 | 044+003 | 048+0,01 | 0,27/7+£0,02 | 1,29+0,02 | 3,24+0,5/ | 490+0,22 | 3,31+0,27
L18 029+0,05 | 0,35+0,01 | 048+0,01 | 0,22+0,01 | 247+052 | 250+1,33 | 496+0,45 | 4,56 + 0,56
L23 042+0,01 | 044+0,03 | 052+0,02 | 0,35+0,03 | 2,7/8+0,03 | 560+1,05 | 653+0,56 | 518+ 1,05
L24 011+0,01 | 0,38+0,04 | 048+0,04 | 045+006 | 146+0,25 | 405+048 | 424+021 | 2,78+0,24
MD7 0,19+0,01 | 0,36+0,03 | 044+0,02 | 040+0,05| 1,73+0,02 | 3,25+0,66 | 410+0,35 | 3,51+ 0,66
MD9 011+0,01 | 048+0,02 | 056+0,11 | 0,46+0,07 | 209+0,33 | 518+090 | 7,79+0,36 | 529+0,42
SD30 037+0,02 | 042+0,04 | 055+0,10 | 0,31+0,07 | 1,90+0,03 | 6,46+0,7/5 | 6,/6+0,34 | 0,44+0,38
V79 048+0,04 | 051+£0,02 | 0,70£0,05 | 0,59+0,03 | 1,50+0,22 | 409+040 | 3,86+0,54 | 293+0,45
bo BG 031+0,04 | 0,42+£0,04 | 044+003 | 0,17+001| 1,54+033 | 283+0,61 | 3,10+£0,29 | 2,85+0,35




Phu luc 5. Ty Ié cay séng, cay phuc hdi va chi sd chiu han tuong déi ciia 10 giong lac trong diéu kién gy han nhan tao

R % % % % % % LA . A ,
Tén Chi so chiu Xeép thw
idnal CKHsaul CKHsau3 CKHsau5 CHPsaul CHPsau3 CHPsau5 £
giong lac . . . . . . han twong doi tw
ngay han ngay han ngay han  ngay han ngay han ngay han

LO5 70,5 58,4 31,2 31,0 31,2 52,0 5699,35 3
L16 69,5 49,1 335 32,5 335 50,5 5385,08 3
L18 56,7 33,5 25,3 26,7 43,3 40,5 3736,30 4
L23 80,5 61,5 45,3 30,5 45,3 50,5 7297,52 1
L24 68,5 52,0 33,5 25,0 35,0 52,5 5391,12 3
MD7 66,7 52,3 34,4 30,1 32,5 52,7 5425,24 3
MD9 66,0 55,4 32,7 31,5 32,0 51,8 5448,35 3
SD30 68,5 56,0 28,5 27,6 37,6 49,5 5416,26 3
V79 70,5 60,1 28,0 27,5 28,0 48,8 5311,62 3
bo BG 76,7 56,6 49,5 28,5 39,0 51,4 6760,26 2




Phu luc 6. Hoat d¢ ciiaa- amylase va ham lugng duong trong diéu kién han sinh ly
cua cac giong va dong chon loc ¢ thé hé thir Nam

Hoat d6 a amylase ¢ thoi diém gay han

Ham lwong dwong khir é thoi diém gay han

Tén dong \ \ \ \ \ \ \ \
vagi 6ng 3 ngay 5 ngay 7 ngay 9 ngay 3 ngay 5 ngay 7 ngay 9 ngay
lac XiSi XiSY XiSi XiSi XiSi XiSi XiSi XiSi
R44 0,18+0,01 | 042+0,06 | 048+0,04 | 0,214+0,02 | 094+0,04 | 1,22+0,01 | 1,23+0,05 | 0,85+0,07
R46 0,19+0,01 | 0,52+0,05 | 0,63+0,04 | 0,19+0,03 | 1,0/+0,04 | 1,21+0,03 | 1,74+0,12 | 0,93+ 0,03
R48 0,19+0,02 | 0,50+0,03 | 0,54+0,04 | 0,219+0,05 | 1,05+0,13 | 1,15+0,02 | 1,40+ 0,14 | 0,98+ 0,09
RM46 020+0,01 | 045+004 | 0,60+0,02 | 0,25+0,03 | 1,30+0,03 | 1,24+0,04 | 1,37+0,03 | 0,77+0,10
RM47 0,20+£0,04 | 0,53+005 | 0,58+0,04 | 0,21+0,05 | 1,1/+0,13 | 1,32+0,06 | 1,45+0,09 | 1,16+ 0,09
RM438 023+0,01 | 0,54+0,02 | 0,66+0,07 | 0,20+£0,04 | 1,42+0,05 | 1,51+0,08 | 1,81+0,10 | 0,59 + 0,03
RM49 0,15+0,04 | 047002 | 0,55+0,03 | 0,23+0,02 | 093+0,18 | 1,14+0,02 | 1,28+0,02 | 0,93+ 0,04
L18 0,20+0,03 | 0,52+0,06 | 0,53+0,02 | 0,23+0,06 | 1,0/+0,03 | 1,14+0,02 | 1,38+0,07 | 0,95+ 0,02
L23 022+0,01 | 047+003 | 0,59+0,01 | 0,26+0,02 | 1,11+0,02 | 1,28+0,03 | 1,51+0,03 | 0,77+ 0,04
PVT PVHB/ mg hat nay mam/30'/30°C % mg hat nagy mam







