
PHÂN TÍCH PHIÊN MÃ ĐỘ DÀI ĐẦY ĐỦ CỦA CÙNG BỘ GEN  

ĐẬU TƯƠNG VỚI CÁC PHẢN ỨNG TƯƠNG THÍCH VÀ KHÔNG TƯƠNG 

THÍCH VỚI HETERODERA GLYCINES CHO THẤY LÂY NHIỄM  

TUYẾN TRÙNG KÍCH HOẠT PHẢN ỨNG BẢO VỆ CỦA THỰC VẬT 

 

Minghui Huang1, Ye Jiang1,2, Ruifeng Qin1,2, Dan Jiang1,2, Doudou Chang1,2, 

Zhongyan Tian2, Chunjie Li1 và Congli Wang1 

Võ Như Cầm biên dịch 

 
1Phòng thí nghiệm Key về chọn giống thiết kế phân tử đậu tương, Viện Địa lý và Nông 

học Đông Bắc, Học viện Khoa học Trung Quốc, Cáp Nhĩ Tân, Trung Quốc 
2Học viện Khoa học Nông nghiệp Hắc Long Giang, Đại Khánh, Trung Quốc 

 

TÓM TẮT 

Giải trình tự phiên mã có độ dài đầy đủ với các bài đọc dài là một công cụ mạnh mẽ để 

phân tích các sự kiện phiên mã và sau phiên mã; tuy nhiên, nó đã không được áp dụng 

trên đậu tương (Glycine max). Ở đây, một phân tích phiên mã tương đối có chiều dài đầy 

đủ được thực hiện trên kiểu gen đậu tương 09-138 bị nhiễm tuyến trùng nang đậu tương 

(SCN, Heterodera glycines) chủng 4 (SCN4, phản ứng không tương thích) và chủng 5 

(SCN5, phản ứng tương thích) bằng cách sử dụng Công nghệ Oxford Nanopore. Mỗi 

mẫu trong số 9 mẫu có chiều dài đầy đủ được thu thập 8 ngày sau khi cấy có/không có 

tuyến trùng tạo ra trung bình 6,1Gb dữ liệu sạch và tổng số 65.038 trình tự phiên mã. Sau 

khi loại bỏ các bản sao thừa, 1.117 gen mới và 41.096 bản sao mới đã được xác định. 

Bằng cách phân tích cấu trúc trình tự của các bản sao mới lạ, có tổng cộng 28.759 trình tự 

khung đọc mở (ORF) hoàn chỉnh, 5.337 yếu tố phiên mã, 288 RNA dài không mã hóa và 

40.090 phiên mã mới với chú thích chức năng đã được dự đoán. Gene Ontology (GO) và 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) phân tích làm giàu các gen biểu 

hiện khác biệt (DEG) cho thấy rằng hormone tăng trưởng, con đường tín hiệu được kích 

hoạt bởi auxin và tăng trưởng tế bào đa chiều, và con đường sinh tổng hợp 

phenylpropanoid được làm giàu bằng cách nhiễm cả hai chủng tuyến trùng. Nhiều DEG 

liên quan đến các yếu tố phản ứng với căng thẳng, con đường dẫn truyền tín hiệu 

hormone-thực vật và con đường tương tác giữa thực vật - mầm bệnh với nhiều điều chỉnh 

hơn được phát hiện trong phản ứng không tương thích với lây nhiễm SCN4 và phát hiện 

nhiều DEG có điều chỉnh liên quan đến quá trình biến đổi thành tế bào và xử lý sinh học 

carbohydrate trong phản ứng tương thích với lây nhiễm SCN5 khi so sánh với nhau. 

Trong số đó, các DEG chồng chéo với sự khác biệt về số lượng đã được kích hoạt. Sự kết 

hợp tương tác giữa protein-protein với DEGs lần đầu tiên chỉ ra rằng nhiễm tuyến trùng 

đã kích hoạt tương tác giữa yếu tố phiên mã WRKY và VQ (valine-glutamine motif) để 

góp phần bảo vệ đậu tương. Kiến thức về cơ chế tương tác SCN-đậu tương làm mô hình 

sẽ giúp hiểu rõ hơn về các tương tác khác giữa thực vật và tuyến trùng. 

 

Từ khóa: giải trình tự phiên mã chiều dài đầy đủ, glycine max, Heterodera glycines, 

phản ứng tương thích và không tương thích, tương tác VQ – WRKY 

 

GIỚI THIỆU 

Tuyến trùng nang đậu tương (SCN, Heterodera glycines Ichinohe) là một trong những 

bệnh kinh tế quan trọng nhất trên cây đậu tương (Glycine max L. Merrill) trên toàn thế 



giới. Phân tích thống kê mới nhất ước tính thiệt hại kinh tế lũy kế do dịch bệnh ở 28 bang 

của Hoa Kỳ từ năm 1996 đến năm 2016 chỉ ra rằng SCN chiếm 23,2% tổng thiệt hại 

(73.535 USD/ha), được xếp hạng cao nhất, lớn hơn nhiều so với bệnh thứ hai là thối nhũn 

(10%) (Bandara và cs, 2020). Tại Trung Quốc, thiệt hại kinh tế hàng năm đối với đậu 

tương có thể lên tới 120 triệu đô la Mỹ (Li Y. và cs, 2011). SCN là tuyến trùng sống ít 

vận động trong đất ký sinh trên rễ cây đậu tương. Trong giai đoạn di chuyển tự do duy 

nhất của SCN, con non giai đoạn hai (J2) nở ra từ trứng (con non giai đoạn đầu bên trong 

trứng) để tìm kiếm rễ vật chủ thông qua các tín hiệu phát ra từ rễ cây, di chuyển đến ngọn 

rễ và xâm nhập rễ bằng cách sử dụng một mũi nhọn. J2 di chuyển bên trong rễ, thiết lập 

vị trí cho ăn và lập trình lại các tế bào rễ vật chủ bằng cách hướng các chất tiết của tuyến 

tiết vào thực vật có thể làm tan thành tế bào và dung hợp nguyên sinh chất của các tế bào 

lân cận, và cuối cùng hình thành một cấu trúc nuôi dưỡng độc đáo gọi là hợp bào làm 

nguồn dinh dưỡng cho sự phát triển của tuyến trùng, do đó ngăn cản sự phát triển của cây 

và ảnh hưởng đến năng suất (Niblack và cs, 2006; Mitchum và Baum, 2008). 

Sự kháng thuốc của cây ký chủ kết hợp với luân canh cây trồng là cách hiệu quả nhất để 

kiểm soát SCN. Hơn 300 locus tính trạng số lượng (QTLs) liên quan đến tính kháng SCN 

được lập bản đồ tới 20 nhiễm sắc thể (chr) (soybase.org), nhưng chỉ có hai gen kháng 

chính, rhg1 trên nhiễm sắc thể (chr) 18 và Rhg4 trên chr 8, được nhân bản và đặc trưng 

(Cook và cs, 2012, 2014; Liu và cs, 2012, 2017). Sự hiện diện của nhiều QTL nhỏ góp 

phần vào tính kháng ở cây đậu tương kháng hoặc mẫn cảm làm cho việc nhân giống 

kháng khó khăn hơn dự kiến (Huang và cs, 2021). Hơn nữa, sự thay đổi về độc lực đã 

làm giảm hoặc mất khả năng đề kháng do việc trồng lâu dài một nguồn giống kháng đơn 

lẻ, ví dụ, 90% các nguồn kháng thuốc có nguồn gốc từ PI88788 ở Hoa Kỳ và chủ yếu là 

các nguồn kháng thuốc Bắc Kinh ở Trung Quốc (Mitchum và cs, 2007; Niblack và cs, 

2008; Acharya và cs, 2016; Hua và cs, 2018; Huang và cs, 2022). Hơn nữa, Peking và 

PI88788 chỉ hiển thị khả năng chống một số chủng SCN hoặc loại HG. Việc thiếu các 

nguồn kháng thuốc rộng rãi và sự hiện diện của nhiều chủng SCN hoặc các loại HG trên 

đồng ruộng dẫn đến việc SCN lây lan rộng rãi và nhanh chóng. Do đó, hiểu được cơ chế 

phân tử của sự lây nhiễm SCN và tính kháng của cây trồng sẽ có thêm hiểu biết để phát 

triển các chiến lược kiểm soát mới, bao gồm cả việc thiết kế các gen ứng viên quan trọng 

để tăng sức đề kháng. 

Thực vật đã tiến hóa để phát triển hai lớp của hệ thống miễn dịch phòng thủ mầm bệnh: 

lớp đầu tiên là mô hình phân tử liên quan đến mầm bệnh hoặc vi khuẩn (PAMP/MAMP) 

được kích hoạt miễn dịch (PTI); lớp thứ hai là miễn dịch kích hoạt tác dụng (ETI), phù 

hợp với khả năng kháng bệnh cụ thể theo loài (Dangl và Jones, 2001; Eitas và Dangl, 

2010; Monaghan và Zipfel, 2012). Bề mặt thành tế bào thực vật có chứa các thụ thể nhận 

dạng mẫu (PRR) có thể phát hiện mầm bệnh hoặc cấu trúc vi khuẩn để kích hoạt PTI và 

phytohormone là các phân tử tín hiệu liên quan đến phòng thủ, chẳng hạn như axit 

salicylic (SA), axit jasmonate (JA), ethylene (ET) , khiến thực vật sản sinh ra các protein 

liên quan đến sinh bệnh học (PR), ví dụ, β-1,3-glucanase, peroxidase, chất ức chế giống 

oxidase, thionin, và proteinase, v.v. (Sels và cs, 2008). ETI được bắt đầu bởi các protein 

lặp lại vùng protein liên kết nucleotide nội bào (NLRs) để tạo ra phản ứng quá nhạy cảm 

(HR) với sự chết của tế bào cục bộ (Eitas và Dangl, 2010). PTI và ETI được kích hoạt bởi 

hai lớp thụ thể khác nhau trong tín hiệu sớm, nhưng bằng chứng gần đây cho thấy rằng 

PTI và ETI có thể xuyên âm trong phản ứng xuôi dòng, mặc dù cách chúng góp phần vào 

khả năng miễn dịch với đầu ra định lượng và/hoặc định tính vẫn chưa được xác định 

(Naveed và cs , 2020; Yuan và cs, 2021). Phân tích phiên mã của các hệ thống bệnh khác 

http://soybase.org/


nhau biểu thị rằng cả tương tác tương thích và không tương thích đều có thể gây ra sự 

thay đổi chồng chéo của biểu hiện gen nhưng có sự khác biệt về số lượng (Mine và cs, 

2018; Yuan và cs, 2021). 

