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TOM TAT

Giai trinh tu phién ma c6 d6 dai day du véi cac bai doc dai 12 mot cdng cu manh mé dé
phén tich cac su kién phién ma va sau phién ma; tuy nhién, n6 da khong duoc ap dung
trén dau turong (Glycine max). O ddy, mot phan tich phién ma tuong doi c6 chiéu dai day
da duoc thyc hién trén kiéu gen dau twong 09-138 bi nhiém tuyén tring nang dau tuong
(SCN, Heterodera glycines) chung 4 (SCN4, phan tng khong tuong thich) va chung 5
(SCNS, phan (g tuong thlch) bang cach su dung Céng nghé¢ Oxford Nanopore. Moi
mau trong s6 9 mau c6 chiéu dai day du duoc thu thap 8 ngay sau khi cdy co/khéng c6
tuyén tring tao ra trung binh 6,1Gb dir liéu sach va tong s6 65.038 trinh tu phién ma. Sau
khi loai b6 cac ban sao thiura, 1.117 gen mai va 41.096 ban sao méi da duoc xac dinh.
Bang cach phan tich ciu tric trinh tu cua cac ban sao méi la, ¢ tong cong 28.759 trinh tu
khung doc méd (ORF) hoan chinh, 5.337 yéu té phién m4, 288 RNA dai khéng ma hoa va
40.090 phién m& mai véi chu thich chirc nang da dugc du doan. Gene Ontology (GO) va
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) phan tich lam giau cac gen biéu
hién khéc biét (DEG) cho thay rang hormone ting trudng, con dudng tin hiéu duoc kich
hoat boi auxin va tang trudng té bao da chiéu, va con duong sinh téng hop
phenylpropanoid dugc lam giau bang cach nhiém ca hai ching tuyén trung Nhiéu DEG
lién quan dén cac yéu td phan ung véi cang thing, con dudng dan truyen tin hiéu
hormone-thuc vat va con duong tuong tac gitta thuc vat - mam bénh véi nhiéu diéu chinh
hon duoc phat hién trong phan tmg khong twong thich voi l1ay nhiém SCN4 va phat hién
nhiéu DEG c6 diéu chinh lién quan dén qué trinh bién d6i thanh té bao va xt ly sinh hoc
carbohydrate trong phan ung tuong thich véi lay nhiém SCN5 khi so sanh véi nhau.
Trong sb d6, cac DEG chdng chéo véi su khac biét vé sb luong da duoc kich hoat. Su két
hop tuong tac giita protein-protein voi DEGs lan dau tién chi ra rang nhiém tuyén triing
d3 kich hoat twong tac gitra yéu té phién ma WRKY va VQ (valine-glutamine motif) dé
g6p phan bao vé dau twong. Kién thirc vé co ché twong tac SCN-d4u twong 1am mo hinh
s& gilp hiéu rd hon vé cac tuong tac khac giira thuc vat va tuyén tring.
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GIOI THIEU

Tuyén trung nang dau tuong (SCN, Heterodera glycines Ichinohe) la mot trong nhiing
bénh kinh t&é quan trong nhat trén cdy dau tuong (Glycine max L. Merrill) trén toan the



gidi. Phan tich théng ké mai nhat ugce tinh thiét hai kinh té liy ké do dich bénh & 28 bang
cua Hoa Ky tir nim 1996 dén nim 2016 chi ra ring SCN chiém 23,2% tong thiét hai
(73.535 USD/ha), dugc xép hang cao nhat, 16n hon nhiéu so vai bénh thi hai 1a théi nhiin
(10%) (Bandara va cs, 2020). Tai Trung Qudc, thiét hai kinh té hang nim d6i voi dau
tuong c6 thé lén téi 120 triéu d6 la My (Li Y. va cs, 2011). SCN la tuyén tring séng it
van dong trong dat ky sinh trén r& ciy dau tuong. Trong giai doan di chuyén tu do duy
nhét caa SCN, con non giai doan hai (J2) nd ra tir trimg (con non giai doan dau bén trong
tring) dé tim kiém ré vat chu théng qua cac tin hiéu phat ra tur ré cay, di chuyén dén ngon
ré va xam nhap ré bang cach st dung mét miii nhon. J2 di chuyén bén trong ré, thiét lap
vi tri cho n va 1ap trinh lai cac té bao ré vat chi bang cach huéng cac chat tiét cua tuyén
tiét vao thyuc vat c6 thé 1am tan thanh té bao va dung hop nguyén sinh chat caa cac té bao
lan can, va cudi cung hinh thanh mét cdu tric nudi dudng doc dao goi 1a hop bao lam
ngudn dinh dudng cho su phat trién cua tuyén tring, do d6 ngan can sy phat trién cua cay
va anh huéng dén nang suat (Niblack va cs, 2006; Mitchum va Baum, 2008).

Sy khang thudc cua cay ky chii két hop vai luan canh cay trong la cach hiéu qua nhat dé
kiém soat SCN. Hon 300 locus tinh trang sé luong (QTLs) lién quan dén tinh khang SCN
dugc 1ap ban d6 t6i 20 nhidm sic thé (chr) (soybase.org), nhung chi ¢6 hai gen khang
chinh, rhgl trén nhiém sic thé (chr) 18 va Rhg4 trén chr 8, duoc nhan ban va dic trung
(Cook va cs, 2012, 2014; Liu va cs, 2012, 2017). Su hién dién cua nhiéu QTL nho gop
phan vao tinh khang o cdy dau twong khang hoac man cam lam cho viéc nhéan giong
khang khé khan hon dy kién (Huang va cs, 2021). Hon nira, su thay d6i vé doc luc da
lam giam hozc mat kha niang dé khang do viéc trong lau dai mot ngudn giéng khang don
&, vi du, 90% céc ngudn khang thudc cd ngudn géc tir P188788 ¢ Hoa Ky va chu yéu la
cac ngudn khang thudc Bac Kinh ¢ Trung Quéc (Mitchum va cs, 2007; Niblack va cs,
2008; Acharya va cs, 2016; Hua va cs, 2018; Huang va cs, 2022). Hon nira, Peking va
P188788 chi hién thi kha niang chéng mot sé chung SCN hoic loai HG. Viéc thiéu cac
ngudn khang thudc rong rai va su hién dién caa nhiéu chang SCN hoic cac loai HG trén
d6ng ruong dan dén viéc SCN lay lan rong rii va nhanh chong. Do do, hiéu duoc co ché
phan tur cua sy lay nhiém SCN va tinh khang cua cay trong s& c6 thém hiéu biét dé phat
trién cac chién lugc kiém soat mai, bao gom ca viéc thiét ké cac gen ang vién quan trong
dé tang strc dé khang.

Thyc vat da tién hoa dé phat trién hai 16p cua hé thdng mién dich phong tha mam bénh:
I6p dau tién 1a md hinh phan tir lién quan dén mam bénh hozc vi khuan (PAMP/MAMP)
duoc kich hoat mién dich (PTI); Iop thir hai 1a mién dich kich hoat tac dung (ETI), pht
hop vai kha ning khang bénh cu thé theo loai (Dangl va Jones, 2001; Eitas va Dangl,
2010; Monaghan va Zipfel, 2012). B& mit thanh té bao thyuc vat cé chaa cac thu thé nhan
dang mau (PRR) cd thé phat hién mam bénh hoic ciu trdc vi khuan dé kich hoat PTI va
phytohormone 1a c4c phan tar tin hiéu lién quan dén phong tha, chang han nhu axit
salicylic (SA), axit jasmonate (JA), ethylene (ET) , khién thuc vat san sinh ra cé4c protein
lién quan dén sinh bénh hoc (PR), vi dy, p-1,3-glucanase, peroxidase, chat &c ché gidng
oxidase, thionin, va proteinase, v.v. (Sels va cs, 2008). ETI duoc bat dau bai cac protein
lZp lai vang protein lién két nucleotide noi bao (NLRs) dé tao ra phan ¢ng qua nhay cam
(HR) voi sy chét cua té bao cuc bo (Eitas va Dangl, 2010). PTI va ETI dugc kich hoat bgi
hai 16p thu thé khac nhau trong tin hiéu som, nhung bang chitng gan day cho thay rang
PTI va ETI c6 thé xuyén &m trong phan ang xudi dong, mac du cach chiing gép phan vao
kha ning mién dich véi dau ra dinh lwong va/hoic dinh tinh van chwa dugc xac dinh
(Naveed va cs , 2020; Yuan va cs, 2021). Phan tich phién ma caa cac hé thong bénh khéac
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nhau biéu thi rang ca twong tac tuong thich va khong tuong thich déu cd thé gay ra su
thay doi chong chéo cua biéu hién gen nhung c6 su khac biét vé so6 lugng (Mine va cs,
2018; Yuan va cs, 2021).

Cac nghién ctru da dugc thuc hién trén cac tuong tac tuong thich va khong tuong thich
gitra SCN va ré dau tuong dua trén phan tich microarray va hé phién ma RNA-seq (Ithal
va cs, 2007; Klink va cs, 2007; Puthoff va cs, 2007; Klink va Matthews, 2009 ; Kandoth
va cs, 2011; Li X. va cs, 2011; Li va cs, 2012, 2018; Mazarei va cs, 2011; Wan va cs,
2015; Zhang va cs, 2017; Kang va cs, 2018; Neupane va cs, 2019; Song va cs, 2019;
Jiang va cs, 2020; Miraeiz va cs, 2020). Tt ca cac chd thich vé trinh ty déu cho thiy rang
su 12y nhidm SCN c6 thé gay ra hodc ngin chan su biéu hién gen ¢ cac gidng cay trong
man cam hoic khang thudc va mot loat cac gen bao vé (PPRs va NLRs), dong tin hiéu
MAPK (mitogen-hoat héa protein kinase), cac yéu t6 phién ma WRKY va MYB (TFs),
gen protein séc nhiét (HSP), gen PR, va gen chuyén héa phenylpropanoid di duwgc xac
dinh nhung véi phuong sai tiy thudc vao chung SCN/loai HG va loai thuc vat.

Giai trinh ty RNA (RNA-seq) dua trén giai trinh ty thé hé tiép theo (NGS) thong luong
cao (vi du: Illumina) da dugc sir dung rong rai dé do luong sy biéu hién gen khac biét vi
noé 12 mot cdng nghé tién tién va hiéu qua vé chi phi (Finotello va Di Camillo, 2015). Tuy
nhién, RNA-seq yéu cau phan manh RNA hoic cDNA dé tao ra cac lan doc ngan khi
chuan bi mau, diéu nay lam giam thong tin tir c4c ban sao c6 do dai day du ban dau; do
d6, kho c6 duoc cac su kién xur 1y sau phién ma/dong phién ma chiu trach nhiém tao ra
mot phan tir RNA trudng thanh cé thé roi khoi nhan dé hoat dong trong té bao bang cach
thay doi cau tric hoa hoc ciia phién ma so cap RNA (Kiss, 2001). Giai trinh tu nang cao
ché phién ma c6 do dai day du véi cac lan doc dai hon sé& tranh duoc nhitng thach thic
nay. Hién tai, PacBio va Oxford Nanopore (ONT) la cdng ngh¢ giai trinh tu c6 do dai day
dua thé hé thir 3 phd bién nhat ¢ thé cung cap phién ma phuc tap hon va tiét 16 cau tric
thuc cua céac trinh tu trong qué trinh phién m&, chang han nhu ndi thay thé (AS),
polyadenyl hda thay thé (APA) va RNA dai khong ma hoa (IncRNA) va dung hop gen,
c6 thé 1am tang d6 phuc tap cua transcriptome va proteome. So véi giai trinh tu PacBio,
ONT sir dung phuong phap phong toa dong ion dé trinh tu truc tiép cac phan tir DNA ban
dia dai hon hodc céc phan tir RNA c6 chiéu dai day du hon (Cui va cs, 2020; Xie va cs,
2021). AS, mét trong nhitng budc quan trong trong qué trinh sira d6i sau phién ma, cé thé
nhan biét va loai bo cac ving bén trong caa RNA théng tin tién than (pre-mRNA) dé tao
ra nhieu mRNA nham diéu chinh sy biéu hién gen, do d6 thac day sy da dang cua
proteome. AS dong nhing vai tro quan trong khong chi trong qua trinh sinh truéng va
phét trién cua thuc vat ma con dé dap tng vai cac kich thich hozc su thich nghi sinh hoc
hodc phi sinh hoc (Matsukura va cs, 2010; Seving va cs, 2012; Syed va cs, 2012;
Mandadi va Scholthof, 2015; Wang va cs, 2018; Bedre va cs, 2019; Martin va cs, 2021).
APA c6 thé tao ra nhiéu dong dang polyadenyl h6a mRNA théng qua sy phan cit
endonucleolytic trudc MRNA va bd sung dudi poly (A) ¢ dau vi tri phan cét 3' cua mot
ban sao m&i dé thay doi do dai caa cac ving chua dugc dich (UTR) hodc cac ving ma
hda c6 thé anh huong dén sy 6n dinh cia mRNA, hiéu qua dich m4, ban dia héa duéi té
bao, hoic ting hodc giam chirc ning gen. Do d6, tit ca nhitng thay ddi nay s& dan dén cac
qua trinh sinh ly va sinh héa thuc vat khac nhau (Yeh va Yong, 2016; Sadek va cs, 2019;
Zhang va cs, 2020; Tu va cs, 2021); vi du, APA tham gia vao qua trinh stra doi thanh té
bao, phat trién 1dng ré, stra chira DNA va diéu chinh gen dé phan tng véi cac cang thang
phi sinh hoc va sinh hoc (Cao va cs, 2019; Ye va cs, 2019; Yan va cs, 2021). Cac
LncRNA dai hon 200 nucleotide 1a cic cht diéu hoa biéu sinh diéu chinh sy biéu hi¢n



gen bang cach twong tic voi mRNA, DNA, protein va miRNA dé tham gia vao céac qua
trinh sinh hoc nhu tang trudng va phat trién thuc vat cling nhu cac phan tng cang thang
sinh hoc va phi sinh hoc (Budak va cs, 2020; Yu et cs, 2020; Tu va cs, 2021; Urquiaga va
cs, 2021).

