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TRUONG

(57) Sang ch€ dé cap dén ché phdm khodng dang long dung dé phun lén 14, trong d6 ché
pham nay c6 cong thic (I) sau:

- téng nito amoniac (N%) tir 0,08% dén 2%
- kali tinh theo K,O (%) tlr 3% dén 6%

- magie tinh theo MgO (%) tr 0,4% dén 0,8%
- natri tinh theo Na,O (%) tr 1% dén 2%

- canxi tinh theo CaO (%) tr 0% dén 0,5%

- téng sulphat tinh theo SO; (%) tir 3% dén 6%

- tong phospho tinh theo P,05 (%) 0%

- clorua ClI (%) tu 1% dén 2%

- hydro cacbonat (% cua HCO,)
- bo (%)

tr 1,2% dén 3,0%
0,1 dén 0,2%

- dong (%) tir 0,018% dén 0,03%

- mangan (%) tr 0,00005% dén 0,006%
- 10t (%) tr 0,02% dén 0,04%

- kém (%) tir 0,00005% dén 0,006%
- sat (mg/kg) ttr 0,0002 dén 0,003

- nudc v6i lugng di dén 100%

trong d6 ty 1& phan tram 1a ty 1& phan tram theo khéi lugng so véi téng khai luong ché
pham, dé cai thién kha nang thich tng cla thuc vat doi véi su thay déi clia céc didu kién
moi truong.
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Linh vye ki thuat dwec dé cap

Sang ché @& cap dén linh vuc phén bén c6 tac dung bao toan hoic cai thién thé
trang ciia thuc vat, dugc sit dung trong ndng nghi€p, 1am vuon, tréng cdy hoic trong
bai cd chin tha gia stc. Cu thé 13, sang ché dé cap dén ché phim khoang dang long
dung @ cai thién kha nang thich tmg ciia thuc vt di véi su thay ddi didu kién moi

trudng.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Dic diém cia thyc vat trong qué trinh sinh truéng, phat tridn, tich lily sinh
khéi va thu hoach phu thudc dic biét vao kha ning thich g ciia thuc vét dbi véi su
thay dbi cac diéu kién mdi truong, bao gc“)m cac hién tugng stress vit 1y, hoa hoc va

sinh hoc géy ra.

Vi du, da phat hién ra réng céc hién tugng stress nhu stress do nudc, stress do
thdm thdu hoic stress do nhiét 1a cac yéu t5 han ché su phat trién coa thuc vat va vi
vy anh huéng dén viéc san xut trong linh vyc ndéng nghi€p, 1am vuon, trong ciy va
b3i c6 chin tha gia suc. Khi thyc vét tiép xtic véi cac didu kién nhiét hodc khd han, thi
thuc vat thuong c6 san lugng thép vé sinh khéi thuc vat, hat giéng, qua va cac san
phim khic ma ngudi hodc dong vat, ké ca gia stc, c¢6 thé an dugc. Sy mét mua, bao
gdm viéc giam san lugng céc nguyén lidu thuc vat c6 thé khai thac, vi du trong qua
trinh trong laa, ngd hodc lia my, do cac hién twgng stress gay ra, cling gép phan gay

thiéu hut lrong thuc & mét sé nude dang phat trién.

Céc hién tugng stress gay ra co ché phong thi sinh ly trong thuc véat, huy dong

ngudn du trix cho phép thuc vat séng s6t va bao toan thé trang ctia né, 1am gy hai dén
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nguon dy trit dung d€ duy tri viéc san xuat ban dau cia nguyén liéu thuc vat mong

muon.

N6i chung, da biét nhiéu giai phap k§ thuit sinh hoc hodc hoa hoc dugc taora
dé bao vé thyc vat it nhat mot phﬁn tranh khdéi héu qua cia cac hién tugng stress bén

ngoai.

Dic biét quan tdm 13 k¥ thuat bién dbi di truyén trén thuc vat duge tinh toan
dé tao ra thyc vat chuyén gen c6 céc dic tinh c6 thé di truyén nhu kha nang chiu stress
cao, nhu dugc md t4, vi dy, trong Cong bd don qubc t& s6 W02007/125531,
W02007/060514, W0O2008/050350 va W2008/145675. Tuy nhién, day 1a cac ky thuat
d4c biét, mét nhiéu thoi gian va tén kém, do cin phai dugc lip lai trén mdi loai thuc
vét cin bién dbi di truyén. Ngoai ra, & nhiéu quéc gia, hién nay van con 4p dung cac
diéu ludt cAm hoan toan hodc g?m nhu hoan toan viéc tréng cac loai thuc vat bién ddi

di truyén trén cac thira rudng.

Theo c4ch khac dé giai quyét vin d& kha ning chéng chiu stress cua thuc vat,
ngdy nay ngudi ta d3 dung cac ché phim phéan bén hitu co hodc hitu co-khoédng, dac
biét cac ché phém dang 1éng c6 cac didc tinh chung hodc dic hiéu chéng lai su thiéu
hut c4c thanh phén dinh dudng. Cac ché phim d3 biét nay duoc tinh toan dé kich thich
phan rng phong thu tu nhién cua thuc vat chéng lai stress do sinh vt gdy bénh, vi du
cac ché phidm bao gbm céc chit duge chiét tir thuc vat, san phim thiy phan cia céc
polyme dung trong ndng nghiép, dich chiét cia vi sinh vat, cic polysacarit tu nhién
hoic duogc bién dbi, hormon thuc vit, peptit, protein hodc chit chu van hodc chit dbi

khang ctia c4c protein thuc vat d biét c6 lién quan dén co ché phong thu cua thuc vat.

Céc ché phim néu trén di ching minh dugc hiéu qua, dic biét dé didu chinh
sy thiéu hut c4c thanh phin dinh dudng hoic d& kich thich sy phong thii clia thuc vét

chéng lai céc sinh vét gy bénh, nhu mét sd virut, vi sinh vat hodc con trung nhét dinh.

Tuy nhién, theo su hiéu biét clia tc gia sang ché, hién nay khong c6 ché phdm

thudn khoang chit nao c6 kha ning bao vé hoic kich thich thuc vat chéng lai cac hién
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tugng stress dang khdng phai sinh hoc, nhu cic diéu kién stress do nudc, stress do
thim thiu hoic stress do nhiét, ddng thoi gop phén vao phén tng cta thuc vét chéng

lai ké tan cong giau chitin, nhu nam.

Trong tit ca cac trudng hop, do c6 tAm quan trong v& mit kinh té va tm quan
trong cia thuc vat dung 1am thyc phém cho con ngudi hodc dong vat sir dung, dic biét
thyc vat tao ra san xut san lwong chét lugng cao trong nong nghi€p, lam vudn, tréng
ciy va bdi co chan tha gia stc, trong linh vuc nay hién nay van c6 nhu ciu tim ra cic
ché phém khéac dugc cai tién hon, véi gié ca chép nhan duoc so véi cac ché phém da

biét.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Sang ché dé cap dén ché phim khoédng dang 1éng, trong d6 ché phdm nay c6
cong thire (I) nhu dugc néu cu thé trong phin mo ta dudi day, dé cai thién kha nang

thich img cta thuc vét doi véi su thay d6i cua cac diéu kién moi truong.

Ché phim khodang dang long c6 cong thirc (I) c6 dang ddm dic, dugce st dung

truc tiép dé phun 1én 14, & dang pha lodng trong nuéc hoic trong chit 1ong.

Cu thé hon, sang ché @ cap dén ché phim khoang dang 1éng c6 cong thire (1)
dugc mo ta dudi day, dé cai thién kha néng thich Gng cua thuc vat dbi voi hién tugng

stress sinh hoc hodc stress khéng phai sinh hoc.

Céc hién tugng stress khong phai sinh hoc bao gdm stress do nudc, stress do

thidm théu, stress do nhiét hoic sy thiéu hut dudng chét.

Céc hién tugng stress sinh hoc bao gom viée ti€p xuc véi hodc bi nhiém tir cac
loai sinh vét, bao gom vi sinh vat gy bénh chta chitin va cac chat dugc tao ra hoic

thu dugc tir cc loai sinh vt khic nhau nay ké ca chitin.
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Mo ta vin tit cac hinh vé

Cac Fig. 1A va Fig. 1B thé hién duong cong d4p tmg canxi ciia cdy con
Arabidopsis thaliana mudi ngdy tudi, thu duge khi xir —1}’/ bing luong ché phim c6
cong thirc (I) tang dan. Trén tryc x: thoi gian tinh theo gidy. Trén truc y: ndng d¢ cua
jion Ca*" trong phin bao tan, tinh theo micromol (uM).