Các nghiên cứu đã được thực hiện trên các tương tác tương thích và không tương thích 

giữa SCN và rễ đậu tương dựa trên phân tích microarray và hệ phiên mã RNA-seq (Ithal 

và cs, 2007; Klink và cs, 2007; Puthoff và cs, 2007; Klink và Matthews, 2009 ; Kandoth 

và cs, 2011; Li X. và cs, 2011; Li và cs, 2012, 2018; Mazarei và cs, 2011; Wan và cs, 

2015; Zhang và cs, 2017; Kang và cs, 2018; Neupane và cs, 2019; Song và cs, 2019; 

Jiang và cs, 2020; Miraeiz và cs, 2020). Tất cả các chú thích về trình tự đều cho thấy rằng 

sự lây nhiễm SCN có thể gây ra hoặc ngăn chặn sự biểu hiện gen ở các giống cây trồng 

mẫn cảm hoặc kháng thuốc và một loạt các gen bảo vệ (PPRs và NLRs), dòng tín hiệu 

MAPK (mitogen-hoạt hóa protein kinase), các yếu tố phiên mã WRKY và MYB (TFs), 

gen protein sốc nhiệt (HSP), gen PR, và gen chuyển hóa phenylpropanoid đã được xác 

định nhưng với phương sai tùy thuộc vào chủng SCN/loại HG và loại thực vật. 

Giải trình tự RNA (RNA-seq) dựa trên giải trình tự thế hệ tiếp theo (NGS) thông lượng 

cao (ví dụ: Illumina) đã được sử dụng rộng rãi để đo lường sự biểu hiện gen khác biệt vì 

nó là một công nghệ tiên tiến và hiệu quả về chi phí (Finotello và Di Camillo, 2015). Tuy 

nhiên, RNA-seq yêu cầu phân mảnh RNA hoặc cDNA để tạo ra các lần đọc ngắn khi 

chuẩn bị mẫu, điều này làm giảm thông tin từ các bản sao có độ dài đầy đủ ban đầu; do 

đó, khó có được các sự kiện xử lý sau phiên mã/đồng phiên mã chịu trách nhiệm tạo ra 

một phân tử RNA trưởng thành có thể rời khỏi nhân để hoạt động trong tế bào bằng cách 

thay đổi cấu trúc hóa học của phiên mã sơ cấp RNA (Kiss, 2001). Giải trình tự nâng cao 

chệ phiên mã có độ dài đầy đủ với các lần đọc dài hơn sẽ tránh được những thách thức 

này. Hiện tại, PacBio và Oxford Nanopore (ONT) là công nghệ giải trình tự có độ dài đầy 

đủ thế hệ thứ 3 phổ biến nhất có thể cung cấp phiên mã phức tạp hơn và tiết lộ cấu trúc 

thực của các trình tự trong quá trình phiên mã, chẳng hạn như nối thay thế (AS), 

polyadenyl hóa thay thế (APA) và RNA dài không mã hóa (lncRNA) và dung hợp gen, 

có thể làm tăng độ phức tạp của transcriptome và proteome. So với giải trình tự PacBio, 

ONT sử dụng phương pháp phong tỏa dòng ion để trình tự trực tiếp các phân tử DNA bản 

địa dài hơn hoặc các phân tử RNA có chiều dài đầy đủ hơn (Cui và cs, 2020; Xie và cs, 

2021). AS, một trong những bước quan trọng trong quá trình sửa đổi sau phiên mã, có thể 

nhận biết và loại bỏ các vùng bên trong của RNA thông tin tiền thân (pre-mRNA) để tạo 

ra nhiều mRNA nhằm điều chỉnh sự biểu hiện gen, do đó thúc đẩy sự đa dạng của 

proteome. AS đóng những vai trò quan trọng không chỉ trong quá trình sinh trưởng và 

phát triển của thực vật mà còn để đáp ứng với các kích thích hoặc sự thích nghi sinh học 

hoặc phi sinh học (Matsukura và cs, 2010; Seving và cs, 2012; Syed và cs, 2012; 

Mandadi và Scholthof, 2015; Wang và cs, 2018; Bedre và cs, 2019; Martín và cs, 2021). 

APA có thể tạo ra nhiều đồng dạng polyadenyl hóa mRNA thông qua sự phân cắt 

endonucleolytic trước mRNA và bổ sung đuôi poly (A) ở đầu vị trí phân cắt 3' của một 

bản sao mới để thay đổi độ dài của các vùng chưa được dịch (UTR) hoặc các vùng mã 

hóa có thể ảnh hưởng đến sự ổn định của mRNA, hiệu quả dịch mã, bản địa hóa dưới tế 

bào, hoặc tăng hoặc giảm chức năng gen. Do đó, tất cả những thay đổi này sẽ dẫn đến các 

quá trình sinh lý và sinh hóa thực vật khác nhau (Yeh và Yong, 2016; Sadek và cs, 2019; 

Zhang và cs, 2020; Tu và cs, 2021); ví dụ, APA tham gia vào quá trình sửa đổi thành tế 

bào, phát triển lông rễ, sửa chữa DNA và điều chỉnh gen để phản ứng với các căng thẳng 

phi sinh học và sinh học (Cao và cs, 2019; Ye và cs, 2019; Yan và cs, 2021). Các 

LncRNA dài hơn 200 nucleotide là các chất điều hòa biểu sinh điều chỉnh sự biểu hiện 



gen bằng cách tương tác với mRNA, DNA, protein và miRNA để tham gia vào các quá 

trình sinh học như tăng trưởng và phát triển thực vật cũng như các phản ứng căng thẳng 

sinh học và phi sinh học (Budak và cs, 2020; Yu et cs, 2020; Tu và cs, 2021; Urquiaga và 

cs, 2021). 

Việc áp dụng kỹ thuật giải trình tự gen phiên mã có chiều dài đầy đủ ở thực vật bị hạn 

chế so với giải trình tự thế hệ thứ hai vì chi phí cao hơn. Hiện tại, giải trình tự gen phiên 

mã có chiều dài đầy đủ để suy ra và cải thiện mô hình gen và xác định các gen mới đã 

được báo cáo trên lúa, lúa mì, ngô, bông, hồ đào, cây dương và những loại khác nhưng 

không phải trên đậu tương (Clavijo và cs, 2017; Wang và cs, 2018; Zhang và cs, 2019; 

Zhao và cs, 2019; Li C. và cs, 2020; Yang và cs, 2021). 

Nghiên cứu trước đây của chúng tôi đã chứng minh rằng dòng đậu tương 09-138, phát 

triển ở đông bắc Trung Quốc, mang các locus rhg1-a và Rhg4-b và có khả năng kháng 

chủng SCN4 (SCN4, HG type 1.2.3.5.6.7) nhưng có tính nhạy cảm đến chủng SCN5 

(SCN5, loại HG 2.5.7), khác với nền kháng cự của Bắc Kinh (rhg1-a + Rhg4-a) và 

PI88788 (rhg1-b + Rhg4-b) (Hua và cs, 2018; Huang và cs, 2022). Chúng tôi công nhận 

rằng sự khác biệt về phản ứng đối với hai chủng SCN nên liên quan đến các phản ứng 

phiên mã riêng biệt trong giai đoạn đầu của nhiễm trùng tuyến trùng như đã mô tả ở trên. 

Để kiểm tra điều này, dòng 09-138 đã được cấy vào hai chủng SCN, và sự phát triển của 

tuyến trùng được quan sát bên trong rễ. Phân tích hệ phiên mã chiều dài đầy đủ tương đối 

của các dòng đậu tương 09-138 bị nhiễm SCN4 (phản ứng kháng) và SCN5 (phản ứng 

mẫn cảm) được thực hiện bằng công nghệ ONT. Chúng tôi đã điều tra các sự kiện AS và 

APA và xác định lncRNA và các yếu tố phiên mã trong các bản sao mới được phát hiện. 

Sau đó, các gen biểu hiện khác biệt (DEG) và bản sao (DET) được phân tích, và DEG 

liên quan đến các yếu tố phản ứng với căng thẳng được khám phá. Các thuật ngữ DEG-

GO (Bản thể học) phong phú và các lộ trình DEG-KEGG (Bách khoa toàn thư về gen và 

hệ gen của Kyoto) được so sánh giữa các phản ứng kháng và nhạy cảm. Các tương tác 

giữa protein và protein đã được dự đoán và một chế độ bảo vệ đã được thiết lập. Cuối 

cùng, sự biểu hiện của DEG đã được xác nhận bằng RT-PCR định lượng. So sánh giữa 

các phản ứng tương thích và không tương thích sẽ cung cấp cái nhìn sâu sắc về cơ chế 

kháng thuốc và xác định các gen đề kháng hoặc bảo vệ ứng cử viên cho nghiên cứu sâu 

hơn. 

