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MO DAU

1. bit van dé

Dau tuong (Glycine max (L.) Merrill) Ia cay trong c6 gié tri kinh
té va dinh dudng cao, dong thoi dong vai trd quan trong trong cai tao dat
nho kha nang c¢b dinh dam sinh hoc. Tuy nhién, nang suit va chat luong
d4u twong thuong bi anh huong nghiém trong boi cac yéu té bét loi cua
moi truong, dac biét la stress man va stress han. Dudi tac dong cua bién
d6i khi hau va qua trinh canh tac kéo dai, tinh trang kho han va tich lay
mudi trong dat ngay cang gia ting, trd thanh nhiing thach thirc Ion ddi
VGi san xuat néng nghiép ndi chung va canh tac dau tuong néi riéng.

Kha nang chiu han va chiu man cua thuc vat la tinh trang phuc
tap, duoc didu khién boi mang ludi nhiéu gene chirc ning va gene diéu
hoa. Cac gene chirc niang tham gia truc tiép vao qua trinh dap tng stress
thong qua diéu hoa &p suat tham thau, bao vé ciu tric té bao hoic khur
cac dang oxy hda hoat tinh, nhu cac gene lién quan dén sinh tong hop
proline (P5CS, P5CR), phat trién bo ré (Expansin) hay céac protein séc
nhiét (HSP). Tuy nhién, phan Ién cac gene nay chi tham gia vao ting co
ché dap tng riéng lé. Trong khi d6, cac gene mi hoa nhén té phién ma
¢ kha niang didu hoa dong thoi nhiéu gene muc tiéu, tir d6 kiém soét
toan bé mang ludi dap ung stress ¢ thyc vat. Vi vay, nhém gene méa hoa
nhan té phién md dugc xem 1a ddi twong tiém nang trong nghlen ctu Ccai
thién kha ning chdng chiu stress phi sinh hoc & cay tréng bang céng
nghé sinh hoc.

Trong s6 cac ho nhan té phién md & thuc vat, ho AP2/ERF
(APETALAZ2/Ethylene Responsive Factor), dac biét 1a phén ho DREB
(Dehydration Responsive Element Binding), dugc xac dinh gitr vai tro
trung tm trong co ché dap ang voi stress han, man va nhiét do thap. Cac
protein DREB chira mién bao ton AP2 c6 kha ning nhan biét va lién két
dic hiéu vai trinh ty DRE/CRT (Dehydration Responsive Element/C-
repeat) trong vling promoter ciia gene muc tiéu, qua d6 kich hoat biéu
hién ciia nhiéu gene lién quan dén chéng chiu stress. Dic diém diéu hoa
da gene nay gitp cac nhan t6 phién ma DREB tré thanh muc tiéu quan
trong trong nghién ciu nang cao tinh chdng chiu cia cy trong trudc
diéu kién bat loi cia moi trudng.

O dau twong, nhiéu gene thudc phan ho DREB di dugc xac dinh
thdng qua phan tich hé gene va dugc dy doan lién quan dén dap tng
stress phi sinh hoc. Tuy nhién, chirc ning sinh hoc cu thé caa phan Ién



céc gene nay van chua duoc 1am séng to diy du, dic biét 1a co ché diéu
hoa dap tng min va han & cdy chuyén gene. Mot s6 gene nhu
GMDREBS5 va GmDREB7 di duogc ghi nhan ¢ tiém ning tham gia diéu
hoa dap ung stress phi sinh hoc dua trén dic diém trinh ty va biéu hién
gene, nhung cac nghién ctru chirc nang tryc tiép con han ché.

Xuét phét tir nhimg co s¢ khoa hoc va thyc tién trén, viéc nghién
ctru chte ning cua cac gene mé hda nhan té phién ma thugc phan ho
DREB ¢ dau tuong cé y nghia quan trong trong viéc lam Séng t6 co ché
phan tir lién quan dén kha nang chiu man va chiu han, ddng thoi cung
cap co s¢ cho tng dung cong nghe chuyén gene trong chon tao giéng
cay trdng thich ung vai diéu kién bat loi cua méi trudng. Vi vay, luan &n
duogc thuc hién voi dé tai: “Phan tich chirc ning va co ché diéu hoa
ciia c4c nhan té phién mda GmDREBS, GmDREB7 trong dap ung
Vi stress min & cay thude 14 va dau twong chuyén gene”.

2. Muc tiéu nghién ciu

Xac dinh dugce vai tro diéu hoa cia gene mé hoa protein DREB5
va DREB7 véi mot s6 gene muc tiéu trong diéu kién stress phi sinh hoc.

Tao va danh gia dugc mot s6 dong cay dau twong chuyén gene
GMDREB7 ¢6 kha niang chéng chiu stress min cao hon dbi ching khong
chuyén gene.

3. Ngi dung nghién ciu

3.1. Nghién ciru sw tien hoéa phan t# cia he gene AP2 & cay
Arabidopsis thaliana va ddu twong

i) Str dung Tin sinh hoc dé tim kiém va trich xuat cac trinh tu gene thudc
ho AP2, phan ho gene DREB cua cay A. thaliana va ciy dau tuong trén
ngan hang dir liéu NCBI.

ii) Xac dinh sb luong gene ho AP2, phan ho gene DREB, v tri, s ban copy
ctia moi gene DREB trong hé gene cay A. thaliana va ciy dau tuong.

iii) Xay dung cay phat sinh chung loai cua ho gene AP2, phan ho DREB,
ving AP2 ¢ cy A. thaliana va cay dau tuong.

3.2. Nghién citu chirc ning ciia gene ma héa nhan té phién ma
DREBS ciia cay diu twong

i) Thiét k& gene va vector biéu hién gene GmDREBS5 (Glycine max
DREBS5).

ii) Bién nap cau tric mang gene GmDREBS vao thudc 14 va tao dong
chuyén gene GmDREBS.

iii) Phéan tlch méi quan hé giira gene GmDREBS véi mie do phién md
ctia mot sé gene muc tiéu ¢ cay thudc 14.



iv) Phan tich sy twong tac giita protein DREB5 va promoter ciia mot s6
gene muc tiéu.
3.3. Nghién ci#u vai tro ciza gene ma hoa nhan té phién ma DREB7 ¢
cdy ddu twong
i) Bién nap di truyén cau tric mang gene GmDREB7 (Glycine max
DREB7) vao déu twong va tao dong dau twong chuyén gene.
ii) Phan tich cdy d4u twong chuyén gene bing ky thuat Real time RT-PCR.
iii) Phan tich twong tac phan tir in silico protein DREB7 va promoter cia
gene GmP5CS.
iv) Panh gia mot s6 dong dau twong chuyén gene GmDREB?7 trién vong
vé kha ning chiu han, chiu man.
4. Nhirng déng gép méi cia luin an
4.1. Luan 4n d3 xac dinh duoc vai tro diéu hoa cua gene GmDREBS5 ¢
dau tuong trong dap wng voi stress man. GmDREBS c6 kha nang hoat
héa biéu hién cac gene muc tiéu NtP5CS va NtSODFe & cay thudc 14, tir
do6 tang cuong co ché bao vé té bao thong qua tdng hop chit thim thau
va enzyme khir géc tu do.
4.2. Vai tro diéu hoa ciia gene GmDREB7 trong diéu kién stress man da
duoc 1am rd. Sy biéu hién manh cia GmMDREB7 trong cdy dau twong chuyén
gene da lam tang muac phién mé cia GmPS5CS, tang tich Iy proline va nang
cao kha ning thich tng véi stress man. Bon dong dau twong chuyén gene
(TG1-2, TG1-5, TG1-7, TG1-10) dugc chon loc thé hién muc chiu han va
chiu mén vuot trdi so véi cdy khdng chuyén gene (WT).
4.3. Luan an da lam 18 co s cua Sy tuong tac phan tur gitra vang AP2
cua protein DREB va promoter cua cac gene (NtP5CS, NtSODFe,
GmP5CS) thdng qua phan tich docking phan tir in silico, tir d6 cung ¢b
bang chirng V& lién két dic hiéu gitra yéu to phién ma DREB va céc yéu
t6 cis didu hoa dap ung stress.
5. Y nghia khoa hoc va thuc tién cia dé tai luan an

Két qua nghién cuu dat duogc cua dé tai co gia tri khoa hoc va thuc
tién trong tiép can nghién ctu céi thién kha nang khang han, mén cua
cdy dau turong bang k¥ thuat ting cudng biéu hién gene.