Viéc ap dung k¥ thuat giai trinh tu gen phién ma c6 chiéu dai day da & thuc vat bi han
ché so véi giai trinh tu thé hé thi hai vi chi phi cao hon. Hién tai, giai trinh tu gen phién
ma c6 chiéu dai day du dé suy ra va cai thién mé hinh gen va xac dinh cac gen méi da
dugc béo cao trén la, 1Ga mi, ngd, bdng, hd dao, ciy duong va nhitng loai khac nhung
khéng phai trén dau twong (Clavijo va cs, 2017; Wang va cs, 2018; Zhang va cs, 2019;
Zhao va cs, 2019; Li C. va cs, 2020; Yang va cs, 2021).

Nghién ctru trudc day ciia chung t6i da chirng minh rang dong dau twong 09-138, phat
trién ¢ déng bac Trung Qudc, mang céc locus rhgl-a va Rhgd-b va cé kha ning khang
chang SCN4 (SCN4, HG type 1.2.3.5.6.7) nhung c6 tinh nhay cam dén ching SCN5
(SCNS5, loai HG 2.5.7), khéac véi nén khang cu cua Bic Kinh (rhgl-a + Rhgd-a) va
P188788 (rhgl-b + Rhg4-b) (Hua va cs, 2018; Huang va cs, 2022). Ching tdi cdng nhan
rang su khac biét vé phan tng d6i véi hai ching SCN nén lién quan dén cac phan tng
phién ma riéng biét trong giai doan dau cua nhidm trung tuyén tring nhu da mé ta & trén.
Dé kiém tra diéu ndy, dong 09-138 dd duoc cdy vao hai chung SCN, va sy phat trién cua
tuyén tring duoc quan sat bén trong ré. Phan tich hé phién ma chiéu dai day du twong d6i
cua cac dong du tuong 09-138 bi nhiém SCN4 (phan tng khang) va SCN5 (phan tng
man cam) duoc thuc hién bang cong nghé ONT. Chung t6i da diéu tra céc sy kién AS va
APA va xac dinh InNcRNA va céc yéu to phién ma trong céc ban sao mai dugc phat hién.
Sau d6, cac gen biéu hién khac biét (DEG) va ban sao (DET) duoc phan tich, va DEG
lién quan dén cac yéu té phan ung véi cang thang dugc kham phé. Céc thuat ngir DEG-
GO (Ban thé hoc) phong phi va céc 16 trinh DEG-KEGG (Bach khoa toan thu vé gen va
hé gen cua Kyoto) dugc so sanh gitta cac phan ng khang va nhay cam. Cac tuong tac
gitra protein va protein da duoc du doan va mot ché do bao vé da duoc thiét 1ap. Cudi
cuing, su biéu hién cia DEG d3 duoc xac nhan bang RT-PCR dinh luong. So sanh giira
c4c phan tng tuong thich va khong twong thich s& cung cap cai nhin sau sic vé co ché
khang thudce va xac dinh cac gen dé khang hoic bao vé ung cir vién cho nghién ctu sau
hon.

VAT LIEU VA PHUONG PHAP

Vit liéu thwc vat va nudi cdy tuyén trung

Dong dau tuong 09-138 dugc phét trién boi Hoc vién Khoa hoc Néng nghiép Hac Long
Giang (Hua va cs, 2018). SCN chiang 4 (SCN4, HG loai 1.2.3.5.6.7) va SCN chung 5
(SCNS5, HG loai 2.5.7) ban dau dugc thu thap tir dong rudng va duoc nudi cay tir cac
nang don trong hon 5 thé hé trén giéng dau twong man cam Dongshengl trong mot nha
kinh véi 16 gior &nh séng va 8 gio bong tbi & 23-28°C, va sau d6 duoc xac dinh bang thir
nghiém chung va duong chi thi loai HG (Hua va cs, 2018). Hang nam, cac loai/ching
tuyén tring HG duoc x4c nhan lai ma khong thay d6i doc luc theo thoi gian.

Mot chét cdy tuyén trang dugc chuan bi theo phuong phap dugc md ta boi Huang va cs.
(2022). M6 & cay va dat duoc thu thap 35-40 ngay sau khi cdy va cho vao céc 2 chir L.
Hon hop duoc khudy manh biang diia thay tinh trong khoang 1 phit va sau d6 két tua
trong 10 gidy. Dich cia phan ndi phia trén dugc rét nhe nhang vao céac sang 1dng nhau
75/25um. HONn hop nang va manh vun ré trén dau sang duoc ding ndt cao su co xat dé



nha trang. Trimg trén sang 25um dugc rua bang voi nudc ap sut cao trong 1 phdt va sau
d6 bang nudc vo trung trude khi thu. Sau do, nhiing qua trimg dé thu thap duoc chuyén
lén sau dén tam 16p gidy lua duoc d& bai man kim loai trén dia nd ¢6 chira 3mM ZnSO4
trong nude vo tring dé né ¢ 28°C. J2s sau d6 duoc thu thap dé ciy sau 3-4 ngay.

Cay tuyén trang, nhudém ré& va chuan bj ré dé tach chiét RNA

Hat gidng 09-138 duoc khu tring bang cach ngam trong 0,5% natri hypoclorit trong 20
phat va rira lai bang nude vo tring ba lan. Hai hat dwgc gieo trong mot chau nhya den
(duong kinh 8 cm x sau 12 cm) chira ddy dit va cat da dwoc khir tring theo ty 16 1:1. Sau
4 ngay, hai cAy con duoc tia thua thanh maot cay trong mdi chau. Cay con tdm ngay dugc
cdy vao hon dich 1 ml chira 2.000 J2 cia SCN4 hodc SCNS5. Cy con dugc cay véi 1 ml
nuéde 1am déi chimg. Cac cay dwoc duy tri trong budng sinh truéng ¢ ché do 16/8 gio
ngay/dém, 28°C ngay/22°C dém va d6 am twong d6i 50%.

Ré thu hai duoc nhudm 3, 6, 8, 10 va 12 ngay sau khi duoc cay bang axit fuchsin (Byrd
va cs, 1983). Su phét trién cua tuyen tring bén trong ré da duoc quan sat, ré va tuyen
trung dugc chup anh dudi kinh hién vi soi phan tich Olympus SZX16 bang phan mém
hinh anh Tiéu chuan Cellsens (Olympus Corporation, Nhat Ban).

Dé thu thap ré dé tach chiét RNA, ré cay 8 ngay sau khi cdy da duoc rira sach va trang ki
bang nudc. Ba ré tir mdi lan xa 1y dugc quan véi nhau bang 14 nhom nhu mot ban sao
(Mot mau). Ba lan 1ap lai duoc thuc hién cho mdi nghiém thic. Tong s6 9 mau ¢ kiém
soat va lay nhiém SCN4- va SCN5 da dugc thu thap. Ngay lap tac, mdi mau da chuan bi
dugc dua vao nito 16ng dé lam dong va duogc gitr ¢ -80°C dé tach chiét va giai trinh ty
RNA.

Téach chiét RNA, xay dung thu vién cDNA va giai trinh tw nanopore

RNA tong s dugc chiét xuat bang cach sir dung RNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hoa
Ky) va DNase khong chira RNase (Qiagen) duoc st dung dé loai bo sy 6 nhiém DNA
trong RNA tong sb. Nong d6, do tinh khiét va tinh toan ven caa RNA chiét xuat duoc do
bang gel agar 1% (Thermo Fisher Scientific, Hoa Ky) va Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, Hoa Ky). Qué trinh xay dung thu vién cDNA bat dau voi 1 pg
RNA sir dung bo giai trinh ty cDNA-PCR (SQK-PCS109) do Oxford Nanopore
Technologies (ONT, Inc., Vuong qudc Anh) cung cip theo huéng dan cua nha san xuat.
Céc thu vién cDNA cudi cung da dugc thém vao cac 6 dong FLO-MIN109 va chay trén
nén tang PromethlON tai Cong ty Céng nghé Biomarker (Bac Kinh, Trung Quéc) dé giai
trinh tu. Cac quy trinh thir nghiém bao gém kiém tra chat lugng mau, xay dung thu vién,
kiém tra chat lugng thu vién va giai trinh tu thu vién da duoc thuc hién theo cac quy trinh
tiéu chuan do ONT cung cap.

Xir ly dir li¢u thoé dé cé dwoc phién ma cé do dai diy di

Cac lan doc thd phai qua loc voi diém chat lugng doc trung binh < 7 va d6 dai doc < 500
bp, va RNA ribosome dugc 1ap ban d6 t6i co so dit liu rRNA ciing bi loai bo. Céc trinh
tw mdi & ca hai dau cua cac lan doc rd dugc tim kiém dé xac dinh cac trinh ty c6 do dai
day du, khdng phai 1a sé (FLNC). Cac ban sao FLNC duoc phat hién sau d6 duoc 1ap ban
d6 t6i bo gen tham chiéu dau tuong Williams 82.a2.v11 véi minimap2 (Li, 2018) dé thu
dugc cac cum FLNC va pinfish2 duoc 4p dung dé danh bong tirng cum dé dat dugc dong
thuan ddng nhat. T4t ca cac lan doc duogc 1ap ban d6 tiép tuc duoc thu gon bang cach st



dung goi cDNA_Cupcake véi @6 nhan dang nho 1a 90% va @ phia nho 1a 85%. Khi phién
ma thtra da dugc thu gon, su khac biét 5’ khong dugc xem xét. Cac bang phién ma dugc
so sanh voi cac phién ma da biét cua bd gen tham chiéu Williams 82.a2.v1 sir dung
gffcompare, va cac phién ma méi duoc xac dinh dé tao cha thich b gen b sung. Ranh
gidi gen di duoc sira ddi va cac ban sao ¢6 mac biéu hién < 1 da duoc loc.

Phan tich cdu tric: Xac dinh Polyadenyl héa thay thé, Bin sao dung hep, Sw kign
noi thay the va Marker té bao vi md

Polyadenyl héa thay thé da dugc xac dinh thong qua phan tich thém FLNC bing Pudng
dng phan tich phién mé tir Giai trinh ty déng dang (TAPIS) (Foissac va Sammeth, 2007).
Ti da hoa nhiéu ky vong dé kich thich dong luc (MEME) (Bailey va cs, 2006) duoc st
dung dé phan tich trinh ty 50bp nguoc dong cua vi tri poly A dé phét hién cac md tip FL.
Trinh tu ddng thuan truéc khi phan tich loai bé du thira duoc st dung dé phan tich phién
ma dung hop. Phién ma dung hop duoc xac dinh theo cac diéu kién sau: dugc can chinh
cho 2 hoac nhiéu vi tri; mdi dia diém bao gom it nhat 5% phién ma véi d6 dai can chinh
t6i thiéu 1bp; tong d6 dai chiém hon 95% tong do dai cua phién ma véi khoang cach it
nhat 10k bp giita hai dia diém.

N&i thay thé chi ra qua trinh x@ 1y tién MRNA. Phién ma gen tao ra tién MRNA bang
nhiéu phuong phap néi. Nam loai sy kién néi thay thé (vi tri ndi 3', vi tri néi 5', bo qua
exon, luu giit intron va exon loai trir 1An nhau) cua cac ban sao dugc kiém tra bang cach
st dung phan mém Astalavista dua trén két qua can chinh cua ting mau riéng Ié véi bo
gen tham chiéu (Foissac va Sammeth, 2007). Phan mém MIicroSAtellite (MISA, mot
cdng cu nhan dang) duoc sir dung dé phan tich SSR va cac phién ma duéi 500bp da bi
loai bo.

Dw doan trinh tw ma hoa, Nhan dang RNA dai khdng ma hoa va phat hién yéu to
phién ma tir ban sao méi la

Trinh ty ma hoéa (CDS) duoc du doan vai TransDecoder (v3.0.0; Haas va cs, 2013) dua
trén ORF. LncRNA khoéng ma hoa cho protein. Do d6, LncRNA trong cac ban sao mai
da duoc du doan ligu n6 c6 tiém nang ma hoa hay khong bang phan tich mien protein bao
gdm ca bén phuong phap, May tinh tiém niang mi héa (CPC) (Kong va cs, 2007), Chi s6
m& hoa khong ma hoa (CNCI) (Sun va cs, 2013), Cong cu danh gia tiém ning mi hoa
(CPAT) (Wang va cs, 2013) va ho Protein (Pfam) (Finn va cs, 2014). Cac gen muc tiéu
LncRNA duoc dy doan bang hai phuong phap: thir nhat, tily thudc vao méi quan hé vi tri
gitta INcRNA biéu hién khac biét v mRNA lién ké (trong khoang cach 100k bp) duoc
biéu hién khac biét; thir hai, theo su bat cap co sd bo sung giita INCRNA va mRNA bang
cach sir dung cong cu IncTAR (Li va cs, 2015). TF duoc phat hién vai iTAK (Zheng va
cs, 2016).

Pinh lwgng cac mire dd phién ma/biéu hién gen va phan tich biéu hién khac biét

Céc lan doc chieu dai day du dwoc Iap ban d6 c6 chat lugng khop > 5 da dugc chon dé
dinh Iwgng. Muac @6 biéu hién gen hoac phién ma dugc do bang so dém trén mot triéu
(CPM) (Zhou va cs, 2014) va dugc tinh toan nhu sau:

CPM = (s6 lan doc khdp voi phién méa)/(tong so lan doc khop vei phién ma duoc tham
chieu) x 106



Biéu hién khac biét giira cac nghiém thic duoc phan tich véi DESeq2 (Anders va Huber,
2010) tuy thudc vao mé hinh phan phdi nhi phan 4m, do dé thu duoc DEG hoic DET. Ty
I& phét hién sai (FDR) dugc diéu chinh va kiém soéat bang phuong phap ciia Benjamini va
Hochberg (1995), va cac DEG hoic DETSs voéi thay dbi log2fold (FC) > 2 va FDR <0,01
da dugc chon. Ban dd nhiét cho cac DEG trong mdi nhém duoc phét trién bing céch st
dung goi pheatmap trong R (Phién ban 1.0.123).