 

VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 

Vật liệu thực vật và nuôi cấy tuyến trùng 

Dòng đậu tương 09-138 được phát triển bởi Học viện Khoa học Nông nghiệp Hắc Long 

Giang (Hua và cs, 2018). SCN chủng 4 (SCN4, HG loại 1.2.3.5.6.7) và SCN chủng 5 

(SCN5, HG loại 2.5.7) ban đầu được thu thập từ đồng ruộng và được nuôi cấy từ các 

nang đơn trong hơn 5 thế hệ trên giống đậu tương mẫn cảm Dongsheng1 trong một nhà 

kính với 16 giờ ánh sáng và 8 giờ bóng tối ở 23–280C, và sau đó được xác định bằng thử 

nghiệm chủng và đường chỉ thị loại HG (Hua và cs, 2018). Hàng năm, các loại/chủng 

tuyến trùng HG được xác nhận lại mà không thay đổi độc lực theo thời gian. 

Một chất cấy tuyến trùng được chuẩn bị theo phương pháp được mô tả bởi Huang và cs. 

(2022). Mô rễ cây và đất được thu thập 35-40 ngày sau khi cấy và cho vào cốc 2 chữ L. 

Hỗn hợp được khuấy mạnh bằng đũa thủy tinh trong khoảng 1 phút và sau đó kết tủa 

trong 10 giây. Dịch của phần nổi phía trên được rót nhẹ nhàng vào các sàng lồng nhau 

75/25μm. Hỗn hợp nang và mảnh vụn rễ trên đầu sàng được dùng nút cao su cọ xát để 



nhả trứng. Trứng trên sàng 25μm được rửa bằng vòi nước áp suất cao trong 1 phút và sau 

đó bằng nước vô trùng trước khi thu. Sau đó, những quả trứng đã thu thập được chuyển 

lên sáu đến tám lớp giấy lụa được đỡ bởi màn kim loại trên đĩa nở có chứa 3mM ZnSO4 

trong nước vô trùng để nở ở 280C. J2s sau đó được thu thập để cấy sau 3-4 ngày. 

 

Cấy tuyến trùng, nhuộm rễ và chuẩn bị rễ để tách chiết RNA 

Hạt giống 09-138 được khử trùng bằng cách ngâm trong 0,5% natri hypoclorit trong 20 

phút và rửa lại bằng nước vô trùng ba lần. Hai hạt được gieo trong một chậu nhựa đen 

(đường kính 8 cm x sâu 12 cm) chứa đầy đất và cát đã được khử trùng theo tỷ lệ 1:1. Sau 

4 ngày, hai cây con được tỉa thưa thành một cây trong mỗi chậu. Cây con tám ngày được 

cấy vào hỗn dịch 1 ml chứa 2.000 J2 của SCN4 hoặc SCN5. Cây con được cấy với 1 ml 

nước làm đối chứng. Các cây được duy trì trong buồng sinh trưởng ở chế độ 16/8 giờ 

ngày/đêm, 280C ngày/220C đêm và độ ẩm tương đối 50%. 

Rễ thu hái được nhuộm 3, 6, 8, 10 và 12 ngày sau khi được cấy bằng axit fuchsin (Byrd 

và cs, 1983). Sự phát triển của tuyến trùng bên trong rễ đã được quan sát, rễ và tuyến 

trùng được chụp ảnh dưới kính hiển vi soi phân tích Olympus SZX16 bằng phần mềm 

hình ảnh Tiêu chuẩn Cellsens (Olympus Corporation, Nhật Bản). 

Để thu thập rễ để tách chiết RNA, rễ cây 8 ngày sau khi cấy đã được rửa sạch và tráng kỹ 

bằng nước. Ba rễ từ mỗi lần xử lý được quấn với nhau bằng lá nhôm như một bản sao 

(một mẫu). Ba lần lặp lại được thực hiện cho mỗi nghiệm thức. Tổng số 9 mẫu có kiểm 

soát và lây nhiễm SCN4- và SCN5 đã được thu thập. Ngay lập tức, mỗi mẫu đã chuẩn bị 

được đưa vào nitơ lỏng để làm đông và được giữ ở -800C để tách chiết và giải trình tự 

RNA. 

 

Tách chiết RNA, xây dựng thư viện cDNA và giải trình tự nanopore 

RNA tổng số được chiết xuất bằng cách sử dụng RNAeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hoa 

Kỳ) và DNase không chứa RNase (Qiagen) được sử dụng để loại bỏ sự ô nhiễm DNA 

trong RNA tổng số. Nồng độ, độ tinh khiết và tính toàn vẹn của RNA chiết xuất được đo 

bằng gel agar 1% (Thermo Fisher Scientific, Hoa Kỳ) và Agilent 2100 Bioanalyzer 

(Agilent Technologies, Hoa Kỳ). Quá trình xây dựng thư viện cDNA bắt đầu với 1 μg 

RNA sử dụng bộ giải trình tự cDNA-PCR (SQK-PCS109) do Oxford Nanopore 

Technologies (ONT, Inc., Vương quốc Anh) cung cấp theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

Các thư viện cDNA cuối cùng đã được thêm vào các ô dòng FLO-MIN109 và chạy trên 

nền tảng PromethION tại Công ty Công nghệ Biomarker (Bắc Kinh, Trung Quốc) để giải 

trình tự. Các quy trình thử nghiệm bao gồm kiểm tra chất lượng mẫu, xây dựng thư viện, 

kiểm tra chất lượng thư viện và giải trình tự thư viện đã được thực hiện theo các quy trình 

tiêu chuẩn do ONT cung cấp. 

 

Xử lý dữ liệu thô để có được phiên mã có độ dài đầy đủ 

Các lần đọc thô phải qua lọc với điểm chất lượng đọc trung bình ≤ 7 và độ dài đọc ≤ 500 

bp, và RNA ribosome được lập bản đồ tới cơ sở dữ liệu rRNA cũng bị loại bỏ. Các trình 

tự mồi ở cả hai đầu của các lần đọc rõ được tìm kiếm để xác định các trình tự có độ dài 

đầy đủ, không phải là số (FLNC). Các bản sao FLNC được phát hiện sau đó được lập bản 

đồ tới bộ gen tham chiếu đậu tương Williams 82.a2.v11 với minimap2 (Li, 2018) để thu 

được các cụm FLNC và pinfish2 được áp dụng để đánh bóng từng cụm để đạt được đồng 

thuận đồng nhất. Tất cả các lần đọc được lập bản đồ tiếp tục được thu gọn bằng cách sử 



dụng gói cDNA_Cupcake với độ nhận dạng nhỏ là 90% và độ phủ nhỏ là 85%. Khi phiên 

mã thừa đã được thu gọn, sự khác biệt 5′ không được xem xét. Các bảng phiên mã được 

so sánh với các phiên mã đã biết của bộ gen tham chiếu Williams 82.a2.v1 sử dụng 

gffcompare, và các phiên mã mới được xác định để tạo chú thích bộ gen bổ sung. Ranh 

giới gen đã được sửa đổi và các bản sao có mức biểu hiện ≤ 1 đã được lọc. 

 

Phân tích cấu trúc: Xác định Polyadenyl hóa thay thế, Bản sao dung hợp, Sự kiện 

nối thay thế và Marker tế bào vi mô 

Polyadenyl hóa thay thế đã được xác định thông qua phân tích thêm FLNC bằng Đường 

ống phân tích phiên mã từ Giải trình tự đồng dạng (TAPIS) (Foissac và Sammeth, 2007). 

Tối đa hóa nhiều kỳ vọng để kích thích động lực (MEME) (Bailey và cs, 2006) được sử 

dụng để phân tích trình tự 50bp ngược dòng của vị trí poly A để phát hiện các mô típ FL. 

Trình tự đồng thuận trước khi phân tích loại bỏ dư thừa được sử dụng để phân tích phiên 

mã dung hợp. Phiên mã dung hợp được xác định theo các điều kiện sau: được căn chỉnh 

cho 2 hoặc nhiều vị trí; mỗi địa điểm bao gồm ít nhất 5% phiên mã với độ dài căn chỉnh 

tối thiểu 1bp; tổng độ dài chiếm hơn 95% tổng độ dài của phiên mã với khoảng cách ít 

nhất 10k bp giữa hai địa điểm. 

Nối thay thế chỉ ra quá trình xử lý tiền mRNA. Phiên mã gen tạo ra tiền mRNA bằng 

nhiều phương pháp nối. Năm loại sự kiện nối thay thế (vị trí nối 3', vị trí nối 5', bỏ qua 

exon, lưu giữ intron và exon loại trừ lẫn nhau) của các bản sao được kiểm tra bằng cách 

sử dụng phần mềm Astalavista dựa trên kết quả căn chỉnh của từng mẫu riêng lẻ với bộ 

gen tham chiếu (Foissac và Sammeth, 2007). Phần mềm MIcroSAtellite (MISA, một 

công cụ nhận dạng) được sử dụng để phân tích SSR và các phiên mã dưới 500bp đã bị 

loại bỏ. 

 

Dự đoán trình tự mã hóa, Nhận dạng RNA dài không mã hóa và phát hiện yếu tố 

phiên mã từ bản sao mới lạ 

Trình tự mã hóa (CDS) được dự đoán với TransDecoder (v3.0.0; Haas và cs, 2013) dựa 

trên ORF. LncRNA không mã hóa cho protein. Do đó, LncRNA trong các bản sao mới 

đã được dự đoán liệu nó có tiềm năng mã hóa hay không bằng phân tích miền protein bao 

gồm cả bốn phương pháp, Máy tính tiềm năng mã hóa (CPC) (Kong và cs, 2007), Chỉ số 

mã hóa không mã hóa (CNCI) (Sun và cs, 2013), Công cụ đánh giá tiềm năng mã hóa 

(CPAT) (Wang và cs, 2013) và họ Protein (Pfam) (Finn và cs, 2014). Các gen mục tiêu 

LncRNA được dự đoán bằng hai phương pháp: thứ nhất, tùy thuộc vào mối quan hệ vị trí 

giữa lncRNA biểu hiện khác biệt và mRNA liền kề (trong khoảng cách 100k bp) được 

biểu hiện khác biệt; thứ hai, theo sự bắt cặp cơ sở bổ sung giữa lncRNA và mRNA bằng 

cách sử dụng công cụ lncTAR (Li và cs, 2015). TF được phát hiện với iTAK (Zheng và 

cs, 2016). 