Vé mit khoa hoc

Két qua nghién ctru d3 gép phan lam sang t6 co ché diéu hoa dap
{ing stress man va han ¢ dau twong thong qua vai trd cua cac yéu to
phién mi thudc phan ho DREB. Viéc xac dinh chirc ning diéu hoa cua
gene GmMDREBS5 va GmMDREB?7 d3 cung cép bang chimg thuc nghiém vé
mdi lién hé gitra hoat dong cua cac gene niy véi qua trinh tong hop chit
tham thau va enzyme khir goc tu do, qua d6 1am 16 co s& phan tir clia



kha nang chiu man ¢ cdy déu twong. Nhing két qua nay gop phan bd
sung hiéu biét vé mang ludi didu hoa gene lién quan dén co ché thich
ung sinh Iy cua thyuc vat trong diéu kién bt loi.

vé mit thye tién

Nghién ctru da xay dung dugc co s khoa hoc cho viée ung dung
k§y thuat chuyén gene trong chon tao gidng dau tuong chiu mén va chiu
han, m¢ ra hudéng tlep can tiém ning trong cai thién gidng cay trong
thich tmg véi bién doi khi hau.

Céc két qua cong bd trén cac tap chi khoa hoc trong va ngoai
nude 1a ngudn tu liéu co gia tri phuc vu cho nghién ctru va giang day
trong linh vuc sinh hoc va cong nghé sinh hoc thuc vat.

6. Ciu triic ctia ludn 4n

Luén an c6 162 trang (ké ca phu luc), dugc chia thanh cac
chuong, phan: M& dau (4 trang); Chuong 1: Tong quan tai lidu (40
trang); Chuong 2: Vat liéu va phuong phap nghién ctru (12 trang);
Chuong 3: Két qua nghién ciru va thao ludn (53 trang); Két luan va dé
nghi (2 trang); Céac cong trinh cong bd 1ién quan dén ludn an (1 trang);
Tai liéu tham khao (15 trang); Phu luc (20 trang). Luén an c6 6 bang, 23
hinh, 13 phu luc va 134 tai liéu tham khao.

Chuwong 1. TONG QUAN TAI LIEU

Luan 4n da tham khao va tong két 03 tai liéu tiéng Viét va 131 tai
lidu tiéng Anh vé ba vin d& co ban, d6 1a: 1) Piac diém ho nhan té phién
ma AP2 va phan ho DREB; 2) Nghién clru chirc nang cta ciy dau tuong
trén cy mo hinh; 3) Vai trd va ing dung ctia gene mi hoa nhan t6 phién
ma trong cai thién kha nang khang han, mén cua cay dau tuong.

1.1. Pic diém ho nhan t6 phién ma AP2 va phan ho DREB

Nhan té phién ma dong vai tro then chdt trong viéc to chiic va
diéu phdi mang ludi dap ung cia thuc vat trude cac tac nhan stress phi
sinh hoc. Thong qua kha nang nhén biét va lién két dac higu voi cac yéu
t6 cis nam trong ving didu hoa ciia gene dich, Cac TF kiém soat qua
trinh phién ma, qua d6 gop phan duy tri can bang tham thau, bao toan
tinh toan ven cia ciu tric té bao va han ché t6n thuong do sy tich liy
cac dang oxy hoat tinh. Trong s6 cac ho TF d3 duoc xéac dinh & thuc vat,
ho AP2 ndi bat nhd quy mé 16n va tinh da dang chirc ning. Céc protein
thudc ho nay dugc dac trung boi mién lién két DNA AP2 ¢6 murc d6 bao
ton cao, két hop voi cac ving chirc nang dic thu, cho phép chung trong



tac linh hoat v&i nhidu loai yéu t6 cis va tham gia diéu hoa nhiéu qua
trinh sinh ly khac nhau.

Trong pham vi ho AP2, phan ho DREB duogc xem 1a nhom c6 vai
tro truc tiép va hiéu qua trong didu hoa dap tng cua thuc vat ddi voi
stress han va man, chu yéu théng qua cac con dudng tin hiéu doc 1ap véi
ABA. Céc nghién ctru phat sinh chung loai va phén tich chtrc nang trén
nhiéu loai thuc vat di chi ra rang cac gene DREB, déc biét thude cac
nhém A-2 va A-5, c6 kha ning kich hoat dong thoi nhiéu gene bao vé té
bao lién quan dén diéu chinh thdm thiu, kiém soat trang thai oxy hoa
khir va on dinh céu tric protein dudi diéu kién stress.

O déau tuong, s6 luong 16n ciing voi sy da dang cao ctia cic gene
thuoc ho AP2/ERF, phan ho DREB, phan anh h¢ qua cua cac su kién
nhan d6i hé gene trong tién hoa ciing nhu kha ning thich nghi sinh thai
linh hoat cta loai. Mot s gene DREB nhu GmDREB1, GmDREB?2,
GMDREB3 va GmMDREB6 da duoc chimg minh c6 lién quan dén cac co
ché chiu han, chiu min va dap tng véi nhiét d6 cao. Tuy nhién, chirc
ning sinh hoc cua nhiéu gene DREB khac, trong d6 GmDREB5 va
GMDREB7 van chua c6 nhitng nghién ctu day di va sang to. Vi vay,
vi€c tap trung nghién ctru hai gene nady c¢6 y nghia quan trong khong chi
trong viéc 1am rd cac co ché diéu hoa dap tng stress phi sinh hoc ¢ dau
turong, ma con gép phan dinh hudng ung dung trong chon tao gidng dau
twrong chiu han, chiu min, dap Ung yéu ciu san xudt nong nghiép bén
virng trong bdi canh bién d6i khi hau..

1.2. Nghién ciru chirc nang gene cia cdy dau twong trén cdy mé hinh

Céc nghién ctru trong nhitng ndm gan déy cho thay viéc sir dung
cac hé théng ciy mé hinh dong vai trd quan trong trong phan tich va xac
dinh chirc ning gene ¢ thuc vat. Trong d6, cdy thudc 14 (Nicotiana
tabacum) dugc xem 1a mot hé thong trung gian hiéu qua trong nghién
clru chirc ndng gene cua déu tuong nho hiéu sudt chuyen gene cao, kha
ning tai sinh manh va sinh khdi 16n. Thong qua hé thdng nay, nhiéu
gene cua dau tuong da dugc phan tich va chung minh c6 vai trd quan
trong trong co ché dap tmg véi cac diéu kién stress phi sinh hoc. Pic
biét, cac gene ma hoa nhan tb phién ma thudc ho AP2/ERF, trong d6 co
phan ho DREB, duoc xé4c dinh 1a nhirng thanh phan diéu hoa trung tim
trong mang luGi dap tng stress thong qua viéc kiém soat biéu hién cua
nhiéu gene dich.

