MO DAU

1. PAT VAN DPE

Cay dau xanh (Vigna radiata (L.) Wilczek) 1a moét loai cay cong nghiép
quan trong ciia nén nong nghiép chau A. Cay dau xanh duoc trong chu yéu lay
hat dé ché bién thirc an. Pau xanh con duge xem nhu 13 mot thir duoc lidu qui
co tac dung giai doc, thanh nhiét, bot sung phu, diéu hoa ngil tang, chira bénh
cho con ngudi. Hat dau xanh con 1a mot mat hang nong san xuat khau cé gia tri.
Ngoai ra, san pham phu cta cdy dau xanh duoc dung 1am thirc dn cho gia stc.
Tré)ng dau xanh con c6 tac dung chéng x6i mon, cai tao dat. Hé ré cua cay dau
xanh c6 nét san chira vi khuan c6 dinh dam. Trong d4u xanh khong nhing
mang hi¢u qua vé mat kinh té va dinh dudng ma con c6 tac dung cai tao dat [6],
[8].

Hat dau xanh c6 chtra protein, lipid, glucid va nhiéu loai chat khoang
cung cac loai vitamin. Chat lugng protein cua dau xanh dugce danh gia dua trén
chi tiéu quan trong 1 thanh phan amino acid. Protein dau xanh chua day di cac
loai amino acid khéng thay thé. Nghién ctru ham luong cac loai amino acid
khong thay thé va cac loai amino acid gidi han trong protein dat dinh dudng ciia
FAO/WHO la mot trong cac hudng chién lugc trong chon tao giéng dau xanh
chét luong cao hién nay.

O Viét Nam, cdy dau xanh dugc phan bd & nhiéu vung dia i khac nhau
trong ca nudc. Cac giéng ddu xanh hién nay dang trong ¢ nudc ta c6 2 ngudn
géc chinh: mot 1a cac giéng nhap tt AVRDC, qua chon loc, lai tao, tuyén chon,
hai 14 cac giéng duoc ngudi néng dan chon loc theo phuwong phép truyén thong

qua nhiéu nam tai cac dia phuong.
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Trong nhitng nim gan day, dién bién khi hau cua nudc ta ngay cang phirc
tap, luong mua phan bé khong déu gitta cac ving va cac thoi ki trong nam, han
han kéo dai cung véi su bién d6i cua cac yéu té méi trudng khac da tac dong
bét lgi dén su sinh trudng va phat trién, lam giam niang sudt va chat luong hat
dau xanh, gay suy giam kha nang chéng chiu cta cay ddu xanh.

Pau xanh 1a loai cay tuong d6i man cam véi diéu kién ngoai canh va thudc
nhom cay chiu han kém. Vi vay, viéc tuyén chon giéng dau xanh c6 chat lugng
cao, co kha nang chiu han la yéu cau thyuc tién dit ra cho nganh chon giéng dau
xanh.

O Viét Nam, nhitng nghién ctru trén ddi twong dau xanh ciing di va dang
duoc tién hanh. Céc noi dung dugc dé cap dén 1a: chon tao giéng thich nghi véi
thoi vu va diéu kién sinh thai, nghién ctru quy trinh trong va cham séc dau xanh
thich hop, danh gia chat luong hat va mot s6 dic diém héa sinh, phan 1ap gen
lién quan dén kha ning chiu han,... Muc tiéu chung trong coéng tac chon giéng
dau xanh la: giéng niang suat, chat luong cao, chin tap trung, chdng chiu tbt voi
diéu kién bat loi ctia moéi trudng [7], [10, [13].

Niing cong tr inh nghién ciru vé cay dau xanh trén thé gii va ¢ Viét Nam
va ngdy cang nhiéu. Mic du vay, su hiéu biét vé gen lién quan dén kha ning
chiu han ctia dau xanh van con 1a giéi han. Van dé can dit ra 1a can tim hiéu
modi quan hé gifta ddc diém sinh 1y, hoa sinh va sinh hoc phén tir lién quan dén
tinh trang chiu han cua cdy dau xanh. Trén co s& d6 c6 dinh hudng cho cong tac
chon gidng va cai tao gidng phu hop nhim tao duoc cic gidng ddu xanh c6 kha
nang chiu han tt.