 

Định lượng các mức độ phiên mã/biểu hiện gen và phân tích biểu hiện khác biệt 

Các lần đọc chiều dài đầy đủ được lập bản đồ có chất lượng khớp > 5 đã được chọn để 

định lượng. Mức độ biểu hiện gen hoặc phiên mã được đo bằng số đếm trên một triệu 

(CPM) (Zhou và cs, 2014) và được tính toán như sau: 

CPM = (số lần đọc khớp với phiên mã)/(tổng số lần đọc khớp với phiên mã được tham 

chiếu) × 106 



Biểu hiện khác biệt giữa các nghiệm thức được phân tích với DESeq2 (Anders và Huber, 

2010) tùy thuộc vào mô hình phân phối nhị phân âm, do đó thu được DEG hoặc DET. Tỷ 

lệ phát hiện sai (FDR) được điều chỉnh và kiểm soát bằng phương pháp của Benjamini và 

Hochberg (1995), và các DEG hoặc DETs với thay đổi log2fold (FC) ≥ 2 và FDR <0,01 

đã được chọn. Bản đồ nhiệt cho các DEG trong mỗi nhóm được phát triển bằng cách sử 

dụng gói pheatmap trong R (Phiên bản 1.0.123). 

 

Chú thích chức năng và phân tích phong phú của các gen/phiên mã được biểu hiện 

khác nhau 

Chú thích chức năng của các gen/phiên mã được tiến hành bằng cách cho nổ với cơ sở dữ 

liệu bao gồm NR (trình tự protein không dư thừa NCBI) (Deng và cs, 2006), Swissprot 

(Apweiler và cs, 2004), GO (Ashburner và cs, 2000 ), Nhóm các nhóm Orthologous 

(COG) (Tatusov và cs, 2000), Nhóm Ortholog euKaryotic (KOG) (Koonin và cs, 2004), 

Pfam (Kanehisa và cs, 2004), và KEGG (Mckenna và cs. , 2010). 

Phân tích làm giàu bản thể học gen của DEG hoặc DET được thực hiện bằng cách sử 

dụng phân phối siêu đại đo không trung tâm Wallenius dựa trên gói GOseq R (Young và 

cs, 2010). Phân tích làm giàu lộ trình KEGG của DEG hoặc DET là đối tượng của phần 

mềm KEGG Orthology Based Annotation System (KOBAS) (Mao và cs, 2005). Tương 

tác protein-protein (PPI) cho tất cả các DEG được phát hiện đã được dự đoán bằng cách 

sử dụng cơ sở dữ liệu STRING4 và được hiển thị trong Cytoscape (Shannon và cs, 2003). 

 

Xác thực các gen biểu hiện khác biệt bằng phiên mã ngược định lượng theo thời 

gian thực-PCR 

Các mẫu còn sót lại từ quá trình giải trình tự một bộ phận phiên mã có độ dài đầy đủ phải 

tuân theo qRT-PCR để xác minh DEG. Mồi được thiết kế bằng cách sử dụng phần mềm 

Primer Premier 5 (Lalitha, 2000) và được tổng hợp bởi Comate Bioscience Company 

Limited (Changchun, Trung Quốc). Tổng cộng 1 μg RNA đã qua xử lý đã được sử dụng 

để tổng hợp cDNA sợi đầu tiên bằng cách sử dụng FastKing gDNA Dispelling RT 

SuperMix (TIANGEN, Trung Quốc). Phản ứng PCR được thực hiện trong Hệ thống 

LightCycler® 480 (Roche Life Science, Hoa Kỳ) với ChamQ Universal SYBR qPCR 

Master Mix (Vazyme Biotech Co., Ltd., Nam Kinh, Trung Quốc) theo quy trình của nhà 

sản xuất. PCR được thực hiện trong một thể tích 20 μl chứa 100 ng cDNA (2μl). PCR 

được thực hiện như sau: biến tính ban đầu trong 10 phút ở 950C, tiếp theo là 40 chu kỳ 

hai bước ở 950C trong 10 giây và sau đó ở 600C trong 1 phút. Sự biểu hiện tương đối của 

các gen được thử nghiệm được tính toán bằng phương pháp –ΔΔCt sử dụng ACTIN làm 

đối chứng. Ba lần lặp lại sinh học độc lập và ba lần lặp lại kỹ thuật đã được thực hiện cho 

tất cả các thí nghiệm. Các đoạn mồi được sử dụng được liệt kê trong Bảng bổ sung 1. 

Mối tương quan giữa giải trình tự phiên mã và qRT-PCR đã được hoàn thành trong Excel 

2016 và thử nghiệm t-mẫu độc lập được thực hiện bằng SPSS 17.0. 

 

KẾT QUẢ 

 

Sự phát triển khác biệt của Heterodera glycines chủng 4 và chủng 5 bên trong rễ của 

dòng 09-138 ở giai đoạn đầu 

Các giai đoạn phát triển khác nhau của hai chủng, SCN4 (Hình 1A) và SCN5 (Hình 1B), 

đã được quan sát thấy ở rễ. Rễ đậu tương bị cả hai chủng tuyến trùng xâm nhập và không 



có sự khác biệt rõ ràng về kích thước tuyến trùng vào ngày thứ 3 (Hình 1). Vào ngày thứ 

6, hầu hết SCN5 đã phát triển đến giai đoạn J3 nhưng SCN4 vẫn ở giai đoạn J2. Tuyến 

trùng đã phát triển từ giai đoạn J3 đến giai đoạn cuối J4 ở rễ bị nhiễm SCN5 ở 8, 10 và 

12 ngày (Hình 1B) khi so sánh với J2, J3, hoặc một vài giai đoạn đầu J4 ở rễ bị nhiễm 

SCN4 (Hình 1A), khẳng định 09-138 kháng SCN4 (số nang/cây, 13 ± SE 2,7; chỉ số cái, 

FI = 10) và mẫn cảm với SCN5 (số nang/cây, 119 ± SE 8.16; FI = 40) (Huang và cs, 

2022). Quan sát thấy nhiều đốm nâu (phản ứng quá mẫn cảm) xung quanh một số vị trí 

ăn của tuyến trùng ở rễ kháng SCN4 hơn ở rễ có SCN5 (Hình 1A). 

 
Hình 1. Sự phát triển của tuyến trùng nang đậu tương (A) chủng 4 (HG loại 1.2.3.5.6.7) và (B) 

chủng 5 (HG loại 2.5.7) bên trong rễ của kiểu gen đậu tương 09-138 tại 3, 6, 8 , 10 và 12 ngày 

như được chỉ ra ở trên cùng của hình ảnh sau khi cấy 2.000 J2. Rễ bị nhuộm bằng axit fuchsin. 

Thanh chia độ = 200μm. 

 

Thống kê trình tự một số phiên mã có độ dài đầy đủ Nanopore và Xóa dự phòng 

khỏi phiên mã 

Vì sự khác biệt rõ ràng trong sự phát triển của tuyến trùng vào ngày thứ 8 được quan sát 

thấy ở 09-138, nên các mẫu rễ từ ngày thứ 8 đã được sử dụng để giải trình tự theo chiều 

dài đầy đủ. Trung bình 6,1Gbp dữ liệu sạch cho 9 thư viện cDNA thu được với phạm vi 

từ 5,73 đến 6,82Gbp (Bảng bổ sung 2). Chiều dài N50 trung bình là 1.287bp với chiều 

dài trung bình là 1.142 bp, chiều dài tối đa trung bình là 11.276 bp (9.575-13.426bp) và 

giá trị chất lượng trung bình là 11 (Q11) (Bảng bổ sung 2). Sau khi rRNA được lọc ra, 

trung bình 5.296.377 lần đọc rõ (4.681.541-5.888.283) và trung bình 4.258.467 số đọc 

FLNC (3.767.343-4.641.061) với tỷ lệ FLNC trung bình là 80,4% (Bảng 1). 

 

Bảng 1. Số lần đọc rõ và đọc chiều dài đầy đủ, và tỷ lệ phần trăm chiều dài đầy đủ. 

 
 



Cuối cùng, 65.038 trình tự bản sao thừa được loại bỏ chứa 92.079.818 bp với độ dài N50 

là 1.665 bp, độ dài trung bình là 1.415 bp và độ dài tối đa là 7.285 bp đã được thu được 

thông qua việc hợp nhất các trình tự nhất quán (Hình bổ sung 1). Sau khi căn chỉnh với 

bộ gen tham chiếu và lọc với các chú thích đã biết về bộ gen tham chiếu, 1.117 gen mới 

và 41.096 bản sao chép mới đã được xác định. Trình tự nhất quán của mỗi mẫu được sử 

dụng để phân tích AS. 

 

Phân tích cấu trúc của sự kiện polyadenyl hóa thay thế, sự kết hợp bản sao, sự kiện 

nối thay thế và dự đoán SSR đã tiết lộ sự thay đổi cấu trúc hạt đậu tương trong 

phản ứng với nhiễm trùng Heterodera glycines chủng 4 và chủng 5 

Giải trình tự có độ dài đầy đủ có thể xác định chính xác cấu trúc của phiên mã. Phân tích 

APA dựa trên FLNC đã hiển thị tổng cộng 214.760 phiên mã với nhiều số lượng địa điểm 

đa A khác nhau. Trong số ba nghiệm thức, phần lớn nhất trong số 23,8% bản sao có > 5 

vị trí đa A, tiếp theo là 1 vị trí đa A (21,5%) và ít nhất có 5 vị trí đa A (9,6%) (Hình 2A). 