Céac nghién ciru trén cdy thube 14 chuyén gene mang cic gene
DREB cua dau trong nhu GmDREB2 va GmDREB6 cho thiy sy biéu



hién cua cac gene nay cé thé lam tang kha nang chiu han hoéc chiu man
théng qua viéc diéu chinh muc tich lity proline va kich hoat biéu hién
cua cac gene dap tng stress nhu NtP5CS hoac NtCLC. Bén canh do, mot
s6 gene khac trong ho DREB ciing dugc ghi nhan c6 vai tro didu hoa
theo cac co ché khac nhau trong mang ludi dap ung stress. Chang han,
gene GMDREB7 dugc ching minh c¢6 thé tham gia diéu hoa theo hudng
am d6i v6i mot sd gene dap Ung stress mdn ¢ cay thudc 14 chuyén gene,
cho thay su da dang vé chirc ning va co ché diéu hoa cta cac thanh vién
trong ho gene nay.

Mic du véy, hiéu biét hién nay vé chirc ning ciia cic gene thudc
ho DREB & dau twong van con han ché. Nhiéu thanh vién trong ho gene
nay chua dugc phan tich ddy du vé vai tro sinh hoc ciing nhu co ché diéu
hoa trong mang ludi dap Ung stress cua thyc vat. Pac biét, gene
GmDREBS5, mdt thanh vién thugc phan ho DREB cua dau tuong, hién
van chua duoc nghién ciru mot cach hé théng vé chiic nang sinh hoc
cling nhu kha ning tham gia didu hoa cac gene dap tng stress & thuc vat.
Do do, viéc tiép tuc nghién ctru chirc ning cia GmDREBS thong qua hé
thdng cdy mé hinh, dic biét 1a cay thudc 14 chuyén gene, 1a can thiét.

1.3. Vai tro va \ing dung ciia gene ma héa nhan té phién ma trong
cdi thién kha nang khang han, min cia ciy dju twong

Stress phi sinh hoc, dic biét 1a han han va nhiém man, 1a nhiing
yeu t6 moi truong quan trong gay suy giam sinh tru’Gng va nang sut cay
trong. Lam giam thé nudc cua té bao, gdy dong khi khong, trc ché quang
hop, pha v& can bang ion va thuc ddy sy tich liy cac goc tu do, nhu
superoxide (O2"), hydroxyl (*OH) va cac chat khong phai gdc tu do, nhu
hydrogen peroxide (H20:) c6 hoat tinh cao (ROS)

Nhiéu nghién ctru da cho thay dau twong c6 thé thich nghi véi cac
dleu kién bat lgi thong qua cac co ché sinh 1y va sinh héa khac nhau, bao
gdm diéu hoa thdm thau bang sy tich liy cac chat hoa tan nhu proline,
glycine betaine va dudng tan; ting cuong hoat dong cuia hé enzyme
chdng oxy hoa; ciing nhu diéu chinh tin hiéu hormone va biéu hién cua
cac gene dap tng stress. Trong mang ludi diéu hoa nay, cic gene ma hoa
nhan to phién ma, dac biét la cac gene thudc phan ho DREB cua ho
AP2/ERF, duoc xem la cac yéu td diéu hoa quan trong c6 kha ning kiém
soat ddng thoi nhidu gene dich lién quan dén dap tmg stress. Cac nghién
ctru chuyén gene da cho thay viéc biéu hién qua mac mot s gene DREB
c6 thé gop phan cai thién kha ning chiu han va chiu min cua cay thong
qua viéc diéu hoa cac qué trinh sinh 1y va sinh héa lién quan.



Mic du vay, chitc nang sinh hoc cua nhiéu thanh vién trong ho
gene DREB & dau tuong van chua dugc nghién ciru ddy da. Bén canh
cac nghién ctu thyc nghiém, cac phuong phép tin sinh hoc, dic biét 1a
phan tich tuong tac phan tir giita mién AP2 cua protein DREB va céc
vung promoter cia gene dich, dang dugc rng dung nham dy doan co
ché diéu hoa va dinh hudéng lya chon cic gene c6 tiém ning chirc
nang. Do do, viéc tiép tuc nghién ctru chirc nang cua cac gene DREB
6 dau tuong la can thiét nham lam sang to6 co ché dleu hoa dap tng
stress va cung cap co s& khoa hoc cho viéc phat trién cac gidng dau
tuong c6 kha nang chiu han va chiu man tdt hon.

Chwong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. VAT LIEU NGHIEN CUU

CAc vit liéu thue vit. Gidng thude 14 K326 (N. tabacum) nudi cdy in
vitro duoc cung cép boi Phong thi nghiém Céng nghé té bao thuc vat,
Khoa Sinh hgc, Truong Pai hoc Su pham - Dai hoc Thai Nguyén. DT26
1a gidng dau twong duoc trong phd bién tai Viét Nam dugc cung cap boi
Trung tdm nghién ctru va phat trién dau dd, Vién Khoa hoc Nong nghiép
Viét Nam.

Cic chiing vi khudn va vector sir dung trong nghién ciru: Cac ching vi
khuan Escherichia coli ding cho muc dich nhan dong vector va chung
Agrobacterium tumefaciens AGL1 mang cac ciu trac biéu hién
pBl121_GmDREB7 dugc cung cip boi dé tai cap Bo Gido duc va Dao
tao (md s6 B2023-TNA-26) va dugc luu giit va cung cép bai Phong
Cong nghé té bao thuc vat, Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc Su pham -
bai hoc Thai Nguyén.

Cac vector sir dung trong nghién ctru bao gdm vector tach dong pTWIST
(Twist Bioscience, Hoa Ky), vector biéu hién gene pFGC5941 (NovoPro
Bioscience, Hoa Ky) va pBI121 (Bioactiva Diagnostica, Pirc) mang
promoter CaMV35S.

2.2. HOA CHAT, THIET BI

Héa chét: Cac loai kit, Cac enzyme cét giéi han va enzyme ndi. Cac hoa
chit nhu Peptone, cao nim men, agarose, sucrose, glucose, tryptone, X-
gal, KCI, Tris-HCl, EDTA, NaOH, MgSOQ., MgCl., glycerol, CaCly;
cung v6i cac khang sinh chon loc nhu kanamycin, rifamycin,
cefotaxime, carbenicillin duoc cung cép boi cac hang uy tin.



Thiét bi: may PCR System 9700, hé thdng dién di, may soi gel, may
vortex, may ly tam, may xung dién, may do ham lugng acid nucleic,
cung céc thiét b ho tro hién dai khac phuc vu cho nghién ctru sinh hoc
phan tir va nudi ciy moé thuc vat.

2.3. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Luén an da su dung cac nhom phuong phéap nghién ctru, bao gém;
1) Nhom phuong phép tin sinh hoc; 2) Nhom phuong phap thiet ke
vector chuyén gene va biéu hi¢n trong cly thuoc 14 va déu tuong; 3)
Nhom phuong phép phén tich bieu hién gene va phuong phap docking
phan t; 4) Phuong phap phéan tich va xur 1y so ligu.
2.3.1. Nhom phwong phap tin sinh hoc

Gom cac phuong phap: Thu thap dur ligu ’V‘é cac gene thudc ho
AP2 va phén ho DREB; Phén tich dac diém va tién hoa phan tir cua cac
gene ho AP2 va phan ho DREB; Phan tich tién héa ving AP2 trong
protein DREB.
2.3.2. Nhém phuong phap thiét ké vector chuyén gene va biéu hi¢n
trong cay thuoc la va dju twong

Gom: Thlet ké gene, vector chuyén gene va tao chung vi khuén A.
tumefaciens tai t6 hgp; Chuyén gene gian tiép thong qua A.tumefaciens
2.2.3. Nhém phwong phap phin tich biéu hién gene

Gom: Phuong phap xir Iy dong chuyén gene bang stress muéi;
Phuong phap xac dinh sy c6 mat cua gene chuyén; Phén tich sy biéu
hién cua gene chuyén; Phén tich ham lugng proline; Danh gia chirc nang
sinh hoc cta gene chuyén va phuong phap docking phan tir
2.3.4. Phuwong phap phan tich va xir Iy s6 liéu

Céc phan mém Tin sinh hoc dugc st dung trong phén tich hé gene
nhu MEGAT11, BioEdit, BLAST trong NCBI.