Céc Fig. 2A va Fig. 2B thé hién dudng cong dap Umg canxi cua ciy con
Arabidopsis thaliana muoi ngay tudi, duoc gay ra boi sbc lanh 24 g10 sau khi xtr ly so
b0 cdy nay bing dung dich khéng chira hodc chira ché phdm c6 cong thirc (I). Cac hinh
2A va 2B thé hién két qua cua hai day thir nghiém giéng nhau. Trén truc x: thoi gian
tinh theo gidy. Trén truc y: néng dd cia ion Ca’‘trong phin bao tan, tinh theo

micromol (uM).

Fig. 3 thé hién dudng cong ctia viéc san xuit hydro peroxit (H,0,) cta ciy con
Arabidopsis thaliana mudi ngdy tudi, dugc gay ra boi sbc thAm thiu 24 gid sau khi xir
1y so by cdy ndy bing dung dich khong chira hodc chtra ché phdm c¢6 cong thirc (I).
Trén truc x: thoi gian tinh theo gidy. Trén truc y: don vi huynh quang tiy ¥ (twong dbi)

(arbitrary (relative) luminescence units-RLU).

Fig. 4 thé hién duong cong ciia viéc san xuét hydro peroxit (H,0,) cta cay con
Arabidopsis thaliana mudi ngdy tudi, duoc giy ra boi sbc chit kich hoat (elicitor
shock) bang chét hod hoc, chitin, 24 git sau khi xi 1y so by cdy ndy bing dung dich
khong chira hogc chtra ché pham c6 cong thirc (I). Trén truc x: thoi gian tinh theo gidy.
Trén truc y: don vi huynh quang tiy y (RLU).

Fig. 5 thé hién tac dung trong thoi gian dai ciia ché phdm c6 cong thire () dbi
vOi qua trinh sinh truéng cla cdy con Arabidopsis thalian duge cho chiu cac hién
tugng stress khic nhau trude d6. Trén truc y: s6 do sy phat trién ctia & cia cay con,
tinh theo xdngtimet trong hai tuan 4p dung c4c didu kién stress. Db thi hinh khéi trén
truc x: (a) cdy con ddi chimg khdng dugc xir Iy va khong dugc chiu stress; (b) cdy con

dbi chimg khong dugc xtr Iy cho chiu stress do nuéc bing NaCl; (c) cdy con khong
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dugc xtt Iycho chiu stress do thim thdu bang manitol; (d) cdy con di dugc xir Iy bang
ché pham c6 cong thirc (I) va khong dugce chiu stress; () cdy con da dugc xir Iy bing
ché pham c6 cong thic () va dugc chiu stress do nude bang NaCl; (f) ciy con d3 dugc

xir Iy bang ché phdm c6 cong thire (I) va duge chiu stress do thim thiu bing manitol.
M0 ta chi tiét sang ché

Sau khi tién hanh rit nhidu nghién ciru, tac gia sang ché da tim ra ché phém
khoang dang 16ng c6 dic tinh cai thién kha nang thich tmg ctia thuc vat dbi véi su thay

doi cua céc di€u kién moi truong.

Dic biét, da phat hién ra ring ché phim khoéng dang 1dng c6 cong thirc (I)
nhu dugc x4c dinh dudi ddy trong ban mo ta sang ché, khi dugc sir dung véi dd pha
lodng thich hop, ¢6 dic tinh cai thién kha nang thich Gmg cta thyc vat phan ung lai sy
thay ddi ctia mot sd cac didu kién moi truomg bao gdm sbc nude, séc thdm thiu va
phan tng phong thi khi cho tiép xic véi cac chit nhit dinh tir cac lodi sinh vat, nhu

nam.

Vi viy, sang ché @& cap dén ché phim khoéang dang 16ng ding dé phun 1én 14

c6 cdng thirc (I) sau:

- tdng nito amoniac (N%) tir 0,08% dén 2%
- kali tinh theo K,0 %. tir 3% dén 6%
- magie tinh theo MgO (%) tir 0,4% dén 0,8%
- natri tinh theo Na,O (%) tir 1% dén 2%
- canxi tinh theo CaO (%) tir 0% dén 0,5%
- tbng sulphat tinh theo SO (%) tir 3% dén 6%

- tbng phospho tinh theo P,0s (%) 0%
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- clorua CI (%) tir 1% dén 2%

- bicacbonat (% cia HCO;) tir 1,2% dén 3,0%

- bo (%) 0,tir 1% dén 0,2%

- ddng (%) tir 0,018% dén 0,03%

- mangan (%) 0,00005% - 0,006%

- iot (%) tir 0,02% dén 0,04%

- kém (%) 0,00005% - 0,006%

- sét (mg/kg) 0,0002% dén 0,003%

- nuGc v6i lugng da dén 100%

trong d6 ty 1€ phan tram 13 t 18 phan tram theo khéi lrgng so v6i tdng khdi lugng ché
phim, dé cai thién kha nang thich tmg cta thuc vat dbi véi sy thay ddi cta cac didu

kién moi trudng.

Ché phadm khoéng chit c6 cong thirc (I) gdm c6 ché phim khodng chit & dang
o dic. D& phun 1én 14, ché phim khoéang dang 16ng c6 cong thirc (I) dugc pha lodng

mot cach thich hop trong nuéc hoic trong chét 16ng.

Dé x4c nhan ché phim c6 dic diém dinh tinh va dinh luong trong céc thanh
phan khodng chit ctia ché phim c6 cong thic (I), tét hon 1a ngudi c6 hiéu biét trung
binh trong linh vyc ndy st dung céc k¥ thuat thir nghiém da biét cho dang ché phim

nay.

Vi dy, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc nay c6 thé sir dung cac k§

thuét phan tich ché pham sau:
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(i) dbi v6i ham luong nito & dang amoniac, phuong phép dugc Conway md ta
dugc st dung (European Community Directive No. 71/393, dugc sira ddi theo

European Directive No. 73/47 va n® 81/681),

(i) dbi v6i ham luong kali, ky thuat thir nghiém K,O dugc st dung theo tiéu

chudn ctia Phap NF U 44-140 va k§ thuit phat xa ngon Itra,

(iii) d6i v6i ham lugng magie, k§ thut thir nghiém duge mo ta theo tidu chuén
ctia Phép s6 NF U 44-140 va NF U 44-146 va k§ thuat hip phu nguyén tir dugc sit
dung,

(iv) d6i v6i ham luong natri Na,O, k¥ thuat thir nghiém dugc mé ta theo tiéu

chudn ciia Phap s6 NF U 44-140 va k¥ thuat quang ké ngon lira duoc str dung,

(v) dbi v6i ham lugng canxi, k§ thuat phd hip phu nguyén tir dugc xic dinh
theo tiéu chuédn ctia Phép s& NF U 44-140 va k§ thuat hip phu nguyén tir dugc sir

dung,

(vi) dbi vé6i tong sulphat ham lugng, phuong phép dugc xac dinh theo tiéu
chudn Chau Au sé CEE 8.1 va k¥ thuét phan tich trong lugng dugc sir dung,

(vii) ddi vé6i thir nghiém tdng phospho tinh theo ty 16 phdn tram (khéi lugng)
cua P05, k¥ thuat dugc xac dinh theo tiéu chuin NF U 42-241 (CEE 3.1) va NF U 42-
246 (do quang phd) dugc sir dung,

(viii) d6i v&i ham lugng clorua, phuong phép dugc xé4c dinh theo tiéu chuin coa
Phap s6 NF U 42-371 duoc sir dung,

(ix) d6i v6i ham luong bicabonat, ky thuat thir nghiém ion hydro cacbongo
phuong phép duge md ta trong tiéu chudn cia Phap s6 NF EN ISO 9963-1 (T 90-036)

dugc st dung,

(x) d6i v6i ham lugng bo, k§ thuét thir nghiém dugc xéc dinh theo tidu chuin

Chau Au sé CEE 9-1 va sé CEE 9-5 dugc st dung, néu ndng d6 cudi cing nhé hon
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10% (khéi lugng) hogc tiéu chudn Chau Au sb CEE 10-1 va s§ CEE 10-5 néu ndng do

cudi cting 16n hon 10% (khéi luong),

(xi) dbi v6i ham luong ddng, k¥ thut thir nghiém dugc xéc dinh theo tidu
chudn Chau Au s CEE 9-1 va sb CEE 9-7 va ky thuat hip phu nguyén tir duge sir
dung,

(xii) d6i v6i ham luong mangan, k¥ thuat thir nghiém dugc xac dinh theo tiéu
chuén s6 ICP NF EN ISO 11885 dugc sir dung,

(xiii) d8i v6i ham leong iot, k¥ thuat sau duoc st dung: miu dugce khir thanh tro

theo phuong phép diéu ché Grote-Krekeler (tha éng thach anh theo tiéu chuin DIN

53 474 vao ndi nu kim loai bang st nhd). Iot duge hép thu trong natri hydroxit, sau

d6 phép do quang thir nghiémtin hanh str dyng phuong phap Sandell-Kolthoff (c6 tac
dung x1c t4c cta cidp oxy hoa khir Ce (IV)/ As(III) & bude song 436 nm),

(xiv) d8i v6i ham lrong kém, ky thuét thtr nghiém dugc x4c dinh theo tiéu
chuén ICP NF EN ISO 11885 duoc sir dung, va

(xv) dbi v6i ham lugng sét, k§ thudt thir nghiém dugc xéc dinh theo tidu chuin
ICP NF EN ISO 11885 dugc sir dung.