Số lượng bản sao trong mỗi phân bố địa điểm poly A không có sự khác biệt có ý nghĩa 

(P> 0,05) giữa ba nghiệm thức (Hình 2B). Theo cách mổ xẻ kỹ hơn, chúng tôi thấy rằng 

nhiễm SCN4 khiến đậu tương tạo ra số trung bình (840 ± SE 26) lớn hơn đáng kể (840 ± 

SE 26) trong số > 10 vị trí đa A so với nhiễm SCN5 (734 ± SE 12) và đối chứng (698 ± 

SE 26), chỉ ra APA có nhiều vị trí poly A hơn có thể tham gia vào phản ứng không tương 

thích. Mức độ giàu ở T và A lần lượt được phát hiện ở phía trên và phía dưới của vị trí 50 

bp (Hình 2C). Ba mô típ APA giàu GC (CAGGGG, GGCTGC và GGCCGC) được xác 

định trong trình tự 50 bp ngược dòng của các vị trí đa A (Hình 2D). Kiểm tra phiên mã 

dung hợp trước khi phân tích loại bỏ dư thừa cho thấy 2-12 phiên mã dung hợp cho mỗi 

mẫu. Tương tự, nhiễm SCN4 tạo ra tổng cộng 21 bản sao dung hợp, trong khi chỉ có 14 

bản sao dung hợp được tìm thấy cho SCN5 và đối chứng (Bảng bổ sung 3), cho thấy rằng 

bản sao dung hợp có thể tham gia vào phản ứng phòng vệ. 

 

 
Hình 2. Phân tích sự kiện polyadenylation thay thế (APA) và thay thế (AS) trên kiểu gen đậu 

tương 09-138 bị nhiễm tuyến trùng nang đậu tương chủng 4 (SCN4) và chủng 5 (SCN5), và nước 



là đối chứng (CK). (A) Sự phân bố tổng số vị trí đa A của các gen. (B) So sánh sự phân bố vị trí 

đa A giữa các nghiệm thức CK, SCN4 và SCN5. (C) Phân bố cơ sở (tính bằng%) ở 50 bp phía 

trên và phía dưới của vị trí poly A của tất cả các bản sao. (D) Các mô-típ APA đã xác định. (E) 

Tổng số AS cho CK, SCN4 và SCN5. (F) So sánh các sự kiện AS giữa các phương pháp điều trị 

CK, SCN4 và SCN5. 

 

Phân tích Astalavista về các phiên mã mới lạ đã chứng minh rằng cả ba nghiệm thức 

không có sự khác biệt đáng kể về số lượng sự kiện AS trung bình, 1,925 ± SE 54,6, 2,265 

± SE 145,8; và 2,287 ± SE 130.1 cho các nghiệm thức đối chứng, tương ứng SCN4 và 

SCN5 (Hình 2E), nhưng các sự kiện AS khác nhau giữa các nghiệm thức. Dựa trên tỷ lệ 

phần trăm trung bình của các sự kiện AS trong số 9 thư viện, có 40,11% lần truy cập 

intron, 26,28% vị trí nối 3' thay thế, 18,81% bỏ qua exon, 14,34% vị trí nối 5' thay thế và 

0,46% exon loại trừ lẫn nhau (Hình 2F). Số lượng các sự kiện AS tại các vị trí mối nối 3' 

thay thế ở cả hai nghiệm thức bị nhiễm tuyến trùng thấp hơn đáng kể (P <0,05) so với ở 

đối chứng, trong khi số lượng ở các vị trí ghép nối 5' lớn hơn đáng kể (P <0,05) so với ở 

sự kiểm soát. 

Tổng cộng có 22.486 SSR được xác định từ 61.900 phiên mã mới lạ chứa tổng cộng 

90.765.603bp (Bảng bổ sung 4). Ba loại SSR với mono-, di- và tri-nucleotide chiếm 98% 

tổng số SSR. Có 1.718 SSR hiện diện trong quá trình hình thành hợp chất (tế bào vi sinh 

tái tổ hợp, khoảng cách hai SSR <100bp) (Hình bổ sung 2 và Bảng bổ sung 4). 

Do đó, tất cả các biến thể cấu trúc được thử nghiệm giữa các nghiệm thức đối chứng, 

SCN4 và SCN5 đã chứng minh rằng sự biến đổi sau phiên mã có thể liên quan đến tính 

kháng hoặc tính mẫn cảm của tuyến trùng ở đậu tương. 

 

Dự đoán trình tự mã hóa của phiên mã mới lạ 

Tổng số 37.469 ORF đã thu được, bao gồm 28.759 ORF hoàn chỉnh. Khoảng 38 và 43% 

tất cả các độ dài protein mã hóa CDS được dự đoán lần lượt nằm trong khoảng 0-100 và 

100-200 aa (Hình 3A). Chiều dài protein CDS hoàn chỉnh tương ứng được thể hiện trong 

Hình 3A.  

 

RNA dài không mã hóa liên quan đến các yếu tố phiên mã đáp ứng phòng vệ 

Các RNA dài không mã hóa liên quan đến các phản ứng tăng trưởng, phát triển và căng 

thẳng của thực vật đã thu hút được sự chú ý rộng rãi (Szcześniak và cs, 2015; Urquiaga 

và cs, 2021). Tổng cộng, 288 lncRNA đã được dự đoán bởi các phân tích miền protein 

CPC, CNC, CPAT và Pfam; 24 và 90 trong số đó là duy nhất đối với phương pháp CPAT 

và CPC, tương ứng (Hình 3B); 47,6 (137) và 42,4% (122) trong số đó được phân loại lần 

lượt là sense_lncRNA và lincRNA (RNA không mã hóa liên gen dài) (Hình 3C). 

Antisense-lncRNA và intnic-lncRNA lần lượt chiếm 7,3 (21) và 2,8% (8) (Hình 3C). Số 

lượng gen mục tiêu cis (275) được điều chỉnh bởi các lncRNA này lớn hơn gần 4 lần so 

với (85) gen nhắm mục tiêu chuyển đổi. Phân tích miền protein lncRNA-Pfam cho thấy 

164 bản sao khớp với cơ sở dữ liệu Pfam, bao gồm các yếu tố phiên mã đáp ứng phòng 

vệ WRKY, TIR, EF-hand, AUX/IAA, zf-RVT (nhánh kẽm trong phiên mã ngược), zf-

CCHC, BolA (protein morphogen do vi khuẩn gây ra căng thẳng) và những chất khác, 

cho thấy rằng lncRNA có thể tham gia vào phản ứng căng thẳng của tuyến trùng ở đậu 

tương. Điều thú vị là 69 trong số 164 (42%) miền Pfam là protein giống như Extensin 

được lặp lại từ hai bản sao mới, ONT.12398 (chr 9) và ONT.12400 (chr 9) và 3 miền là 

các vùng giống như Extensin trong ONT.14325 (chr 10). Các chất mở rộng là một họ 



glycoprotein giàu hydroxyproline (HRGPs) trong thành tế bào thực vật có thể làm trung 

gian đề kháng với vi rút, vi khuẩn, nấm và tuyến trùng (Deepak và cs, 2010; Hirao và cs, 

2012). Đặc biệt, các chất mở rộng được xác định trong sự hình thành hợp bào SCN (Ithal 

và cs, 2007; Matsye và cs, 2011) và sự đồng biểu hiện của lncRNA liên quan đến tuyến 

trùng với HRGP có khả năng làm trung gian lây nhiễm SCN (Khoei và cs, 2021) đã liên 

tục xác nhận rằng tế bào bị thay đổi thành phần vách với các chất mở rộng có thể đóng 

vai trò trong việc phòng chống bệnh tật. 

 

 
Hình 3. Chiều dài trình tự mã hóa đồng dạng, lncRNA và các yếu tố phiên mã từ các bản sao 

mới được xác định từ 9 mẫu đậu tương, và các gen biểu hiện khác biệt (DEG) hoặc các bản sao 

(DET) trong phản ứng của đậu tương đối với tuyến trùng nang đậu tương chủng 4 (SCN4) và 

chủng 5 (SCN5) khi so sánh với đối chứng (CK). (A) Sự phân bố chiều dài của tất cả/hoàn chỉnh 

trình tự protein mã hóa được dự đoán (đơn vị, aa, axit amin). (B) Số lncRNA được xác định bằng 

các phương pháp CPC, CNCI, CPAT và Pfam. (C) Tỷ lệ phần trăm phân loại các vị trí lncRNA 

được chú thích với các bộ gen tham chiếu. (D) Sự phân bố của 20 loại nhân tố phiên mã làm 

giàu hàng đầu. (E) Số lượng tất cả phiên mã đồng dạng mới lạ được chú thích bởi cơ sở dữ liệu 

COG, GO, KEGG, KOG, Pfam, Swiss-Prot, eggNOG và NR. (F, G) Số lượng DEG và DET được 

điều chỉnh và điều chỉnh tăng lên giữa các phương pháp điều trị CK-SCN4 và CK-SCN5. 

 

 



Dự đoán yếu tố phiên mã và phân tích chức năng của phiên mã mới lạ 

Dự đoán có 5.337 TFs, bao gồm 176 họ TFs (yếu tố phiên mã, điều hòa phiên mã và 

protein kinase) với số lượng từ 1 đến 296 (Bảng bổ sung 5). Ba nghiệm thức, đối chứng, 

SCN4 và SCN5, lần lượt chứa 1.804, 1.787 và 1.746 TF. Các TF phong phú nhất là 

WRKY (296), AP2/ERF-ERF (APETALA2/Ethylene Responsive Factors, 276), NAC 

(NAM, ATAF và CUC, 230) và GRAS (GAI, RGA và SCA, 217) ( Hình 3D). 

