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MO PAU
1. Pt van dé

Mot trong nhiing hién tugng thay d6i ctia méi truong anh hudng téi sy sinh
treong va phét trién cua thyc vat 1a tinh trang han.Han han cé anh huéng xau & céc
muc d6 khac nhau trong suét qua trinh hay timg giai doan séng cua co thé thuc vat
dan dén 1am giam ning suit cdy trong, cham phat trién va gay chét. Hién nay trén
thé gidi c6 khoang 45% dién tich dat trong bi han han. Tai Viét Nam, trong 7,3 —
7,4 triéu ha dat trong thi c6 toi 1,5 — 1,8 triéu ha bi thiéu nudc.

Nghién ciru ban chét tinh chéng chiu cua cay trong cho thay day 1a mét tinh
trang da gen. Vai tro cu thé cua ting gen riéng ré lién quan dén tinh chdng chiu &
thue vat(vi du P5CS, RD22...) di dugc nhiéu nghién cau tim hiéu va phan tich. Tuy
nhién, dudi tic dong cua cac yéu té bat lgi tir ngoai canh, khdng chi cac gen riéng ré
duoc biéu hién ma 1a mot hé théng cac gen lién quan dugc kich hoat biéu hién nham
dap (ng vai tinh trang bét loi ma thyc vat gap phai. Mot trong s6 nhiing yéu té kich
hoat hoat dong cua céc gen lién quan dén kha nang chéng chiu 1a cc nhan t phién
ma (transcription factor — TF).

Honhan t6 phién ma NAC (NAC transcription factor) 1a mét trong nhing ho
TF dic trunglon nhit trong hé genthyc vat [106].Nhan t6 phién maNAC c6 lién
quan dénnhiéu qué trinh sinh 1y quan trong trong co thé thyc vat [99]. Nhiéu gen
NAC tham gia vao phan rng véi nhitng ap Iuc khac nhau tir moéi truong,trong d6 co
han [87], [113], [133]... Nhiéu tac gia da nghién ciu chuyén gen ma hda nhan t6
phién maNAC thanh cong vao mot sb loai cay trong nhu: cay lta, IGa my, thudc
l4,..[54], [55],[60], [77], [87], [103], [127], [133].Trén dbi twong ciy lac,céc gen
AhNAC1, AhNAC2, AhNAC3 lién quan dén tinh chiu han di duoc tach dong thanh
cong [71], ANNAC2 di duoc sir dung dé thiét ké vector mang cdu trac gen chiu han
va chuyén thanh cong vao cay Arabidopsis [72].

Lac la cay nong nghiép ngan ngay duoc trong pho bién trén thé gisi. O nudc
ta, cay lac dugc trong trén khap cac mién va phd hop véi nhiéu ving sinh thai khéc

nhau. Tuy nhién, han, man, lanh van 1a yéu t6 han ché déi véi su sinh truéong va
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nang suat cia cay trong trong d6 cé cay lac. Cay lac 1a cay ho dau, thudc nhém chiu
han kém [13].Mot s6 ki thuat chon tao giéng c6 kha nang chiu han nhu lai gidng
hoic (g dung cdng nghé té bao thuc vat da duoc ap dung [11], [13], [14], [15]. Tuy
nhién, viéc st dung ky thuat chuyén gen nham tao ra nhiing giéng lac c6 kha ning
chiu khé han con chua duoc nghién ctiru nhiéu. Tir nhitng i do trén, ching toi da tién
hanh dé tai: “Nghién cizu phan Idp va chuyén gen NAC2 lién quan dén tinh chju hgn
¢ cay lac (Arachis hypogaea L.)”’nham tha nghiém kha ning chuyén gen chi thi va
tién t&i chuyén gen chiu han véi muc dich tao ra dong cay chuyén gen phuc vu chon
gidng chiu han & cay lac. Ung dung thuc tién caa nghién ctu nham cai tao cy lac
va cai thién vé kha ning chdng chiu trén dbi twong cy trdng nay.
2. Muc tiéu nghién ctru

(1) Phan lap dugc gen ma hda nhan té phién ma NAC2 tir giéng lac chiu han tét.

(2) Thiét ké dugc vector chira cau tric mang gen ma hoa nhan to phién ma
NAC2. Tao cay chuyén gen va biéu hién duoc protein NAC2 & cy thudc 4.

(3) Tao duoc dong cay lac chuyén gen. Phan tich cac dong cay lac chuyén gen.
3. N§i dung nghién ctru

(1) Phan nhém cac giéng lac nghién cau theo mic do chiu han thong qua danh
gid kha nang chiu han ¢ giai doan md sgo va cay non.