Ch thich chire ning va phan tich phong phu ciia cac gen/phién ma dwoc biéu hién
khac nhau

Chd thich chire niang cua cac gen/phién ma dugc tién hanh bang cach cho né véi co so di
licu bao gdm NR (trinh tu protein khong du thira NCBI) (Deng va cs, 2006), Swissprot
(Apweiler va cs, 2004), GO (Ashburner va cs, 2000 ), Nhém cac nhom Orthologous
(COQG) (Tatusov va cs, 2000), Nhém Ortholog euKaryotic (KOG) (Koonin va cs, 2004),
Pfam (Kanehisa va cs, 2004), va KEGG (Mckenna va cs. , 2010).

Phan tich lam giau ban thé hoc gen cia DEG hoic DET duoc thuc hién bang céach sir
dung phan phdi siéu dai do khong trung tim Wallenius dya trén goi GOseq R (Young va
cs, 2010). Phan tich lam giau 19 trinh KEGG cua DEG hodc DET la dbi tuwong cua phan
mém KEGG Orthology Based Annotation System (KOBAS) (Mao va cs, 2005). Tuong
tac protein-protein (PPI) cho tat ca cac DEG dugc phat hién di dugc du doan bang céach
st dung co sé dit liéu STRING4 va dugc hién thi trong Cytoscape (Shannon va cs, 2003).

Xac thwc cac gen biéu hién khac biét bang phién mi ngwoc dinh lwong theo thoi
gian thuc-PCR

Cac mau con sot lai tir qué trinh giai trinh ty mot bo phan phién ma c6 d6 dai day du phai
tuan theo qRT-PCR dé x4c minh DEG. Moi duoc thiét ké bang céach sir dung phan mém
Primer Premier 5 (Lalitha, 2000) va duoc tong hop bai Comate Bioscience Company
Limited (Changchun, Trung Qudc). Tong cong 1 pg RNA da qua xir Iy da duoc sir dung
dé tong hop cDNA soi dau tién bang céch st dung Fastking gDNA Dispelling RT
SuperMix (TIANGEN, Trung Quéc). Phan tng PCR duoc thyc hién trong Hé thdng
LightCycler® 480 (Roche Life Science, Hoa Ky) vdi ChamQ Universal SYBR gPCR
Master Mix (Vazyme Biotech Co., Ltd., Nam Kinh, Trung Qudc) theo quy trinh cua nha
san xuat. PCR duoc thuc hién trong mot thé tich 20 pl chira 100 ng cDNA (2pul). PCR
dugc thuc hién nhu sau: bién tinh ban dau trong 10 phuat & 95°C, tiép theo 1a 40 chu ky
hai budc ¢ 95°C trong 10 gidy va sau d6 & 60°C trong 1 phut. Sy biéu hién tuong di cua
cac gen duoc thir nghiém duoc tinh toan bang phuong phap —AACt sir dung ACTIN [am
d6i chtng. Ba lan lap lai sinh hoc doc 1ap va ba lan Iap lai ki thuat da duoc thuc hién cho
tat ca cac thi nghiém. Cac doan méi duoc sir dung duoc liét ké trong Bang bo sung 1.
Mbi twong quan giita giai trinh ty phién ma va qRT-PCR d3 duoc hoan thanh trong Excel
2016 va thtr nghiém t-mau doc lap duogc thuc hién biang SPSS 17.0.

KET QUA

Sw phat trién khac biét cia Heterodera glycines chiing 4 va chiing 5 bén trong ré ciia
dong 09-138 ¢ giai doan dau

Céc giai doan phat trién khac nhau cua hai chung, SCN4 (Hinh 1A) va SCN5 (Hinh 1B),
da duoc quan sat thay ¢ ré. RE dau twong bi ca hai ching tuyén triing xam nhap va khéng



c6 sy khac biét o rang vé kich thugc tuyén triing vao ngay thi 3 (Hinh 1). Vao ngay thu
6, hau hét SCNS5 da phat trién dén giai doan J3 nhung SCN4 van & _giai doan J2. Tuyén
triung da phat trién tir giai doan J3 dén giai doan cudi J4 & ré bi nhiém SCN5 & 8, 10 va
12 ngay (Hinh 1B) khi so sanh v&i J2, J3, hodc mot vai giai doan dau J4 & ré bi nhiém
SCN4 (Hinh 1A), khing dinh 09-138 khang SCN4 (sb nang/cay, 13 + SE 2,7; chi s6 cai,
FI = 10) v man cam véi SCN5 (sé nang/cay, 119 + SE 8.16; FI = 40) (Huang va cs,
2022). Quan st thay nhleu d6m nau (phan ung qua man cam) xung quanh mét s vi tri
an cua tuyén tring ¢ ré khang SCN4 hon 6 ré c6 SCN5 (Hinh 1A).

3d 6d 8d 10d 12d

Hlnh 1 Su" phat trlen cua tuyén trUng nang ddau twong (A) chung 4 (HG IOaI 1.2.3.5.6.7) va (B)
ching 5 (HG logi 2.5.7) bén trong ré cua kiéu gen dau tuong 09-138 tai 3, 6, 8 , 10 va 12 ngay
nhur dwoc chi ra ¢ trén cing cua hinh anh sau khi cdy 2.000 J2. Ré bj nhugm bang axit fuchsin.
Thanh chia dé = 200um.

Thong ké trinh tw mét sé6 phién ma c¢é do dai diy da Nanopore va X6a dw phong
khéi phién ma

Vi su khac biét rd rang trong su phat trién cua tuyén tring vao ngay tht 8 dugc quan sat
thiy & 09-138, nén cac mau ré tir ngay tha 8 da duoc s dung dé giai trinh tyu theo chiéu
dai day du. Trung binh 6,1Gbp dit liéu sach cho 9 thu vién cDNA thu duoc véi pham vi
tir 5,73 dén 6,82Gbp (Bang bd sung 2). Chiéu dai N50 trung binh 1a 1.287bp vai chiéu
dai trung binh 1a 1.142 bp, chiéu dai t6i da trung binh 1a 11.276 bp (9.575-13.426bp) va
gia tri chat luong trung binh 12 11 (Q11) (Bang bo sung 2). Sau khi rRNA duoc loc ra,
trung binh 5.296.377 lan doc rd (4.681.541-5.888.283) va trung binh 4.258.467 sb doc
FLNC (3.767.343-4.641.061) véi ty 18 FLNC trung binh 12 80,4% (Bang 1).

Bang 1. S6 lan doc r6 va doc chiéu dai day du, va ty 18 phan trim chiéu dai day du.

Treatment? Number of clean Number of full-length Full-length
reads (except rRNA)P reads® percentage(%)°
CK-1 5,592,903 4,437,097 79.33
CK-2 5,683,524 4,641,061 81.66
CK-3 5,399,629 4,311,944 79.86
SCN4-1 5,459,017 4,409,582 80.78
SCN4-2 5,888,283 4,631,268 78.65
SCN4-3 5,184,003 4,146,135 79.98
SCN5-1 4,727,932 3,785,053 80.06
SCN5-2 5,050,558 4,196,724 83.09
SCN5-3 4,681,541 3,767,343 80.47
Mean 5,296,377 4,258,467 80.43

aCK-1, CK-2, and CK-3 represent control with water for three biological replications on soybean breeding line 09-138; Similarly, SCN4-1, SCN4-2, and SCN4-3
represent root samples infected with soybean cyst nematode race 4 (HG type 1.2.3.5.6.7) for three replications; and SCN5-1, SCN5-2 and SCN5-3 represent SCN
race 5 for three replications. ®Number of clean reads (except rRNA): number of clean read sequences after filtering rRNA. *Number of full-length reads: number of
full-length sequences. 9Full-length percentage (%): percentage of number of full-length reads compared with clean reads.



Cudi cing, 65.038 trinh tu ban sao thtra duoc loai bo chira 92.079.818 bp véi do dai N50
13 1.665 bp, d6 dai trung binh 1a 1.415 bp va do dai tbi da 1a 7.285 bp di duoc thu duoc
théng qua viéc hop nhat céc trinh ty nhat quan (Hinh bo sung 1). Sau khi cin chinh véi
bo gen tham chiéu va loc véi cac chi thich da biét vé bo gen tham chiéu, 1.117 gen méi
va 41.096 ban sao chép méi da duoc xac dinh. Trinh ty nhat quan caa méi mau duoc st
dung dé phan tich AS.

Phén tich cau tric cia s kign polyadenyl héa thay thé, sw két hgp ban sao, sw kign
noi thay theé va du doan SSR da tiet 1§ sw thay doi cau trdc hat diu twong trong
phan &ng véi nhiém trung Heterodera glycines chiing 4 va ching 5

Giai trinh ty c6 d6 dai day du c6 thé xac dinh chinh xé&c ciu tric caa phién ma. Phan tich
APA duya trén FLNC d3 hién thj tong cong 214.760 phién ma véi nhiéu sb luong dia diém
da A khéac nhau. Trong sé ba nghiém thirc, phan I6n nhat trong s6 23,8% ban sao c6 > 5
vi tri da A, tiép theo 13 1 vi tri da A (21,5%) va it nhit ¢6 5 vi tri da A (9,6%) (Hinh 2A).
S6 luong ban sao trong mdi phan bé dia diém poly A khong cé su khac biét co v nghia
(P> 0,05) giita ba nghiém thizc (Hinh 2B). Theo cach mé xé ky hon, chiing toi thay rang
nhiém SCN4 khién dau tuong tao ra sé trung binh (840 + SE 26) I6n hon dang ké (840 *
SE 26) trong s6 > 10 vi tri da A so v&i nhiém SCN5 (734 + SE 12) va d6i chiing (698 +
SE 26), chi ra APA ¢6 nhiéu vi tri poly A hon c6 thé tham gia vao phan ung khong tuong
thich. Mic do giau & T va A lan lugt duoc phat hién & phia trén va phia dudi cua vi tri 50
bp (Hinh 2C). Ba mé tip APA gidu GC (CAGGGG, GGCTGC va GGCCGC) duoc X4c
dinh trong trinh tu 50 bp nguoc dong cua cac vi tri da A (Hinh 2D). Kiém tra phién ma
dung hop truéc khi phan tich loai bo du thira cho thay 2-12 phién ma dung hop cho mdi
mau. Tuong tu, nhidm SCN4 tao ra téng cong 21 ban sao dung hop, trong khi chi c6 14
ban sao dung hop dugc tim thdy cho SCN5 va ddi chung (Bang b sung 3), cho thay rang
ban sao dung hop c6 thé tham gia vao phan ang phong vé.

2000

Number of AS events
o 8 8 %

Percentage of AS events

exclusive

CK SCN4 SCNS

Hinh 2. Phan tich sir ki¢n polyadenylation thay thé (APA) va thag;niﬁzp(;&é) trén kiéu gen dau
twong 09-138 bj nhiem tuyén trung nang ddu twong chung 4 (SCN4) va ching 5 (SCN5), va nuéc



la doi chitng (CK). (A) Sur phan bé tong s vi tri da A cua céc gen. (B) So sanh su phan b vi tri
da A gitra cac nghiém thizc CK, SCN4 va SCN5. (C) Phan bé co sé (tinh bang%) ¢ 50 bp phia
trén va phia dwéi cua vi tri poly A cua tdt ca cac ban sao. (D) Cac mo-tip APA da xdc dinh. (E)
Tong sé AS cho CK, SCN4 va SCNS5. (F) So sanh cac su kién AS giita cdc phirong phdp diéu tri
CK, SCN4 va SCN5.

Phan tich Astalavista vé cac phién ma méi la dd chirng minh rang ca ba nghiém thic
khong c6 su khac biét dang ké vé sb luong su kién AS trung binh, 1,925 + SE 54,6, 2,265
+ SE 145,8; va 2,287 + SE 130.1 cho cac nghiém thie dbi chimg, trong ing SCN4 va
SCN5 (Hinh 2E), nhung cac su kién AS khac nhau gitra cdc nghiém thic. Dua trén ty 1€
phan trim trung binh cta cac su kién AS trong s6 9 thu vién, ¢ 40,11% lan truy cap
intron, 26,28% vi tri ndi 3' thay thé, 18,81% bo qua exon, 14,34% vi tri ndi 5' thay thé va
0,46% exon loai trir 13n nhau (Hinh 2F). Sb luong céc su kién AS tai cac vi tri méi ndi 3'
thay thé & ca hai nghiém thic bi nhidm tuyén tring thap hon dang ké (P <0,05) so vdi ¢
d6i chung, trong khi s6 lugng ¢ cac vi tri ghép néi 5' 16n hon déng ké (P <0,05) so Véi &
su kiém soét.

Tong cong co 22.486 SSR dugc xac dinh tir 61.900 phién ma maéi la chira tong cong
90.765.603bp (Bang b sung 4). Ba loai SSR v&i mono-, di- va tri-nucleotide chiém 98%
tong sé6 SSR. C6 1.718 SSR hién dién trong qua trinh hinh thanh hop chat (té bao vi sinh
tai to hop, khoang cach hai SSR <100bp) (Hinh bé sung 2 va Bang b sung 4).

Do do, tat ca céc bién the cau triic duoc thir nghiém gitra cac nghiém thae doi ching,
SCN4 va SCNS5 dé chting minh rang su bién doi sau phién ma c6 thé lién quan dén tinh
khang hozc tinh man cam cua tuyén tring ¢ dau tuong.

Duw doan trinh tw ma hoa caa phién ma méi la

Tong s6 37.469 ORF da thu duoc, bao gom 28.759 ORF hoan chinh. Khoang 38 va 43%
tat ca cac d dai protein ma hoa CDS dugc du doan lan lugt nam trong khoérJg 0-100 va
100-200 aa (Hinh 3A). Chiéu dai protein CDS hoan chinh twong ung dugc thé hié¢n trong
Hinh 3A.