Chú thích chức năng của các bản sao thu được từ phân tích nối thay thế cho thấy 128.648 

đồng dạng phiên mã đã biết và 40.090 đồng dạng phiên mã mới (Bảng bổ sung 6) và 

56.865 gen đã biết và 859 gen mới (Bảng bổ sung 7). Số lượng các phiên mã được chú 

thích trong tất cả và các đồng dạng mới được hiển thị trong Hình 3E. Trong số đó, chú 

thích của NR về sự phân bố các loài chỉ ra rằng 86,8; 8,9; 0,95 và 0,4% các bản sao 

tương ứng với G. max, G. soja, Phaseolus vulgaris và Medicago truncatula. Phân tích 

làm giàu GO cho thấy 13.483 trên 100.994 (13,5%) đồng dạng G. max và 4.350 trên 

31.102 (14,0%) đồng dạng mới có liên quan đến phản ứng với kích thích (Hình bổ sung 

3A, B). 

 

Biểu hiện phiên mã, các gen biểu hiện khác biệt và các phiên mã biểu hiện khác biệt 

Phân bố mật độ CPM của các biểu hiện phiên mã của các mẫu được hiển thị trong Hình 

4A Bổ sung và mức độ phân tán của phân bố biểu hiện mới lạ trong một mẫu được hiển 

thị bằng một ô vuông trong Hình 4B Bổ sung. Việc đánh giá hệ số tương quan Pearson 

giữa các lần lặp lại sinh học chỉ ra rằng phạm vi r là từ 0,682 đến 0,963 (Hình 4C bổ 

sung). Sự tách biệt rõ ràng giữa nghiệm thức đối chứng với nghiệm thức nhiễm SCN4 và 

SCN5 được thể hiện trong phân tích thành phần chính (PCA) (Hình 4D bổ sung). 

Tổng cộng, 2.255 DEG và 4.167 DET đã được xác định cho cả ba lần so sánh; DEG hoặc 

DET được điều chỉnh và điều chỉnh thấp hơn được liệt kê trong Bảng 2, và các biểu đồ 

núi lửa cho DEG và DET được thể hiện trong Hình bổ sung 5. Không có DEG chồng 

chéo (Hình 3F) hoặc DET (Hình 3G) được tìm thấy giữa CK-SCN4-up và CK-SCN5-

down và ngược lại. Số lượng chú thích của DEG và DET với cơ sở dữ liệu chú thích chức 

năng được liệt kê trong Bảng bổ sung 8. Chỉ có 7 DEG được tìm thấy giữa các nghiệm 

thức SCN4- và SCN5-, bao gồm 3 DEG được xác định trong CK-SCN5, 

Glyma.04G061500 (hoạt động của protein serine/threonine, GO:0004674), 

Glyma.20G205700 (hoạt động của chất ức chế endopeptidase loại serine, GO:0004867), 

và Glyma.U029900 (chức năng không xác định, màng sinh chất, GO:0005886), và 4 

DEG được xác định trong CK-SCN4, Glyma.03G120700 (liên kết calmodulin, 

GO:0005516), Glyma.10G093900, Glyma.11G099300 (một thành phần cấu trúc của 

ribosome, GO:0003735) và Glyma.19G125300 (liên kết calmodulin, GO:0005516). 

 

Bảng 2. Số lượng gen (DEG) và phiên mã (DET) biểu hiện khác biệt giữa các nghiệm 

thức không bị nhiễm (CK) và Heterodera glycines (SCN4 và SCN5), và giữa SCN5 và 

SCN4 

 
 



 

Phân tích sự phong phú và chú thích bản thể gen được biểu hiện khác biệt 

Bằng phân tích chú thích GO, mặc dù chỉ tìm thấy 7 DEG giữa các rễ đậu tương bị nhiễm 

SCN4 và SCN5, các rễ được xử lý SCN4 hiển thị 986 DEG, trong khi các rễ được xử lý 

SCN5 cho thấy 913 DEG khi mỗi rễ được so sánh với đối chứng. Các phân loại GO hàng 

đầu cho cả phương pháp điều trị CK-SCN4 và CK-SCN5 trong BP, MF và CC được hiển 

thị trong các Hình bổ sung 6A, B, tương ứng. Ba BP được làm giàu hàng đầu cho cả hai 

phương pháp điều trị là phản ứng với hormone tăng trưởng, con đường tín hiệu được kích 

hoạt bởi auxin và sự phát triển đa chiều của tế bào. Ba CC hàng đầu là thành tế bào kiểu 

thực vật và bào quan liên kết màng nội bào đối với CK-SCN4, phần tế bào, phần nội bào 

và bào quan liên kết màng nội bào đối với CK-SCN5. Hai MF được làm giàu hàng đầu 

cho cả CK-SCN4 và CK-SCN5 là hoạt động quercetin 3-O-glucosyltransferase (GTF, 

EC:2.4) và coniferyl-alcohol GTF, và loại MF thứ ba là pectinesterase (PE, EC:3.1.1.11) 

hoạt động đối với hoạt động CK-SCN4 và quercetin 4'-O-GTF đối với CK-SCN5. Số 

lượng khác nhau của DEG được làm giàu cho BP, MF và CC đã được quan sát giữa CK-

SCN4 và CK-SCN5 (Hình 4A). Đặc biệt, số lượng SRE (đầu mũi tên chỉ trong Hình 4A) 

trong CK-SCN4 nhiều hơn so với CK-SCN5, ví dụ: phản ứng với kích thích 

(SCN4/SCN5, 613/565), tín hiệu (225/181), hệ thống miễn dịch quá trình (121/84), giải 

độc (41/32), và ràng buộc (582/493) (Hình 4A). 

 
Hình 4. Chú thích làm giàu GO hàng đầu của các gen biểu hiện khác biệt (DEG) (A) và 

so sánh các DEG với điều hòa tăng/giảm liên quan đến các yếu tố phản ứng căng thẳng 

(B) và kích thích tố (C) ở đậu tương 09-138 bị nhiễm tuyến trùng nang đậu tương chủng 

4 (SCN4) và chủng 5 (SCN5) khi so sánh với đối chứng (CK). Các đầu mũi tên màu đỏ ở 

A chỉ ra các yếu tố ứng suất. 

 

Heterodera glycines nhiễm chủng 4 gây ra các yếu tố phản ứng căng thẳng hơn với 

sự điều chỉnh nhiều tăng so với H. glycines nhiễm chủng 5 

Trong phân tích sâu hơn với chú thích BP của SREs, một số lượng lớn hơn các DEG điều 

chỉnh so với các DEG điều chỉnh thấp hơn được tìm thấy trong cả CK-SCN4 và CK-

SCN5 (Hình 4B và Bảng bổ sung 9). Ví dụ: tổng số DEG được điều chỉnh tăng/giảm 

được cộng lại với nhau cho mỗi SRE được phát hiện là 8.780/6.662 đối với CK-SCN4 và 

7.113/5.932 đối với CK-SCN5, cho thấy rằng nhiều gen SRE được tạo ra trong phản ứng 



không tương thích hơn trong phản ứng tương thích (Hình 4 và Bảng bổ sung 9). Phản ứng 

của BP đối với kích thích bao gồm tất cả các loại căng thẳng hoặc kích thích sinh học và 

phi sinh học (Bảng bổ sung 9), ví dụ, mầm bệnh hoặc sâu bệnh, hóa chất hữu cơ hoặc vô 

cơ, kích thích tố, nhiệt độ, kích thích nội sinh hoặc bên ngoài, phản ứng phòng vệ, chết tế 

bào, phản ứng quá mẫn cảm, đáp ứng miễn dịch, làm im lặng gen và MAP kinase (Hình 

4B). 

Vì phản ứng với hormone tăng trưởng là GO-BP được làm giàu hàng đầu đầu tiên cho cả 

hai phương pháp điều trị được đề cập ở trên, nên phản ứng với từng hormone đã được 

kiểm tra và so sánh. Các phản ứng khác nhau với tám loại hormone đã được xác định ở 

cả phản ứng kháng và mẫn cảm so với đối chứng (Hình 4C và Bảng bổ sung 9). Mặc dù 

các hormone phản ứng với sự lây nhiễm của cả hai chủng tuyến trùng, một số lượng lớn 

các DEG điều chỉnh cao hơn so với các kích thích tố điều chỉnh thấp đã được tìm thấy 

trong phản ứng kháng với SCN4 trong SA- (lên/xuống, 31/17), JA- (28/12) , axit 

abscisic- (ABA, 23/17), ET (13/12), axit gibberellic- (GA, 12/9), brassinosteroid- (BR, 

7/6) và cytokinin- (CTK, 4/2) các con đường tín hiệu qua trung gian và SA- (16/9) và JA- 

(6/1) gây ra sự đề kháng toàn thân ngoại trừ con đường tín hiệu được kích hoạt bởi auxin 

(IAA, 8/10) (Hình 4C). Ngược lại, trong phản ứng CK-SCN5 nhạy cảm, một số lượng 

thấp hơn các DEG điều chỉnh cao hơn so với các đường dẫn truyền tín hiệu thiền định 

được tìm thấy trong SA- (16/22), ABA- (13/22) và ET- (5/7), và điện trở toàn thân gây ra 

SA- (8/14) hoặc JA- (0/1). Những kết quả này cho thấy rằng nhiều SREs với nhiều điều 

chỉnh tăng đã được kích hoạt bởi phản ứng không tương thích với nhiễm SCN4 khi so 

sánh với nhiễm SCN5. 