Phén tich théng ké duoc thuc hién bang phan mém GraphPad
Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Phén tich phuong sai
(ANOVA) va phép kiém dinh Tukey duoc st dung dé danh gia sy khac
biét gilta cac nhém. Muc y nghia thong ké dugc xac dinh tai cdc ngudng
p <0,05; p<0,01 vap<0,001 tuy theo tirng chi tiéu phan tich.
2.4. PIA PIEM NGHIEN CUU VA HOAN THANH LUAN AN

Luén an dugc hoan thanh tai Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc Su
pham - Dai hoc Thai Nguyén.



Chuong 3. KET QUA NGHIEN CU'U

3.1. TIEN HOA PHAN TU CUA HQ GENE AP2 O CAY A.

thaliana VA PAU TUONG

3.1.1. Swr tién hoa ciia ho gene AP2 & cay A. thaliana va dau twong
Dua trén két qua phan tich BLAST ddi voi co so dir liéu NCBI,

téng cong 143 trinh tu gene thudc ho AP2 di dugc xac dinh va thu thap.

Hinh 3.1. Cay phat sinh va quan hé tién héa phan tir cua cac thanh vién
cua ho gene AP2 & A. thaliana va dau tuong theo phuong phap ML va
JTT maxtrix-based model trong MEGA.

Cay phét sinh ching loai dugc xay dung bang phuong phap
Maximum Likelihood (ML) sir dung md hinh thay thé amino acid JTT
trong phan mém MEGA cho thiy céc trinh ty AP2 cua A. thaliana va
dau tuong dugc phan chia thanh ndm nhém chinh, ky hiéu tir nhém 1 dén
nhém V (Hinh 3.1). Két qua phan tich cho thdy nhém | bao gém 24 trinh
tr AP2 dic trung cua A. thaliana, phan anh mot nhanh tién hoa riéng
biét gén lién véi lich sir tién hda cua loai nay. Nguoc lai, cac nhém 11, 11
va IV lan lugt chira 34; 11 va 31 trinh ty AP2 cta dau tuong, tao thanh
cac nhom don nganh dic trung cho dau tuong. Pang chu y, nhom V
dugc xac dinh 1a nhém can don nganh, bao gdm tong cong 53 trinh ty
AP2, trong d6 c6 18 trinh ty cta A. thaliana va 35 trinh ty cta dau
tuong. Sy hién dién dong thoi cac trinh ty tir ca hai loai trong cling mot
nhom phat sinh chung loai cho thdy mirc do bao tdn cao vé cau tric va
chirc ning ciia mot sé gene AP2 trong sudt qué trinh tién hoa phan ly
gitra hai loai.
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3.1.2. Tién hoa ciia phan he gene DREB & A. thaliana va & dau twong
Trong nghién ciru nay, 50 trinh tu protein DREB cua A. thaliana duoc
sir dung 1am trinh ty truy vn dé tim kiém cac gene twong dong trong hé
gene dau tuong. Két qua phén tich da xac dinh dwoc 78 trinh tu protein,
twong tmg voi 18 gene DREB khéc nhau trong hé gene dau twong. O A.
thaliana, cac gene DREB dugc phan bd trén toan b 5 nhiém sic thé, véi
téng cong 12 gene DREB. Trong dé, nhiém séc thé s 1 chua sb luong
trinh ty DREB nhiéu nhat (15 trinh tu) trong khi nhidm sic thé s6 3 chi
mang 5 trinh tyr (nhidm sic thé c6 s lwong thap nhat).

3.1.3. Pic diém mién AP2 trong protein DREB ciia ddu twong va ciy
A. thaliana

Gly AP2 DREB7 NM 001248108 NP 001235037
Gly AP2 DREB7 EF551167 ABQ42206

- Gly AP2 DREB5 EF551166 ABQ42205

Gly AP2 DREB1E XM 003536435 XP 003536483
AT CBF4-NP 200012

a1 AT DREB1A-NP 567720
fe —L_E AT CBF2-NP 567719
"4 — AT CBF1-NP 567721
Gly AP2 NM 001358349 NP 001345278
Gly AP2 DREB2 AY296651 AAQ57226
Gly Ap2 DREB3 NM 001250024 NP 001236953
Gly AP2 DREB2F XM 003535116 XP 003525164

Gly AP2 DREB3 DQ055133 AAZ03388
AT1G22190-NP 173638

AT5G65130-NP 001329953
AT5G65130-NP 201318

AT2G22200-NP 179810

AT4G39780-NP 195688

AT4G13620-NP 193098

AT1G64380-NP 176620

Gly AP2 DREB5 XBB HE648567 CCF23312
Gly AP2 DREB5 NM 001248171 NP 001235100
Gly AP2 DREBS EF583447 ABQ53928

Gly AP2 DREB5BGI CCF23313

Gly AP2 DREB5 HE647690NS CCF23021
Gly AP2 DREB5 FR822737XTD CBZ41765
Gly AP2 DREB5 HE598783PB CCD42020
AT4G28140-NP 194543

Hinh 3.3. So @6 phat sinh chang loai mién AP2 cua phan ho
protein DREB5 va DREB7 ¢ dau tuong va cay A. thaliana theo phuong
phap Maximum likelihood.(Gly: Glycine max =Gm; AT: A. thaliana)

Phan tich phat sinh chang loai dua trén trinh tu amino acid cua
mién AP2 trong cac protein DREB ¢ dau tuong va A. thaliana dugc thuc
hién bang phan mém MEGA11. Két qua cho thiy cay tién hoa dugc xay
dung tir 128 trinh tu amino acid cia mién AP2 duoc phan chia thanh 16
nhoém riéng biét (Hinh 3.3). Trong d6, 9 nhom duge xac dinh la céc
nhom don nganh (nhom 1; 2; 3; 4; 5; 7; 12; 13 va 16) va 7 nhém la cac
nhom cén don nganh (nhém 6; 8; 9; 10; 11; 14 va 15). Cac nhém don
nganh thuong chira s6 lugng trinh ty twong dol thap, dao dong tur 2 dén 8
trinh ty, trong khi cdc nhdm can don nganh bao gdom s6 lugng trinh tu



11

I6n hon, tir 4 dén 28 trinh ty. Kiéu phan b nay phan énh su bao ton xen
k& voi da dang hda ciia mién AP2 trong phan ho DREB, ddng thoi goi y
vai trd cua qué trinh nhan d6i gene va phan hoa chirc nang trong lich sir
tién héa cua ho gene nay.

Nhu vy, so véi cac cong b trude, nghién ciu khong chi cang ¢b
vai tro trung tdm cia WGD trong su mé rong cua ho gene AP2 ¢ dau
trong, ma con 1am rd mo hinh bao ton va phan hoa tién hoa cua ho gene
nay ¢ nhiéu cép do, tir ho AP2, phan ho DREB dén mién chirc ning
AP2. Nhitng két qua trén gop phan ma rong hiéu biét vé qué trinh tién
héa phan tir cia cac nhan t6 phién ma AP2, dong thoi cung cép co so
khoa hoc quan trong cho viéc lua chon va khai thac cac gene trng vién dé
lam rd chac nang va dinh hudng (ng dung cai thién kha nang chiu han
va chiu man & cay trong.

