PAI HQC THAI NGUYEN

TRUONG PAI HQC SU PHAM

Nghien ciru chuyén gen ma hoa protein
expansin 1 lien quan den sw kéo dai ré vao

giong ddu twong DT84

DANG VAN HA

Nguwoi huwéng din: GS. TS Chu Hoang Mdu

Thai Nguyén 2015

So hoa bai Trung tam Hoc liéu - DHTN 1 http://www.lrc-tnu.edu.vn/




MO PAU

1. Pit van dé

Bién ddi khi hau toan cdu dang dién bién hét stc phirc tap va anh
huong nghiém trong dén cac nudc trén thé gidi trong d6 co6 Viét Nam. Tinh
trang néng 18n cua trai dat cling duoc dy doan sé gay tac dong rat 16n dén céac
nuéc dang phét trién. Nhitng nudc ¢6 hé thong ndong nghiép chiu chi phdi 16n
tir diéu kién thoi tiét, noi nhiét do chi ting chut it ciing 1am giam dang ké san
luong nong nghiép. Tinh trang khan hiém nudc, c6 thé lam giam khoang 70%
san luong cay nong nghiép, trong d6 cd cdy dau tuong. Cay dau tuong
(Glycine max (L.) Merrill) 1a mot loai cay trong thudc ho dau, 1a ciy trong
ngan ngdy c6 gia tri cao vé mat kinh té, dinh dudng va 1 cay cai tao dat. Tuy
nhién dau tuong 1a cay twong d6i man cam vai diéu kién ngoai canh va thuoc
nhém cay chiu han kém. Chinh vi vy tuyén chon gidng dau twong c6 kha
ning chiu han thich ung voi diéu kién han han va thiéu nudc 1a nhiém vu

chién lugc caa nganh chon giéng dau tuong.

Hai co ché chinh lién quan dén kha nang chiu han cua thyuc vat 1a su diéu
chinh ap sut thAm thau va su phat trién manh cta bo 1é. BO ré 1a co quan
quan trong cua cdy thyc hién nhiém vu 1ay nudc cung cdp cho cac hoat dong
séng va phat trién cta co thé thuc vat. Co thé thuc vat thich ung voi han béng
cach phat trién 1& coc theo chiéu dai vuon téi cac 10p dat sdu hon dé hat nudc
dé dang hon, dong thoi hé thong ré con phat trién mé rong theo bé ngang co
thé thich ung tot v&i viée tim kiém dinh dudng khoang va nudc trong long

dat.

Expansin 1a mot ho protein tic dong trong viéc kéo gian cua thanh té

bao thuc vat va dugc coi 1a mot protein chu yéu anh huong dén sy mé rong
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cua té bao thuc vat. Cac két qua nghién cau cho thiy gen expansin ¢ ciy dau
twong dong mot vai trd quan trong trong viéc kéo dai ré cua cay dau tuong,
lam tang su phat trién ca ré chinh, ca ré bén. Do vay tiép can nghién ciru theo
huéng ting cudng mic do biéu hién cua gen GMEXP1 & cdy dau tuwong bang
ki thuat chuyén gen s& 1a giai phap céng nghé trong nghién ciru tao giéng dau
tuong chiu han. Xuat phét tir Iy do trén chung t6i da xay dung va nghién ctu
dé tai: “Nghién cizu chuyén gen mi héa protein expansin 1 lién quan dén
sw kéo dai ré vao giong diu twong DT84”.
2. Muc tiéu nghién ctu

Tao duoc dong cdy chuyén gen chtra gen ma héa protein expansin 1 tir
giong dau twong DT84.
3. N¢i dung nghién ciru
3.1. Nghién ctru chuyén céu trac mang gen expansin 1 (GmEXP1) thong qua
lay nhiém A. tumefaciens vao md nach 14 mam hat chin gidng dau tuong
DT84,
3.2. Nghién ctru tai sinh in vitro, chon loc cac dong cay dau tuong chuyén
gen;
3.3. Phan tich su c6 mat cua gen chuyén GmEXP1 trong cac dong cay chuyén
gen ¢ thé hé T, bang k§ thuat PCR.

Chwong 1
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TONG QUAN TAI LIEU

1.1. CAY PAU TUONG
1.1.1. Pic diém sinh hoc cia ciy diu twong

Pau tuong c6 bd NST 2n = 40, tén khoa hoc la Glycine max (L)
Merrill, thuoc chi Glycine, ho dau (Fabaceae), ho phu canh budm
(papilionideae) va bo Phaseoleae. Pau tuong 1a mot trong s6 nhiing cay trong
cd lich sir 1au doi nhét cia loai nguoi.

