DAl HOC THAI NGUYEN
TRUONG PAI HOC SU PHAM

VU HOAI SON

XAY DUNG MA VACH DNA CUA CAY GIAO CO LAM
(Gynostemma pentaphyllum)

Chuyén nganh: Di truyén hoc
Mai so: 60 42 01 21

LUAN VAN THAC Si SINH HQC

Ngwoi hwéng dian khoa hoc: GS.TS. Chu Hoang Mau

Thai Nguyén, 4- 2016




LOI CAM POAN

Toi xin cam doan day la cong trinh nghién clru cua t6i thuc hién dudi
su hudng dan ctia GS.TS. Chu Hoang Mau. Moi trich dan trong luan van déu
ghi 8 ngudn gdc. Cac sd liéu, két qua nghién ctru trong ludn vin 13 trung thuc

va chua tung ai cong bo trong mdt cong trinh nao khac.

Thai Nguyén, thang 04 nam 2016

Tac gia

Vi Hoai Son



ii
LOI CAM ON
T6i xin bay to long biét on sau sac nhat toi GS.TS. Chu Hoang Mau di

tan tinh hudéng dan, chi bao va tao moi diéu kién gitp do to1 hoan thanh dé tai

luan van thac si nay.

T6i xin chan thanh cam on TS. Hoang Pht Hiép va cac thay, co, can bd
B mon Di truyén&Sinh hoc hién dai, Khoa Sinh hoc, Truong Pai hoc Su
pham, Pai hoc Thai Nguyén di tao diéu kién gitp d& toi tién hanh céc thi
nghiém cua dé tai.

Toi xin cam on sy dong vién, khich 1€ cia gia dinh va ban be trong subt

thoi gian hoc tap va thuc hién dé tai luan van.

Tac gia

Vi Hoai Son



MUC LUC

Trang
Trang bia phu
LOT CAM QOGN .....cuviiiiiiiciie ettt e sb e e s rre e s re e s be e s beesebeeesaeeesreee e [
LOT CAIM OM 1ottt e e e e e e st e e e e e et a e e e e e e e bb e e e e e s anneeeeeeeannnes I
Y Lo o T S S i
Danh MUC t0 VA ChTE VIBE T ....eveveeeeeeeeeeeeeeeeee ettt er s e iv
Danh muC DANG.......cccviiieii e v
Danh muc hinh ... Vi
MO DAU ...ttt 1
L DEE VAN 8.ttt ettt ettt ettt ettt 1
2. MUC ti€U NZNIEN CTU..uuviiiiiii ittt 2
3. NOi dung NGhi€n CUU . ...ccuviiiiiiii i 2
4.Y nghia khoa hoc va thuc BN CUA G LT +veve v e ereene 2
Chuong 1. TONG QUAN TAT LIEU ........cc.cooooviiiiieseeeeeseeesee s, 3
1.1. NGUON GOC, PHAN LOAI VA DAC DIEM SINH HQC CUA CAY
GIAO CO LAM ..ottt st 3
1.1.1. Ngudn g0¢ v PhAN L0Gi.......cv.evrvrerreeienisieeiressessessessesiesessessessssenseneeneans 3
1.1.2. DEC AIEM SINN NOC 1+ttt ettt ee et en e 3
1.1.3. DEc dim SINN thAi DOC ...vveeeeeeeeeeee ettt 4
1.2. THANH PHAN HOA HOC VA GIA TRI SUDUNG ....ccocvriveerrrenns 4
1.2.1. Thanh phan hoa NOC .....cuveivieeiieeieeeeee e 4
1.2.2. Gia tri st dung cua Giao CO LML 1o, 6
1.3. DNA LUC LAP, MA VACH DNA VA GEN MatK ........cccocvvveerrrrenns 7

1.3.1. DNA TUC LAD 1ttt e 7



1.3.2. Ma vach DNA (DNA barcoding).........cccceurvuvreiiinrsiiiieesnienssnineessineeans 10

1.3.3. GENMALK ... 16
Chuong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP.............ccooooovviiireeeene, 22
1.1. VAT LIEU, HOA CHAT, THIET BI, BIA PIEM NGHIEN CUU........ 22
1 B V7 13 Tt TN 22
1.1.2. HOA ChAL VA thi€t DI ..v.veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt en e 22
1.1.3. Dia diém NZhien COU .....ovocveevceieeeeeseseeveeeeess e 22
2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU.....c.ooeviieiieeeeeresseeeeesiesesss s 22
2.2.1. Phuong phép thu mau va phén tich dic diém thuc vat hoc .................. 22
2.2.2. Cac phuong phap sinh hoc phan tr ..., 23
Chuong 3. KET QUA VA THAO LUAN .......cc.coooovimieieseeee oo, 27
3.1. DPAC PIEM THUC VAT HOC CUA MAU CAY GIAO COLAM ...... 27
3.1.1. Pic diém thuc vat hoc ciia mau Giao c¢d lam Chg Pdn, Bic Kan........ 27