Tinh chiu han ¢ thyc vét thuong 1a két qua cua nhiéu co ché dap tng stress
cung hoat dong dong thoi. Gan ddy, c6 mot sd nghién ctru di phan 1ap gen lién

quan dén tinh chiu han & thuc vat, trong s6 d6 co dé cap dén gen cystatin.
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Cystatin 1a chat e ché c6 ban chit protein. Su biéu hién cta cac gen cystatin
thuong trong diéu kién han, lanh, min va & céc pha riéng r€ ctia qué trinh sinh
treong, phat trién caa thuc vat [17], [20], [21]. Pernas M. va cs (2000) cho ring
khi ré ciy dé (Castanea sativa) gip lanh, séc mudi, stress néng thi mic do
phién mi ting manh & ca té bao ré& va té bao 14, cystatin & cdy dé khong chi lién
quan dén phan tmg ty vé v6i cac mam bénh va sau hai ma con lién quan dén
kha nang chong lai tic dong bat loi cia mdi truong [34].

Xat phat t U nhitng li do trén chung toi di tién hanh d¢é tai: “Panh gia chat
lwong hat, kha ning chiu han va phan lap gen cystatin ciia mét so gidng
dau xanh (Vigna radiata (L.) Wilczek)”.

2. MUC TIEU NGHIEN CUU

- Péanh gia chét lugng hat ctia mot s6 gidng dau xanh trén phuong dién hoa sinh.
- So sanh kha ning chiu han ctia mot sé giong ddu xanh ¢ giai doan cdy non va
phan 13p, xac dinh trinh tu gen cystatin & mot sb giéng dau xanh c6 mic do chiu
han khac nhau.

3. NOI DUNG NGHIEN CcUU

- Phan tich mot s6 dic diém hinh thai hat nhu: mau sic vo hat, mau gdc than va
khéi lwgng 1000 hat ctia 7 gidng ddu xanh.

- X4c dinh ham luong protein, lipid va thanh phan amino acid trong hat & 7
giéng dau xanh.

- Nghién ctru tac dong cua han dén cdy dau xanh non & giai doan 3, 5,7, 9, 11
ngay tudi.

- Tach chiét DNA tdng sb.

- Sir dung k¥ thuat PCR dé nhan gen cystatin tir cac giéng dau xanh.

- Chon dong gen va tach plasmid mang gen cystatin.

- Boc trinh tu gen cystatin cia 2 giéng dau xanh: mot giéng chiu han tot va mot
gidng chiu han kém.
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Chuong 1. TONG QUAN TAI LEU

1.1. CAY PAU XANH
1.1.1. Nguodn goc, phan loai, dic diém sinh hoc va gia tri kinh té ciia cay
dau xanh

bau xanh c6 tén khoa hoc 1a Vigna radiata (L.) Wilczek (2n=22). Trong
lich st phan loai, dau xanh con c6 tén 1a Phaseolus radiatus hay Phaseolus
aureus Roxb. Pau xanh co nguén géc tr An Do, phan bd rong ¢ cac nudc thudc
chau A, Pong Nam A hodc khu vuc Pong Duong va Myama sau d6 n6 duoc
mang t6i hau hét cac chau luc khac.

Cay dau xanh thudc ho Fabaceae chi Vigna, chi phu Ceratotropis. Hién
nay, chi Vigna duoc biét t6i co 7 chi phu: Vigna, Plectotropis, Ceratotropis,
Lasionspron, Sigmoidotropis, Haydonia, Macrohynchus. Trong d6, dau xanh la
mot trong s 16 loai ctia phan chi Ceratotropis [6], [14] .