(2) Phan lap, tach dong va giai trinh tu gen ma hda nhan té phién ma NAC2 lién
quan dén tinh chiu han cua cay lac.

(3) Thiét ké vector chtra cau tric mang gen ma hda nhan té phién maNAC2, tao
vi khuan A.tumefaciensmang vectortéi t6 hop va chuyén vao cay thuéc 1a mé hinh.

(4) Xac dinh su c6 mit caa gen chuyén NAC2 trén cay thude 14, danh gia kha
nang chiu han cua cac dong thudc 14 chuyén gen théng qua su thay ddi ham lwgng
proline. Phan tich biéu hién protein tai t6 hop NAC2 & cay thudc & chuyén gen.

(5) Phat trién hé thng tai sinh cay & cay lac va chuyén gen chi thi (GUS) qua mo
Se0 va phéi soma.

(6) Chuyén ciu trdc mang gen ma héa nhan té phién ma NAC2vao cay lac, phan

tich cac dong lac chuyén gen.
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4. Nhirng dong gép méi cia luan an

i) Tach dong thanh cong gen ma hda nhan té phién ma NAC2 tir giéng lac
chiu han tét L12.

i) Thiét ké thanh cong vector chira ciu trdc mang gen ma héa nhan té phién
ma NAC2 va chuyén vao cay thudc 14, két qua biéu hién protein ¢ cay chuyén gen
ching minh ciu trac da thiét ké hoat dong tot ¢ thudc 14.

iii) Théng qua hé thong tai sinh di xay dung, luan an t6i vu va hoan thién
dugc quy trinh chuyén gen hoan chinh thdng qua md seo va phdi soma ¢ cay lac
nham phuc vu tao cay lac chuyén gen theo muc dich cai thién kha nang chong chiu
Vi tinh trang thiéu nuéc tir méi treong. Giéng lac LVT duoc thir nghiém chuyén
gen GUS va chuyén cau tric mang gen ma hoa nhan t5 phién ma NAC2.

5. 'Y nghia khoa hoc va thuc tién
5.1. Y nghia khoa hoc

i) Két qua nghién cau cua luan an cung cap dan liéu khoa hoc vé tng dung ky
thuat chuyén gen nham phuc vu viéc cai thién tinh chiu han cua cay lac.

i) Cung cap thong tin vé nhan té phién ma NAC va gen NAC2 ¢ cay lac. Kha
ning chiu han & céc giéng lac nghién ctu va vai trd cua gen NAC2 trong dap ung
Vi su thiéu nude tir moi truong.

5.2. Y nghia thyc tién

Két qua danh gia kha nang chiu han caa cdy lac & mic dd6 md seo va cay non
duogc sir dung 1am co s& dé danh gia va tng dung bién phép cai thién kha ning chiu
han cua cay lac. Két qua thu dugc ban dau vé cay lac chuyén gen s& 1am can cir dé
danh gia & cac mirc do tiép theo nhiam phuc vu cac nghién ctu vé cai thién tinh chiu

han cua cay lac.
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Chwong 1
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. HAN VA TAC PONG CUA HAN PEN THUC VAT
1.1.1. Tac ddng caa han dén thuc vat va cay lac
1.1.1.1. Cay lac

Cay lac c6 ngudn goc ¢ ving Nam Bolivia, Ty bac Achentina, Nam My.
Nguoi Bd Dao Nha dua cay lac tir Brazin sang Ty Phi va sau d6 dén Tay Nam An
Do tir thé ki XVI. Sau d6 duoc dem trong ¢ rat nhiéu nudc trén thé gici. O Viét
Nam, cdy lac duoc du nhap tir Trung Quédc sang va dugc trong vao khoang thé ki
XVII- XVIII [8], [13].

V& mat phan loai, cay lac c6 tén khoa hoc 1a Arachis hypogaea (L.) v6i 2n=40
NST. Theo Krapo Vikas va mot s6 tac gia khac, cay lac thuoc ho canh budm
Fabaceae, thuoc chi Arachis. Loai lac trong Archis hypogaea (L.) gom hai loai phu:
Loai phu Hypogaea gém hai chiing: Hypogaea loai hinh Virginia va Bersuta kohter.
Loai phu Fastigiata gom hai chung: Fastigiata loai hinh Valencia va Vulgaris harz
loai hinh Spanish.

V& hinh thai, cay lac gdm cac b phan chinh 12 r&, than, 14, hoa va qua lac.