Theo phuong 4n dugc uu tién, ché phdm c6 cong thuc (1) gdm ché phim bao
gbm céc thanh phin hoic hop chét khoang chit duy nhét. Theo phuong 4n ndy, ché
phim c6 cong thire (I) gdm ché phim hoan toan hoic duy nhit khoang chit va do vay
khong chira thanh phin hoic hop chéit hiru co, c6 nghia 13 khong chita hop chét
hydrocacbon. Vi duy, ché phdm c6 cong thuc (1) khong chira vitamin, axit amin, dudng,

axit hodc bazo hitu co, v.v..

Theo dic diém khac, ché phim c6 cong thire (I) tdn tai & dang c6 ddc, thuong

dugc pha loang trudce khi sir dung cho thuc vit.
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D& san xuét ché phdm c6 cong thuc (I) néu trén, tdt hon 1a ngudi ¢ hiéu biét
trung binh trong linh vuc nay tham khao cic phin mo ta cta ban md ta nay, ké ca vi
du.

Thuat ngit “thuc vat” dugc st dung trong ban mé ta ndy dugc ding dé chi thuc

vat mot 14 mam va hai 14 mam.

Thyc vét, trong ngit canh cuia sang ché, bao gém thuc vét duge st dung trong

ndng nghié€p, lam vuon, trong ciy va bii c6 chin tha gia stc.

Diéng chi y 1a thuc vat bao gom céc cdy ngii coc chinh, ciy an qua va hoa. Thuc
vat dang chu bao gom cdy lua my, cdy lia mach, cdy cai dau, cdy ngd va ciy lda va

cdy dn qua nhu cdy tdo, 1€, man, dao va mo.

Cay hai 14 mim bao gdm céc loai va ho sau: Nymphaeaceae, Ceratophyllaceae,
Ranunculaceae, Papaveraceae, Fumariaceae, Ulmaceae, Cannabinaceae,
Urticaceae, Myricaceae, Fabaceae, Betulaceae, Aizoaceae, Chenopodiaceae,
Portulacacede, Caryophyllaceae, Polygonaceae, Plumbagqinaceae, Elatinaceae,
Guttiferae/Hypericaceae/Clusiaceae, Malvaceae, Malvaceae, Droseraceae,
Violaceae, Cucurbitaceae, Salicaceae, Cruciferae/Brassicaceae, Resedaceae, -
Empetraceae, Ericaceae, Pyrolaceae, Monotropaceae, Primulaceae,
Grossulariaceae, Crassulaceae, Saxifragaceae, Rosaceae, Leguminosae/Fabaceae,
Elaeagnaceae, Halogaraceae, L_ythraceae, Onagqraceae, Viscaceae, Celastraceae,
Agquifoliaceae, Euphorbiaceae, Rhamnaceae, Linaceae, Polygalaceae, Aceraceae,
Oxalidaceae, Geraniaceae, Balsaminaceae, Araliaceae, Umbelliferae/Apiaceae,
Gentianaceae, Apocynaceae, Solanaceae, Convolvulaceae, Cuscutaceae,
Menvanthaceae, Boraqginaceae, Lamiaceae, Hippuridaceae, Callitrichaceae,
Plantaginaceae, Buddlejaceae, Oleaceae, Scrophulariaceae, Orobanchaceae,
Lentibulariaceae, Campanulaceae, Rubiaceae, Caprifoliaceae, Adoxaceae,

Valerianaceae, Dipsacaceaeva Compositae /Acteraceae.

-10-
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Thuét ngit “kha néng thich mg” cla thyc vat duge st dung trong ban mé ta nay
duge diing dé chi bit ky cac bién dbi sinh 1y c6 thé phat hién duoc cia thue vat sau khi
ap dung su thay d6i nhanh cua cac diéu kién moi truong vao thuc vt néu trén. Céc
bién ddi sinh 1y c6 thé phat hién dugc bao gdm sur bién dbi bat ky véi lwgng hodc ndng
d6 ctia mot hodic mot vai chét chuyén héa mo, bao gf’)m chét chuyén héa noi bao hodc
st bién ddi bit ky c6 thé phat hién duge v& mit dinh tinh hodc dinh luong hoat tinh
enzym ciia thuc vt néu trén hoic su bién dbi bt ki c6 thé phat hién dugc vé hinh thai
hoc cuia thyc vat néu trén. Dap tng thich tng ciia thuc vat dang chu y 13 din dén viéc
san xudt chét chuyén héa ciia c4c té bao thuc vat duge goi 12 “chét truyén tin thir hai”.
Chét truyén tin thir hai bao gdm ion canxi va cac loai oxy hoat dong (reactive oxygen
species-ROS).

“Céc diéu kién méi trudng” bao gdm céc didu kién nuédce, cac didu kién do min,
cac didu kién thim thdu, cac diéu kiénoxy héa va cac didu kién nhiét. Su thay déi
nhanh trong céac diéu kién moi trudong cua thuc vat con duge goi 1a “sbe” hoédc “stress™
trong ban mé ta sang ché. Cac diéu kién moi truong bao gdm (i) cac didu kién “sinh
hoc” 12 két qua clia méi trudng sinh hoc clia thuc vat va (i) cac diéu kién “khéng phai

sinh hoc” 13 két qua ciia moi trudng vat Iy va hoa hoc cla thuc vat.

Su thay ddi cac diéu kién méi truong gdm c6 stress hoic séc khong phai sinh
hoc bao gém stress hodc sbc do mudi, thAm thiu, oxy héa, nhiét va nudc va séc do
thuc vat tiép xuc véi cac chét doc gy ra nhu mot s§ kim loai nhét dinh hodc mot sb
héa chét hiru co doc téng hop nhét dinh hodc mdt sb cac khoang chét tr nhién hodc
tdng hop nhét dinh. Chiing ciing bao gdm viéc tiép xiic v6i birc xa ion héa hoic phi ion

héa va sy thiéu hut hodic du thira chit dinh dudng.

Stress hodc sdc do mubi c6 thé do khi thuc vat phat trién trén ving dét c6 ham
lugng natri clorua cao, vi du trong khu ruéng ven bién hodc ddng cé. Stress do mudi
~ chit yéu din dén viéc phai diu tiét su can bing tu nhién va su phan phdi ion trong mo
thue vat, ddn dén su thay dbi trong qua trinh nay mam cua hat va phat trién cta thuc

vat.
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Stress do thdm thiu hodc séc c6 thé cling dugc gdy ra mot cach khong tir nhién
do sy phat trién trong chAt nudi giiu manitol. Stress do thdm théu chu yéu din dén viéc
phi diéu tiét sy can bing tu nhién va sy phan phdi ion trong mé thuc vat, din dén su

thay dbi trong qua trinh nay mam ciia hat va su phét trién cua thuce vat.

Stress hoic séc do oxy hoa co thé xuét hién khong tu nhién do sy phat trién trén
metyl viologen. Stress do oxy hoéa chi yéu giy ra su tao thanh céc loai oxy hoat dong
(ROS), su bién tinh protein va phan hiy chét diép luc, din dén viéc tdy tring thyuc vat

va c6 thé 1am cho thuc vat bi chét.