3.2. NGHIEN CUU CHUC NANG CUA GENE MA HOA NHAN
TO PHIEN MA DREB5 CUA CAY PAU TUONG

3.2.1. Thiét ké gene va vector biéu hién GmDREB5

Sau khi hoan tat qua trinh thiét ké, gene GmDREB5 dugc tong
hop nhan tao 1 1.006 nucleotide (Hinh 3.4) va gan vao vector nhan dong
pTwist, tao thanh vector tai t0 hop pTWIST_GmDREB5-syn. Vector tai
t0 hop nay sau do6 dugc bién nap vao vi khuan E. coli nham phuc vu cho
qué trinh nhan dong va luu gitt gene muc tiéu. Cac dong khuan lac
duong tinh mang plasmid chira gene GMDREBS-syn dugc sang loc va
tuyén chon theo cac tiéu chi phu hop. Tiép theo, plasmid
pTWIST_GmDREBS5-syn tir cac dong vi khuan duoc lya chon nhén ban,
tach chiét va tinh sach.

Diém cat cita Ascl |
ACCCCGGGnggCgCgCCC-CAATTCCCTCACCAATTTGGMCCACAAACCCACCTTTCCCTCACCCTTCTCT
CCAARACCAGCAACACCAGATGATATCATTTGGGTCTTCCCAACAACATAATAATCTCGCATATCCACCCATCAT
AGCCAGTGATTCTTCTTCACTTCTACATCAACATCATCATCATCAACAGCAGCATCAGCAGCACCAGCAGCAACT
TCTTCAGTATTGGAGTGACGCGTTGAATCTAAGT CCAAGAGGAATGTTAACAAGATTGGGACCAGATGGAAGGCC
ATTGTTTAGGCTTCCAACACAGCCCATARACACAACAAAACTCTATAGAGGAGTGAGGCAACGCCATTGGGGGAA
ATGGGTCGCTGAAATCCGTCTTCCACGARACAGAACGCGTCTCTGGCTAGGCACATTTGACACGGCCGAAGACGC
CGCCATGGCCTACGACCGAGAAGCCTTCAAGCTACGAGGAGAGAATGCTAGACTCAATTTCCCAGAATTGTTCCT
CAACAAGGACAAAAAAGAAGAACAACAACAACAAGAACAAGAAGCTTCTTCGCCAGTTCTTTCAGCTATTGCAAA
GCAGCATGAACCTTCTAGTGAACACCGTGACGTCCCCATAGAAGAGTCTAAT GAGAATGATTCGGGTGACGCCAC
GGTGAGCGATGACCAGGTTCATGCTACTACTGAGAGT TCCGAAGGAGTTTCTCAGGAAATGGTTTGGGGAGARAT
GTCTGCATGGTTCAATGCTATTCCTGCTGCTTGGGGTCCTGGTAGT CCCATGTGGGATGATTTGGATGCCACCAA

TAATCTTCTTTGCCAATCACACATTCCTTTTTCCAATCCCAATCAACAAGAACTCAATGATGCTGAGAGACAAGA
ACAAAACACTGGACCAGGTTACTTGTGGAAGGAT CAGGA

CGAGCTGTGAggatcctagggCGAGCTCGAA
| ] cMYC

KDEL Diém cat
cuaBamHl

Hinh 3.4. Trinh tu nucleotide ciia gene GmDREB5 chura diém cit cua
enzyme Ascl va BamHlI; trinh tu ma hoa cmyc va KDEL.
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Poan gene GMDREBS sau khi dugc tinh sach gén véo vector biéu
hién pFGC5941 thong qua phan (mg ghép ndi xic tac boi enzyme T4
DNA ligase, tao thanh vector tai t& hop pFGC_GmDREBS (Hinh 3.6).
Dé xac dinh cic dong vi khuin mang vector tai to hop
pFGC_GMDREBS, phan ting colony-PCR dugc tién hanh voi hai cap
mdi dic hiéu cho gene GMDREBS va gene Bar. Két quéa dién di cho thiy
& Hinh 3.7A, lan dién di s 1 xuét hién bang DNA c6 kich thudc nam
trong khoang 856 bp, phu hop véi kich thudc du kién cua gene
GMDREBS, trong khi lan dién di s 2 khong xuit hién bang khuéch dai,
chimg t6 khong mang gene muc tiéu.

L8

aadA CDS BAR CDS

Man Promoter

PBRI25

CaMV 35S Promoter

pFGC_GmDREB5
10998 bp

GMDREB5_cMYC A

Hinh 3.6. Cau trac cla
vector biéu hién
pFGC_GmDREBS5. aadA CDS: Ma
hoa aminoglycoside
phosphotransferase; LB: Lap lai
vién trai tr C58 T-DNA; BAR
CDS: Ma hoa phosphinothricin
acetyltransferase; Man Promoter:
Promoter mannopine  synthase;
CaMV 35S Promoter: Promoter
virus kham sup lo;
GmDREB5 _cMYC: Vung gene
GmDREB5 chtra cMYC; RB: Lap
lai vién phai tir C58 T-DNA.

Hinh 3.7. Hinh anh dién di
san pham colony-PCR kiém tra
khuén lac. A: Két qua dién di san
phim PCR v6i cip moi
GmDREB5-F/MYC-KDEL-R; B:
Két qua dién di san pham PCR
v6i cip moi BarR3-F/BarR1-R.

M: thang DNA chuin; Lan
1: khuan lac A. tumefaciens tai to
hop da chon loc; Lan 2: plasmid
pFGC5941; BC: Pbi chimg am-
mau tréng.
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3.2.2. Bién nap céu tric biéu hién gene GMDREBS5 va sang loc cic
dong thudc 142 mang GmDREB5S

Két qua chi tiét cua timg dot bién nap dwoc trinh bay trong Béang
3.2. Trong ba lan thi nghiém, tong cong 90 mau mo 14 thude 14 dwoc sir
dung dé bién nap vdi céu tric mang gene GMDREBS. Sau giai doan
ddng nudi cdy va tai sinh hinh thanh chdi, 70 miu mé van duy tri kha
ning song, 162 cum chdi da duoc hinh thanh, 35 chdi tiép tuc ra ré trén
mbi trudng chon loc VA tong cong 23 ciy con hoan chinh da dugc thu
nhan va chuyén sang trong trong gia thé tai nha luéi nham theo ddi sinh
trudng va phuc vu cho cac phén tich sinh hoc phén tir tiép theo.
Bang 3.2. Két qua bién nap ciu tric pFGC_GmDREBS vao thudc la

So . . ;
L OCUM | S§chdi | Séchdi | Sbcay dem
f S6 mau £ x choi £ x 5
Thi nghiém va bidn S0 mau duoe song sot rareé trong trong
z 1 z ' 2
doi chirng na song sét ta;n qua chon qua gia the trong
P N loc chon loc nha lwéi
thanh : T
Thi Lan 1 30 25 62 26 12 7
' [Tz 30 22 42 15 8 6
nghiém <
Lan 3 30 23 58 11 15 10
Tong 90 70 162 52 35 23
bCl 30 0 0 0 0 0
bCo 30 22 45 88 35 12

Trong sb cay thude 14 duoc bién nap, 18 cdy chuyén gene TGO
trong Ong nghiém da dugc chon dé thiét 1ap cac dong chuyén gene. ba
dong chuyén gene (TG02, TGOS va TGO015) cung v6i cdy WT biéu hién
su sinh truéng binh thudong da duoc chon dé thuc hién cac nghién clru
tiép theo.