RNA dai khong mi hoa lién quan dén cac yéu to6 phién ma dap &ng phong vé

Céac RNA dai khong ma hoa lién quan dén cac phan tng tang truong, phat trién va cing
thang cua thyc vat da thu hat duoc su chi y rong rii (Szczesniak va cs, 2015; Urquiaga
va cs, 2021). Tong cong, 288 IncRNA da dugc du doan boi cac phan tich mién protein
CPC, CNC, CPAT va Pfam; 24 va 90 trong s6 d6 1a duy nhét ddi véi phuong phap CPAT
va CPC, twong ung (Hinh 3B); 47,6 (137) va 42,4% (122) trong s6 d6 duoc phan loai lan
luot 14 sense_INncRNA va lincRNA (RNA khong ma hoa lién gen dai) (Hinh 3C).
Antisense-IncRNA va intnic-IncRNA lan luot chiém 7,3 (21) va 2,8% (8) (Hinh 3C). S6
lwong gen muc tiéu cis (275) duoc diéu chinh bai céc IncRNA nay I6n hon gan 4 1an so
Vvé6i (85) gen nham muc tiéu chuyén dbi. Phan tich mién protein InNcRNA-Pfam cho thay
164 ban sao khép vai co s dir liéu Pfam, bao gom céc yéu té phién ma dap tng phong
vé WRKY, TIR, EF-hand, AUX/IAA, zf-RVT (nhanh kém trong phién ma ngugc), zf-
CCHC, BolA (protein morphogen do vi khuan giy ra cing thang) va nhimg chat khéac,
cho thiy rang INcRNA c6 thé tham gia vao phan tmg céng thang cua tuyen trung ¢ dau
tuong. Diéu tha vi 1a 69 trong sé 164 (42%) mién Pfam la protein giéng nhu Extensin
duoc 1ap lai tir hai ban sao mai, ONT.12398 (chr 9) va ONT.12400 (chr 9) va 3 mién la
c4c ving giong nhu Extensin trong ONT.14325 (chr 10). Cac chat mo rong 1a mot ho



glycoprotein giau hydroxyproline (HRGPs) trong thanh té bao thuc vat cd thé lam trung
gian dé khang vai vi rat, vi khuan, nam va tuyén tring (Deepak va cs, 2010; Hirao va cs,
2012). Pic biét, cac chat ma rong duoc xac dinh trong sy hinh thanh hop bao SCN (lthal
va cs, 2007; Matsye va cs, 2011) va sy dong biéu hién ciia IncRNA lién quan dén tuyén
trung voi HRGP ¢6 kha ning lam trung gian lay nhiém SCN (Khoei va cs, 2021) di lién
tuc xac nhan rang té bao bi thay ddi thanh phan vach vai cac chit mo rong cé thé dong
vai tro trong viéc phong chdng bénh tat.
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Hinh 3. Chiéu dai trinh tw md héa dong dang, IncRNA va cac yéu té phién ma tir cac bdn sao
Méi dwoce xdc dinh tir 9 mdu ddu twong, va cdc gen biéu hién khac biét (DEG) hodc cac ban sao
(DET) trong phan #ng cia ddu tiwong doi Véi tuyén trimg nang ddu twong chung 4 (SCN4) va
ching 5 (SCN5) khi so sanh véi déi ching (CK). (A) S phan bé chiéu dai cua tat ca/hoan chinh
trinh tu protein ma héa dwoc dir dodn (don vi, aa, axit amin). (B) S6 IncRNA duoc xdc dinh bang
cac phuong phdp CPC, CNCI, CPAT va Pfam. (C) Ty 1é phdn tram phdn loai cé&c vi tri INcCRNA
duwoc chi thich véi cac bg gen tham chiéu. (D) Sir phan bé cia 20 logi nhan té phién ma lam
giau hang dau. (E) S6 heong tdt ca phién ma dong dang mdi la duwoc chl thich béi co sé dir lidu
COG, GO, KEGG, KOG, Pfam, Swiss-Prot, eggNOG va NR. (F, G) Sé lirong DEG va DET dwoc
diéu chinh va diéu chinh tang 1én giita cdc phwong phdp diéu tri CK-SCN4 va CK-SCNS5.



Dw do4n yéu té phién méa va phan tich chie ning ciia phién ma méi la

Dy doan c6 5.337 TFs, bao géom 176 ho TFs (yéu té phién ma, diéu hoa phién mi va
protein kinase) vai s6 luong tir 1 dén 296 (Bang bo sung 5). Ba nghiém thuc, ddi ching,
SCN4 va SCNS, lan lugt chira 1.804, 1.787 va 1.746 TF. Cac TF phong pht nhat Ia
WRKY (296), AP2/ERF-ERF (APETALA2/Ethylene Responsive Factors, 276), NAC
(NAM, ATAF va CUC, 230) va GRAS (GAI, RGA va SCA, 217) ( Hinh 3D).

Ch thich chic ning ctia cac ban sao thu duoc tir phan tich ndi thay thé cho thiy 128.648
d6ng dang phién ma da biét va 40.090 déng dang phién ma méi (Bang b sung 6) va
56.865 gen da biét va 859 gen mai (Bang bo sung 7). S6 lugng céc phién ma dugc chd
thich trong tat Ca va cac dong dang mai dugc hlen thi trong Hinh 3E. Trong s6 d6, cht
thich cia NR vé sy phan bd céc loai chi ra rang 86,8; 8,9; 0,95 va 0,4% cac ban sao
trong g v6i G. max, G. soja, Phaseolus vulgaris va Medicago truncatula. Phan tich
lam giau GO cho thdy 13.483 trén 100.994 (13,5%) dong dang G. max va 4.350 trén
31.102 (14,0%) d6ng dang méi co lién quan dén phan &ng véi kich thich (Hinh b sung
3A, B).

Biéu hién phién ma, cac gen biéu hién khac biét va cac phién ma biéu hién khac biét
Phan b mat &6 CPM cua céc biéu hién phién ma cua cdc mau dugc hién thi trong Hinh
4A B6 sung va mirc ¢ phan tan caa phan bé biéu hién mai la trong mot mau duoc hién
thi bang mot 6 vudng trong Hinh 4B B6 sung. Viéc danh gia hé s twong quan Pearson
gitta cac lan lap lai sinh hoc chi ra rang pham vi r 1 tir 0,682 dén 0,963 (Hinh 4C bd
sung). Su tach biét rd rang giira nghiém thirc doi chiing voi nghiém thirc nhiém SCN4 va
SCN’5 duoc thé hién trong phan tich thanh phan chinh (PCA) (Hinh 4D bo sung).

Tong cong, 2.255 DEG va 4.167 DET di duoc xac dinh cho ca ba lan so sanh; DEG hoic
DET duoc diéu chinh va diéu chinh thap hon duoc liét ké trong Bang 2, va cac biéu do
ndi ltra cho DEG va DET dugc thé hién trong Hinh bo sung 5. Khong c6 DEG chong
chéo (Hinh 3F) hoic DET (Hinh 3G) duoc tim thay gitta CK-SCN4-up va CK-SCN5-
down va nguoc lai. S6 luong chu thich cua DEG va DET véi co sé dit liéu cha thich chie
nang dugc liét ké trong Bang bo sung 8. Chi c6 7 DEG dugc tim thay gitra cac nghiém
thac SCN4- va SCN5-, bao géom 3 DEG duwoc xic dinh trong CK-SCNS5,
Glyma.04G061500 (hoat dong cua protein serine/threonine, GO:0004674),
Glyma.20G205700 (hoat dong cua chét tc ché endopeptidase loai serine, GO:0004867),
va Glyma.U029900 (chirc ning khéng xac dinh, mang sinh chat, GO:0005886), va 4
DEG dugc xic dinh trong CK-SCN4, Glyma.03G120700 (lién két calmodulin,
G0:0005516), Glyma.10G093900, Glyma.11G099300 (mét thanh phan ciu tric cua
ribosome, GO:0003735) va Glyma.19G125300 (lién két calmodulin, GO:0005516).

Bing 2. S6 luong gen (DEG) va phién méa (DET) biéu hign khac biét giira cac nghiém
thiec khong bi nhiem (CK) va Heterodera glycines (SCN4 va SCN5), va gitra SCN5 va
SCN4

DEG DET
Total number Up-regulated Down-regulated Total number Up-regulated Down-regulated
CKvsSCN4 1,533 726 807 2,694 1,121 1,573
CKvsSCN5 1,383 715 668 2,750 1,064 1,686

SCN5vsSCN4 7 6 1 8 7 1

SCN, soybean cyst nematode; vs.: versus.



Phan tich sw phong pha va cha thich ban thé gen dwoc biéu hién khac biét

Bang phan tich chu thich GO, mic du chi tim thidy 7 DEG giira cac ré dau twong bi nhiém
SCN4 va SCNB5, céc ré duge xu Iy SCN4 hién thi 986 DEG, trong khi cac ré duoc xir ly
SCN5 cho thdy 913 DEG khi mdi ré duoc so sanh véi dbi chung. Céac phan loai GO hang
dau cho ca phuong phéap diéu tri CK-SCN4 va CK-SCNS5 trong BP, MF va CC duoc hién
thi trong cac Hinh bo sung 6A, B, trong (mg. Ba BP duoc 1am giau hang dau cho ca hai
phuong phap diéu tri 12 phan ¢ng véi hormone ting trudng, con dudng tin hiéu dugc kich
hoat boi auxin va su phét trién da chiéu cua té bao. Ba CC hang dau 12 thanh té bao kiéu
thuc vat va bao quan lién két mang noi bao ddi voi CK-SCN4, phan té bao, phan noi bao
va bao quan lién két mang noi bao ddi voi CK-SCN5. Hai MF duoc lam giau hang dau
cho ca CK-SCN4 va CK-SCN5 la hoat dong quercetin 3-O-glucosyltransferase (GTF,
EC:2.4) va coniferyl-alcohol GTF, va loai MF thir ba la pectinesterase (PE, EC:3.1.1.11)
hoat dong ddi voi hoat dong CK-SCN4 va quercetin 4'-O-GTF dbi véi CK-SCN5. S6
luong khac nhau cia DEG dugc lam giau cho BP, MF va CC da dugc quan st gitra CK-
SCN4 va CK-SCNS5 (Hinh 4A). Pic biét, sé luong SRE (dau mili tén chi trong Hinh 4A)
trong CK-SCN4 nhiéu hon so véi CK-SCN5, vi du: phan ung véi kich thich
(SCN4/SCN5, 613/565), tin hiéu (225/181), hé théng mién dich qua trinh (121/84), giai
doc (41/32), va rang bugc (582/493) (Hinh 4A).
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Hinh 4. Chu thich lam giau GO hang dau cua cac gen biéu hi¢n khac bi¢t (DEG) (A) va
so sanh cac DEG Véi diéu hoa tang/giam lién quan, deén cac yéu to phan img cdng thang
(B) va kich thich té (C) ¢ ddu twong 09-138 bj nhiém tuyén tring nang ddu tiong ching
4 (SCN4) va chung 5 (SCN5) khi so sanh véi doi chitng (CK). Cdc dau miii tén mau do &
A chi ra céc yéu té ing sudt.

Heterodera glycines nhiém chiing 4 gay ra cac yéu té phan wng cing thing hon véi
su dieu chinh nhiéu tang so véi H. glycines nhiém ching 5

Trong phan tich sdu hon véi chu thich BP cua SRES, mot s6 lwong 16n hon cac DEG diéu
chinh so véi cac DEG diéu chinh thap hon dugc tim thiy trong ca CK-SCN4 va CK-
SCNS5 (Hinh 4B va Bang bé sung 9). Vi du: tong s6 DEG dugc diéu chinh ting/giam
dugc cong lai véi nhau cho mdi SRE dugc phat hién 1a 8.780/6.662 d6i véi CK-SCN4 va
7.113/5.932 d6i véi CK-SCN5, cho thay rang nhiéu gen SRE duoc tao ra trong phan tng



khong twong thich hon trong phan tmg tuong thich (Hinh 4 va Bang bd sung 9). Phan tng
cua BP ddi véi kich thich bao gom tat ca cac loai cang thang hoic kich thich sinh hoc va
phi sinh hoc (Bang bo sung 9), vi du, mam bénh hozc sau bénh, héa chat hiru co hoic vo
co, kich thich t, nhiét do, kich thich noi sinh hoac bén ngoai, phan tng phong vé, chét té
bao, phan (tng qua man cam, dap ang mién dich, lam im lang gen va MAP kinase (Hinh
4B).

Vi phan &ng véi hormone ting truong 1a GO-BP duoc lam giau hang dau dau tién cho ca
hai phuong phap diéu tri duoc dé cap & trén, nén phan tng véi timg hormone di duoc
kiém tra va so sanh. Cac _phan ang khac nhau véi tam loai hormone da dugc xac dinh ¢
ca phan tng khang va man cam so véi déi chitng (Hinh 4C va Bang b sung 9). Méc du
cac hormone phan uang véi su lay nhiém cua ca hai chung tuyén tring, mot so lugng 16n
cac DEG diéu chinh cao hon so véi céc kich thich té diéu chinh thip da duoc tim thay
trong phan tng khang véi SCN4 trong SA- (Ién/xudng, 31/17), JA- (28/12) , axit
abscisic- (ABA, 23/17), ET (13/12), axit gibberellic- (GA, 12/9), brassinosteroid- (BR,
7/6) va cytokinin- (CTK, 4/2) cac con duong tin hiéu qua trung gian va SA- (16/9) va JA-
(6/1) gay ra su dé khang toan than ngoai trir con duong tin hiéu duoc kich hoat bai auxin
(IAA, 8/10) (Hinh 4C). Nguoc lai, trong phan tng CK-SCN5 nhay cam, mét sé luong
thip hon cac DEG diéu chinh cao hon so véi cac duong dan truyén tin hiéu thién dinh
duogc tim thay trong SA- (16/22), ABA- (13/22) va ET- (5/7), va dién trg toan than gay ra
SA- (8/14) hoac JA- (0/1). Nhitng két qua nay cho thay rang nhiéu SREs vai nhiéu diéu
chinh ting di duoc kich hoat boi phan tmg khong twong thich véi nhiém SCN4 khi so
sanh voi nhiém SCNBG.