 

Heterodera glycines nhiễm chủng 5 gây ra nhiều gen biểu hiện khác biệt hơn với 

nhiều gen được điều chỉnh hơn liên quan đến quá trình biến đổi thành tế bào và quá 

trình sinh học Carbohydrate so với H. glycines nhiễm chủng 4 mỗi khi được so sánh 

với đối chứng 

Không ngạc nhiên, 23 DEG (17 tăng/6 giảm) và 2 (2 tăng/0 giảm) phản ứng với tuyến 

trùng và sự hình thành hợp bào được xác định trong phản ứng của đậu tương kháng với 

SCN4, trong khi 34 DEG (24 tăng/10 giảm) và 9 (9 lên/0 xuống) phản ứng với tuyến 

trùng và sự hình thành hợp bào tương ứng được tìm thấy trong phản ứng mẫn cảm với 

SCN5. Sự hình thành hợp bào SCN đòi hỏi phải sửa đổi thành tế bào thực vật, trong khi 

việc sửa đổi thành tế bào liên quan đến sự phát triển đa chiều của tế bào (SCN4/SCN5 

DEGs: 38/48) là yếu tố thứ ba được làm giàu BP trong cả hai phương pháp điều trị. Do 

đó, tất cả các chú thích liên quan đến thành tế bào được thu thập cùng nhau và tổng cộng 

28/26 GO đã được chú thích cho CK-SCN4/CK-SCN5 (Hình 5A). Một số lượng lớn 

DEG trong CK-SCN5 hơn trong CK-SCN4 đã được phát hiện trong tổ chức thành tế bào 

hoặc cơ chế sinh học (SCN5/SCN4:172/159), sửa đổi thành tế bào (51/27), biến đổi thành 

tế bào kiểu thực vật (27/15), biến đổi thành tế bào liên quan đến sự phát triển đa chiều 

của tế bào (12/1), nới lỏng thành tế bào kiểu thực vật (11/2), dày thành tế bào (11/9) và 

lắng đọng callose trong thành tế bào (8/5). 



 
Hình 5. Các gen quy định lên/xuống (DEG) được làm giàu GO trên cùng được biểu hiện 

khác biệt liên quan đến biến đổi thành tế bào (CW) (A) và quá trình sinh học 

carbohydrate (B) trên dòng đậu tương 09-138 bị nhiễm SCN4 (tuyến trùng nang đậu 

tương chủng 4) và SCN5 khi so sánh với đối chứng. Trục x hiển thị số DEG và trục y biểu 

thị đường đi GO. 

 

Sự hình thành hợp bào đòi hỏi carbohydrate như một chất dinh dưỡng cho tuyến trùng ăn, 

và các chất vận chuyển đường hoạt động trong hợp bào thông qua các quá trình vận 

chuyển giữa và nội bào (Hofmann và cs, 2007, 2009; Hofmann và Grundler, 2008). Số 

lượng DEG liên quan đến sự hình thành hợp bào ở CK-SCN5 nhiều hơn so với CK-

SCN4 biểu thị sự khác biệt trong quá trình chuyển hóa carbohydrate. Do đó, các quá trình 

sinh học của cacbohydrat và ba nhóm chính tương ứng (đường, oligosaccharid và 

polysaccharid), bao gồm các quá trình trao đổi chất, sinh tổng hợp, dị hóa và vận chuyển, 

đã được kiểm tra và so sánh giữa CK-SCN4 và CK-SCN5 (Hình 5B). Tổng cộng, 178, 

94, 57 và 13 DEG trong CK-SCN4 lần lượt tham gia vào các quá trình chuyển hóa, sinh 

tổng hợp, dị hóa và vận chuyển carbohydrate; 203, 114, 60 và 22 DEG trong CK-SCN5 

tương ứng được liên kết với bốn quy trình. Đối với tất cả các quá trình sinh học liên quan 

đến carbohydrate, người ta đã tìm thấy 739 DEG với 317 điều chỉnh tăng/giảm 422  trong 

CK-SCN4 và 870 DEG với 467 điều chỉnh tăng/403 giảm trong CK-SCN5 (Hình 5B). 

Polysaccharid là thành phần chính của quá trình trao đổi chất, sinh tổng hợp và dị hóa 

carbohydrate. Số lượng DEG điều chỉnh thấp hơn (130) so với DEG điều chỉnh thấp 

(195) đối với CK-SCN4 đã được phát hiện trong tất cả các nhóm của quá trình chuyển 

hóa và sinh tổng hợp carbohydrate; đối với CK-SCN5, số lượng gen điều hòa nhiều hơn 

gen điều hòa chỉ được tìm thấy trong quá trình trao đổi chất polysaccharide (tăng/giảm: 

80/51) và sinh tổng hợp (tăng/giảm: 55/30) và sinh tổng hợp monosaccharide (7/5) quy 

trình (Hình 5B). Polysaccharid và monosaccharid là một quá trình dị hóa carbohydrate 

chính, nhưng polysaccharid thể hiện quá trình điều chỉnh tăng nhiều hơn là điều chỉnh 

giảm, và monosaccharid cho thấy quá trình điều chỉnh giảm nhiều hơn ở cả CK-SCN4 và 

CK-SCN5 (Hình 5B). Quá trình vận chuyển cacbohydrat đã chứng minh rằng 

oligosaccharid và monosaccharid là những dạng vận chuyển chính; chỉ có 1 DEG điều 

chỉnh để vận chuyển polysaccharide được phát hiện trong CK-SCN5 nhưng không có 

trong CK-SCN4. Những kết quả này gợi ý rằng phản ứng tương thích gây ra biểu hiện 

điều chỉnh hơn trong quá trình sinh học carbohydrate hơn là phản ứng không tương thích. 

 



Phân tích làm giàu lộ trình gen và bộ gen trong bách khoa toàn thư Kyoto 

Chú thích KEGG cho thấy 273 và 292 đơn vị gene liên quan đến 96 con đường trong con 

đường CK-SCN4 và 91 con đường CK-SCN5, tương ứng (Bảng bổ sung 10). Hai phương 

pháp điều trị chia sẻ 83 lộ trình; 13 và 8 con đường duy nhất được phát hiện trong CK-

SCN4 và CK-SCN5, ví dụ: tương tác SNARE trong vận chuyển dạng hạt (3 DEG) và 

phosphoryl oxy hóa (4 DEG) chỉ trong sinh tổng hợp CK-SCN4 và N-Glycan (4 DEG) và 

sự phân hủy axit béo (1 DEG) chỉ trong CK-SCN5. 

Sinh tổng hợp phenylpropanoid là con đường KEGG được làm giàu hàng đầu cho cả CK-

SCN4 (Hình 6A) và CK-SCN5 (Hình 6B). 5 con đường KEGG làm giàu hàng đầu sau 

đây là protein ăng-ten quang hợp, chuyển hóa caffeine, sinh tổng hợp cutin, suberin và 

sáp, và con đường tín hiệu AGE-RAGE trong các biến chứng tiểu đường đối với CK-

SCN4 (Hình 6A), và chuyển hóa tinh bột và sucrose, quang hợp-ăng-ten protein, chuyển 

hóa nitơ, và con đường tín hiệu AGE-RAGE trong các biến chứng tiểu đường đối với 

CK-SCN5 (Hình 6B). Trong số 20 con đường KEGG phong phú hàng đầu, chuyển hóa 

glycine, serine và threonine, sinh tổng hợp monoterpenoid, thoái hóa glycan khác, 

phagosome, truyền tín hiệu hormone thực vật, chuyển hóa pyrimidine và phân giải 

protein qua trung gian là duy nhất đối với CK-SCN4; năm chất chuyển hóa (nitơ, 

galactose, cysteine và methionine, ether lipid và inositol phosphate), và sự phân giải 

valine, leucine, và isoleucine là duy nhất đối với CK-SCN5 (Hình 6B). Điều thú vị là nhà 

máy tạo nhịp sinh học theo con đường KEGG đã được làm giàu ở vị trí thứ 8 đối với CK-

SCN4 và ở vị trí thứ 14 đối với CK-SCN5 (Hình 6A, B). 

 
Hình 6. (A, B) Con đường KEGG làm giàu DEG (các gen biểu hiện khác biệt) trong đậu 

tương được xử lý với tuyến trùng nang đậu tương chủng 4 (SCN4) và chủng 5 (SCN5) khi 

so sánh với đối chứng. Mỗi vòng tròn đại diện cho một đường dẫn KEGG, trục tọa độ đại 

diện cho tên đường dẫn và trục hoành là hệ số làm giàu. Kích thước vòng tròn gợi ý số 

lượng DEG được bổ sung trong đường dẫn, vòng tròn càng lớn, càng nhiều DEG. 