3.1.2. Piac diém thuc vat hoc ciia mau Gido ¢d lam Ngoc Puong, Ha Giang 28
3.1.3. Pic diém thuc vat hoc cua mau Gido ¢b lam thu tai xa Quyét Tién,
huyén Quan Ba, Ha GIang ...........ccccviiiiiiiiiiciiie e 30

3.1.4. Pac diém thuc vat hoc ctia mau Gido co lam Sapa, Lao Cai ........... 31

3.2. PAC PIEM CUA GEN matK PHAN LAP TU CAY GIAO CO LAM . 32

3.2.1. Két qua tach chiét DNA tir 14 cay Gido O lam.......cc.cooveververnrernnnns 32
3.2.2. Két qua nhan gen matK bang phan tng PCR .........cc.cccoevvevevenreereeenns 33
3.2.3. Két qua xéc dinh trinh tu nucleotide doan gen matK phan 14p tir tir mau
Gi40 ¢6 1am Sapa, LA0 Cal......cveveeveereereieessssssieiesessessssssessesessesssssessssessnes 34
3.3. SU DA DANG VE TRINH TU NUCLEOTIDE VA TRINH TU AMINO
ACID CUA GEN matK CUA CAY GIAO CO LAM ......c..cccoovevenrerrieninnn, 39
KET LUAN VA BE NGHI.....cooviviiiiiieisieetee st sesessesnessss s 44

TAL LIEU THAM KHAO ..ottt er et s e en s eenen e 45



CTAB:

Cs:

DNA:

EDTA:

matK:

PCR:

RNA:

TAE:

iv

DANH MUC TU VA CHU VIET TAT

Cetyl trimethyl ammonium bromide

Cong su

Deoxyribonucleic acid

Ethylenediamine tetraacetate

Maturase K (gen luc lap & thuc vat co6 diép luc)

Polymerase chain reaction (phan tng chudi chudi polymerase)
Ribonucleic acid

Tris - acetic acid — EDTA (dung dich dém TAE)



DANH MUC BANG
Trang
Bang 2.1. Trinh ty nucleotide cta cip mbi PCR nhan gen matK................... 25
Bang 2.2. Thanh phan phan tmg PCR nhan gen matK ..........c.ccccovvvveerriennnss 25

Bang 3.1. Céc vi tri nucleotide sai khac gifra hai trinh tu nucleotide cia doan
gen matK cua KF269170 va GCL-SP. .......cccooiiiiiiiieiiceeeeee e 37
Bang 3.2. Céc vi tri amino acid sai khac gitta mau Giao ¢ lam vdi protein
suy dién tir trinh tu gen mang ma s6 KF269170.1 .....c.vecvvveveeeieeeeeeeeeeeae, 39
Bang 3.3. Trinh bay ma s, nim cong bd, qubc gia va tac gia cua cac trinh tur
gen matK trén Ngan hang gen..........ccocviiiiiii e 40
Bang 3.4. Hé s6 twong dong va hé sb sai khac vé trinh ty cac nucleotide ctia
CAC MAU GIA0 CO LAIM. ..ottt 40
Bang 3.5. Hé s6 twong dong va hé sb sai khac vé trinh ty amino acid suy dién

CUA CAC MAU G1A0 CO LAIM. oiivnieee ettt et e et e e e e e e e e e eeaeerneeennns 42



Vi

DANH MUC HINH
Trang
Hinh 3.1. Hinh anh thén, ré, 14 ciia mau cay Giao 6 lam thu tai huyén Cho
DON, BAC KON ¢.vviveeeeeeeeeeete ettt ettt e et en et et et s e et et e et et en e e et en e e 27

Hinh 3.2. Hinh anh théan, ré, 14 ctia mau cay Giao ¢ lam thu tai xa Ngoc

DPuong, thanh phd HA GIANG. ........c.ccvvvrreerereiieeieeresssesseeesessssessssesses s 29

Hinh 3.3. Hinh anh than, r&, 14 ctia mau cdy Giao c6 lam thu tai xa Quyét

Tién, huyén Quan Ba, tinh Ha Gilang. .........cccccooiiiiiii i 30

Hinh 3.4. Hinh anh than, 14 ctia miu cay Giao ¢6 lam thu tai Sapa, Lao Cai.

(A, D, F: doan than leo; B, C, E: 1a kép chan vit 5 14 chét) .........c..ccovevveenene. 32
Hinh 3.5. Két qua dién di kiém tra san phdm DNA tong 0. ......ccecveevrerrurenns 33

Hinh 3.6. Két qua dién di kiém tra san pham PCR nhén gen matK tir ba mau
Gido ¢6 lam (Lan 1: GCL — HG ; lan 2: GCL — SP ; lan 3: GCL — CD)........ 33

Hinh 3.7. Két qua dién di kiém tra san pham tinh sach gen matK. ................ 34

Hinh 3.8. Trinh tu nucleotide ctia doan gen matK phan 1ap tir mau Giao cd
lam Sapa (GCL — SP) va trinh tu gen matK mang mi s6 KF269170 trén Ngan
NANG GEN. .. 36