Heterodera glycines nhiém chiing 5 gay ra nhiéu gen biéu hién khac biét hon véi
nhiéu gen dwoc diéu chinh hon lién quan dén qua trinh bién déi thanh té bao va qua
trinh sinh hoc Carbohydrate so véi H. glycines nhiém chiing 4 mdi khi dwgc so sanh
véi doi chirng

Khéng ngac nhién, 23 DEG (17 tang/6 giam) va 2 (2 ting/0 giam) phan Gng véi tuyén
trung va su hinh thanh hop bao dugc xac dinh trong phan tng cua dau tuong khang vai
SCN4, trong khi 34 DEG (24 tang/10 giam) va 9 (9 1én/0 xuéng) phan ng Vi tuyén
tring va sy hinh thanh hop bao twong tng dugc tim thay trong phan tng man cam voi
SCNS5. Su hinh thanh hop bao SCN doi hoi phai stra doi thanh té bao thyuc vat, trong khi
viéc swra doi thanh té bao lién quan dén sy phét trién da chieu cua té bao (SCN4/SCN5
DEGs: 38/48) la yéu t6 tht ba duoc lam glau BP trong ca hai phuong phap diéu tri. Do
do, tat ca cac chi thich lién quan dén thanh té bao duogc thu thap ciing nhau va tong cong
28/26 GO da duoc chd thich cho CK-SCN4/CK-SCN5 (Hinh 5A). Mot sé lugng l6n
DEG trong CK-SCN5 hon trong CK-SCN4 d3 dugc phat hién trong to chic thanh té bao
hoic co ché sinh hoc (SCN5/SCN4:172/159), sira d6i thanh té bao (51/27), bién doi thanh
té bao kiéu thuc vat (27/15), bién ddi thanh té bao lién quan dén su phat trién da chiéu
cua té bao (12/1), néi long thanh té bao kiéu thuc vat (11/2), day thanh té bao (11/9) va
ling dong callose trong thanh té bao (8/5).
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Hinh 5. Cdc gen quy dinh Ien/XUOng (DEG) dwoc lam giau GO trén cing dwoC biéu hién
khac biér lién quan dén bién doi thanh té bao (CW) (A) va qua trinh sinh hoc
carbohydrate (B) trén dong ddu twong 09-138 bj nhiém SCN4 (tuyén tring nang dau
twong chung 4) va SCN5 khi so sanh véi doi chiing. Truc X hién thi s6 DEG va truc y biéu
thi duong di GO.

Sy hinh thanh hop bao doi hoi carbohydrate nhur mot chat dinh dudng cho tuyén tring an,
va cac chat van chuyén duong hoat dong trong hop bao théng qua cac qua trinh van
chuyén gitra va noi bao (Hofmann va cs, 2007, 2009; Hofmann va Grundler, 2008). S
luong DEG lién quan dén sy hinh thanh hop bao & CK-SCN5 nhiéu hon so véi CK-
SCN4 biéu thi su khéc biét trong quéa trinh chuyén hoa carbohydrate. Do d0, cic qua trinh
sinh hoc cua cacbohydrat va ba nhom chinh twong tng (duong, oligosaccharid va
polysaccharid), bao gom cac qua trinh trao doi chat, sinh tong hop, di hoa va van chuyén,
da dugc kiém tra va so sanh gitra CK-SCN4 va CK-SCN5 (Hinh 5B). Tong cong, 178,
94, 57 va 13 DEG trong CK-SCN4 lan luot tham gia vao cac qua trinh chuyén hoa, sinh
tong hop, di hda va van chuyén carbohydrate; 203, 114, 60 va 22 DEG trong CK-SCN5
tuong tng duoc lién két véi bdn quy trinh. D4i vai tat ca cac qua trinh sinh hoc lién quan
dén carbohydrate, ngudi ta di tim thdy 739 DEG voi 317 diéu chinh ting/giam 422 trong
CK-SCN4 va 870 DEG véi 467 diéu chinh ting/403 giam trong CK-SCN5 (Hinh 5B).
Polysaccharid Ia thanh phan chinh cta qua trinh trao doi chat, sinh tong hop va di hoa
carbohydrate. Sé luong DEG diéu chinh thip hon (130) so v6i DEG diéu chinh thap
(195) d6i véi CK-SCN4 da duoc phat hién trong tat ca cac nhom cua qua trinh chuyeén
hda va sinh tong hop carbohydrate; d6i voi CK-SCNS5, sb luong gen diéu hoa nhiéu hon
gen diéu hoa chi dugc tim thay trong qué trinh trao d6i chét polysaccharide (ting/giam:
80/51) va sinh tong hop (ting/giam: 55/30) va sinh tong hop monosaccharide (7/5) quy
trinh (Hinh 5B). Polysaccharid va monosaccharid la mot qué trinh di héa carbohydrate
chinh, nhung polysaccharid thé hién qua trinh diéu chinh ting nhiéu hon 1a diéu chinh
giam, va monosaccharid cho thay qua trinh diéu chinh giam nhiéu hon & ca CK-SCN4 va
CK-SCN5 (Hinh 5B). Qua trinh van chuyén cacbohydrat da ching minh rang
oligosaccharid va monosaccharid 1a nhitng dang van chuyén chinh; chi ¢c6 1 DEG diéu
chinh @& van chuyén polysaccharide dugc phat hién trong CK-SCN5 nhung khong c6
trong CK-SCN4. Nhitng két qua nay goi Yy rang phan ung tuong thich gy ra biéu hién
diéu chinh hon trong qué trinh sinh hoc carbohydrate hon 1a phan g khong twong thich.



Phan tich lam giau 19 trinh gen va bo gen trong bach khoa toan thu Kyoto

Cha thich KEGG cho thay 273 va 292 don vi gene lién quan dén 96 con duong trong con
duong CK-SCN4 va 91 con dudng CK-SCNS5, twong (ng (Bang bd sung 10). Hai phuong
phap diéu trj chia sé 83 16 trinh; 13 va 8 con dudng duy nhat dugc phét hién trong CK-
SCN4 va CK-SCNS5, vi du: twong tic SNARE trong van chuyén dang hat (3 DEG) va
phosphoryl oxy héa (4 DEG) chi trong sinh tong hop CK-SCN4 va N-Glycan (4 DEG) va
su phan hay axit béo (1 DEG) chi trong CK-SCN5.

Sinh tong hop phenylpropanoid 14 con duong KEGG duoc 1am giau hang dau cho ca CK-
SCN4 (Hinh 6A) va CK-SCN5 (Hinh 6B). 5 con dudng KEGG lam giau hang dau sau
day 1a protein ang-ten quang hop, chuyén héa caffeine, sinh tong hop cutin, suberin va
sap, va con duong tin hiéu AGE-RAGE trong cac bién chiing tiéu duong ddi véi CK-
SCN4 (Hinh 6A), va chuyén héa tinh bot va sucrose, quang hop-ang-ten protein, chuyen
hoa nito, va con duong tin hiéu AGE-RAGE trong cac bién chung tiéu duong dbi voi
CK-SCN5 (Hinh 6B). Trong sé 20 con duong KEGG phong pht hang dau, chuyén hoa
glycine, serine va threonine, sinh tong hop monoterpenoid, thoai hoa glycan khac,
phagosome, truyén tin hiéu hormone thuc vat, chuyén héa pyrimidine va phan giai
protein qua trung gian 1a duy nhit déi véi CK-SCN4; nam chéat chuyén hoa (nito,
galactose, cysteine va methionine, ether lipid va inositol phosphate), va sy phan giai
valine, leucine, va isoleucine la duy nhat d6i voi CK-SCNS5 (Hinh 6B). Biéu thi vi 1a nha
may tao nhip sinh hoc theo con duong KEGG da duoc lam giau & vi tri thtr 8 dbi véi CK-
SCN4 va ¢ vi tri thir 14 dbi voi CK-SCN5 (Hinh 6A, B).
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Hinh 6. (4, B) Con duong KEGG lam giau DEG (cac gen biéu hién khac biét) trong ddu
twong duoC Xur Iy Voi tuyen trung nang ddu tuong chung 4 (SCN4) va chung 5 (SCN5) khi
so sanh véi doi chiing. Méi vong tron dai dién cho mor dwong dan KEGG, truc toa do dai
dién cho tén dwong dan va truc hoanh 1a hé sé lam giau. Kich thuéc vong tron goi ¥ s6
lirong DEG duwroc bé sung trong dwrong dan, vong tron cang lén, cang nhiéu DEG.



Con duwdng sinh tong hep Phenylpropanoid dwec lam giau nhé ca hai lay nhiém
tuyen trung

Ca hai lay nhiém tuyén trang SCN4 va SCN5 déu gay ra sinh tong hop phenylpropanoid,
con dudng KEGG dugce lam giau hang dau Cac hop chat phenylpropanoid la nguon trao
dbi chat phong pha trong thuc vat, cung cap tién chat cua qua trinh téng hop lignin (Yao
va cs, 2021), trong khi lignin cé nhiéu trong thanh té bao va né dong vai trd quan trong
trong viéc bao vé thuc vat trong viéc dé khang can thiét tai chd hoic c6 hé théng (Dixon
va al., 2002). Phan tng enzym duoc coi 1a budc quan trong trong qué trinh sinh tong hop
cac 16p chinh cua hop chit phenylpropanoid. Ba muoi lim chinh thé KEGG cua
peroxidase (K00430, EC:1.11.1.7), enzym giau nhat dugc cha thich trong con dudng nay,
dugc phat hién trong diéu hoa ting hoac giam ddi véi ca CK-SCN4 (tang/giam:24/4) va
CK-SCNS5 (tang/giam:23/6); 10 trong sé 35 gen peroxidase la duy nhat cho CK-SCNS5 va
7 gen 1a duy nhat cho CK-SCN4 (Hinh 7A, B). Enzyme peroxidase dong mot vai tro
trong budc cudi cung cua qué trinh sinh téng hop lignin dé tao ra p-hydroxyphenyl
lignin, guaiacyl lignin, 5-hydroxyguaiacyl lignin, va syringyl lignin (Hinh 7B). Mtc do
biéu hién gen cua peroxidase 3 (Glyma.03G208200, Glyma.10G022500) di ting 1én t&i
5,2 dén 7,3 lan sau khi nhiém tuyén tring so véi doi chang. Sy lay nhiém SCN4 gay ra
hai DEG diéu chinh giam: méot gen, Glyma.15G002600, enzyme shikimate dugc ma hoa
O-hydroxycinnamoyltransferase (HST, EC: 2.3.1.133), xUc tac phan ung cua hai chat
nén, 4-coumaroyl-CoA (4-CCoA) va shikimate, dé san xuat hai san pham, CoA va 4-
coumaroylshikimate (CSH); DEG khéc, Glyma.03G070300, duoc ma hda gidng serine
carboxypeptidase 11 (SCPL11, EC: 2.3.1.91), c6 thé tao thanh sinapoylcholine (sinapine)
va dong nhirng vai tro quan trong trong phan tng véi stress phi sinh vat va sinh hoc, cling
nhu ting truéng va phat trién (Xu va cs, 2021). Nhiém tring SCN5 gay ra su diéu chinh
giam cua DEG Glyma.04G227700 ma hoa axit caffeic 3-O-methyltransferase (COMT)
giong nhu (EC:2.1.1.68), mat loai enzyme quan trong diéu hoa tong hop lignin (Trabucco
va cs, 2013) nhung khong phai cho Nhiém tring SCN4. Mot gen (Glyma.15G031300)
ma hoa enzym cyanogenic beta-glucosidase 13-like (EC:3.2.1.21) tham gia vao qud trinh
bdc hoi thanh té bao di lam ting mirc d6 biéu hién ting 5,87 lan do nhiém SCN5 (Hinh
7A). Ca hai truong hop nhiém tuyén tring déu kich hoat su diéu hoa cua enzym mé hoa
DEG Glyma.09G201200 cinnamyl-alcohol dehydrogenase (CAD, EC:1.1.1.195) dé xuc
tac budc cudi cling cua qua trinh sinh tong hop monolignol, bao géom p-coumaryl alcohol
(H), coniferyl alcohol (G), va sinapyl alcohol (S), thanh phan chinh cua lignin (Hinh 7A,
B). Nhitng két qua nay chi ra sy bién doi biéu hién cua enzym peroxidase, HST, SCPL va
cac enzym khac lién quan dén téng hop lignin sau khi nhiém tuyén tring din dén cac
phan umg twong thich va khong tuong thich bang cach diéu chinh su bién d6i thanh té bao
thyc vat.