Bén canh nhiing cdy luong thuc nhu laa, ngd, lac... thi ddu xanh cling 1a
loai cdy trong co gia tri kinh té cao, §i nhiéu th anh phan quan trong chira trong
hat dau xanh nhu protein, glucid, cac loai vitamin, cac loai khoang chit. Vi thé,
dau xanh dugc con nguoi st dung v6i nhiéu muc dich khac nhau. Mdi ving
mién ¢ Viét Nam c6 nhimg cach ché bién riéng dé tir dau xanh tao ra cic mén
an dac san. Ngoai ra, dau xanh con co thé dugc st dung lam thudc chira bénh...
Hé théng ré cua dau xanh co nhiing ndt san, trén ndt sdn ¢ chira cac vi khuan
¢ dinh dam gitp tang gia tri dinh dudng cho dat [3], [8].

bau xanh Ia cay tréng can thu qua va hat, bao gém cac bo phan ré, than,
14, hoa, qua. Cay dau xanh la cay than thao, moc théng dimg hodc hoi nghiéng,
than yéu c6 16p 16ng min mau nau sang, chiéu cao trung binh tir 40-70 cm,

duong kinh trung binh tir 8-12 mm. Than cdy gébm 7- 8 d6t. Than phan canh
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mudn va trung binh c6 tur 2-5 canh, mot $6 giéng c6 9, 10 canh phu thudc vao
gidng va diéu kién cham séc.

L4 dau xanh 1a 14 kép moc cach, 14 chét c6 3 thuy voi nhiéu hinh dang nhu
ovan, thudén dai, ludi méc. Trén than chinh ctua cay c6 7-8 14. Khi cay co 14 th
5 nu hoa dugc hinh thanh. Hoa dau xanh 1a hoa ludng tinh, moc thanh chum
trén truc hoa. Hoa dau xanh thuong nd rai rac nén nguoi ta chia hoa dau xanh
thanh 3 nhom chinh:

- Nhém ra hoa khong tap trung: Hoa nd lién tiép trong 30 ngay.
- Nhém ra hoa tap trung: Hoa nd kéo dai trong 16 ngay tré lai.
- Nhom ra hoa trung gian: Hoa né trong vong 16-30 ngay.

Dén tich cta cac 14 ting tir 14 d wéi 1én cac 14 giira than roi giam déan 1én
cac 14 phia ngon. S 14 va hinh dang 14 thay d6i tuy giéng, dat trong va thoi vu
[6]. Chi sb dién tich 14 (m” 14/m” dat) c6 anh hudng 16n dén hiéu suat quang hop
va nang suit thu hoach.

Ré& dau xanh bao gém ré chinh va ré con, ré chinh sau khoang 20-30 cm, c6
khi sau dén 70-100 cm. R& cay dau xanh co nhiéu ndt san chia vi khuan ¢b dinh
dam. TU cac k& nhanh ré, dic biét gﬁn sat ré chinh c6 chira nhiéu nt san (30-40
nbt san/cay).

Qa dau xanh thudc loai qua gidp, h inh try, dang tron hoi det, dai tur 8-10
cm, duong kinh tr 4-6 mm, c6 2 gan ndi doc theo 2 bén canh qua. Qua chin co
mau vang, nau hodc den nhung chii yéu van 13 mau den. Mbi cay co tir 8-35
qua, mdi qua c6 tir 8-15 hat [6], [14]. VO qua néu chin gip nhiét dd cao c6 thé
tach cho hat roi ra. V6 qua dau xanh thuong mong hon so véi vé qua cia mot
s6 cay dau dd khac.