Dua vao su da dang vé hinh thai cua hat, Fukuda (1933) va nhiéu nha
khoa hoc di thong nhat cay dau twong cd ngudn goc tir ving Man Chau
(Trung Qudc) xuét phat tir mot loai dau twong dai, than manh, dang day leo,
c6 tén khoa hoc l1a Glycile Soja Sieb va Zucc. Tir Trung Québc dau twong duoc
lan truyén sang cac nuéc Pong Nam chiu A va dan lan rong trén khip thé
gidi, dugce nong dan cac nude chau A coi ddy 1a mot trong cac cay trong chinh
[12].

Cay dau tuong thudc loai cdy than thao, 1a loai cdy trong can thu hat

bao gom cac bo phan ré, than, 14, hoa, qua va hat.

R& dau tuong gdm ré céi va nhiéu ré con, ré cai an sau 20-30 cm nhung
& d6 sau 7-8cm ré cdi chi to bang ré con. R& con tap trung nhiéu & do sau 6-
20cm va phat trién doi dao. RE phat trién manh vé ca chiéu ngang va do sau,
cac ré moc sau phat trién vé chiéu ngang. O do sau 2-3cm khi gap phai ré cay
bén canh thi chuyén hudéng an sau xudng dat. Ré cay dau tuong khac vai ré
cay hoa thao 1a c6 ré& chinh va ré phu, ré chinh c6 thé an sau 30-50 cm va c6
thé trén 1m. Trén ré chinh moc ra nhiéu ré phuy, r& phu cap 2, cap 3 tap trung

nhiéu ¢ ting dét 7- 8cm, rong 30- 40cm?. Trén ré chinh va ré phu ¢d nhiéu ndt
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san. Trén bo ré cua ciy dau twong co rat nhiéu ndt san, d6 1a cac u budu nho
bam vao céc ré&. N6t san 1a két qua cong sinh caa mot sé loai vi sinh vat c6 tén
khoa hoc 12 Rhizobium Japonicum véi ré ciy ddu twong. Trong 1 nét san co
khoang 3- 4 ti vi sinh vat ma ta chi c¢d thé nhin thay ching qua kinh hién vi
phong dai tir 600- 100 1an nén dau tuwong c6 vai tro cai tao dat rat tot, 1 ha

trong dau twong néu sinh trudng phat trién tot dé lai trong dat tir 30-60 kg N.

Qua trinh hinh thanh nét san: Trong dat luén c6 nhiéu loai vi sinh vat
thuong tap trung xung quanh bo ré, mit khac xung quanh ré do canh tac tao
diéu kién dat dai thuan loi cho vi sinh vat phat trién. Cay ho dau diéu tiét ra
cac chat nhu gluxit, duong galacto... da hap din cac loai vi sinh vat trong d6
c6 Vi sinh vat ndt san vao ré cay ho dau. NGt san phat trién dén mot giai doan
nhit dinh thi cd dinh dam. Ban than ndt san hat N con vi sinh vat nhu chét
xuc tac, khi gia vi sinh vat di ra ngoai. N6t san ¢ ré dau tuong thuong tap
trung & tang dat tir 0-20cm, ndt san it dan va sau hon nita thi c6 it hoic khéng
c6. N6t san dong vai tro chinh trong qué trinh ¢b dinh dam. Nt san c6 thé dai
lecm, duong kinh 5-6mm, mai hinh thanh c6 mau trang sira, khi tot nhat c6

mau hdng (mau globulin ¢ ciu tao gan gibng hemoglobin trong mau c6 Fe).

Bo ré phan bd sau, rong hay hep, s6 luong nét san it hay nhiéu phu
thudc vao giong, dat dai, khi hau va k¥ thuat trong. Qua trinh phét trién cua
bo r& ¢o thé phan ra 1am 2 thoi ky.

Thoi ky thi nhat: Phét trién ré dau tién, thoi ky nay ré cai va ré phy dau tién
phét trién manh, kéo dai ra va sinh ra nhiéu ré con, thoi ky nay thuong kéo dai

tur 30-40 ngay sau moc.