Truyén tin hiéu hormone thuc vit, twong tac thwc vat - mam bénh va céc yéu t6
phién ma MYB gop phan vao phan wng phong vé

Mot sé luong DEG tuong tu di dugc xac dinh trong ca con dwdng dan truyén tin hiéu
hormone thuc vat (SCN4/SCN5:26/25) (Hinh 7C, D) va con duong tuong tac gitra cay
trong véi mam bénh (SCN4/SCNS5:12/14) (Hinh 7E, F) nhung véi nhiéu biéu hién khac
nhau vé mic do hoac Kiéu gen. Nhu minh hoa trong Hinh 7C, D, ca hai lay nhidm tuyén
trung déu diéu hoa tich cuc hoic tidu cuc su biéu hién cua cac hormone (SA, JA, ET,
GA, ABA, TIAA va CTK) nhung c6 su khéc biét vé chat va lugng ¢ dau trong (Hinh 7D).
Vi dy, mac do biéu hién cua PR1 (protein lién quan dén co ché bénh sinh 1,



Glyma.15G062400), lién quan dén nhiéu con dudng khéng chi truyen tin hiéu hormone
thuc vat (SA) ma con ca tin hiéu MAPK va tuong tac gilra cay trong véi mam bénh, da
taing hon nhidm SCN4 (6,5 1an) va SCN5 (5,2 lan) ¢ dau twong khi so sanh véi ddi
chang. Trong con dudng auxin, cé lién quan dén viéc mé rong té bao va ting truong thuc
vat, AUX1 va AUX/IAA dugc diéu chinh, vi du: protein giong chat van chuyén auxin 4
(Glyma.03G063900) dugce diéu hoa tich cuc boi ca nhidm SCN4 (4,1 14n) va SCN5 (gap
4,5 lan), va gen SAUR dap rng véi auxin (RNA dleu hoa nho véi auxin) deu dugc diéu
chinh ting va giam (Hinh 7C, D). Hai yéu t6 phién ma PIF3 (yéu t6 twong tac
phytochrome 3) dugc ma hoa béi Glyma.19G224700 va Glyma.20G091200, dugc XAc
dinh trong con duong GA nhanh cling nhu trong con duong nhip sinh hoc thyuc vat, véi
yéu t6 trude ddy duoc diéu chinh giam boi ca nhidm tuyén tring va sau nay duoc diéu
chinh giam boéi nhiém SCN5. Ba gen (Glyma.09G066500, Glyma.19G069200 va
Glyma.11G018000) ma hoa PP2C (protein phosphatase 2C) trong con duong ABA duogc
diéu hoa; nhidm SCN4 gay ra mac do biéu hién cia ba gen ting 1én khoang 3 lan va
nhiém SCNS5 lam ting mic d biéu hién cia hai gen dau tién tir 2,2 dén 2,8 lan. JAZ
(mién zim jasmonate) duoc ma hda bai Glyma.17G043700 trong JA lién quan dén phan
rng ng suat chi dugc phat hién trong CK-SCN5 véi diéu chinh giam cht khong phai
trong CK-SCN4. Nguoc lai, cic DEG ma hoa ETR (cam bién phan ung ethylene 2),
EBF1 (protein hop F lién két vai EIN3 1) va ERF1 (yéu t6 phién ma dap ung Voi
ethylene 1) trong con duong ET lién két véi qua trinh chin va gia cua trai cay chi duoc
tim thay trong phan tng khang véi SCN4 nhung khong ddi véi SCN5 khi so sanh véi dbi
chang (Hinh 7C, D), chi ra rang con duong ET dong mat vai trd trong phan tng phong
vé va biéu hién JA bi trc ché trong phan ang nhay cam.

Trong con dudng tuong tac giita thuc vat va mam bénh, CERK1 (chitin elicitor receptor
kinase 1, Glyma.02G270800) duoc phan loai la PRR trong PTI, CDPK (kinase protein
phu thuoc canxi), Rboh (h6 hap bung nd oxy hda) kich hoat cac loai oxy phan (ing (ROS)
tuong quan d6i véi bénh HR, CaM/CML (protein giéng calmodulin/calmodulin) lién
quan dén HR, ciing cé thanh té bao va déng khi khong, va PR1 (Glyma.15G062400) lién
két voi su tich tu phytoalexin va san xuat miRNA, duoc xac dinh trong ca CK-SCN4 va
CK -SCNS5 nhung véi nhiéu mic do biéu hién khac nhau; yéu té6 phién ma WRKY xudi
dong AtWRKY33 (GmWRKY15, Glyma.02G232600) va Pti6 (chat hoat hoa phién ma gen
PR 6, Glyma.02G236800) duoc két ndi vai cam tng gen lién quan dén phong tha chi
dugc phat hién dang ké trong CK-SCN4 (Hinh 7E, F). Mot gen, Glyma.01G068000, ma
héa HSP90 da duoc phét hién véi diéu chinh giam & CK-SCN4, nhung hai gen khac,
Glyma.09G131500 (hsp83) va Glyma.16G178800 (hsp83), duoc quy dinh tiéu cuc co y
nghia trong CK-SCNS5, cho thay rang PTI ban dau dugc kich hoat boéi nhiém ca hai chung
tuyén triung va sau d6, ETI duoc kich hoat boi nhiém tring SCNA4.

Trong phan tich KEGG, 20 yéu t6 phién ma giong MYB hodic MYB da duoc phat hién;
trong s6 nay, 12 chi dugc tim thdy & nghiém thiac CK-SCN4 va 3 chi ¢ CK-SCNS, biéu
thi rang cac yéu té phién ma MYB c6 thé diéu chinh phan tng phong v¢. Ba DEG
(Glyma.03G261800, Glyma.16G017400 va Glyma.19G260900) két hop véi yéu t phién
ma LHY lién quan dén MYB ciing tham gia vao nhip sinh hoc cua thyc vat, duoc diéu
chinh tiéu cuc sau khi nhiém ca SCN4 va SCN5.
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Hinh 7. Biéu hién gen va I trinh KEGG trong sinh tong hep phenylpropanoid
(https://www.genome.jp/pathway/map00940) (A, B), truyén tin hiéu hormone thuc vat
(https://www.genome.jp/entry/map04075) (C, D) va twong tdc giira Cdy trong - mam bénh
(https://www.genome.jp/entry/map04626) (E, F) ¢ ddu tiong bi nhiém SCN4 va SCN5. (A, C, E)
dai dién cho mite dg biéu hién cia cac gen biéu hién khac biér (DEG) lién quan dén con dwong
twong g cho CK (kiém soét) -SCN4 va/hogc CK-SCNS5; khai tréng mau trdng (0) ¢ nghia la
khong c6 biéu hién bién thién nao dwoc phét hién véi Fold Change >2 va False Discovery Rate
(FDR) <0,05; bén trai cua truc y la ma gen va bén phdi la chii thich KEGG tuong img. (B, D, F)
la cac con dwong KEGG; cac khéi cé mau do, xanh lyc va xanh lam biéu thj DEG trong diéu
chinh tang, diéu chinh giam hodc ca hai cdch twong 1ng cho ca CK-SCN4 va CK-SCNS5, ngogi
trie lew ¥ dac biét danh cho DEG chi dwoc tim thdy trong SCN4/SCN5 hodgc diéu chinh
tanglgiam; trong bdng (B), ngoi sao mau xanh lam dai dién cho enzym DEG ch/ c6 trong CK-
SCN4 va ngbi sao mau dé biéu thi DEG enzym chi c6 trong CK-SCN5.

Con duong trao dbi chit tinh bt va Sucrose quy dinh phan @ng nhay cam véi
Heterodera glycines chizing 5 va Chitinase I dwgc kiém soat trong phan &ng phong vé
véi H. glycines chiing 4

Con duodng chuyén hda tinh bot va sucrose duoc lam giau KEGG thir hai hang dau trong
nghiém thac CK-SCN5 ¢ 40 DEG bao gdm 5 sucrose synthase, 11 chat uc ché gidng
pectinesterase hoac pectinesterase/pectinesterase, 5 beta-glucosidase va 4 alpha, alpha-
trehalose-phosphate synthase [UDP — hinh thanh] va céc chat khéc, c6 lién quan dén sy


https://www.genome.jp/pathway/map00940
https://www.genome.jp/entry/map04075
https://www.genome.jp/entry/map04626

phat trién cua thuc vat va bién doi thanh té bao hoic su béc hoi cua thanh té bao; nhing
gen nay can thiét cho su hinh thanh hop bao. Trong s nay, 8/9 va 16/19 gen diéu chinh
tang/giam tuong ung dugc xac dinh cho CK-SCN4 va CK-SCN5 (Hinh 7A bd sung), vi
du: Glyma.15G223500 (chat tc ché pectinesterase/pectinesterase 47) v6i muc tang gap 5
lan mitrc do biéu hién sau khi nhiém SCN5, trong khi diéu chinh ting Glyma.03G216000
(chat rc ché pectinesterase/pectinesterase 20) c6 murc d6 biéu hién ting gip 3,3 lan & céac
ré bi nhiém SCN4, cho thay rang cac DEG nay dong vai tro trong phan tng tuong thich
hodc khong twong thich. Trong dudng amin va con dudng nucleotide, 17/3 DEG diéu
chinh ting/giam, hai trong s6 d6 c6 muc do biéu hién ting hon 4 lan dang ké,
Glyma.02G042500 ma& hoa tién chat chitinase 16p | va Glyma.18G120700 ma hda
hevamine-A -nhu protein trong ré bi nhiém SCN4 (Hinh 7B bé sung), cho thay rang hai
gen nay co thé gop phan vao phan @ng phong vé khi bi nhidm SCN4.

Phan tich twong tic Protein-Protein cho thay twong tac Valine-Glutamine-WRKY
va B diéu chinh Cytokinin phian wng hai thanh phan twong tic ARR-
Glutaredoxins-BolA c6 thé tham gia vao phan &ng phong vé

Phan tich PPI trong sé tit ca 2.255 DEG chi ra ty 1é mang ludi protein-protein Ia
7.063/2.632 (2,7 x) cho CK-SCN4/CK-SCN5, bao gom 866/194 (4,5 x) kich hoat,
2715/1381 (2 x) lién két, 781/280 (2,8 x) xUc tac, 401/104 (3,9 x) biéu hién, 462/96 (4,8
x) ¢ ché, 874/166 (5,3 x) ptmod (post translational modification - sau stra d6i dich ma)
va 964/411 (2,3 x ) phan tng, cho thiy phan tng khang cia dau tuong dbi véi nhiém
trung SCN4 da kich hoat nhiéu tuong tac protein- protein hon la phan ung man cam véi
nhiém tring SCN5, dic biét 1a trong qué trinh stra doi, (e ché va hoat hoa sau dich ma.

Hai gen, Glyma.03G120700 (GmVQ5) va Glyma.19G125300 (GmVQ70), dugc xac dinh
1a DEG dang ké véi mirc tang gap 2,7-3,2 lan & CK-SCN4 so véi CK-SCN5, ma hoa
protein lién két calmodulin (CaMBP) (GO:0005516) mang motif VQ (Valine-Glutamine)
dugc bao ton (FxxhVQxhTG), c6 kha ning tuong tac v6i yéu té phién ma vang lién két
DNA WRKY dé dong vai trd quan trong trong phan @ng véi cing thang (Wang va cs,
2014). Do @6, cac tuong tac gitra cac protein VQ va WRKY dugc ma hda boi DEG da
duoc kham pha dya trén mién Pfam; 6 trong s6 26 VQ (GmVQ5, GmVQ8, GmVQ24,
GMVQ43, GMVQ44 va GmVQ70) va 19 trong sé 74 chi thich WRKY dugc phat hién
trong CK-SCN4, CK-SCN5 hodc SCN5-SCN4 (Hinh 8A). Didu thd vi 13 GmWRKY15,
dugc ma hoa boi Glyma.02G232600 dugc diéu chinh, twong ddng véi Arabidopsis
AtWRKY33 (WRKYGQK/WRKYGQK) trong con dudng twong tac giita ciy trong voi
mam bénh, duoc xac dinh trong CK-SCN4, c6 thé tuong tac voi GmVQ24 (AtVQ21,
Glyma.06G124400 va ca hai déu duoc lién két véi GmVQ44 (AtVQ25, protein lién két
canxi, Glyma.09G111800) véi diéu chinh giam, cd thé lién két véi hai protein lién két
CaM tuong ddng 1a GmVQ5 va GmVQ70 (Hinh 8B). S6 VQ va WRKY dugc thiét ké
theo Yu va cs (2016), Wang va cs (2019), tuong rng.
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Hinh 8. Biéu hién gen cia VQ (valine-glutamine motif) va yéu to phién ma WRKY & ddu tiwong
bi nhiém SCN4 va SCNS5 khi so sanh véi doi chitng (CK), va twong tic protein-protein. (A) Tt
ca cac gen VQ va WRKY biéu hién khac biér déu duwoc hién thi; khéi trong mau trang (0) c6
nghia la khéng c6 biéu hién bién thién nao dwoc phét hién véi Fold Change > 2 va False
Discovery Rate (FDR) <0,05; bén trai cua truc y la 1D gen va bén phdi la tén gen twong ung (Yu
va cs, 2016; Wang va cs, 2019). (B) Tuong tic VO-WRKY-MPK-MKK-MKKK (MPK, kinase
protein hogt hda mitogen). (C) M6 hinh gidn dé cho cdc vai tro twong tic VO-WRKY trong phan
#ng phong vé; Nhiém SCN4 c6 thé diéu chinh cac hoat déng cia enzym MKKK, MKK va MPK.
Mgt md hinh 1a kich hoat MPK ¢4 thé gidi phong WRKY khdi chdt nén MSK1 (GmVQ24) va ¢6
chite ndng bao vé thuc vat; mé hinh khac 1a lién kér MSK1 dwoc gidi phong véi GmV Q44 ngdin
chan biéu hién GmVQ44, cé thé kich hoat GmVQ5 va GmVQ70, va do d6 GmVQ5/70 déng vai
trd bao vé thuc vat. (D) Twong tic ARR-BOIA2-GRXS15; ARR-A, bé diéu chinh phdn ung
Arabidopsis logi A; BolA2, (chat tgo hinh dang do vi khudn gdy ra cang thang); GRXS15,
monothiol glutaredoxin-S15. Cdc dwong c6 mau sdc da dang thé hién logi bang chitng tiwong tdc
(https://string-db.org).