Hat d4u xanh c¢6 hinh try, thuén, tron déu, c6 mau xanh xam, xanh bong,

vang moc, den xam... nam ngan cach nhau bang nhiing vach x6p ctia qua. SO
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hat trén qua va khéi luong hat c6 twong quan ty 1& thudn v6i ning suat. Pau
xanh 14 ciy trong ngan ngay, trong vao mua 4m 4p, nhiét d6 ti uu cho cdy sinh
treong va phat trién tir 20-30°C. Thi gian sinh tr udng cia cdy dau xanh phu
thudc vao timg gidng, dao dong khoang 60-100 ngay.
Qua trinh sinh trudng va phat trién cua cay dau xanh dugc chia thanh 2 giai

doan: sinh truong sinh dudng (V) va sinh truéng sinh thuc (R) [18].
- Giai doan sinh truong sinh dudng dugc chia 1am nhiéu giai doan. Ré dau tién
phat sinh tir phan nho ra cta hat kéo dai va ddm xuyén vao dat phat trién thanh
ré chinh cua cdy. Song song v&i su phat trién cta ré 1a sy phat trién cua than
mam, sau khi ndy mam 14 mam ty teo di. Khi cdy cao 15-18 cm trén than c6
mot dbt 14 don va 2 @6t 14 kép, thi ré bat dau hinh thanh cac ndt san. Khi cay
cao 23-27 cm, cdy c6 3 d6t mang 14 kép md rong. Khi ciy cao 37-41 cm, cdy co
6 d6t mang 14 kép mo rong. Clr sau khoang 5 ngay, cdy lai chuyén sang mot giai
doan sinh trudng sinh dudng mai.
- Giai doan sinh trudng sinh thuc: Pugc chia lam 8 giai doan co ban

+ Giai doan cdy bat dau ra hoa.

+ Giai doan hoa phat trién day du.

+ Giai doan hinh thanh qua.

+ Giai doan qua phat trién.

+ Giai doan hinh thanh hat.

+ Giai doan qua chic.

+ Giai doan qua chin sinh ly.

+ Giai doan qud chin hoan toan.

bau xanh sinh trudéng va phat trién trong pham vi nhiét do kha rong 16-

36°C, nang suat dat cao nhat trong khoang nhié¢t do 22-27°C. Su ra hoa cua dau

xanh c6 moi quan hé¢ chat ch€ véi nhiét o moi truong va thoi gian chiéu sang.
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1.1.2. Pic diém hoa sinh ciia hat diu xanh

Cay dau xanh (Vigna radiata (L.) Wilczek) 12 loai cay trong c6 gia tri kinh
té cao. Vé dinh dudng, hat dau xanh 1a ngudn thuc pham giau dam (khoang 24-
28%), ngoai ra con lipid 1,3%, glucid 60% va cac chét khoang nhu Ca, Fe, Na,
K... cung nhiéu vitamin tan trong H,O nhu A, By, B,, C... Gia tr1 sinh hoc cua
dau xanh (phan dam ma co thé hap thu va giir lai dugc) khoang 40,66%.

Ham lugng protein dy trit trong hat ddu xanh trung binh khoang 24%.
Chtic ning cta protein du trir 13 cung cdp ngudn amino acid va nito cho qua
trinh nay mam cua hat. Protein du trit trong hat cia cay ho dau chu yéu la
globulin (60%), albumin (12%), glutein (21%), prolamin (1%). Protein cua hat
dau xanh chira ddy du cac loai amino acid va amino acid khong thay thé nhu
lysine, methionine, phenylalanine, threonine, valine, leucine, isoleucine,
tryptophan. Hat dau xanh c6 ham lugng lysine cao, nhung ham Iluong
methionine thap [3], [6].