Céc két qua tir phan tich RT-PCR va Western blot cho thay gene
GMDREBS duoc phén 1ap tir dau twong khong chi dwoc tich hop 6n dinh
vao hé gene cay thudc 14 K326 ma con duge phién mi va dich ma hiéu
qua thanh protein tai t hop & thé hé TGO. Nhing két qua nay cung cap
bang ching tin cdy cho viéc biéu hién chirc ning ciia GmDREBS5 trong
hé thong cdy mo hinh, déng thoi tao nén tang cho cac nghién ciru tiép
theo nham 1am rd vai trd sinh hoc clia gene nay trong viéc cai thién kha
ning chiu han va chiu min & cac cdy chuyén gene.
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3.2.3. Phén tich méi quan hé giira gene GMDREBS5 va mite d9 phién
mi ciia mdt s6 gene muc tiéu ¢ ciy thudc 14

3.2.3.1. Anh huéng ciia sw biéu hién GmDREBS5 dén mirc dp phién ma
cia gene NtP5CS va NtSODFe ¢ cdy thuoc ld chuyén gene

2 44 .
30 Hinh 3.10. Su thay déi mtrc d phién
8 méd cia gene GMDREBS5 gilta céac
%g - ﬂ dong thudc 14 chuyén gene va ciy

3 WT trong diéu kién khong bi stress
2

1 va stress man.

0

P 0 & P .0
s » N g P
& L L <& LS
+ Khéng stress e Stress

Thay d6i mirc A biéu hién gene GmD,

Biéu d Hinh 3.10 cho thdy trong ca diéu kién tuéi nudc binh
thuong va diéu kién stress do mudi, mirc do phién ma & cac dong TGOS
va TGO15 cao hon so voi dong TGO02 va cdy WT (p < 0,05) (Hinh
3.10A). V6i muc ting lan lugt 1a 87,31 lan (TGO8) va 39,07 lan
(TGO15). Két qua nay cho thiy GmDREBS5 dugc biéu hién 6n dinh trong
hé gene cdy thudc 14 chuyén gene va chiu sy cam ing manh dudi diéu
kién stress man,

M&i quan hé giita gene chuyén GmMDREBS5 va muc do biéu hién
ctia cac gene NtP5CS va NtSODFe trong cac dong thude 1a chuyén gene
va cdy WT dugc phan tich ¢ hai diéu kién, tuéi nudc thudng xuyén va
stress man va duoc thé hién ¢ biéu dd A va B clia Hinh 3.11.

Trong Hinh 3.11A, gene NtP5CS & dong chuyén gene TGOS co
mirc do phién mi cao hon dang ké so voi cay WT, véi mire ting gip
3,05 1an (khong stress) va gip 16,47 lan (stress min). Dudi stress
min, mtc do biéu hién cia NtP5CS trong TGOS cao hon 5,41 lan so
véi diéu kién khong stress.

Trong Hinh 3.11B, gene NtSODFe trong ca hai dong TG02 va
TGO8 déu thé hién mirc d6 phién ma cao hon dang ké & diéu kién stress
min so voi khong stress, véi mirc ting gip 4,12 1an (TGOS8) va gap 51,60
lan (TGO2).
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Thay déi mire d6 biéu hién gene NtPECS
Thay déi mirc dd biéu hién gene NtSODFe
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Hinh 3.11. Sy thay doi mirc d9 biu hién cua gene NtP5CS (A) va
NtSODFe (B) trong cac dong thudce 14 chuyén gene GmDREBS dudi dicu
kién khong bi stress va stress man.

Céac két qua nay cho thdy sy biéu hién ting cudng ciia gene
GMDREBS5 ¢6 mdi lién hé chit ché véi sy cam ung phién ma cua cac
gene tham gia vao co ché diéu hoa thdm thau théng qua sinh téng hop proline
(NtP5CS) va hé thong chéng oxy hoa (NtSODFe) khi cdy chiu stress min.
Qua d6, GmDREBS c6 thé déng vai trd quan trong trong viée kich hoat cac
con dudng bao vé té bao, gop phan nang cao kha ning thich nghi cua ciy
thudc 14 chuyén gene trong diéu kién méi truong bat loi.
3.2.3.2. Moi quan hé giita mivc d phién mi ciia gene NtP5CS va ham
lwong proline ¢ cdc dong thuéc ld chuyén gene

Hinh 3.12 cho thay mdi lién hé giita mirc do phién mi cua gene
NtP5CS va ham lugng proline & dong thude 1a chuyén gene TGOS so véi
cdy WT trong diéu kién sinh truéng binh thudng va khi chiu stress man.
Khi cay dugc xir Iy bang mudi, sy sai khac nay ting 1én rd rét, véi mirc
biéu hién ciia NtP5CS ¢ dong TGO8 cao hon 16,47 lan so véi WT (Hinh
3.12B). Song song v&i su gia ting & mirc d6 phién ma ctia NtP5CS, ham
lugng proline trong dong TGOS cling ghi nhan xu hudng tang twong Gng.
Cu thé, trong diéu kién khong stress, ham luong proline & dong TGOS
cao hon 1,96 lan so voi cay WT; khi chiju stress man, gia tri nay tang 1€n
4,50 lan (Hinh 3.12D).
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Hinh 3.12. Sy thay d6i muc d6 phién ma ctua gene NtP5CS va ham
lwong proline giita dong thudc 1a chuyén gene TGOS va cdy WT trong
diéu kién khong bi stress va stress man.

(A, B) Biéu d6 so sanh murc d6 phién ma cia gene NtP5CS giita dong
chuyén gene TGOS v&i ciy WT trong hai didu kién khong xtr Ii stress va
xtr 1y stress man (p <0,05). (D) Biéu dd so sanh ham luong proline gitra
dong chuyén gene TGOS va ciy WT, giita diéu kién khong xir Iy va xir Iy
stress man.

3.2.4. Docking phan tir giira mién AP2 ciia protein DREB5 va ving
promoter ciia mt sd gene muc tiéu

Céc phén tich docking phéan tir da cung cap thém bang chimg hd
trg cho co ché diéu hoa & mirc phan tir. Mién AP2 ciia GmDREBS duoc
du doan c6 kha ning twong tac truc tiép voi cac yéu tb cis quan trong
trong ving promoter ctia NtP5CS va NtSODFe, bao gdm cac motif GT-1
va DRE/CRT. Céc amino acid bao ton trong mién AP2 tham gia hinh
thanh céac lién két hydro 6n dinh voi DNA, cho thdy kha ning gin két
dac hiéu va c6 y nghia sinh hoc.

GmDREB5
AP2 >

RGRRWKERRWT

5 -~ TTGACCGACATGACGTGTTGCCGACAGGTTAAGAGCCGACAAAGAAAAA - 3'
@ @

., Promoter
Hinh 3.13. M6 hinh thiét ké docking phan tr gitra ving AP2 cua protein
GmDREBS5 va cic motif tdic dong cis ctiia promoter gene NtP5CS va
NtSODFe.
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A (B)

Phan tich dic tinh lién két ciing cho thdy phirc hop gitta AP2 va
promoter NtP5CS c6 ai luc cao hon so vdi phuc hop vdi promoter
NtSODFe, phil hop véi dir lidu thuc nghiém vé mirc d6 cam tng manh
hon cua NtP5CS & cac dong chuyén gene.

3.3. VAI TRO CUA GENE MA HOA NHAN TO PHIEN MA
DREB7 O CAY PAU TUONG
3.3.1. Bién nap di truyén ciu tric mang gene GmDREB7 vao cay
dau twong va tao ciy diu twong chuyén gene

Céu trac gene dugc thiét ké bao gom ving ma hoa dai 624 bp,
trinh tw md hoa khang nguyén ¢-MYC (33 bp), doan tin hiéu KDEL (12
bp) va cac vi tri nhdn biét cia enzyme cit giéi han bao gém Xbal,
BamHI, Xmal va SacI (Phu Luc 13). Sau khi hoan thién, céu tric mang
gene GMDREBY duoc chuyén vao cay dau tuong thong qua phuong
phap bién nap gian t1ep sir dung dong A. tumefaciens tai to  hop, voi vat
liéu 14 nach 14 mim, nhim tao ra cac dong dau tuong chuyen gene phuc
vu cho cic phén tich chire ning tiép theo.