Hinh 3.9. Trinh tu amino acid suy dién tir doan gen matK cua cac mau Gido

Hinh 3.10. Méi quan hé di truyén ctia miu Giao c6 lam dua trén phan tich
trinh tu nucleotide cia gen matK. .........ccocoieiiiiniic i 41

Hinh 3.11. Mdi quan hé di truyén clia cac mau Giao cd lam dya trén trinh tu

amino acid suy dién ctia gen MatK ............cccovveeveieeeisseieeee s 42



MO DAU
1. Piit van dé

Pdi véi nude ta duoc lidu ¢d6 mot vi tri quan trong. Nudc ta nam trong
vung nhiét doi, chiu &nh hudng cua gié mua. Nhi¢t d0 trung binh hang nam 1a
25°C, d6 am khé cao tao diéu kién thuan loi cho cdy cdi phat trién. Dién tich
rung chiém 2/3 dién tich dat. Hé thuc vt rat phong pht va da dang, ca nudc
c6 khoang 20.000 loai trong d6 co trén 1.000 loai ciy thude. Vé mat kinh té,
nha nudc da xép cay thube vao loai ciy cong nghiép cao cip can duoc phat
trién nhu nhiing ciy cong nghiép khac. Hang nam cong ty Duoc liéu cap I va
cap II va gan day cac cong ty tu nhan da biét khai thac nhiéu mat hang duoc
liéu dé xuét khau nhu gido co lam, qué, sa nhan, dira can, cac loai tinh dau
hoi, qué, tram. ..

Gido cb lam la cdy duoc lidu quy, c6 thanh phan hoa hoc chinh la
flavonoid va saponin. Giao c¢6 lam c¢6 nhiéu thanh phan giéng nhu nhan sim
song ham luong saponin co trong gido ¢6 lam lai nhiéu gip 3 — 4 1an so voi
nhan sdm. Saponin déng vai trd quan trong d6i v6i nganh cong nghiép duoc
pham trong viéc san xuét cac loai thudc co gia tri, trong s6 d6 quan trong nhat
1a diéu tri ung thu. Du Gido ¢6 lam khong thé hoan toan thay thé nhan sam,
song xét vé mot s6 phuong dién, hiéu qua ma gido cb lam mang lai con t6t
hon c& nhan sam. O Viét Nam chu yéu nghién ctru, phan loai dya trén hinh
thai va nghién ctru tdc dung dugc li¢u cua cay Gido 6 lam.

Pén nay, cac mau sinh vat van thuong duoc nhan dién béng cac dac
tinh hinh thai, giai phau hodc cac dic tinh sinh ly, sinh héa nho vao bang
huéng dan dinh danh c6 sin. Tuy nhién, trong nhiéu truong hop, miu vat
chua phat trién déy da cac dac tinh hinh thai, hodc chiing bi hu hong cac bd

phan ngoai, hodc mau vat chét da khién qua trinh nhan dién mau vat tré nén



kho khan tham chi 1a khong thé. Trong nhiing trudng hop nay ma vach DNA
da gitp giai quyét bai toan trén vi trinh ty DNA dé dang thu nhan tir mot mau
md rat nho. Hon nita, ma vach DNA con 1a co s& cho viée dinh danh mau vét,
phan tich sy tién hoa sinh hoc cua loai trong tu nhién.

Xuat phat tir nhitng co sé trén ching toi da lua chon va thuc hién dé tai
luan van thac si 1a: “Xdy dung mi vach DNA ciia ciy Gido c6 lam
(Gynostemma pentaphyllum)”.

2. Muc tiéu nghién ctru

Phan tich duoc dic diém cta trinh tu gen luc lap matK phén 1ap tir cac
gidng gido c¢6 lam phuc vu xdy dung mi vach DNA cho Gido c6 lam
(Gynostemma pentaphyllum).
3. Noi dung nghién ciru
3.1. Nghién ctru mot sé dic diém thuc vat hoe cia cay Giao c¢6 lam thu tir mot
s6 dia phuong mién nui phia Bic Viét Nam.
3.2. Nghién ctru nhan ban va phan tich dic diém cua gen matK phan 1ap tir
DNA luc lap ctia cay Giao c6 lam.
3.3. Phan tich sy da dang cua cac mau Gido cd lam dua trén trinh tu
nucleotide va trinh tur amino acid suy dién cua gen matK.
4. Y nghia khoa hoc va thuec tién cia deé tai

Vé khoa hoc, két qua xac dinh trinh tu gen matK phén 1ap tr DNA luc lap
s& g6p phan 1am co sé cho viée xdy dung mi vach DNA ctia cdy Gido ¢6 lam.

Vé thyc tién, nghién curu dac diém sinh hoc va gia tri cua cay Gido cd
lam cling nhu x4c dinh trinh tu gen matK 1a nhiing két qua ban dau cho viéc

phat trién va st dung hiéu qua cay Giao co lam ¢ Viét Nam.