Pau xanh ¢6 ham luong lipid thap hon so véi cac cay ho dau khac. Ham
luong lipid thay doi tuy thudc vao giéng, hé gen. Ham luong lipid cua ddu xanh
trung binh khoang 1,3%. Lipid trung tinh chiém phan 16n. Ngoai ra, trong dau
xanh con c6 glycolipid, phospholipid ....

a-amylase thudc nhom hydrolase c6 trong co thé dong vat (nudc bot, tuy
tang), thuc vat (hat hoa thiao ndy mam), nam mdc, vi khuan. a-amylase phan
giai cac lién két 1,4-glycoside & gitta chudi mach polysacharide, tao thanh cac
dextrin phan tir thap. Do d6, dudi tac dung clia enzyme ndy lam dung dich tinh
bot nhanh chong bat mau véi dung dich iot va bi giam d6 nhét manh. Ton canxi
c6 tac dung 1am bén cdu trac khong gian ctia phan tir enzyme. a-amylase twong
d6i bén v&i nhiét hon amylase khac nhung lai kém bén véi acid. Trinh ty DNA

cua gen a-amylase ¢ dau xanh da duogc phan lap [27].
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Protease dong vai trd rat quan trong trong co thé thuc vat va trong qua
trinh nay mam cua hat. Sy ¢6 mit ciia protease trong hat dang nay mam 13 bang
chtimg vé su tham gia cua chung trong qué trinh phan giai protein. Protease
cling tham gia vao phan giai cac protein la hodc bi bién tinh khi gip diéu kién
cuc doan (han, lanh, man,...) .

1.2. GEN CYSTATIN VA KN NANG CHIU HAN CUA CAY PAU XANH
1.2.1. Han va anh hudéng cia han t6i cay dau xanh

Han 1a khai niém dung dé chi sy thiéu nudc cia thyc vat do moi trudng
gay nén lam anh hudng dén sinh trudng cua thyc vat. Han cling c6 thé duoc
dinh nghia l1a sy thiéu nuéc do mua hodc tudi nude trong mot thoi gian dai tao
su can kiét d6 4m trong dat va gay nén ton thuong cho thuc vat.

C6 hai loai han co ban 1a han that (han dat va han khong khi) va han sinh
li. Han dat 1a do lugng nudc trong dat giam 1am hé ré cua ciy khong thé lay
nude tir dat vao té bao dan dén cay bi héo. Han khong khi 1a do nhiét o cao va
d6 am thap gy nén héo tam thoi vi cay khong hut du nudc ma lai thoat hoi
nuéc nhanh. Han sinh 1i 1a do mat can bang ap suat tham thau gitta moi truong
bén ngoai va té bao nén ciy khong hut duoc nudc mic di nudce van duge cung
cap day du.

Kh ning thuc vat co thé giam thiéu mic ton thuong do thiéu hut nudc gay
ra goi 14 tinh chiu han. Nhimng cay trong c6 kha niang duy tri sy phat trién trong
diéu kién kho han goi 1a cay chiu han [39], [40].

MBJi cdy trong c6 mot gidi han nhat dinh dbi voi cac nhén té sinh thai cua
moi trudng nhu han, nong, lanh... Néu & ngoai giéi han do c6 thé gay hai cho su
sinh truong va phat trién cta ciy, giam ning suat sinh hoc. D3 c6 nhiéu cong
trinh nghién ctru vé kha nang chiu han cua cay dau tuong, ngd, lua, dau xanh

[11, [51, [10], [12], [13].
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Khi nhiét d6 ting 1én trén ngudng nhét dinh cia timg loai cdy trong thi qua
trinh ho hap dién ra manh din dén su mat can bang trao doi chat 1am anh hudng
dén ngudn cacbonhydrat du trit trong cdy. Phan tng cta cdy ddi v6i han 13 su
dong cua khi khong, giam ty 16 thoat hoi nudc ctia mo, giam quang hop va ting
tich luy abscisic acid (ABA), proline, manitol, sorbitol, su cdu thanh nhom
ascobat, glutathion, ... va su téng hop protein méi [28], [29]. Han con din dén
mot s6 bién d6i trong mo va té bao, pha huy hé thong quang hod II trén mang
thylacoid.