Stress hoic sdc do nhiét bao gdm stress do nhiét gdy ra va stress do lanh giy ra.
Stress gay ra do su phat trién & nhiét do cao cha yéu 1am bién tinh céc protein, din dén
su thay ddi qua trinh phat trién cﬁa thuc véat. Stress giy ra do su phat trién trong didu
kién lanh chii yéu tao thanh loai oxy hoat déng va pha v& mang té bio, din dén su thay

d6i qua trinh phét trién cia thuc vat.

Stress do nuéc c6 thé xuét hién do su phét trién trong cac diéu kién kho. Stress
do nudc chi yéu ngin chin qua trinh phat trién va sinh téng hop, din dén sy thay dbi

clia qu4 trinh phat trién cta thyuc vat.

Su thay di trong cac didu kién méi trudng gdm cb stress sinh hoc hodc séc bao
gdm stress hodc sbc do viéc cho thuc vat tiép xtic vdi sinh vét don bao hodc da bao gy
ra, vi du vi khuén, virut, ndm, sinh vat n thuc vat, con tn‘mg'_hoéc sinh vat gdy bénh
hoic stress hodc sé¢ do viée cho thyc vat trong tiép xtc v6i cac chét co nguén géc tir
sinh vat don bao hodc da bao gay ra. Stress sinh hoc ¢6 thé do vi khudn, virut hodc
nim hoidc bd phén ciia chiing hoic cac chit c6 nguE‘)n géc tir vi khudn, virut hoic nidm

gy ra.

Ché phdm c6 cong thuc (I) theo sang chécé dic tinh truc tiép gdy ra con dudng
sinh 1y lién quan dén kha ning thich tmg ciia thuc vat dbi v6i su thay ddi ctia cac didu
kién moi trudng, dang chu y 14 gy ra dudng truyén tin hiéu canxi, nhu duge thé hién

bang tic dung 1am ting ndng d6 clia ion Ca** nhu dugc trinh bay trong phan Vi du. Do
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véy, ché phdm c6 cong thirc (I) gay ra cic dang bién thé cia canxi trong phén bio tan
ctia té bao, ham lugng ciia chung phu thudc vao lugng ché phdm c6 cong thirc (I) duge

cho ti€p xtic véi thuc vit nay.

Ciing chiing té dugc ring ché phim c6 cong thirc (I) gdy ra su thay ddi dap tmg

ctia thuc vt véi stress khong phai sinh hoc, nhu sé¢ lanh cha:mg han.

Tuong tu, cac két qua duge néu trong phin Vi du ching té ring ché phim co6
cong thirc (I) theo sang ché c6 kha ning kich thich su gia ting viéc san xuét hydro

peroxit (H,0,) d phan tmg lai viéc 4p dung stress do thAm théu.

Vi véy, theo mot sb khia canh nhét dinh, vi€c cai thién kha nang thich ing cta
thue vat duge giy ra boi ché phim c6 cong thire (1), trong pham vi ctia sang ché, bao

gom:

(i) ddc tinh gia ting d4p tmg canxi c6 thé phat hién dugc cia thuc vat véi stress
khong phai sinh hoc hodc sinh hoc, sy gia ting dép ng canxi dugc phat hién bing
cach do ndng do ciia ion Ca®* trong mé thyc vat va dic biét trong phan bao tan cia cac

t€ bao thuc vat; va

(ii) dic tinh gia ting viéc san xuét hydro peroxit c6 thé phét hién dugce trong mé

thuc vat dé dap g véi stress khong phai sinh hoc hodc sinh hoc.

Su that 13 ché phim c6 cong thirc (I) theo sang chécé dic tinh gia tdng dap Uing
canxi cia thyc vat phan ng lai stress sinh hoc hoic stress khong phai sinh hoc rit
quan trong, vi ion canxi dugc tao ra vao thoi diém dap tmg canxi di dugc biét dén
trong tinh trang k¥ thuat dusi dang lodi dugc goi 13 “chit truyén tin thir hai” trong
dudng truyén tin hiéu trao dbi chit va theo thoi gian cuc bd rit cao trong quy trinh
theo bac nhim gy ra kha nang thich tmg cta thuc vat d3 dugc cho chiu stress sinh hoc
hodc stress khong phai sinh hoc. D3 biét 13 sy gia ting ndng d6 ion canxi gdy ra viéc
hoat hod cic protein cé 4i luc v6i ion nay, nhu canxiprotein. Sau d6, canxiprotein ¢
hoat ho4 hoat héa cac protein céhoat tinh enzym khac, nhu kinaza hodc cac protein

khéng phai enzym hoat hoa khac, nhu cac protein “bom”™ (Sanders, D., Brownlee, C.,
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and Harper, J.F. (1999). Communicating with calcium. Plant Cell 11, 691-706.
Shapiro, A.D. (2005). Nitric oxide signaling in plants. Plant Hormones VOL 72, 339-
398; Brownlee, C. (2003). Plant signalling: Calcium first and second. Current Biology
13, R923-R924., Hetherington, A.M., and Brownlee, C. (2004). The generation of Ca2+
signals in plants. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 55, 401-427.; Harper, J.F.,
Breton, G., and Harmon, A. (2004). Decoding Ca(*") signals through plant protein
kinase. Annu Rev Plant Biol 55, 263-288.; Mori, 1.C., Murata, Y., Yang, Y.Z.,
Munemasa, S., Wang, Y.F., Andreoli, S., Tiriac, H., Alonso, J.M., Harper, J.F., Ecker,
J.R., Kwak, JM., and Schroeder, J.I. (2006). CDPKs CPK6 and CPK3 function in
ABA regulation of guard cell S-type anion- and Ca**-permeable channels and stomatal
closure - art. no. €327. Plos Biology 4, 1749-1762.; George, L., Romanowsky, S.M.,
Harper, J.F., and Sharrock, R.A. (2007). The ACA10 Ca** ATPase Regulates Adult
Vegetative Development and Inflorescence Architecture in Arabidopsis. Plant
Physiol.). Cac quy trinh theo bac nay gitip cho su phat trién kha ning thich ung dic
hiéu cua thyc vat, dé phén Ung lai stress ban dau. Pé 1am vi du vé kha nang thich Gng
cua thyc vat, c6 thé dé cap dén su dong kin khi khéng dé han ché sy mét nuéc trong
giai doan stress do nudc, viéc san xuit osmolyt bao vé dé phan tng lai stress do nhiét
hodc thidm thiu va viéc san xuét chit doc ndi sinh c6 tdc dung han ché su tién trién cua

sinh vat gdy bénh.

Thyec té 14 ché phim c6 cong thirc (I) theo séng ché c¢6 dic tinh gia tang dap ung
oxy héa clia thyc vat, dic biét 13 viéc san xuét cic loai oxy hoat dong, d& phan img lai
stress sinh hoc hodc stress khong phai sinh hoc 1a quan trong. Cu thé hon, dic biét c6
1¢i néu ché phim c6 cong thirc (I) theo sang ché lam tang dang ké viéc san xuét hydro
peroxit, 12 loai oxy hoat dong dn dinh nhét va do do, 1a hop chét "chét truyén tin thi
hai", c6 thé gdy ra tir xa c4c phan tng cua t& bao cin dé tao ra dép ung hoat dong cua
thuc vat. Can phai nhé ring viée san xuit cac loai oxy hoat dong gay ra su khéi dau
phén 16n cac kha nang thich g cla thuc vat véi stress khong phai sinh hoc. Ciing can
chi ra ring cac kha ning thich ung cua thuc vat phan g lai stress sinh hoc hojc stress
khéng phai sinh hoc dAn dén viéc san sinh céc loai oxy hoat déng bao gdm: su tiéu hao

nhiét cta ning lugng du, sy tiéu hao quang héa ciia ning lugng bd sung sir dung oxy
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lam chét nhan mach van chuyén dién tir, viéc st dung toan by ddy enzym va cic phan
tir chdng oxy hoa dé giai doc ROS dugc tao ra, viéc lién quan dén enzym chéng oxy
hoa (superoxit dismutaza, catalaza, glutathion peroxidaza, ascorbat peroxidaza, cip
thioredoxin/thioredoxin reductaza, cic protein séc nhiét), viéc lién quan dén cac
protein mang sit va ddng (transferrin, ferritin), viéc lién quan dén céc phan tir chéng
oxy héa nhé: glutathion, carotenoit, vitamin A, C (axit ascorbic), E (tocopherol),
ubiquinon, flavonoit, bilirubin va viéc lién quan dén nguyén t6 vi lvong (ddng, kém,

selenium) 14 cdc dong nhén t6 sdng con ddi véi hoat tinh chong oxy héa ctia enzym.