Hinh 3.16. Hinh dnh bién nap, tai sinh in vitro va tao cay dau tuong
chuyén gene.
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Két qua dién di san phim RT-PCR cho thdy 9/10 cay TGO (bao
gdém cac dong TGO-1, TGO-2, TGO-3, TG0-4, TGO-5, TG0-6, TGO-7,
TGO0-9 va TGO-10) xuét hién bing DNA ¢6 kich thudc khoang 0,65 kb,
phu hop véi kich thuoc du kién cua doan gene GMDREB7 duoc khuéch
dai. Nguoc lai, khong ghi nhan bang DNA ¢ cay TGO-8 ciing nhu & cay
d6i chimg (WT). Két qua nay chimg minh ring ciu triic mang gene
GmDREB?7 da duoc tich hgp thanh cong vao hé gene cua cac cay dau
tuong chuyén gene va duoc phién mi 6n dinh ¢ 9 dong TGO.

Theo ddi qua trinh sinh trudng va phat trién ctia chin cay TGO co
két qua RT-PCR duong tinh gene GMDREB?7 cho thiy bay cay d ra hoa
va hinh thanh qua. Trong sb cac cdy nay, bbn cay (TG0-2, TG0-5, TGO-
7 va TG0-10) c6 kha ning tao hat. Hat thu duoc tir bdn cay TGO da duoc
nay mam va trong trong diéu kién nha ludi, qua do tao ra bén dong déu
twrong chuyén gene thé hé TG1 1a TG1-2, TG1-5, TG1-7 va TG1-10.
3.3.2. Phan tich cac dong diu twong chuyén gene
3.3.2.1. Pdnh gid cdc dong chuyén gene thé h¢ TG1 dwdi diéu
kién stress mdn

Thi nghiém xu ly stress man dugc tién hanh trén cac dong dau
tuong chuyén gene thé hé¢ TG1 va cay ddi chimg (WT) bang dung dich
NaCl vé6i ndng do ting dan tir 150 mM dén 250 mM. Vi véi nong do
150 mM NaCl chua giy anh hudng dédng ké dén sinh truéng va phat
trién ban diu cua ca cdy dbi ching va cac dong dau twong chuyén gene.
O thoi diém sau lan xtr Iy thi ba véi ndng d6 NaCl 250mM, cay WT va
dong dau twong TG1-7 biéu hién diu hiéu mat nudc rd rét nhat, thé hién
qua hién tugng héo 14 va suy giam stic truong té bao, cho thiy cac dong
chuyén gene con lai chiu cing thing man ¢ mirc d6 cao hon so v&i ciy
WT vadong TG1-7.
3.3.2.2. Phéin tich mirc dp phién ma cia GmDREB7 ¢ dong ddu twong
chuyén gene va cdy WT sau 7 ngay trong diéu kién stress NaCl

Bang phuong phiap qRT-PCR, str dung cip moi dic hiéu qRT-
DREB7-F/qRT-DREB7-R tién hanh phan tich mirc d6 phién ma cua
gene GMDREB7 két qua duoc trinh bay trong Hinh 3.19.



19

£

-~

8

8

N

5 *

o 4

& 140000

& 120000 *

£ 100000

o

o 80000

=1

2 60000+

3

% 40000

& 20000

E

<E- 0-

2 S EAS &3 5N
NN N H NN N -

2 ISR @O L

]

I i
+ Khong stress e Stress

Hinh 3.19. Biéu d6 so sanh muc do
phién md cia gene GMDREB7 bang
phuong phap qRT-PCR & cac dong
dau tuong chuyén gene thé hé¢ TG
va cdy WT trong diéu kién khong xur

Iy stress va xtr Iy stress man.

Trong diéu kién khong xtr 1y
stress man (Hinh 3.19A), cac
dong dau tuong chuyén gene
TG1-2, TG1l-5 TG1-7 va
TG1-10 déu ghi nhan mirc do
phién ma cua  gene
GmDREB7 cao hon so véi
cdy dbi ching (WT) (p <
0,05). Két qua nay cho thay
gene muyc tiéu da duogc biéu
hién on dinh trong cac dong
chuyén gene TG1. Trong d6
dong TG1-5 va TG1-10 thé

hién muc cdm g manh hon

3.3.2.3. Phin tich sw thay doi ham lwong proline ¢ cdc dong diu

twong chuyén gene va cdy déi chirng dwéi diéu ki¢n stress min
Két qua phéan tich qRT-PCR trinh bay & Hinh 3.20 cho thiy su

khac biét v& mirc d6 phién ma ctia gene GmMP5CS giira cac dong dau

twong chuyén gene thé hé TG1 va cdy WT. Trong diéu kién khong xur ly

stress (Biéu d6 3.20A), muc phién ma cua gene GMP5CS & cac dong
TG1-2, TG1-5, TG1-7 va TG1-10 khong c6 sy khac biét, c6 y nghia
thong ké so v6i cady WT. Tuy nhién, khi xir 1y véi stress man, tat ca cac

dong chuyén gene déu thé hién sy gia ting mic do phién mi cia

GMP5CS so véi cay WT (p < 0,05).
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Hinh 3.20. Biéu dd so sanh mirc

, . Hinh 3.21. Biéu d6 so sanh ham
d6 phién ma gene GmP5CS ¢ bon

. A . . luong proline & cac dong dau
dong dau tuong chuyén gene thé \ . )
twong chuyén gene thé hé TG1 voi

hé TG1 va cdy WT bang phuon
’ Y &p g cay WT.

phép qRT-PCR.

Két qua phan tich ham luong proline & diéu kién xir 1y stress man, cac
dong dau tuong chuyén gene GmDREB7 va cdy WT déu ghi nhan su gia ting
ham Iuong proline so véi diéu kién khéng xir Iy, voi mic ting dao dong tir
135,29 - 211,35% (Hinh 3.21).

Su biéu hién qua murc cua gene GMDREB7 di diéu hoa gene GmP5CS
tang biéu hién enzyme P5CS, thiic ddy qué trinh tich lity proline duéi diéu
kién stress mén, qua do gop phan ning cao kha ning thich nghi va chiu stress
min cta cac dong dau tuong chuyén gene so voi ciy dbi chimg.

3.3.3. Phan tich docking phén tir (in silico) giira mién AP2 cia
protein DREB7 va vung promoter ciia gene GmP5CS

Phan tich docking phan tr in silico trong nghién ctru di cing cb
gia thuyét khi cho thay cac amino acid dic trung ctia mién AP2 (Arg2,
Glys, Argb, Arg7, Trp9, Lys11, Gluls, Argl7, Arg24, Trp26 va Thr29)
c¢6 kha nang hinh thanh cac lién két H 6n dinh véi cac yéu t6 cis nhu
GT-1, GCC va ACGTG & ving cudi promoter GmP5CS. Cac két qua
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mé phong ndy pht hop chit ché voi dit lidu thuc nghiém vé sy ting
cuong biéu hién GmP5CS va tich liiy proline ¢ cic dong mang
GMDREB7, qua d6 cung cép co so phan tir giai thich cho kha ning chiu

man tot hon cua cac dong chuyén gene.

Hinh 3.22. M6 hinh twong tac phan tir va cac tuong tac lién két hydro
gitta mién AP2 v6i DNA dich (ving promoter GmP5CS).