AtWRKY33 c6 thé twong tac voi protein VQ duoc goi la protein kich hoat mitogen
(mitogen-activated protein - MAP) co chéat kinase 1 (MSK1, AtVQ21), co chat cua
MPK4 (MAP kinase 4), c6 thé duoc kich hoat khi c6 su tan cong cia mam bénh hoic
tring roi, va sau d6 AtWRKY33 la duoc giai phong dé gay ra su biéu hién cua
phytoalexin deficient 3 (PAD3) trong nhan, va do dé dé ting phan tng phong vé
(Andreasson va cs, 2005; Cheng va cs, 2012). Ngoai ra, MPK3 va MPK6 ciing c6 thé
tuong tac voi AWRKY33 cling nhau, dan dén su gia ting biéu hién gen lién quan dén
phytoalexin (Alves va cs, 2014). Sy biéu hién qua muc caa AtWRKY33 dan dén giam
tinh nhay cam vai tuyén tring nang cu cai duong (Heterodera schachtii) (Ali va cs,
2013) giup AtWRKY33 c6 thé tham gia vao viéc khang tuyén tring nang dau tuong. Dé
tim kinase cua chat nén GmVQ24 (MSK1) trong dit liéu chd thich, tat ca cac kinase MAP
duogc thé hién da dugc tim kiém va khong tim thiy AtMPK4 tuong dong; Diéu thi vi 1a
chi c6 hai MPK3 twong dong dugc ma hoa bai Glyma.U021800 va Glyma.12G073000,
mdi loai 6 muc d6 biéu hién ting gap 1 lan trong CK-SCN4, duoc xac dinh dé tuong tac
véi GMWRKY15 va GmVQ24. Tim kiém thém cac DEG khac ma héa MAPK cho thay
rang hai gen ma héa MAP kinase kinase 2 (MPKK2) ¢4 mirc d6 biéu hién giam 1,5 dén
1,8 lan chi c6 trong CK-SCN4 (Hinh 8B). Hai MPKKK khac dwgc mi hda bai
GIma.17G173000 va Glyma.17G177900, co thé lién két véi MPK3 va MPKK?2, di dugc
tim thay véi sy gia tang 1,2 1an biéu hién gen trong CK-SCN4 (dir liéu khong duoc hién
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thi). Tat ca nhiing két qua nay da chiing minh raing MPKKK/MPKK/MPK/WRKY-VQ-
CaMBPVQ c6 thé hoat dong cung nhau trong dau twong dé bao vé chong lai sy lay
nhiém SCN4. Dya trén nhiing dir liéu ndy, mot mo hinh c6 twong tic VQ — WRKY dé
dap tng véi su lay nhidm SCN4 da duoc thiét 1ap véi hai kha nang, mot 1a giai phong
GMWRKY33 bing cach kich hoat MPK3 hoic bat ky kinase nao khac dé tao ra
phytoalexin, kich hoat kha nang bao vé thuc vat nhu dugc mo ta trong Arabidopsis
(Alves va cs, 2014); con lai 13 GmVQ44 lién két véi GmVQ24 (MSK1) dé ngin chan
biéu hién GmVQ44, dan dén biéu hién cao CaMBP GmVQ5/70 dé tao ra khang SCN
(Hinh 8C).

Mot twong tac protein-protein thu vi khac da duoc phat hién trong con duong cytokinin
nhanh tin hiéu hormone thuc vat véi hai gen CK-SCN4 DEG dugc diéu chinh (Hinh 8D),
Glyma.06G187000 (ARR6, Log2FC = 2.2) va Glyma.17G093900 (ARRS5, Log2FC = 1.5),
dugc phan loai nhu quy dinh phan ¢ng hai thanh phan ARR-A (quy dinh phan tng
Avrabidopsis loai A) bao gom histidine kinase kéo dai mang bén trong va mét co quan
diéu hoa phan ung té bao chat dé cho phép sinh vat cam nhan va phan @ng véi nhiing
thay doi vé kich thich méi truong (Stock va cs, 2000). Trong CK-SCN4, cac protein
giong ARR5 va ARR6 c6 kha niang tuong tac voi chaperone ty thé, monothiol
glutaredoxin-S15 (GRXS15) va BolA2. GRXS15 dugc ma hoba boi DEG
Glyma.08G209900 diéu chinh giam (Log2FC = -1.8) va BolA2 duoc ma hda boi DEG
Glyma.05G188300 diéu chinh giam (Log2FC = -1.6) c6 thé két nbi véi yéu td phién ma
GATA nhanh kém (Glyma.06G086400, Log2FC = 1.7) (Hinh 8C). Ti thé GRAX15 duoc
bao cao 1a doéng nhitng vai trd quan trong trong qua trinh truéng thanh protein sat-luu
huynh trong thuc vat (Moseler va cs, 2015) va bo diéu chinh phién ma BolA2 c¢6 chira
mo-tip chudi xodn (helix-turn-helix — HTH) dé lién két axit nucleic (Kasai va cs. , 2004).
Tuong tic AtBolA3 — GRXS17 déng mét vai tro quan trong trong viéc ngan chan su
dung nap phi sinh hoc (Cheng va cs, 2011; Qin va cs, 2015). Theo cach tuong tu, Su GC
ché biéu hién gen cua ca BolA2 va GRAX15 véi sy lay nhidm SCN4 dan dén su dé
khang duoc biéu thi ring twong tac BolA2 — GRAX15 c6 thé diéu chinh tiéu cuc tinh
khang SCN4 cua dau tuong. Chirc ning cua tuong tic BolA2 — GRAX15 van chua dugc
bao céo, nhung nguoi ta biét rang BolA2 la nucleon-té bao chat va tuwong tic voi
GRAX15 (Couturier va cs, 2014). Hon nita, BolA2 duoc lién két v6i IncRNA dugc phat
hién & trén. Do do, cac twong tac cua ARR5/6-GRAX15-BolA2-GATA c6 thé chi ra mot
tuong tac phic hop mai tham gia vao qué trinh bao vé thyc vat dé déi phd véi su lay
nhiém SCN4.

Xac thuc cac gen biéu hién khac biét bang xét nghiém QRT-PCR

Cac mac do biéu hién cua 23 DEG thu dugc tir giai trinh tu bo gen phién ma c6 do dai
day du duoc so sanh véi mic do biéu hién thu dugc tir qRT-PCR. Twong quan biéu hién
(R?) giira chudi do dai day da va qRT-PCR 1én dén 0,6958 (Hinh 9A), va so sanh muc do
biéu hién tuong dbi gitta SCN4 va SCN5 da ching minh rang dit liéu gRT-PCR gan nhu
khép véi dix lidu chudi do dai day da (Hinh 9B). Mtic d6 biéu hién twong ddi ciia bén gen
WRKY va ba gen VQ ciing dugc hién thi trong Hinh 9C.
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Hinh 9. X4c thyc cac gen biéu hién khac biét (DEG) bang qRT-PCR. (A) Méi twong quan cia
mite dé biéu hién DEG giiza RNA-seq va qRT-PCR. (B) Sw biéu hién fuwong doi cia gen VQ va
gen WRKY. (C) Biéu hién ficong doi ciia 16 DEG khdc. Péi véi bang (B, C), truc x hién thj céc
gen va chi thich gen khéac nhau va truc y 1a mac biéu hién twong doi (thay déi gdp logzFC). Mizc
dé biéu hién twong dsi dwoc tinh theo phwong phap —AACt bang céch sir dung gen actin lam
kiém soét ngi sinh. Thanh 13i 1a viét tat cia SE. Cac dau hoa th;i thé hién si khéc biét ¢6 y nghia
theo phép thi t (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,005; va ***** p <0,005).

THAO LUAN

Phan tich phién ma c6 dé dai diy da: Mét cong cu manh mé dé phan tich quy dinh
vé phién ma va sau phién ma

Trong nghién ciru ndy, lan dau tién tién hanh phan tich phién ma c6 chiéu dai day du trén
dau twong dé so sanh cac phan ung cia ciing mot kiéu gen dau tvong khong tuong thich
va tuong thich véi cac chung H. glycines khac nhau. R6 rang, nhitng wu diém cua giai
trinh tu gen phién ma c6 do dai day da bao gdom hiéu suét chi phi cao, thong luong cao,
khong c6 tinh dic hiéu GC va sai léch co sd, doc trinh tu dai, dinh lwong chinh xac ¢ cap
d6 phién ma, xac dinh chinh xac cac dic diém cau tric (vi du: AS, gen dung hop, APA)
ma khdng phé v& trinh ty hoic cau tric gen va phan tich DEG/DET cung mét Iic. So véi
NGS, ONT can it s6 doc hon dé bao phu ciing mét lugng phién ma. Vi du: NGS thu duoc
trung binh nhiéu hon 3-5 l1an sé lan doc rd (Zhang va cs, 2017; Neupane va cs, 2019;
Miraeiz va cs, 2020) khi so séanh véi sb lan doc rd rang trung binh trong nghién cau nay.
Ngoai ra, cAc gen méi da duogc xac dinh co thé tao ra cac su kién AS méi.

Sy thay doi vé s luong céc sy kién AS tai vi tri ndi 5° hozc 3’ sau ca hai 1an nhiém tuyén
tring va cac phién ma khac nhau giita ba phuong phap diéu tri chi ra rang nhiém tring
tuyén trung d3 kich hoat céc sy kién AS khac biét dé tao ra nhiéu phién ma c6 thé dan



dén bao vé thyc vat hodc tinh man cam. Mot sb truong hop da duoc béo céo rang AS
diéu chinh phan &ng va/hoic thich tng vai stress cua cay trong (Bedre va cs, 2019; John
va cs, 2021; Martin va cs, 2021). Vi dy, gen N cua thudc 14 khang vi rat kham thudc 14
(TMV) c6 thé dugc ghép theo cach khac dé tao ra hai phién ma can thiét d¢é gép phan
khang hoan toan véi TMV (Dinesh-Kumar va Baker, 2000). AS diéu chinh ABA va céc
con duong tin hiéu anh sang dé didu phdi sy phat trién cua thuc vat va phan ang véi cing
thang (Thiruppathi, 2020).

That thi vi, chling t6i nhan thay rang cac su kién APA phong pha hon trén mdi gen duoc
xac dinh véi > 5 vi tri da A (23,8%) so véi cac vi tri ¢ 1-5 da A ¢ dau tuong, trong khi 2
vi tri da A dugc tim thiy 1a noi phan b sy kién APA phong phl nhit & ciy cao luong
(Chakrabarti va cs, 2020), va 1 diém poly A cho loai cay Liriodendron chinense trong ho
méc lan (Tu va cs, 2021). Sy phan bé vi tri da A trong thuc vat c6 thé bi thay d6i boi cac
cang thang phi sinh hoc (Yan va cs, 2021), va cac yéu t6 cis dic trung cho céng thang
méi & cac vi tri da A bén trong co thé gop phan gy ra cang thang phi sinh hoc
(Chakrabarti va cs, 2020). Trong nghién ctu nay, viéc nhiém tuyén trung lam ting su
phan b4 > 5 da A so véi doi chumng, dac biét, cac vi tri > 10 da A trong phan ting khong
tuong thich cang khang dinh rang APA c6 thé tham gia vao phan tng cing thang cua
tuyén tring. N6i chung, APA phan tng véi cang thang dong mot vai trd quan trong trong
viéc diéu chinh cang thang phi sinh hoc va cang thang sinh hoc théng qua cac gen va con
duong phan ng voi cang thang quan trong (Ye va cs, 2019; Chakrabarti va cs, 2020;
Yan va cs, 2021). Vi du, Ye va cs (2019) phat hién ra ring APA trong lGa phan ang voi
kha nang chiu stress nhiét nhu mot chat diéu chinh tiéu cuc, d6i véi stress Cd bang cach
diéu chinh qua trinh sira chita DNA va hinh thanh thanh té bao, va dbi vai stress bénh
(bénh bac 14 do vi khuan, vi rat soc la va dao 6n) bang cach diéu chinh su trao ddi diép
luc. So sanh cac vi tri APA duogc lién két véi cac gen dugc chl thich hoic con duong
giita phuwong phap kiém soat va phuong phap diéu tri nhiém tuyén tring sé phéat hién ra
chic nang APA & dau tuong lién quan dén tinh khang hoic tinh man cam cua tuyén
trung. Hon nita, sy khac biét vé phién ma dung hop va IncRNA giita cac nghiém thirc
chang t6 rang giai trinh ty gen phién ma cé chiéu dai day du 1a mot cong cy manh mé dé
phan tich sy stra d6i sau phién ma.

Truyén tin hiéu hormone thuc vat va twong tac giira thuc vat véi mam bénh lién
quan den phan wng bao vé caa thuc vat

Ca hai phan tich lam giau GO va KEGG déu khang dinh mot cach nhét quéan rang céc yéu
t6 phan ng véi cang thang va cac con duong lién quan (truyén tin hiéu hormone thuc vat
va tuong tac gitra thuc vat véi mam bénh) gop phan vao phan tng mién dich bam sinh
cua thuc vat doi vai SCN. Pang ngac nhién 1a khi tt ca cac DEG trong cac nhom/con
duong dugc xac dinh trong nghién ctu nay dugc so sdnh vaéi nhitng gi duoc liét ké boi
Zhang va cs. (2017), Miraeiz va cs. (2020), chi ¢6 1-3 gen chdng chéo duoc tim thiy;
DEG duy nhat, Glyma.11G207000, ma hoéa protein lap lai giau leucine dugc tim thay
trong ca ba nghién ctru. Su khac biét ¢d thé duogc tao ra do cac hé théng tuong tac SCN-
dau twong va bi anh huong bai thoi gian cdy, kiéu gen, loai tuyén tring va mat do tuyén
trung. Vi du, mot phan tich phién mi dwgc tién hanh sém nhat 1a 8 gio sau khi ciy vi
khuan HG loai O trén dau twong Bic Kinh, G. soja Pl 468916, Fayette, va Williams 82
ciia Miraeiz va cs (2020), va giai doan it van dong sau d6 & 3, 5 va 8 ngay (cac mau gop
chung) véi HG loai 2.5.7 trén hai kiéu gen G. soja ciia Zhang va cs (2017), va 8 ngay véi
HG loai 2.5.7 va HG loai 1.2.3.5.6.7 trén cing mot kiéu gen 09-138 trong nghién cau
nay. Hau hét cac nghién cau ho so phién ma duoc kiém tra trong vong 2-10 ngay ké tir



khi thiét 1ap dia diém cho an SCN thudng can 48 gio sau khi tiém chang, va su hinh
thanh hop bao va xep hop bao xay ra trong vong 2-10 ngay sau khi tiém chung c6 phan
ung khang thudc (Klink va cs, 2007; Kandoth va cs, 2011).