Vi vay, theo mdt trong so cac khia canh, sang ché d€ xuét ché pham c6 cong
thirc (I), trong d6 né cai thién kha nang thich ing cua thuc vat d6i véi stress sinh hoc

hodc stress khdng phai sinh hoc.

Theo phuong 4n nhét dinh, sang ché @& xuét ché phim c6 cong thire (1), khac
biét & chd stress khong phai sinh hoc dugc chon tir nhém bao gbm stress do nudc,
stress do thdm thu, stress do nhiét hoic su thiéu hut dudng chét. su thiéu hut dudng

chét bao gdm sur thiéu hut khoéng chét, k& ca su thiéu hut nguyén t6 vi luong.

Theo phuong 4n khéc, sang ché d& xuét ché phim c6 cong thic (1), khac biét &
chd stress sinh hoc bao gdm déng chu v 13 viée tiép xuc vé6i hodc bi nhidm, cac loai
sinh vat, bao gdm vi sinh vét gy bénh chira chitin va cac chit dugc tao ra hodc thu

dugc tir cac cic loai sinh vat khac nhau nay, k€ ca chitin.

Ngoadi ra, tac gia sang ché ciing chimg minh rang theo sang ché ché phim c6
cong thirc (), ddng chu ¥ 13 bang cach phun vao 14, ¢6 dic tinh kich thich sy phat trién
cua ré thuc vat, ca thuc vat duoc tréng trong céac diéu kién phat trién binh thudng va

thuc vat dugc 4p dung it nhit mot diéu kién stress khong phai sinh hoc hodc sinh hoc.

Vi vay, theo khia canh khic nita, sang ché d& xuét ché phim c6 cong thic )
ciing d&n dén sy gia ting tdc do phat trién cta r thyc vat. Su gia ting tdc do phat trién
ctia ré ¢6 thé duge chimg minh bang sy gia ting tbc do phat trién cia r&, bing cach do
d6 dai trung binh.
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Vi vay, ché pham c6 cong thic (I) gdm c6 (i) tac dung gia tdng kha nang thich
tmg clia thyc vat dbi v6i su thay ddi clia cc diéu kién méi trudng va (i) va tac dung

kich thich 1y hoc dugc chimg minh bing tac dung gia ting tbc do phat trién coa ré.

Vi vy, sang ché dé xuét ché phdm c6 cong thire (I), khi duge dp dung cho thuc

vit, tot hon néu bing cach phén tan vao 14, gdy ra tac dung k¥ thuét sau:

- gia ting d4p ung canxi cla thuc vit véi stress do nudc, stress do thdm thiu va
stress do nhiét,

- gia ting phan ting gy tiét ciia co ché phong thi cta thuc vat by the chit gay

tiét chitin,

- cai thién tinh trang oxy hoa ciia céc té bao thuc vat, béng cach kich thich viéc

san xuat cac loai oxy hoat dong, k€ ca hydro peroxit (H,0,),
- gia ting toc 46 cla sy phat trién ciia ré clia cdy non, va
- gia tdng kha ndng chiu dung kho han ctia cay non.

Dic biét, cac tac dung sau cia ché phim c6 cong thire (I) duge néu trong phan
Vi du:

A. & mirc chét truyén tin thir hai cta thuc vét dap Ung vdi stress sinh hoc/khong

phai sinh hoc (Ca**va H,0,) lién quan dén duong truyén tin hiéu:

a) Ché pham c6 cong thirc (I) dugc thyc vat nhan duéi dang tac nhan kich thich
ngoai sinh dugc gy ra boi dudng truyén tin hiéu lién quan dén céc dang bién thé cua
canxi cia dich bao trong céc té bao clia ciy con Arabidopsis thalian. Viée xit 1y bing
ché phdm c6 cong thirc (I) gdy ra su thay dbi trong kha nang dap Ung voi stress cia

thyue vat.

b) Viéc san xuét c4c loai oxy hoat dong nhu (H,0,) d& dap img véi chét gay tiét

chitin & cdy con dugc xir Iy so bd bing ché phdm c6 cong thirc (I) cao hon luong do
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dugc & cdy con dugc phun nuée. Két qua ndy biéu thi sy gia ting phén tng phong thu
ctia thue vt duge xr 1y so bd bing ché phim c6 cong thirc (I) dé dap tng véi chit gay

tiét dugc cAc tac nhan gy bénh tao ra.
B. & muc sinh truéng va phat trién cta ciy con:

a) Ché phim c6 cong thirc (I) lam ting mét cach dang ké su phat trién coa r&
cta cdy con Arabidopsis thaliana trong cac diéu kién binh thudng hoic trong céac diéu

kién stress (tham thau hodc muoi).

b) Su phuc hdi hodc phat trién cta cdy con dugc cho chiu stress manh do nuéec,
dugc cai thién bang cach xir Iy trude bing ché phim c6 cong thue (I). Vi vy, két qua
cua cac vi du chimg té ring ché phim c6 cong thirc (I) c6 tac dung c6 loi ddi véi qua
trinh sinh truéng va su phat trién ciia cdy con, c4 trong cac difu kién phat trién binh

thudng va trong cac diéu kién stress.

Theo phuong 4n duge wu tién nhét dinh, ché phim co6 cong thuc (II) theo sang

ché sau, duge bao ham boi cdng thuce (I):

- tbng nito amoniac (N%) tir 0,08% dén 1%
- kali tinh theo K,0 (%) 3,5% to 4,5%

- magie tinh theo MgO (%) 4 tir 0,4% dén 0,5%
- natri tinh theo Na,O (%) tir 1,2% dén 1,6%
- canxi tinh theo CaO (%) tir 0% dén 0,1%

- tdng sulphat tinh theo SO (%) tir 3% dén 5%

- tdng phospho tinh theo P,05 (%) 0%

- clorua Cl1 (%) tir 1% dén 2%

- bicacbonat (% cua HCO;) 1,5% to 1,9%
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-bo (%) 0,tr 1% dén 0,15%

- ddng (%) 0,02tir 0% dén 0,026%

- mangan (%) tir 0,00005% dén 0,0002%
- iot (%) 0,025% to 0,031%

- kém (%) tir 0,00005% dén 0,0002%
- st (%) 0,0002% dén 0,001%

- nudc v6i lugng du d¢én 100%

trong d6 ty 1& phan trim dugc tinh theo ty 18 phén trim theo khéi lugng so vé6i téng

khéi lwong ché phim.

Theo phuong 4n duge wu tién khac nita, ché phim theo sang ché co cong thirc

(I1I) sau, dugc bao him bdi mdi cong thirc (1) va (II):

- tbng nito amoniac (N%) 0,09%
- kali tinh theo K,0 (%) - 4%

- magie tinh theo MgO (%) 0,45%
- natri tinh theo Na,O (%) 1,40%
- canxi tinh theo CaO (%) 0,05%
- tbng sulphat tinh theo SO; (%) 3,85%
- tbng phospho tinh theo P,05 (%) 0%

- clorua Cl1 (%) 1,40%
- bicacbonat (% ctia HCO;) 1,7%

- bo (%) | 0,12%
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- sit (%)

- nudc
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0,023%
0,00005%
0,028%
0,00005%
0,0003

v6i lugng di dén 100%

trong d6 ty 1& phan trim dugc tinh theo ty 1¢ phén tram theo khédi lugng so véi téng

khéi lwgng ché pham.

Dbi tugng khac clia sang ché nay con 14 cac ché phim bét ky duoc dé cap trong

ban mo ta sang ché, ké ca phan Vi du va dang chu ¥ 1a cac ché phdm c6 cong thuc (D),

(IT) va (II0).

Theo phuong 4n nhéit dinh, ché phim c6 cong thirc (I) c6 thé thu duge theo quy

trinh dugc néu trong bang sau:
- nude 14y tir voi
- kali iodua
- natri clorua
- axit boric
- natri cacbonat
- magie clorua
- kali sulphat

- ddng sulphat pentahydrat
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- amoni sulphat tir 1,5 dn 3,5 %

Ty 1¢ phan trim néu trén dwoc tinh theo ty 18 phan trim theo khi lvong déi véi

thanh phin, so véi tdng khbi lugng ctia ché phim 16ng.

Céc thanh phan khac nhau néu trén duoc cho vao nuée ldy tir voi, & nhiét do
mdi trudng, sau 6 dung dich thu dugc dugc trdn ky cho dén khi thu dugc ché phém
1ong 6n dinh. Sau d6, loc ché phim 16ng nay dé loai bd chét rén chua hoa tan, dé thu

dugc ché phim ¢6 cong thire (1) trong subt ding truc tiép.