R& lac c6 r& coc va ré con. Trén ré lac ¢ nhiéu ndt san duoc tao thanh do vi
khuan Rhizobium séng cong sinh, do vay cay lac c6 kha ning cb dinh nito phéan tir
trong khong khi thanh dam cung cép cho cay va dat trong. Nhitng ndt san nay ting
nhanh vé sb luong va kich thudc tir khi cly lac ¢6 6 - 7 14 dén lic né hoa.Than
chinh cua cay lac thuong chi cao khoang 25cm - 50cm. L4 lac la loai & kép hinh
I6ng chim c6 4 14 chét moc ddi nhau, hinh trai xoan nguoc, ¢6 2 1a kém hinh dai
nhon bao quanh than. Trén than chinh thuong c¢6 khoang 20 I4. Khi cay lac cd 5 - 6
14 trén than chinh thi lac bt dau phan hoa cac mam hoa. Hoa lac moc ra tir cAc mit
ctia canh. Mdi vi tri ¢6 thé c6 tir 3 - 5 hoa, khi cay lac di co 8 - 9 14 thi hoa né. Lac
1a loai cay tu thu phan nghiém ngat, khi thdy hoa no 1a cdy da thu phan xong. Hoa

lac sau khi thy phan thi dam tia xudng dat hinh thanh qua (thuong goi 1a cu). Qua
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lac ¢6 hinh tru thudn thit lai & gitra céc hat, vo qua cang c6 gan mang. Mdi qua c6 1
- 3 hat. Hat hinh triang, c6 vé lya mau do, vang, canh sen hozc trang [13].

Theo thoi gian sinh truéng cua cay lac, ngudi ta chia 1am giéng chin sém (thoi
gian sinh truong 90 ngay - 125 ngay) va gidng chin muon (140 ngay - 160 ngay).
Cay lac doi hoi khi hau néng am, nhiét o cho sinh truong phat trién cua cay lac tir
24°C - 33°C. Nhiét d6 dé hat nay mam thap nhét phai trén 12°C, tir 15°C hat lac da
bat diu nay mam tdt, dudi 17°C hoa khong thu phan, yéu cau do am tir 60% - 70%,
d6 am thap dudi 60% da kéo dai thoi gian nay mam va hat khdng nay mam duoc o
d6 am dat 40% - 50%. Dat trong lac 1i tedng phai 1a dat thoat nudc nhanh, chan dat
nhe, thodng, c6 mau sang, toi xop, phu sa pha cat co day du canxi va lugng chat hiru
co vira phai s& tao diéu kién cho lac nay mam, dé& dang ngoi Ién mat dat va sinh
truong, hinh thanh qua tt, d6 pH caa dat tir 6-7 13 thich hop nhat [13].

Cay lac dugc coi la cay trong c6 hiéu qua kinh té cao va cé gia tri da dang vé
cac mat dinh dudng, chin nudi, trdng trot va trong cong nghiép.

Dién tich trdng lactap trung nhiéu nhat & ving Thanh Hod, Nghé An, Ha Tinh
roi téi ddng bang va trung du Bic Bo (Bic Giang, Bac Ninh, HA Nam, Nam Dinh,
Ninh Binh). Trén thyc té, dién tich tréng lac & nuéc ta con nho va phan tan, trir mot
vai ving lac tap trung nhu Dién Chau (Nghé An), Hau Loc (Thanh Hod). Gan day
cay lac duoc khuyén khich phét trién manh, dic biét ¢ nhitng noi dat bac mau, thoai
hod nhu ving trung du va doéng bang Bic Bo, nhiing dai dat ven bién tir Thanh Hoa
chay dai t6i giap Pong Nam B9,... déu cd thé trong duoc lac. Nhiéu vung dat, nhat
la & mién Nam c6 thé trdng dugc 2 vu lac trong nam [13].
1.1.1.2. Tdc dgng ciia han dén thuec vit

Han 1a mét trong nhitng yéu t6 cuc doan phi sinh hoc dugc quan tim dén
nhiéu nhat hién nay. Hién tuong khd han xay ra khi trong méi truong dat va khdng
khi thiéu nu6c dén muc &p suat tham thau cua cdy khong canh tranh duoc dé lay
nudc vao té bao. Trong truong hop nay, tic dong ciia moi trudng bén ngoai rat 16n,
gay anh huong dang ké 18n sy phét trién cua thuc vat, c6 thé dan dén huy hoai cay
cbi va mat mua[7], [23], [27], [36]. Cac yéu t6 bat lgi cua méi trudng c6 thé Ia:

nhiét d6 cao, gi6 nong, thoi tiét va khi hau.Khai niém han dung dé chi tinh trang
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mét nudc cta cdy. Kha ning thuc vat ¢d thé giam thiéu muac ton thuong do thiéu hut
nudc gay ra goi la tinh chiu han [7].