Mic di céc gen biéu hién khac biét duy nhat ddi véi nhidm SCN4 hodc SCN5 di duoc
xac dinh & 09-138, hau hét cac DEG dugc biéu hién trong ca phan ¢ng khang va nhay
cam véi chi mot sy khac biét nhé (Hinh 7), cho thiy cé4c tinh trang dinh tinh va dinh
luong. Vi dy, trong con duong twong tac giita thuc vat - mam bénh, cac thanh phan tin
hiéu phu thuoc PPR-CERK1 nguoc dong va Ca?" xu6i dong CDPK, Rboh (kich hoat
phan wng bung né oxy, ROS), CaM/CML, HSP va PR1 déu dugc x4c dinh ca twong thich
va khong tuwong thich r&, va cac WRKY ha ngudn va Pti6 vai diéu chinh ting chi dugc
phét hién trong phan tng khong twong thich (Hinh 7E, F), trong khi cac thanh phan nay
tham gia vao hoat dong PTI va/hoic ETL Trong con dudng hormone thuc vat, tat ca
phytohormone ngoai trir Brassinosteroid déu duoc kich hoat véi 1-4 DEG chinh, trong
khi mang phytohormone cua cac con duong tin hiéu JA, ET va SA ciing can thiét cho PTI
va ETI (Cui va cs, 2015). Naveed va cs (2020) phat hi¢n ra rang ca cay khang bénh va
cdy man cam déu c6 phan (ng phién ma gan nhu giéng nhau, nhung cay khang bénh dat
duoc chuong trinh tai ban phién ma bién do cao sém hon vai gio so véi cdy man cam
théng qua mang ludi tin hiéu phytohormone phong vé. O day, chung toi chi phéat hién
mot thoi diém trong giai doan lay nhiém sau d6 va viéc kiém tra theo chudi thoi gian s&
tiét 16 thém vé cach cac con duong hoat dong cung nhau dé bao vé chong lai su tin cong
cua tuyén tring. Khai niém PTI-ETI tiép tuc véi nhidu xuyén am giita cac thanh phan tin
hiéu PTI-ETI kich hoat hiéu qua cac phan ttng mién dich cua thuc vat ngay cang dugc
cac nha sinh hoc chu y (Mine va cs, 2018; Naveed va cs, 2020; Yuan va cs, 2021), va
khai niém nay ciing c6 thé ap dung cho twong tic SCN-dau twong dua trén cac thanh
phan tin hiéu duoc x4c dinh trong cac con dudng nay. Ngoai ra, dang ngac nhién 1a maic
di 09-138 chira locus Peking-rhgla, khéng co bat ky DEG nao duoc tim thay trong khu
vue d6, diéu nay cho thay mot co ché khang thay thé trong 09-138.

Yéu té phién ma chire niing twong tac protein-protein trong phan wng phong vé cia
dau tuwong

Céc yéu té phién ma voi vai tro 12 co quan diéu hoa phién ma hoat dong bang cach lién
két véi viing khoi dong cua gen muc tiéu va diéu chinh phan (ng cua thuc vat doi véi ap
lwc moi truong, vi du, thay doi su biéu hién caa cac tang gen phong vé (Chen va cs, 2002;
Alves va cs, 2014). Cac phién md mai la dugc xac dinh trung bay hon 5.000 TF, vdi 5
bang xép hang hang dau 13 WRKY, AP2/ERF-ERF, NAC, GRAS va bHLH. Céac TF
WRKY, véi tu cach 1a ho 16n nhit cua cic co quan diéu hoa phién ma, dugc xac dinh
nhat quan trong hau hét cac phan tich phién ma vé nhiém SCN (Ithal va cs, 2007;
Kandoth va cs, 2011; Mazarei va cs, 2011; Wan va cs, 2015; Zhang va cs, 2017; Song va
cs, 2019; Jiang va cs, 2020; Miraeiz va cs, 2020). Ho WRKY, lién quan dén phan &ng véi
cang thang & dau tuong, da duoc kiém tra, vi du, phan &ng véi bénh gi sit & dau tuong
(Phakopsora pachyrhizi) (Bencke-Malato va cs, 2014), stress do mudi (Yu va cs, 2016),
mat nudc va stress do mudi (Song va cs, 2016), va tuyén trung nang dau twong (Yang va
cs, 2017). Tuy nhién, 19 WRKY-DEG dén SCN4 hoic SCN5 duoc xac dinh trong nghién
ctru nay khong dugc tim thay trong cac nghién ciru trude day vé nhiém SCN (Yang va cs,
2017; Zhang va cs, 2017; Miraeiz va cs, 2020), chi ra rang cac yéu t&6 WRKY duoc xac
dinh nay c6 thé dic trung cho dong 09-138 hoic cac chung tuyén trung duoc sir dung
trong nghién ctru nay.



Cac yéu td WRKY trong thuc vét dugc chia thanh nim nhom (I, Ila + IIb, IIc, IId + Ile va
111) va sy tuong tac gitta mién WRKY va mién dbi tac cua nd (vi du, VQ) lién quan dén
tin hiéu, phién ma va cac qua trinh sinh hoc quan trong khac (Chi va cs, 2013; Alves va
cs, 2014). Tuong tic WRKY-VQ da dugc nghién cau ky trong cdy Arabidopsis. Nhu da
dé cap ¢ trén, trong tac AtWRKY33 (nhom I)/MSK1 kich hoat biéu hién gen bao vé thuc
vat (Andreasson va cs, 2005; Qiu va cs, 2008; Alves va cs, 2014). AtWRKY25, mot chat
tuong dong cua AtWRKY33, ciing ¢ thé twong tac véi MSK1 va MPK4 trong trudng
hop khdng c6 mam bénh (Cheng va cs, 2012). Ngoai ra, AtWRKY33 c6 thé twong tac
vé6i hai protein VQ khac, AtSIB1 (protein lién két yéu té sigma 1, AtVQ23) va AtSIB2
(AtVQ16), trong nhan dé kich hoat kha nang chéng lai mam bénh hoai tir, Botrytis
cinerea (Lai va cs, 2011). Trong nghién ctu ndy, viéc thiéu MPK4 tuong ddng chi ra mot
co ché tuwong tac thay thé c6 thé tham gia vao phan ¢ng bao vé tuyén trang. Trong hé
thdng twong tac giita dau trong va sau bénh, chi cd mét GmVQ58 duogc xac dinh 1a chat
diéu hoa tiéu cuc dbi véi tinh khang cua dau twong ddi voi loai giun thong thudong
(Spodoptera litura Fabricius), va GmVQ58 ¢ thé twong tac voi GmMWRK (Li X. va cs,
2020).

Ho CaM bao gdm cac protein lién két Ca?* phd bién hoic protein cam bién canxi, c6 thé
dong vai trd quan trong trong cac dong tin hiéu té bao két hop véi cac kich thich mai
truong khac nhau (Zeng va cs, 2015). Vi dy, AtCaMBP25/AtVQ15 dugc tim thdy nhu
mot tac nhan tiéu cuc diéu chinh kha ning chéng chiu cing thang tham thau trong qua
trinh nay mam cua hat va su phat trién cua cay con (Perruc va cs, 2004). Truyén tin hiéu
qua trung gian CaM c6 thé diéu chinh can bang noéi mdi ROS mat céach tryc tiép va gian
tiép (Zeng va cs, 2015). O day, ching t6i tim thay DEGs CaM/CML trong con dudng
mam bénh thuc vat va hai CaMBPGmVQ5/VQ70, tuong tac truc tiép hoic gian tiép véi
chc VQ vi WRKY khic dé tao thanh phic hop GmMVQ5/70-GmVQ44-GmWRKY 15-
GmVQ24 (MSK1) (Hinh 8B). Chi phan ung khong tuong thich mégi c6 thé kich hoat
GmVQ5/70, GmWRKY15 va GmVQ24, d6ng thdi ngan chin dau néi GmVQ44, cho
thdy ring cac tuong tic VQ-WRKY tham gia vao phan tng bao vé caa thuc vat ddi voi
SCNA4. Ngoai ra, mic do biéu hién cao cia GmWRKY 15 lam ting tinh khang SCN dong
nhat véi viéc biéu hién qua mirc cia AtWRKY33 twong dong lam giam tinh nhay cam
vai H. schachtii (Ali va cs, 2013).

Con dwong sinh tong hop Phenylpropanoid phong phi hang dau tham gia vao ca
phan #ng khang va man cam

Con dudng phenylpropanoid da duoc coi 1a mot phan ¢ng bao vé phé bién chéng lai cac
mam bénh bao gém ca tuyén tring, va con dudng nay ludn duoc bd sung trong tuong tac
SCN-dau tuong (Edens va cs, 1995; Dixon va cs, 2002; Zhang va cs, 2017; Li va cs,
2018; Singh va cs, 2019; Miraeiz va cs, 2020). Khoang 75% DEG trong con duong nay
1a peroxidase, va hon 80% cac gen peroxidase di dwoc lam giau c6 thé duoc tao ra sau
khi nhiém tuyén tring trong phan @ng man cam hoac khang thudc, phi hop voi cac béo
cao truge day (Miraeiz va Cs, 2020), goi Y rang per0x1dase dong vai tro trung tam trong
phan ung véi su tan cong cua tuyen tring. Peroxidase gop phan bao vé thyc vat bang
cach stra d6i thanh té bao bao gom lignin, suberin, polysaccharide feruloyl hda va HPRG
(chat kéo dai), ting cuong san xuat ROS va san xuat phytoalexin (Pandey va cs, 2017).
Céc enzym quan trong dugc lién két vai qua trinh sinh tong hop lignin va dugc biéu hién
duy nhat trong phan ung khéng twong thich (vi du: HST, Glyma.15G002600) hoic tuong
thich (vi du, beta-glucosidase, Glyma.15G031300) s& 1a cac gen dugc nhim muc tiéu



tiém ning cho cac nghién ciru sdu hon dé 1am sang t6 kha ning bao vé hoic co ché gay
bénh cua thuc vat.

Qua trinh sinh hgc Carbohydrate va vai tro bién doi thanh té bao trong kha ning
nhay cam caa tuyen trung nang dau twong

Nhiém tring SCNS gay ra nhiéu DEG véi nhiéu gen duogc diéu chinh hon trong qua trinh
bién d6i thanh té bao va chuyén hoa carbohydrate so Vi nhiém SCN4 nhung véi mot sb
DEG chdng chéo vé sb lugng, cho thiy cac DEG tich liy va duy nhat trong qua trinh sinh
hoc carbohydrate bao gdm chuyén hoéa, sinh tong hop, chat xdc tac va van chuyén lam
Viéc cung nhau dé tao ra SCN mén cam hoic khang thudc. Miraeiz va cs (2020) cling bao
céo rang W82 nhay cam cho thay cac gen it dap ung hon, cac gen diéu chinh thip hon
trong chuyén hoa carbohydrate va protein van chuyen va mot s gen chong chéo vai kiéu
gen khang thudc 8 gio sau khi cy. Tuy nhién, mot Ian nita, ¢ it DEG phd bién hon duoc
tim thiy trong khoang thoi gian tir 8 gior sau khi cdy (Miraeiz va cs, 2020) dén 8 ngay
(nghién ctru nay), mot beta-glucosidase dugc diéu chinh giam & 8 gio nhung dugc diéu
chinh ting 1én ¢ 8 ngay trong nghién ctu nay, goi ¥ biéu hién khac biét vé mat khdng
gian va thoi gian. Trong con duong chuyén hda tinh bot va sucrose, sucrose synthase,
hexokinase, beta-amylase va polygalacturonase bi tc ché nhiéu hon, beta-glucosidase,
beta-fructofuranosidase va galacturonosyltransferase duoc tao ra trong tuong tac tuong
thich nhiéu hon 1a trong twong tac khong tuwong thich, chung t6 sy phuc tap déi véi kha
nang gay bénh caa tuyén tring. Hofmann va cs (2007) da chirng minh rang viéc cung cap
sucrose cho hgp bao do H. schachtii gay ra phu thudc vao con duong apoplasmic ¢ giai
doan dau trong qué trinh hinh thanh syncyti va trén con dudng giao hudng trong giai
doan sau khi syncytia duoc lién két voi phloem. Sy thay doi cia mot loat cac enzym
trong qua trinh trao doi chat ¢ thé giai thich cac kiéu biéu hién enzym khac nhau trong
céc hé thong twong tac SCN-dau twong khac nhau ca vé mat khong gian va thoi gian.

KET LUAN

Két luan, nghién ciru nay lan dau tién dai dién cho su so sanh trinh ty phién ma c6 chiéu
dai day du gitra cac phan Ung tuong thich va khong tuong thich trén cung mot bo gen dau
tuong voi H. glycine. Cac yeu t6 phan tng cang thang, con dudng tuong tac vai mam
bénh thyc vat, con duong din truyén tin hiéu hormone thuc vat va cac yéu té phién ma
g6p phan vao phan @ng mién dich cua thyuc vat. Cac gen lién quan dén bién doi thanh té
bao va chuyén hoa carbohydrate dong vai trd quan trong trong tinh nhay cam cua tuyén
trung. Con duong sinh tong hop phenylpropanoid dwoc 1am giau nho hai loai nhiém
tuyén trung. Lan dau tién, mot mo hinh twong tic WRKY-VQ dan dén phan wng bao vé
thuc vat dbi voi sy lay nhiém tuyén tring trong mot phan ung khong twong thich dugc
thiét 1ap. Cac su kién AS, APA va IncRNA di duoc xac dinh s& cung cap thdng tin chi
tiét vé& chirc ning ctia qua trinh sira ddi phién mi trong qua trinh twong tac giita cay va
tuyén trung. Kién thuc vé su tuong tac gitta SCN-ddu twong s& gilp ching ta hiéu duoc
su phét trién cua tinh khang va tinh man cam, va céc nghién cau chirc nang sau hon sé
gitp kham pha cac chién lugc kiém soat mai chéng lai tuyén tring.
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