Tét hon, néu ché phim c6 cong thirc (I), ké ca vi du cu thé cta n6 c6 cong thirc
(II), gdm c6 ché phim 16ng & dang cd dic, duge pha lodng trong thé tich nudc nhit

dinh dé thu dugc ché phdm ding tryc tiép d3 pha lodng.

Vi vy, sang ché ciing dé& cap dén ché phim khoéng dang 16ng ding @ phun 1én
14 c6 dang dam dic c6 cong thire (I), ké ca ché pham c¢6 cong thirc (IT), dugc pha lodng
trong thé tich nude gip tir 50 dén 10.000 14n, t6t hon néu thé tich nude gép tir 100 dén
5.000 1an, vi du thé tich nu6c gip tir 100 dn 1.000 14n hogc tir 400 dén 600 14n, dé cai
thién kha ning thich tmg ciia thyc vat d6i véi sy thay ddi cia cac diu kién moi

trudng.

Séang ché ciing dé cap dén ché phém khoang chét c6 dic c¢6 cong thuc (I), trong
d6 truée khi phun 1én 14, ché phim c6 cong thirc (I) dugce pha loding trong nudc véi ty
1¢ ché phim (I):nuéc hodc chit long nim trong khoang tir 0,1:500 (thé tich) dén
10:500 (thé tich), t6t hon néu nim trong khoang tir 0,5:500 (thé tich) dén 2:500 (thé
tich).

Trén thyc té, t6t hon 1a ché phim pha lodng néu trén dugc ap dung cho thuc vit

bang cach phan tan vao phén trén khéng ctia thuc vét, tt hon 13 bing cach phun [én 14.

Theo phuong 4n nhét dinh, ché phdm pha lodng néu trén dugc 4p dung bing
cach phan tan vao phan trén khong cia thuc vat véi lugng nim trong khoang tir 0,51

dén 201 trén mot hecta bé mit thuc vat can xir ly, t5t hon néu nim trong khoang tir 11
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dén 101 trén mot hecta bé mit thuc vat cAn xir ly, trong thoi gian m§t nam, trong mot

hodc vai lan.
Vi du thuwe hién sang che

Ngoai ra, sang che dugc thé hién bang céc hinh v& va vi du sau khong nham

muc dich gidi han sang ché.
A. Nguyén li¢u va cac phuong phap
A.1 Nguyén liu thuc vat

Céc cay con thudc kiéu sinh thai Arabidopsis thaliana Col 0 (wild) hoic kiéu

sinh thai NoO (biéu hién chuyén gen diu do aequorin canxi) 10 ngay tudi.

Céc cdy con dugc tréng in vitro trong dia Petri trén thach dinh dudng
(Murashige and Skoog MS méi trudng) hoic trén hdn hop dit trdng cdy trong chiu
hodc trong chiu Jiffy.

pé tréng cdy con in vitro, cac hat giéng Arabidopsis thaliana da dugc tiét trung

truge dugce trong theo hang, mdi hang c6 khoang 100 hat gidng.
A.2. Do dap ung canxi cla cdy con Arabidopsis thalian

Mot ngay truéce khi tién hanh do, 50 cdy con khoéng 10 ngay tudi duoc lay tir
moéi trudng in vitro va cho 3 cdy mdt vao dia Petri trong 500ul nuéc chira 2uM
coelentarazin, sau d6 1 trong béng t8i & nhiét d6 méi trudng qua dém. Vao ngay tiép
theo, viéc do dugc tién hanh bing méy do do sang bang c4ch chuyén mé 3 cdy con vao
dia Petri chira 1ml dung dich ché phim c6 cong thic (II1) véi ndng d6 da chon va bang
cach ghi tin hiéu dugc aequorin phét ra sau khi cho cay con tiép xic (bing cich ngam)
v6i san phim nay. Sau khi ghi tin hiéu trong thoi gian 15 phut, aequorin duoc loai bod
bang cach bom dung dich phan giai chira 100mM CaCl, d& hiéu chinh tin hiéu.

A.3. Do lugng H,0, dugce san xuit ciia cdy con Arabidopsis thalian
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Viée san xudt H,0, ciia cdy con Arabidopsis thalian 10 ngay tudi dugc dénh gia
bang huynh quang dugc tao ra béi qué trinh oxy hod luminol. Mé 3 ciy con dugc cho
vao dia Petri trong mdy do d9 sang, sau d6 huynh quang duoc danh gia trong thoi gian
10 phut sau khi bom méi truong phan tmg (20puM luminol, 4 don vi peroxidaza, SmM
Tris-HC1 pH=7,8) duoc bd trg 350mM manitol hodc 10pg/ml chitin, dugce sir dung &

day 1am chat d6i ching duong c6 kha ning giy ra viéc san xuit H,O,.

A.4. Do su phat trién cta 1€ cia cdy con duge trong in vitro duoc xit 1y so bd

bang ché phim c6 cong thirc (1)

Déi v6i mdi thir nghiém, mot hang ciy con 10 ngay tudi d& dugc xit Iy bing
cach phun ch_é phdm c6 cong thirc (II1) véi ndng do 2%, sau d6 dugce chuyén vao méi
truong binh thudong hodc mdi trudng gy ra stress (100mM NaCl hoic 350mM

Manitol). Sau d6, su phat trién cia r& dugc theo doi hing ngay.

A.5. Quan sat sy phét trién cia cay con Arabidopsis thalian trong cc diu kién

stress sau khi xir I so bd bing ché phim c6 cong thire (I)

Hat gibng Arabidopsis thaliana dugc trdng trong chau trén hdn hop dét trong
cdy, sau d6 dugc trdng trong phytotron (nhiét d6=22/20°C, chu ky sang/t6i 9/15, d6 4m -
70%) trong 10 ngay (4. thaliana).

Sau d6, cac cdy con nay dugc xir Iy bang cich phun 1én 14 bing nuéc (d6i
chimg) hoic ché phim c6 cong thie (1) véi ndng d6 2% trong nudce, sau d6 ching
dugc cho vao trong cdc diéu kién stress: stress do thim thiu (twéi hing ngiy bing
350mM manitol), stress do mudi (twdi bang 100mM NaCl) hogic stress do nudce (khong
tudi).

Sau d6 su phat trién ctia cdy con dugc theo ddi hing ngay cach chup anh.
Vi du 1: Diéu ché ché phim c6 cong thic (1)

Ché phdm c6 cong thire (I) duge didu ché theo cong thire (IIT) sau:
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- tdng nito amoniac (N%) 0,09%

- kali tinh theo K,0 (%). 4%

- magie tinh theo MgO (%) 0,45%

- natri tinh theo Na,O (%) 1,40%

- canxi tinh theo CaO (%) 0,05%

- tdng sulphat tinh theo SO; (%) 3,85%

- tng phospho tinh theo P,05 (%) 0%

- clorua C1 (%) 1,40%

- hydro cacbonat (% cia HCOs) 1,7%

- bo (%) 0,12%

- ddng (%) | 0,023%

- mangan (%) 0,00005%
- iot (%) 0,028%

- kém (%) 0,00005%
- skt (%) 0,0003

- nuéec v6i lugng da dén 100%

trong d6 ty 1¢ phan trim dugc tinh theo ty 1& phan trim theo khéi lugng so véi tdng

khéi lwong ché phim.

Ché phém c6 cbng thirc (II) dwgc didu ché theo quy trinh dugc téng két trong
the bang dudi day.

-23-



Thanh phin

Nudc 14y tir

voi

KI

NaCl

H;BO;
NaHCO;
MgCl,
K,SO,4
CuSO4 5H,0
(NH,),SO4

Téng

Luong mudi

(8

2.500,00

1,00
24,00
20,00
72,50
65,00
247,50
2,50
62,50

495,00

22334

Nong do cudi cung ciia mudi duge cho vao

€4))

0,40
9,60
8,00
29,00
26,00
99,00
1,00
25,00

198,00

Céc thanh phan khac nhau dugc cho vao nudc lay tir voi, & nhiét d0 moi

truong, sau d6 dung dich nay dugc tron k§ cho dén khi thu duge ché phim 1éng 6n

dinh.

Sau d6, loc ché phim 1ong nay dé thu dugc ché phidm hoa tan én dinh dung

truc tiép trong sudt co cong thirc (III). Pé loc, c6 thé sir dung gidy loc xenluloza khong

tan PRAT DUMAS® c6 dudng kinh 16 nim trong khoang tir 7 dén 10 micromet.