3.3.4. Panh gia cac dong diu twong chuyén gene trién vong

Két qua phén tich cac chi tiéu hinh thai, sinh héa va sinh 1y cua
cac dong dau tuong chuyén gene GMDREB7 (Hinh 3.23) cho thdy, nhin
chung cac dong chuyén gene khong xudt hién sy sai khac déng ké vé dic
diém sinh trudng va chit lugng hat so voi ciy WT. Két qua nay cho thy
viéc chuyén gene khong giy anh huong bat loi dén cac dic tinh nong
sinh hoc co ban cua cdy dau tuong.
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Hinh 3.23. Biéu dd so sanh mot s6 dic diém hinh thai va hoa sinh cua
cac dong ddu twong chuyén gene va cay WT.
(A) Chiéu cao ciy (cm), n =10; (B) S6 qua/cdy, n =10; (C) Khdi lugng
100 hat, n =3; (D) Ham lugng protein (% khéi luong kho) va lipid (%
Khdi lwong khd), n =3.

Vé mat hinh thai, chiéu cao cdy cua cac dong chuyén gene dao
dong trong khoang tir 28,20 - 30,70 cm, thip hon so v6i cdy WT (32,30
cm). Tuy nhién, mirc chénh léch nay khong 16n va khong lam thay doi
dang ké kiéu hinh sinh truong cua cdy. D4i vai chi tiéu s6 qua chic/cay,
cac dong TG1-2, TG1-5 va TG1-7 khong ghi nhin sy khac biét c6 v
nghia so véi cady WT, trong khi dong TG1-10 dat gié tri cao nhat (29,00
qua/cdy), cao hon so véi cady WT (26,40 qua/cay; p < 0,05).

Vé chi tiéu ning suat hat, khdi luong 100 hat cua cac dong
chuyén gene dao dong trong khoang tir 14,33 - 15,66 g va khong khac
biét so v6i cdy WT. Két qua nay cho thdy qué trinh chuyén gene
khong anh huong dén kich thudc va khéi lugng hat, qua d6 khang
dinh tinh 6n dinh vé mat nong hoc cua cac dong dau tuong chuyén
gene mang gene GmDREB7.

Vé thanh phan héa sinh ciia hat, két qua phan tich cho thiy ham
luong protein va lipid ¢ hau hét cac dong déu twong chuyén gene khong
khac biét so voi cdy WT (p > 0,05), phan anh sy 6n dinh vé chit luong
hat sau qua trinh chuyén gene. Pang chii y, dong TG1-10 ¢6 ham lugng
protein cao nhat (36,28%), cao hon so véi cay WT (34,38%), trong khi
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ham luong lipid & cac dong chuyén gene nhin chung khong c6 thay dbi
dang ké, ngoai trir dong TG1-2 ¢6 xu hudng ting nhe.

Nguoc lai, su khac biét rd rét giita cac dong chuyén gene va cdy
WT duoc thé hién & cac chi tiéu sinh 1y lién quan dén dap tmg stress. Cu
thé, ham luong proline & tat ca cac dong chuyén gene déu cao hon ciy
WT dudi ca diéu kién stress han va stress man, v&i mirc tang dac biét o
rét & hai dong TG1-5 va TG1-10. Sau 09 ngay xt ly stress han, ham
luong proline & dong TG1-10 dat 5,87 umol/g, cao hon hon hai lan so
véi cdy WT (2,76 pmol/g). Xu hudng tuong tu cling dugce ghi nhan dudi
diéu kién stress man, voi gia tri cao nhat & dong TG1-5 (7,37 umol/g) va
dong TG1-10 (6,88 umol/g).

Céc két qua vé biéu hién gene, sinh 1y, sinh héa va docking phan
tir cho thdy GmMDREB7 dong vai trd nhu mot nhan t6 phién ma diéu hoa
dwong con dudng sinh tong hop proline théng qua kich hoat GmP5CS,
g6p phan duy tri cAn bing nudc ndi bao va ting cudng kha ning chiu
han, chiu mdn cua cay dau tuong. Su théng nhét giﬁa dir liéu thuc
nghiém va phan tich in silico khing dinh tiém niang ndi bat ciia cac dong
TG1-5 va TG1-10 nhu nhung (g vién trién vong cho cac chlen lugc cai
tién gidng dau tuong bang cong nghé chuyén gene hodc chon giéng phin
tir. Tuy nhién, dé khiang dinh chic chin co ché diéu hoa truc tiép cia
GMDREB?7, can tiép tuc trién khai cac thi nghiém xac minh ¢ murc phan
tir nhu ChIP-gPCR hodc EMSA trong cac nghién ctru tiép theo.

KET LUAN VA PE NGHI

1. Két luin

1.1. Sy tién héa cua ho gene AP2, phan ho DREB va mién AP2 & cay A.
thaliana va dau tuong duoc thé hién trén cay phat sinh chang loai, dwoc
phan bd trong cic nhém don nganh va nhom can don nganh. D3 xéac dinh
duogc 18 gene DREB ¢6 vj tri trén 17 nhidm sic thé cua dau tuong va 12
gene DREB trén 5 nhiém sic thé cua A. thaliana. Mién AP2 ciia c&c protein
DREB déu chtra 11 vj tri amino acid lién két véi promoter, véi 12 motif va
pho bién 1& RGRRWKERRWT hoic RGRRSKERRWT. GmDREB5 va
GMDREB? thudc hai nhanh tién hoa khac nhau dugc chon nham phan tich vai
tro didu hoa cac gene muc tiéu phan wng vai stress man.
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1.2. P thiét ké gene va tao dugc cu triic biéu hién gene mi hoa protein
DREB5 (pFGC_GmDREBS) thudc phan ho nhan t6 phién mi AP2 cta cy
dau twong. Cu tric mang gene GMDREBS5 ciia dau tuong dugc bién nap
thanh cong vao thudc 1a. Phan tich docking phan tir in silico cho thiy mién
AP2 cua protein DREB5 ¢ kha ning lién két véi cac trinh ty cis trong viing
promoter cuiia cac gene muc tiéu. Dudi diéu kién stress min, sy biéu hién cta
gene GMDREBS thiic day phién mi ciia NtP5CS va NtSODFe, lam ting tich
lily proline & cay thude 1a chuyén gene.

1.3. Céu tric pBIl121_DREB7 chta promoter CaMV35S va gene
GMDREB7 di duoc bién nap thanh cong vao giéng dau twong DT26
thdng qua A. tumefaciens. Su biéu hién cua gene GmDREB7 lam ting
phién ma cua GmP5CS va thic ddy tich liy proline & cdy dau twong
chuyén gene dudi diéu kién stress man. Bon dong dau twong chuyén
gene GmMDREB7 (TG1-2, TG1-5, TG1-7, TG1-10) déu thé hién kha ning
chiu man va chiu han vuot troi so véi cdy WT, trong d6 TG1-5 va TG1-
10 ¢6 muc chdng chiu cao nhat.

2. Dé nghi

2.1. Tiép tuc nghién ciru vai trd cua gene GMDREBS trong viéc nang cao
kha nang chiu han va chiu man ¢ ddu tuong.

2.2. Tiép tyc danh gia hai dong dau twong TG1-5 va TG1-10 & cac thé hé
tiép theo nham chon loc dong chuyén gene c6 kha ning chdng chiu tdt,
phuc vu lam nguén vat li¢u cho cong tac chon giéng.

2.3. C6 thé khai théc va ung dung céc vector pFGC_GmDREBS5 va
pBI121 DREB?7 trong chuong trinh cai thién kha nang chiu han va chiu
man ctia dau tuong nodi riéng va cay ho dau néi chung.