Xu thé thaydoi cua khi hau 1am cho han han bit thuong xay ra & nhiéunoi,
day 1a nguyén nhan chinh 1am giam ning suit cay trong [94]. Theo FAO, udc tinh
c6 70% tiém ning vé nang suat bi mat di do diéu kién bat lgi ciia moi trudng va sau
bénh hai, ngay ca & nhitng quéc gia c6 nénndng nghiép phét trién. Hién nay trén thé
gidi c6 khoang 45% dién tich dat trong bi han han [45]. Tai Viét Nam, trong 7,3-7,5
triéu ha dat trong thi cé t6i 1,5-1,8 triéu ha thiéu nuéc.

Khi gap han, trang thai caa chat nguyén sinh trong té bao thay d6i manh, anh
huong dén tinh chat hoa 1y cua chat nguyén sinh nhu tinh thim, mtc d6 thuy hoa
cua keo, thay doi pH, do nhét, cudi ciing anh hudng dén qua trinh trao d6i chat binh
thuong cua co thé. Han anh huong xau dén quéa trinh hinh thanh diép luc, pha hoai
luc lap nén hiéu suat quang hop giam xudng nhanh chéng. Han anh hudng dén hoat
dong hut khoang cua bo ré, dan dén tinh trang thiéu nhitng nguyén té dinh dudng
quan trong trong qua trinh trao d6i va tong hop céc chat hitu co khac nhau trong co
thé thuc vat [28], [36], [45].

Dé chdng khd han, cay c6 thé gitr khdng bi mat nudc, giam dién tich 14, rat
ngan chu ki song.Bat ky su mét nudc nao ciing dan dén hién tuong thiéu hut nudc
trong té bao. Nuéc vira 1a nguyén liéu, vira 1a méi truong dé cac phan ung trao doi
chat xay ra. Vi vay, su vi pham ché do nuéc anh huong rat 16n dén moi qué trinh
sinh truéng va phét trién cua cay.

V& tac dong cua han dén thuc vat, cac nha khoa hoc tap trung nghién ctu
theo 2 hudng: khao sét tinh chiu han cua cac ddi twong thuc vat trong didu kién tu
nhién ngoai dong rudng hoic trong diéu kién nhan tao tai phong thi nghiém.

Nhiéu cay trong nhu ngd, lua, dau tuong, lac...dd duoc cac nha nghién ctu
danh gia, khao sat vé dac tinh chiu han thong qua cac diéu kién tu nhién ngoai dong
ruong. Mot trong nhimg phuong phap duoc sir dung la chu dong gay ra su thiéu
nuéc va tién hanh nghién ciu phan tng cia cac co thé thuc vat trong diéu kién nay.
[5].Khi gap han, cay lac ciing chiu anh hudng ning né dén qua trinh sinh truéng va

phét trién. Khi tién hanh nghién ctru ngoai ty nhién bang phuong phap gy han nhan
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tao, nhan thay su thiéu hut nuéc & thoi ki ra nu hoa da 1am giam dién tich 14, 1am
giam sat cudng do6 quang hop cua 14, giam kha niang dau qua va khéi luong qua
chic, giam ham luong lipid trong hat lac [8].Nhiing quan sat cho thdy, trong diéu
kién thi nghiém gay thiéu nuéc ¢ thoi ki ra hoa da 1am giam nghiém trong sé hoa,
dot ra hoa hoac hoa né ro khong hinh thanh duoc, thoi gian ra hoa kéo dai, ti 1€ hoa
cd ich giam di do qua trinh thy phan bi can tro [13].

Trong diéu kién nhan tao, nhiéu nghién ctu tién hanh danh gia tac dong caa
han & mot s6 giai doan phat trién cua cac ddi tuong thuc vat khac nhau nhu md seo,
hat nay mam, cdy non 3 1a...Trén thé gi¢i va Viét Nam da c6 nhiéu nghién cuau
nham danh gia tac dong cua han va nang cao tinh chiu han & cay tréng & muc do in
vitro nhu ngo [42], lac [11], [14], lUa [2], khoali tay [67]....

Nhiéu nghién ctru da sir dung PEG, sorbitol, manitol... nhu nhiing tac nhan
gay khoé han trong méi truong nudi cay nham nghién ctru tac dong cua han Ién thuc
vat. PEG la mét hop chat c6 ai luc rat 16n voi nude, khi dua vao méi trudng nudi
cdy, n6 khdng chi ngin can ré hat nudc ma con chiém nudc tir ré cay, khién cay
nhanh chéng roi vao tinh trang séc han [67].