Trong c4c vi du sau, ché pham cé cong thirc (IIT) dugce sir dung véi cac ndng

dd pha lodng khac nhau trong nude 14y tir voi nim trong khoéng tir 0,01% dén 8,00%

(thé tich) va ché phim pha lodng thu dugc duoc st dung d& phun 1én 14.

Vi du 2: Do dép tng canxi cla ciy con Arabidopsis thalian khi sir dung ché phdm c6
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cong thuc (I) cho 14 ciia n6

Téc gia sang ché thé hién ring viéc st dung ché phdm c6 cong thirc (I11) gdy ra
cac dang bién thé cta canxi trong cac té bao, chimg minh ché phdm c6 cong thirc (II)
dugc thuc vat tiép nhan dudi dang tac nhan kich thich gy ra kha ning thich tmg trong

thuc vat.

Két qua dugc thé hién trén cac Fig. 1A va 1B, thé hién cac dang bién thé cua
canxi dugc gly ra trong cdy con Arabidopsis thalian 10 ngay tudibing ché phim co6
cong thirc (IIT) véi cac ndng d6 khac nhau (miii tén = thoi gian tiép xuc cta cy con

v6i séan pham nay).

Dé thyc hién viéc ndy, cdy con Arabidopsis thalian bidu hién gen aequorin
trong phén bao tan dugc st dung. Céc dung dich ché phdm c6 cong thire (I11) dugce pha
lodng v6i ndng do tir 0,01 dén 8% (thé tich) trong nudc dugce thir nghiém va déi ching
bang nudc duoc thyc hién. Khi cdy con dugc tiép xic v6i dung dich nay, su bién dbi
tin hiéu nhanh quan sat dugc dugc quy cho chinh su thao tic ctia ho (sé¢ co hoc) va

doc 1ap v6i ndng G0 san pham (di€u nay cling quan sat dugc voi doi chimg nuée).

Két qua nay chimg t6 ring ché phim c6 cong thirc (IIT) din dén déap Ung canxi
phu thudc liéu lugng kiéu kép, véi pic gifra thoi didm 30 gidy va mét phut sau khi cho
cdy con tiép xuc v6i san phim nay, tiép d6 13 pha trd lai ting buéc xudng ham lrong
gdc dbi véi dung dich pha loding c6 ndng dd nho hon 2% (thé tich) hoic trang thai on
dinh dugc kéo dai ddi vé6i cic dung dich pha lodng c6 ndng do 16n hon 2% (thé tich).
Can phai hiéu ring khi ndng d6 ctia ché phdm c6 cong thire (I1I) 16n hon 2% (thé tich),

dap ung canxi nhanh, manh va véi lugng tap dm cao.
Do d6, tir thir nghiém nay c6 thé két luan ring:

1) Ché phdm c6 cong thirc (III), mic du dugc pha rat lodng dén 0,01% (thé
tich), c6 tac dung kich thich ddi véi dép tmg canxi cia thyc vat. San phidm gay ra cac
dang bién thé ciia canxi trong phin bio tan t& bio bién thién theo ndng d va nhu vay

theo Iwgng ciia ché phim c6 cong thirc (I11) duge ap dung cho 14.
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2) Déi véi cac ndng dd 16n hon 2% (thé tich), dép tmg canxi c6 dic diém khac
v6i dap tng thu dugc cia céc ndng d6 nho hon 2%. Déi véi cac ndng d6 16n hon 2%
(thé tich), dap g canxi chit yéu c6 pha dn dinh (delta [Ca®*] > 0,5%), c6 thé kéo theo
cac dap (ing sinh hoc cudi cling khac nhau véi tin hiéu canxi "chit truyén tin thi hai"

nay.

Vi du 3: Nghién ciru tic dung trong thdi gian dai cta viéc 4p dung ché phim c6 cong

thtrc (I) cho 14 d6i vé6i dap tng canxi ctia cdy con Arabidopsis thalian véi sbe lanh

Pé xé4c dinh tic dung cua viée xir 1y so bd cdy con Arabidopsis thalian bing ché
phim c6 cong thirc (I11) dbi véi dap ng canxi dugc giy ra boi sdc lanh, ciy con 10
ngay tudi dugc phun dung dich chira 2% ché phim c6 cong thuc (IIT) hogc nuée (dbi
chirng) mot ngay trudc khi do. Khoang ba git sau khi xir 1y, cac cdy con nay duogc
gom va cho vao ti 4p trong coelentarazin qua dém, nhu mo ta trong phan Nguyén liéu
va cac phuong phap. Vao ngay tiép theo, ghi lai dép tng canxi gy ra trong nay cay

con do soc lanh.

Séc lanh, thu dugc bing cich ngdm cdy con trong nudc ¢ nhiét d6 4°C da dugce

biét 1a gy ra dap img canxi nhanh v manh trong thoi gian ngén.

Céc Fig. 2A va 2B thé hién két qua trung binh thu duoc trong hai day thir
nghiém doc 1ap dugc tién hanh ba ban, 24 va 48 giv sau khi xir 1y so bd bing ché
phim c6 cong thire (I1I).

Sau 24 gid, quan sat dugc su khac biét dang ké vé cuong do cia dép tng do
stress gdy ra phu thudc vao viéc xtr 1y so bd (bang ché phim c6 cong thice (IIT) hodc

nudc).

D3 phat hién ra ring viéc xir Iy bing ché phém c6 cong thirc (III) 1am tdng mot

cach dang ké dap tmg v&i lanh.

Trong dy thir nghiém thir hai, viéc xtr Iy bang ché phim c6 cong thuc (1IT) gay

ra su khir nhay dang ké vai lanh so véi thuc vét dugce xtr 1y béng nudc.
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Tuy thudc vao thir nghiém dugc xem xét, ché phdm c6 cong thirc (III) nhu vy
c6 tac dung khuéch dai hoic trc ché dap ung ma khong thé rat ra két luan vé tac dung
clia n6. Sau 48 gid trong hai diy thir nghiém, c6 thé thiy rd rang 13 viéc xt Iy bang

PRP khéng hé khéc biét so vai viée xir Iy bing nuée (di chimg).

Cubi ciing, két qua cia Vi du 3 chimng t6 rang viéc xir Iy so bd bing ché phim
c6 cong thire (TIT) v6i ndng d6 2% (thé tich) gy ra su thay dbi phan Umg dap g canxi
v6i sbc lanh cia thuc vat néu hop chét nay dugc 4p dung khong mudn hon tdi da 24

gio.

Vi dy 4: Nghién ciru tdc dung trong thoi gian dai ciia ché phim c6 cong thirc (1) dbi
vé6i viéc san xuat H,0, & cdy con Arabidopsis thalian dé dap tng véi sbc thAm thiu

hodc véi viéc xtr Iy chét gy tiét bing chit do vi sinh vat gdy bénh tao ra

Muc dich cta Vi du 4 nhim xéac dinh tic dung cua viéc xir 1y so bd cdy con
Arabidopsis thalian bing ché pham c6 cong thirc (IIT) dbi vé6i dap tmg H,0, dugc giy
ra boi séc thAm thiu hodc do chit gay tiét do vi sinh v4t ndm tao ra, 13 chitin. Chitin
dugc sir dung & day 1am chét ddi chimg duong d3 biét 13 giy ra viéc san xuit H,0, va
stress bét chudc do tac nhan gy bénh gly ra c6 kha nidng gay ra phan tng phong thu

doi voi mét trong sO cac gen danh dau san xuat H,O,.

Pé thuc hién didu nay, mot ngdy trudce khi do, cdy con 10 ngiy tudi duoc phun
dung dich chira 2% ché phim c6 cong thirc (III) hodc nudc (déi chimg). Vao ngay tiép
theo, viéc san xuit H,0, giy ra béi séc thdm thiu (Fig. 3) hodc chitin (Fig. 4) dugc
déanh gia trén c4c cdy con nay, nhu dugc mé ta trong phin Nguyén lidu va cac phuong

phéap.

Két qua dugc thé hién trén cc Fig. 3 va Fig. 4. C4c Fig. 3 va Fig. 4 thé hién
viéc san xuit H,0, & dép tmg vdi sbc thidm thdu (Fig. 3) hodc chitin (Fig. 4) ¢ cay con
Arabidopsis thalian duge xit Iy so bd 24 gi& truée d6 bang nude hodc ché phim c6
cong thirc (IIT) véi ndng d6 2% (thé tich).