Co ché chéng chiu han & thuc vat rat phtrc tap lién quan téi cac dac diém
sinh ly, hoa sinh va céac gen trong co thé thuc vat. Nghién cuu tinh chiu han &
thue vat nguoi ta thiy co nhiéu bién ddi ¢ cac mic d6 khac nhau trong céac giai
doan phat trién khac nhau. Tinh chdng chiu cua dau xanh do nhiéu gen quyét
dinh. Cho dén nay ngudi ta van chua tim thdy mot gen nao quyét dinh tinh chiu

han ctia thuc vat néi chung va ctia dau xanh noi riéng.

Nghién ctru kha ndng chiu han ctia dau xanh 1a rt can thiét nham chon tao
cac gibng dau xanh co kha ning chiu han tét. Tuy nhién, sé cong trinh nghién
ctru vé kha nang chiu han va cac gen li€én quan dén tinh chiu han cua cay dau
xanh con han ché. Vi muc tiéu nghién clru co s¢ phan tir cta tinh chiu han, cac
gen lién quan dén kha ning chiu han nhu HSC70, Rubisco, LEA, PLC va
cystatin & dau xanh cling da dugc thdo luan trén cac tap chi chuyén nganh [19],
[30], [31, [32], [41].

1.2.2. Co s& hoa sinh va sinh hgc phan tir ctia tinh chiu han

Chiu han ¢ thuc vat thuong 1a két qua ctia nhiéu co ché dap tng stress hoat
dong cung dong thoi. Cac nghién ctru gan day dua ra mot s6 co s¢ hoa sinh va
sinh hoc phan tir cia tinh chiu han gém: cac gen chuc nang (LEA, HSP,

LTP,...), cac gen diéu khién phién ma, vai tro cua bo re, kha nang diéu chinh ap
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suét thAm thau, abscisic acid (ABA), su truyén tin hiéu va cac nhan td Gc ché
protease.
1.2.2.1. Cac gen chirc nang

Cac gen chirc ning c6 lién quan dén kha ning chiu han dugc biét dén 1a:
LEA, chaperons, HSP, LTP....
* HSP (Heat Shock Protein) va moi gioi phdan tir (Chaperons): HSP chiém
khoang 1% protein tong sd trong 14 va c6 ¢ hau hét cac loai thuc vat. Sy xuat
hién cua HSP ¢6 churc nang ngan can hoac stra chira su phé huy cua stress. HSP
xuét hién trong ca cic qua trinh sinh trudng binh thuong, cac giai doan biét hod
mo va trong thoi ki sinh trudng ciia thuc vat. Chiing dugc tong hop thém trong
diéu kién cuc doan ctia mdi trudng. Dya vao khéi lugng phan tir ngudi ta phan
loai HSP & thuc vat ra lam 6 nhom: HSP 110, HSP90, HSP 70, HSP 60, HSP
20, HSP 8.5. Trong nhom HSP c6 rat nhiéu dai dién ciia chat moi gidi phan tir
(MGPT) Ia HSP 70, HSP 60, nhung cling c6 nhitng HSP khong phai 1a moi gidi
phan tir (HSP8.5- Ubiquitin). Ubiquitin dugc ménh danh 13 nguoi bao vé té bao,
chtng c6 hoat tinh protease, thuc hién chirc ning phan giai cac protein bi bién
tinh khong c6 cdu tric dung, ngin chin cac protein nay giy doc cho té bao.
MGPT 1a mot nhém gdm nhiéu loai protein khac nhau. Phan 16n cac MGPT co
hoat tinh ATPase. Chirc ning chinh cia MGPT 1a tham gia tao ciu tric khong
gian dung cho protein méi dugc tong hop, chuyén protein qua mang, duy tri ciu
truc dac hiéu cua protein, ngan chan sy huy hoai protein chua tao cAu tric
khong gian, khai dau cho sy phan huy protein bién tinh [13], [41]. MGPT ¢6 5
ho chinh la: HSP 70 (Dnak), HSP 60 (Chaperonin), HSP 90, HSP 100 va sHSP
(small HSP). Céc phan tir HSP dugc dinh vi trong bao chat va ndi bao quan nhu
1a nhan, ty thé, lap thé va ludi ndi chét [38].

10
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