Thoi ky thi hai: Lop ré dau tién phat trién cham dan, ré con khong nhu ra
nira, tham chi ¢ mot sb ré con bi kho di. Lac nay gdc than gan ¢b ré c6 cac

ré phu nho kéo dai ra va phat trién cho tai gan thu hoach. Sé lugng cé thé 30-

So hoa bgi Trung tdm Hoc liéu - BPHTN 5 http://www.lrc-tnu.edu.vn/




40 r& phu an & gan mat dat. Lop ré ndy 6 nhiém vu cung cip day da chét

dinh dudng cho su phat trién caa than, 14 va 1am qua.

Than cdy dau twong thudc than thao cé hinh tron, trén than c6 nhiéu
ldng nhé. Than khi con non ¢6 mau xanh hoic tim, khi vé gia chuyén sang
mau nau nhat, mau sac caa than khi con non c6 lién quan chat ché véi mau
sic cuia hoa sau nay. Néu than luc con non c6 mau xanh thi hoa mau tring va
néu khi cdy con non than c6 mau tim thi hoa mau tim do. Than trung binh c6
14-15 16ng, cac 16ng & phia dudi thuong ngan, cac 16ng & phia trén thuong
dai(vi nhiing 16ng phia trén phat trién tir ngay 35- 40 tré di vao luc ciy dang
sinh truéng nhanh nén long thuong dai). TUy theo gidng va thoi vu gieo ma
chiéu dai 16ng c6 su khac nhau thuong bién dong tir 3-10cm. Cay dau tuong
trong vu hé c6 16ng dai hon vu xuén va vy dong. Chiéu dai caa 16ng gop phan
quyét dinh chiéu cao cua than. Than cdy dau tuong thuong cao tir 0,3-1,0m.
Gidng dau twong dai cao tir 2- 3m. Thuc té ciling c6 nhiing gidng khong co
16ng to. Nhitng giéng c6 mat do 16ng to day, mau sdm c6 suc khang bénh,
chiu han va chiu rét khoe. nhitng giong khong co 16ng to thudng sinh truéng
khéng binh thuong, sac chéng chiu kém. Than c6 16ng to nhiéu hay it, dai hay
ngan, day hay thua 1a mot dac diém phan biét cac gidng véi nhau. Cin ctr vao
su sinh trudng va dic diém cua than nguoi ta chia ra 1am 4 loai: (1) Loai moc
thang: than cimg, duong kinh than 1én, than khéng cao lam, dét ngan, qua
nhiéu tap trung thuong 1a nhiing gidng ra hoa hitu han. (2) Loai bo: than chinh
phan canh rat nho, mém, pha trén bé mat dat thanh dam day, than rat dai, dot
dai, qua nho phén tan. (3) Loai nua bo: la loai trung gian gitra hai loai moc
thang va moc bo. (4) Loai moc leo: than nho rat dai, moc bo dudi dat hay leo
l&n gié thé khac.

Cay dau tuong c6 3 loai la: L4 mam (14 t diép), 14 mam mé&i moc ¢6

mau vang hay xanh luc khi tiép xdc véi anh sang thi chuyén sang mau xanh.
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Hat gidng to thi & mam cht:a nhiéu dinh dudng nudi cdy mam, khi hét chat
dinh dudng 14 mam kho héo. La nguyén (1a don), 14 don xuat hién sau khi
moc tir 2-3 ngay va moc phia trén 14 mam. La don moc d6i xtng nhau, 14 don
to xanh bong 12 1a biéu hién cay sinh truong tdt, 14 don to xanh dam biéu hién
ciia mot giong c¢6 kha niang chiu rét, 14 don nhon gon séng la biéu hién cay
sinh truéng khong binh thuong. L& kép, moi 1a kép 6 3 1a chét, cd khi 4-5 14
chét. L4 kép moc so le, c6 mau xanh tuoi, khi gia bién thanh mau vang nau.
Ciing c6 gidng khi qua chin 14 van giir duoc mau xanh. Phan 16n 1a c6 nhiéu
16ng to. La c¢6 nhiéu hinh dang khac nhau tly theo giong. Nhitng giéng 14 nho
va dai chiu han khoe nhung thuong cho ning suét thap, nhiing giéng 14 to
chiu han kém nhung thuong cho ning suit cao hon. Néu hai 14 kép dau to va
day thuong biéu hién gidng c6 kha nang chdng chiu rét. Sé lugng 14 kép nhiéu
hay it, dién tich la to hay nho chi phdi rat nhiéu dén ning suat va phu thudc
vao thoi vu gieo trong. Cac la mam ¢ chim hoa nao giir vai trd chii yéu cung

cap dinh dudng cho chim hoa ay.