Trong dép ng v6i manitol 13 stress bat chuée do nude, cudng do cia dép Ung
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quan sat dugc rat khac nhau. Cudng d6 do dugc trén cdy con dugc xtr 1y so bd bing
ché phim c6 cong thirc (III) nhé hon cudng dd do dugc & cy con duge xir Iy so bd
bang nudc. Tuy nhién, manitol khong giy ra viéc san xuit H,0, khac biét mot cach
dang ké voi két qua thu dugc béng cach 4p dung nude thay cho manitol trén thuc vat
truéc duge phun nuée (d6i chimg H,0) hodc duge phun ché phim c6 cong thac (1)
(PRP).

V& viéc san xudt H,0, duoc gdly ra béi chitin, cin hru ¥ ring & cdy con dugce xir
1y so bd bang ché phdm c6 cong thirc (IIT), chitin gy ra viéc san xut H,O, cao hon tir
4 dén 5 lan két qua clia cdy con dugc xir Iy so bd bing ché phim c6 cong thire (II)

nhung dugc G véi sy c6 mat cia nude (PRP).

Trong trudng hop cdy con duge xir 1y so bd bing nude va dugc kich thich bang
chitin, viéc san xudt H,0, khong khac dang ké viéc kich thich cing ciy con nay bang

nuée (d6i ching H,0).

Cubi ciing, két qua tir Vi du 4 chitng t6 ring viéc xir Iy so bd ciy con bang ché
phim c6 cong thirc (III) cb tac dung kich thich viéc san xuit H,0, dé dap Umg voi
chitin. Piéu nay chi ra rang cdy con dugc Xt Iy so bd bing ché phim c6 cong thuc (II)
co khé’ning gia ting phan tmg phong thi ctia ching dé d4p tmg v6i sy nhiém trung c6

thé bai chét gay bénh chira hoic tao ra chitin, nhu nim.

Vi du 5: Tac dung trong thoi gian dai clia ché phdm c6 cong thire (I) di véi qud trinh

phat trién ctia ré ciia cdy con Arabidopsis thalian dugc trong in vitro

Trong nghién ctru cta Vi du 5, cdy con Arabidopsis thalian dugc sinh trudng
trong dia thach dugc phun ché phim c6 cong thire (II1) v6i Iugng 2% (thé tich) hodc

nudc.

Ngay tiép theo, ciy con dugc chuyén vio dia méi chira moi truong binh thuong

hodc moi trudng gay ra stress chira 100mM NaCl hodc 350mM manitol.

Sau d6, d6 dai cta ré cai cia cdy con do dugc hing ngly.
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Fig. 5 thé hién két qua clia viéc do dugc tién hanh 24 gid sau khi chuyén, tir 20
dén 30 cdy con trén mdt mé. Mic du do dai rit khac nhau, quan sat thdy tac dung
chung rit dang ké (p<0,01) ciia san phim PRP-EPV dbi vdi su phét trién ca ré. Su gia
ting d9 dai clia 1é c4i & cdy con duge xir Iy so b bang ché phdm c6 cong thie (I1I) 16n
hon & cdy con di dugc xit Iy bang H,0, cho dii trong céc didu kién dbi ching (khong
gay stress) hoidc cac diéu kién stress (NaCl hoic manitol). Tir dd thi c6 thé thy r rang

1a cdy con dugc xtr Iy so bd chiu dugec stress tot hon ciy con doi ching.

Cudi cing, két qua ciia Vi du 5 ching t6 ring ché phdm c6 cong thuc (III) co
tac dung duong tinh d6i véi qué trinh sinh trudng cia ré cai. Su phét trién t6t hon

trong cac di€u kién stress 1lam cho sy chiu dung stress do nudc t6t hon.

Vi du 6: Tac dung trong thoi gian dai ctia ché phim c6 cong thirc (I) dbi v6i qua trinh

sinh truéng ciia cdy con Arabidopsis thalian dugc trdng trong chéu

Dé danh gia tac dung ciia ché phim c6 cong thire (II1) di voi kha nang chiu
dung cta ciy con Arabidopsis thalian véi cac stress khac nhau, thuc vat dugc trong
trong chau 10 ngay tudi dwoc xir Iy bang cach phun ché pham c6 cong thirc (I1I) vé6i
lugng 2% (thé tich) hodc nudc (dbi ching), sau d6 duoc twdi vio ngdy tiép theo bing
nuéc chira 350mM manitol (stress do thim thiu tai tao stress do nudc) hoac 100mM

NaCl (stress do mubi) hoic khéng tudi (stress do nudc).

Sau 2 tuin xir Iy stress, cic cAy con dugc tué6i theo cach binh thudng bing nuée
tinh khiét.

Quan sat thiy ring viéc xir 1y c¢6 tic dung nhu nhau dbi v6i qué trinh sinh
truéng clia cdy con cho dii chiing c6 duge xtr Iy bang ché phdm c6 cong thire (I11) hay

khoéng.

Trai lai, dudng nhu sau khi gdy stress do nuéc bing cich dimg tudi, su phuc
héi phat trién sau khi thity héa dugc cai thién & cdy con di duge xir I so bo bing ché
phém c6 cong thirc (II). Su phuc hdi dwoc ci thién nay rd rét hon nhidu sau 10 ngdy

thiy hoéa.
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Két luan: két qua ciia Vi du 5 chimg t6 ring viéc xir Iy so bd bing ché phim c6
cong thirc (I1T) cai thién sy phuc hdi ctia thuc vat sau khi bi stress do nu6c ning (céc

bd phén trén khong bi kho).
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YEU CAU BAO HO

1. Ché phim khoéng dang Iéng ding d& phun 1én 14, nhdm cai thién kha néng thich
ung cua thuc vat dbi vei su thay dbi cta cac diéu kién méi trudong, trong do ché phém

nay c6 cdng thic (I) sau:

tdng nito amoniac (N%):
kali tinh theo K,0 (%):
magie tinh theo MgO (%):
natri tinh theo Na,O (%):
canxi tinh theo CaO (%):

téng sulphat tinh theo SO; (%):

téng phospho tinh theo P,0s (%):

clorua CI (%):

bicacbonat (% cia HCO3)f
bo (%):

d@)ng (%):

mangan (%):

iot (%):

kém (%):

sit (mg/kg):

nudc:
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tir 0,08% dén 2%
tir 3% dén 6%

tir 0,4% dén 0,8%
tir 1% dén 2%

tir 0% dén 0,5%
tir 3% dén 6%
0%

tir 1% dén 2%

tir 1,2% dén 3,0%
tir 0,1 &n 0,2%

tir 0,018% dén 0,03%

tir 0,00005% dén 0,006%

tir 0,02% dén 0,04%
tir 0,00005% dén 0,006%
tir 0,0002 dén 0,003

v6i lugng da dén 100%
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trong d6 ty 16 phan trim 1 ty 18 phén tram theo khébi luong so véi tdng khéi lwrong ché

phim.

2. Ché phim theo diém 1, trong d6 kha niing thich img cuia thuc vat d6i véi stress sinh

hoc hodc stress khong phai sinh hoc dugc cai thién.

3. Ché phdm theo diém 2, trong d6 stress khong phai sinh hoc dugc chon tir nhém bao
gém stress do nudr, stress do thim thau, stress do nhiét, stress do tiép xuc qua lau véi

birc xa ion héa hoic phi ion héa, sy thiéu hut dudng chit, stress do chit doc gdy ra.

4. Ché phim theo diém 2, trong do stress sinh hoc dugc chon tir nhém bao gdm vi

khuan, virut, nam, sinh vt &n thyc vit, con tring va mam bénh.

5. Ché phém theo diém bét ky trong sb cac diém tir 1 dén 4, trong d6 ché phim c6

cong thire (I) cling 1am ting su phat trién r& cua thyc vat.

6. Ché phim theo diém bét ky trong s6 cac diém tir 1 dén 5, trong d6 truée khi phun
1én 14, ché phdm c6 cong thire (I) dugc pha lodng trong nuéc hogc trong chit 1ong véi
ty 18 ché phdm c6 cong thirc (I):nude hodc chét 16ng ndm trong khoang tir 0,1:500 (thé
tich/thé tich) &n 10:500 (thé tich/thé tich).

7. Ché phém theo diém 6, trong d6 ché phim c6 cong thuc (I) dugc pha loang trong
nuéce hodc trong chit 16ng véi ty 16 ché phdm c6 cong thtrc (I):nuéc hoic chat 1ong

nim trong khoang tir 0,5:500 (thé tich/thé tich) dén 2:500 (thé tich/thé tich).
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