Nhu vay c6 thé thay, mtc d6 anh huéng cua cac yéu t cuc doan, trong d6 co
han dén kha nang phan ung cua cay trong 12 rat rd rét. Hién twong mat nudc cuc bo
chi gay thiét hai cho mot nhdm nho, nhung han han kéo dai sé gay thiét hai cho
nhiéu loai cay tréng, anh huong dén niang suat va chat lwong. Cac loai thuc vat khac
nhau s& c6 kha ning chdng chiu khéc nhau véi cac yéu té cuc doan phu thudc vao
ban chat di truyén tir bao thé hé cua chdng. Vi vay, ¢ cay co thé chéng chiu duoc
va ton tai, c6 cdy sé& bi chét. Ngay trong cling mét loai, cac c4 thé khac nhau ciing
phan ng ¢ cac mirc do khong hoan toan nhu nhau [7].
1.1.1.3. Tdc dgng ciia han dén cay lac

Cay lac duoctrong trén35,5triéu ha 682 qudc giatrén thé gioi. Hon mot
nira sokhu vuc san xuat, chiém70% dién tich trénglacthudcving khé hanva ban kho
han;o nhitng noinay, cay lac thuwong xuyén chiuap luchan hanvai thoi gianva cuong
dokhéacnhau[50], [79], [92], [104]. Dy kién gi4 tri ton thithang namtrong sanxuatlac
tuong duong vdihon 520trigu USD gay rabai han[39], [40]. Tai Hoa Ky,cay lac
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dong gophon 4tyUSD cho nén kinh técua dat nuéemdi nam. Tai ddy, phan léncay
lac dugc trong dudidiéu kiénnudc troivachicomot dién tichhan chéduoc tudi
tiéu[39]. O chau Ava chau Phi, cay lacduoc trongtrong diéu kiénnudc troitrongmua
mua va bihan héanlién tucdoluong mua it c6 thé xay rataibat ky thoi diém naotrong
chu kyséng cua cay trong [40].0 Viét Nam, san xuat lac duoc phan b & tat ca cac
viing sinh thai ndng nghiép, vai khoang 40% tong dién tich cac cdy cong nghiép
ngan ngay [13].

Anh huong cta han véicay lac dugc thé hién theo nhiéu cach, anh huong dén
casd luong va chat lugng cia cay trong. Tham hut nudc, tiy thudc vao thoi gian xay
ra, c6 thé 1a nguyén nhan gay ra hién tuong giam dang ké ning suét lac bang cach
tac dong 1én cac qua trinh sinhlynhu ¢ dinh dam, quang hop, va sy hép thu canxi
cho phat trién vo qua[50], [79].Khi cay lac gip han s& 1am mat d6 4m tir qua dan
dén lam giam hoat dongsinh 1y cua hat, bén canh déanh hudng ctia han han con lam
thay d6i chat luong dinh dudng cta protein trong hat lac[39].Han 1dm anh huéng
dén lipid mang té bao, cac phan tng quang hop [92],qué trinh trao doi chét, ting
truong va ning sudt ciia cay lac[39].Thiéu hut vé d6 amlam céan tré qua trinh hinh
thanh ndt san & cc cdy ho dau. C6 nhiéu bang ching cho thiy,qua trinh hip thu N,
P va K cta cay lac bi giam do han han[39].

Handaanh huaongxau dén cacmdi quanhé vénude, quang hop, dinh dudng
khoang, su trao d6i chatva ting truéng & lac.Han han cang thang nghiém trong lam
giam ham lugng chit diép luc a, b va diép luc tong sb. Su sut giam chat diép luc 1a
do su trc ché tong hop chat diép luc.Tich lily ham luong chét kho bi giam khi tinh
trang thiéu nuéc kéo dai [39], [40], [92]. Cang thiang vé nudcthudngxuyéndan
dénthay d6ivé giai phdu hocnhugiamkich thuéccua cac té baova cac khoang
gianbao, vach té bao day hon vaphat trién honciamobiéu bi, giam kich thudc 14 va
thay d6i trong hé ré[40], [92].

Sy thoét ra cuacac chat hoa tanlakét qua caahién twong ton thuongmang té
bdo. Pay la mot phan ungthdng thuongctamocdy lacdudi anh huong cua mot sb
diéu kién bat loi tir méi truong nhu nhiét dothaphoic cao, do am cua datthap hodcdod

man cua datcao. Nhiéu nghién ciu dichi ra rang,canxila yéu té can thiétdé duy
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