Hoa dau tuong nho, khong huong vi, thugc loai hoa dong chu ludng
tinh trong hoa c6 nhi va nhuy, mdi hoa gom 5 14 dai, 5 canh hoa c6 10 nhj va
1 nhuy. Mau sic cta hoa thay ddi tuy theo gidng va thuong c6 mau tim, tim
nhat hoic trang. Pa phan cac giéng c6 hoa mau tim va tim nhat. Hoa phat sinh
& nach 14, dau canh va dau than. Hoa ra nhiéu nhung ty & rung rat cao khoang
30% c6 khi 18n toi 80% [1].

S6 qua bién dong tir 2 dén 20 qua & mdi chim hoa va cd thé dat téi 400
qua trén mot cdy. Mot qua chua tir 1 t6i 5 hat, nhung hau hét cac giéng qua
thuong tir 2 dén 3 hat. Hat dau tuong c6 nhiéu hinh dang khac nhau: Hinh
tron, hinh bau duc, tron det,... Giéng c6 mau vang gia tri thuong pham cao.
Trong hat, phoi thuong chiém 2%, 2 14 tir diép chiém 90% va vo hat 8% tong
khdi luong hat. Hat to nho khac nhau tuy theo gidng, khdi lugng mot nghin
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hat thay d6i tir 20-400g trung binh tir 100-200g. Chu ki séng cua cay dau
tuong duoc chia ra 5 giai doan phét trién 1a giai doan nay mam — cay con; giai
doan sinh truong than, 14; giai doan ra hoa; giai doan hinh thanh qua, hat va

giai doan chin [1].

Giai doan nay mam: Cay con duoc tinh tir khi gieo hat giéng xudng dat,
hat hit 4m truong 1én, r& moc ra, than vuon 1én doi hai 14 mam 1én khoi mit
dat, 14 mam xoe ra, than mam tiép tuc phat trién thanh than chinh. Trong giai
doan nay cay con chu yéu song dua vao nguon chat dinh dudng dy trix ¢ hai 14
mam, dén khi hét chat dinh dudng cac 1a mam nay chuyén dan sang mau vang
roi rung va dong thoi cung lic d6 ma bo ré phat trién du kha ning hat nude va
chat dinh dudng dé nudi cdy. Giai doan nay dai hay ngan tly thuoc & diéu
kién ngoai canh. Néu gieo vao vu hé thi giai doan ndy ngan hon giai doan &
vu dong. Thong thuong thoi gian nay khoang 15- 20 ngay sau khi gieo. Thoi
ki nay chinh Ia thoi ki quyét dinh mat do cua ciy con cling nhu stc sinh

trudng cua cay dau tuong sau nay.

Ké tir khi ciy con ra dugc 1- 2 14 kép thi bat dau giai doan sinh truéng
cua than va 14 kéo dai toi khi cay bat dau ra hoa. Thoi ky dau cua giai doan
nay cdy con sinh truong rat cham, trong khi d6 ré cia nd lai phéat trién nhanh
ca vé chiéu sau 1an chiéu ngang, cac nét san dugc hinh thanh va phat trién,
m& dau cho hoat dong cb dinh dam khi troi dé cung cap cho cdy. Dén thoi ki
cay chuan bi ra ny, ra hoa thi tdc do sinh truong cua cay ting 1én nhanh.
Chinh Iic nay 1a mau chét dé tao ra than cay to, map, cac dot ngan. Giai doan
nay dai hay ngan ciing tuy thudc vao gidng, thoi vu, diéu kién ngoai canh,

nhung no6i chung vao khoang 20- 40 ngay.

Khéac véi mot sd cdy khac 1a cay dau tuong khi d3 ra hoa thi cac bo

phan khac nhu ré, than, 14 van tiép tuc sinh truong va phat trién. Giai doan
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nay sinh truéng dai hay ngan tiy thudc vao dic tinh cua gidng la chin sém
hay muon. Thoi ki ndy cdy dau twong rat man cam véi diéu kién khi hau thoi
tiét bat thuan nhu mua to, gio 16n, kho, néng,... lic d6 mic du sé hoa cua moi
cay c6 rat nhiéu nhung két qua cudi cling 1a s6 hoa dugc thu phan va két qua

s& rat it, vi thong thuong 75% s6 hoa thudng bi thui va rung

Qua dau tuong dau tién dugc hinh thanh trong vong 7-8 ngay ké tir ltc
hoa nd. Trong diéu Kién binh thuong sau khoang 3 tuan 1& 1a qua phat trién
day du. Luc cac chim qua non da xuat hién thi cac chat dinh dudng trong 14
dugc van chuyén vé nudi hat 1am cho hat nay mam. Vao thoi ki nay su sinh
truong cua cdy cham lai dan. Cac yéu té nhiét ¢, do am... trong giai doan nay

s& co tac dong rat Ion dén toc do phat trién cua qua va hat.

Khi hat da phat trién dat dén kich thudc ti da, cac khoang hat da kin,
qua da du may thi cay nging sinh truong. Khi cac hat da ran dan va dat dén
d6 chin sinh 1y vé hat c6 mau sac dic trung ciia giéng, con vo qua thi chuyén
dan sang mau vang, vang tro, xam, 14 cua cay ciing chuyén dan sang Ua vang
va rung dan. Ham luong dau trong hat duoc 6n dinh sém vao thoi ki hat dang
phat trién nhung ham luong protein thi van con chiu anh huéng cua diéu kién
dinh dudng cua cay cho dén cudi thoi ki cua qué trinh chin.

1.1.2. Gia tri kinh té ciia cAy ddu twong

Pau tuong 1 thyc pham giau gia tri dinh dudng. Hat dau twong chia:
8% nudc, 5% chat vo co, 15-25% glucose, 15-20% chat béo, 35-45% chat
dam véi du céac loai amino acid can thiét (isoleucin, lysin, metionin, pheny
lalanin, tryptophan, valin) va nhiéu nguyén t4, khoang chit, Ca, Fe, Mg, P, K,
Na, S, cac vitamin A, B1, B2, D, E, F, c&c enzyme, s&p, nhua, cellulose.

Gia tri kinh té dau tuong trong néng nghiép: Pau twong 1a ngudn thic

an tot cho gia stc 1kg hat dau twong twong dwong véi 1,38 don vi thuc an
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chan nuéi. Toan cdy dau tuong (than, 14, qua hat) c6 ham luong dam khé cao
cho nén céc san pham phu nhu than, 14 twoi c6 thé 1am thic dn gia stc tdt vi
né cé thanh phﬁn dinh dudng kha cao nhu N: 6,2%, P,0s: 0,7%, K,0: 2,4%.

Gia tri kinh té dau twong trong cong nghiép: Pau twong 1a nguyén liéu
cua nganh cdng nghiép khac nhau nhu ché bién cao su nhan tao, son, muc in,
xa phong, chat déo, to nhan tao, chat 6t nong, dau bdi tron trong nganh hang
khong nhung chu yéu dung dé ép dau. Hién nay trén thé gisi dau tuong 1a ciy
dung dau vé cung cap nguyén liéu cho ép dau, dau dau tuong chiém 50% tong
lwong dau thuc vat. Pac diém caa dau dau twong 1a kho cham, chi sé iod cao,
ngung tu tir -15°C dén 18°C. Tir dau ngudi ta ché ra hang tram san pham cong

nghiép khac nhu 1am nén, xa phong....

Ngoai ra cdy dau tuong con cé gia tri cai tao dat. Pau tuong 13 cay luan
canh cai tao dat tdt, 1ha trong dau twong néu sinh truong tét dé lai trong dat tir
30-60kg N. Néu bd tri cay dau tuong vao co cau cay trong hop ly sé co tac
dung tot ddi véi cy trong sau, gop phan ting nang suat ca hé théng cay trong
va giam chi phi cho viéc bon N. Than 14 dau tuong dung bon ruéng hay phén
hitu co rat t6t boi ham luong N trong than chiém 0,05 %, trong 14 chiém 0,19%
[1], [12].

1.1.3. Tinh hinh san xuit dau twong trén thé gi¢i va trong nuéc

Pau tuong 1a cay trong lay hat, cdy c6 dau quan trong bac nhat trén thé
gioi, dung hang tha tu sau cay lda mi, laa nudc va ngd. Do kha nang thich
ing rong nén nod da duoc trong ¢ khip nam chau luc, nhung tap trung nhiéu
nhat & chau My trén 70%, tiép dén la chau A.

Theo s6 liéu thong ké chinh thac, Argentina nién vu 2013- 2014 dién
tich gieo trong dat 20,3 triéu ha, cao nhat tir trudc téi nay, nhung giam so voi

murc 20,8 triéu ha ma chinh pha du bao trude d6, do han han anh hudng toi
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