 



Con đường sinh tổng hợp Phenylpropanoid được làm giàu nhờ cả hai lây nhiễm 

tuyến trùng 

Cả hai lây nhiễm tuyến trùng SCN4 và SCN5 đều gây ra sinh tổng hợp phenylpropanoid, 

con đường KEGG được làm giàu hàng đầu. Các hợp chất phenylpropanoid là nguồn trao 

đổi chất phong phú trong thực vật, cung cấp tiền chất của quá trình tổng hợp lignin (Yao 

và cs, 2021), trong khi lignin có nhiều trong thành tế bào và nó đóng vai trò quan trọng 

trong việc bảo vệ thực vật trong việc đề kháng cần thiết tại chỗ hoặc có hệ thống (Dixon 

và al., 2002). Phản ứng enzym được coi là bước quan trọng trong quá trình sinh tổng hợp 

các lớp chính của hợp chất phenylpropanoid. Ba mươi lăm chỉnh thể KEGG của 

peroxidase (K00430, EC:1.11.1.7), enzym giàu nhất được chú thích trong con đường này, 

được phát hiện trong điều hòa tăng hoặc giảm đối với cả CK-SCN4 (tăng/giảm:24/4) và 

CK-SCN5 (tăng/giảm:23/6); 10 trong số 35 gen peroxidase là duy nhất cho CK-SCN5 và 

7 gen là duy nhất cho CK-SCN4 (Hình 7A, B). Enzyme peroxidase đóng một vai trò 

trong bước cuối cùng của quá trình sinh tổng hợp lignin để tạo ra p-hydroxyphenyl 

lignin, guaiacyl lignin, 5-hydroxyguaiacyl lignin, và syringyl lignin (Hình 7B). Mức độ 

biểu hiện gen của peroxidase 3 (Glyma.03G208200, Glyma.10G022500) đã tăng lên tới 

5,2 đến 7,3 lần sau khi nhiễm tuyến trùng so với đối chứng. Sự lây nhiễm SCN4 gây ra 

hai DEG điều chỉnh giảm: một gen, Glyma.15G002600, enzyme shikimate được mã hóa 

O-hydroxycinnamoyltransferase (HST, EC: 2.3.1.133), xúc tác phản ứng của hai chất 

nền, 4-coumaroyl-CoA (4-CCoA) và shikimate, để sản xuất hai sản phẩm, CoA và 4-

coumaroylshikimate (CSH); DEG khác, Glyma.03G070300, được mã hóa giống serine 

carboxypeptidase 11 (SCPL11, EC: 2.3.1.91), có thể tạo thành sinapoylcholine (sinapine) 

và đóng những vai trò quan trọng trong phản ứng với stress phi sinh vật và sinh học, cũng 

như tăng trưởng và phát triển (Xu và cs, 2021). Nhiễm trùng SCN5 gây ra sự điều chỉnh 

giảm của DEG Glyma.04G227700 mã hóa axit caffeic 3-O-methyltransferase (COMT) 

giống như (EC:2.1.1.68), một loại enzyme quan trọng điều hòa tổng hợp lignin (Trabucco 

và cs, 2013) nhưng không phải cho Nhiễm trùng SCN4. Một gen (Glyma.15G031300) 

mã hóa enzym cyanogenic beta-glucosidase 13-like (EC:3.2.1.21) tham gia vào quá trình 

bốc hơi thành tế bào đã làm tăng mức độ biểu hiện tăng 5,87 lần do nhiễm SCN5 (Hình 

7A). Cả hai trường hợp nhiễm tuyến trùng đều kích hoạt sự điều hòa của enzym mã hóa 

DEG Glyma.09G201200 cinnamyl-alcohol dehydrogenase (CAD, EC:1.1.1.195) để xúc 

tác bước cuối cùng của quá trình sinh tổng hợp monolignol, bao gồm p-coumaryl alcohol 

(H), coniferyl alcohol (G), và sinapyl alcohol (S), thành phần chính của lignin (Hình 7A, 

B). Những kết quả này chỉ ra sự biến đổi biểu hiện của enzym peroxidase, HST, SCPL và 

các enzym khác liên quan đến tổng hợp lignin sau khi nhiễm tuyến trùng dẫn đến các 

phản ứng tương thích và không tương thích bằng cách điều chỉnh sự biến đổi thành tế bào 

thực vật. 

 

Truyền tín hiệu hormone thực vật, tương tác thực vật - mầm bệnh và các yếu tố 

phiên mã MYB góp phần vào phản ứng phòng vệ 

Một số lượng DEG tương tự đã được xác định trong cả con đường dẫn truyền tín hiệu 

hormone thực vật (SCN4/SCN5:26/25) (Hình 7C, D) và con đường tương tác giữa cây 

trồng với mầm bệnh (SCN4/SCN5:12/14) (Hình 7E, F) nhưng với nhiều biểu hiện khác 

nhau về mức độ hoặc kiểu gen. Như minh họa trong Hình 7C, D, cả hai lây nhiễm tuyến 

trùng đều điều hòa tích cực hoặc tiêu cực sự biểu hiện của các hormone (SA, JA, ET, 

GA, ABA, IAA và CTK) nhưng có sự khác biệt về chất và lượng ở đậu tương (Hình 7D). 

Ví dụ, mức độ biểu hiện của PR1 (protein liên quan đến cơ chế bệnh sinh 1, 



Glyma.15G062400), liên quan đến nhiều con đường không chỉ truyền tín hiệu hormone 

thực vật (SA) mà còn cả tín hiệu MAPK và tương tác giữa cây trồng với mầm bệnh, đã 

tăng hơn nhiễm SCN4 (6,5 lần) và SCN5 (5,2 lần) ở đậu tương khi so sánh với đối 

chứng. Trong con đường auxin, có liên quan đến việc mở rộng tế bào và tăng trưởng thực 

vật, AUX1 và AUX/IAA được điều chỉnh, ví dụ: protein giống chất vận chuyển auxin 4 

(Glyma.03G063900) được điều hòa tích cực bởi cả nhiễm SCN4 (4,1 lần) và SCN5 (gấp 

4,5 lần), và gen SAUR đáp ứng với auxin (RNA điều hòa nhỏ với auxin) đều được điều 

chỉnh tăng và giảm (Hình 7C, D). Hai yếu tố phiên mã PIF3 (yếu tố tương tác 

phytochrome 3) được mã hóa bởi Glyma.19G224700 và Glyma.20G091200, được xác 

định trong con đường GA nhánh cũng như trong con đường nhịp sinh học thực vật, với 

yếu tố trước đây được điều chỉnh giảm bởi cả nhiễm tuyến trùng và sau này được điều 

chỉnh giảm bởi nhiễm SCN5. Ba gen (Glyma.09G066500, Glyma.19G069200 và 

Glyma.11G018000) mã hóa PP2C (protein phosphatase 2C) trong con đường ABA được 

điều hòa; nhiễm SCN4 gây ra mức độ biểu hiện của ba gen tăng lên khoảng 3 lần và 

nhiễm SCN5 làm tăng mức độ biểu hiện của hai gen đầu tiên từ 2,2 đến 2,8 lần. JAZ 

(miền zim jasmonate) được mã hóa bởi Glyma.17G043700 trong JA liên quan đến phản 

ứng ứng suất chỉ được phát hiện trong CK-SCN5 với điều chỉnh giảm chứ không phải 

trong CK-SCN4. Ngược lại, các DEG mã hóa ETR (cảm biến phản ứng ethylene 2), 

EBF1 (protein hộp F liên kết với EIN3 1) và ERF1 (yếu tố phiên mã đáp ứng với 

ethylene 1) trong con đường ET liên kết với quá trình chín và già của trái cây chỉ được 

tìm thấy trong phản ứng kháng với SCN4 nhưng không đối với SCN5 khi so sánh với đối 

chứng (Hình 7C, D), chỉ ra rằng con đường ET đóng một vai trò trong phản ứng phòng 

vệ và biểu hiện JA bị ức chế trong phản ứng nhạy cảm. 

Trong con đường tương tác giữa thực vật và mầm bệnh, CERK1 (chitin elicitor receptor 

kinase 1, Glyma.02G270800) được phân loại là PRR trong PTI, CDPK (kinase protein 

phụ thuộc canxi), Rboh (hô hấp bùng nổ oxy hóa) kích hoạt các loại oxy phản ứng (ROS) 

tương quan đối với bệnh HR, CaM/CML (protein giống calmodulin/calmodulin) liên 

quan đến HR, củng cố thành tế bào và đóng khí khổng, và PR1 (Glyma.15G062400) liên 

kết với sự tích tụ phytoalexin và sản xuất miRNA, được xác định trong cả CK-SCN4 và 

CK -SCN5 nhưng với nhiều mức độ biểu hiện khác nhau; yếu tố phiên mã WRKY xuôi 

dòng AtWRKY33 (GmWRKY15, Glyma.02G232600) và Pti6 (chất hoạt hóa phiên mã gen 

PR 6, Glyma.02G236800) được kết nối với cảm ứng gen liên quan đến phòng thủ chỉ 

được phát hiện đáng kể trong CK-SCN4 (Hình 7E, F). Một gen, Glyma.01G068000, mã 

hóa HSP90 đã được phát hiện với điều chỉnh giảm ở CK-SCN4, nhưng hai gen khác, 

Glyma.09G131500 (hsp83) và Glyma.16G178800 (hsp83), được quy định tiêu cực có ý 

nghĩa trong CK-SCN5, cho thấy rằng PTI ban đầu được kích hoạt bởi nhiễm cả hai chủng 

tuyến trùng và sau đó, ETI được kích hoạt bởi nhiễm trùng SCN4. 

Trong phân tích KEGG, 20 yếu tố phiên mã giống MYB hoặc MYB đã được phát hiện; 

trong số này, 12 chỉ được tìm thấy ở nghiệm thức CK-SCN4 và 3 chỉ ở CK-SCN5, biểu 

thị rằng các yếu tố phiên mã MYB có thể điều chỉnh phản ứng phòng vệ. Ba DEG 

(Glyma.03G261800, Glyma.16G017400 và Glyma.19G260900) kết hợp với yếu tố phiên 

mã LHY liên quan đến MYB cũng tham gia vào nhịp sinh học của thực vật, được điều 

chỉnh tiêu cực sau khi nhiễm cả SCN4 và SCN5. 

 



 
Hình 7. Biểu hiện gen và lộ trình KEGG trong sinh tổng hợp phenylpropanoid 

(https://www.genome.jp/pathway/map00940) (A, B), truyền tín hiệu hormone thực vật 

(https://www.genome.jp/entry/map04075) (C, D) và tương tác giữa cây trồng - mầm bệnh 

(https://www.genome.jp/entry/map04626) (E, F) ở đậu tương bị nhiễm SCN4 và SCN5. (A, C, E) 

đại diện cho mức độ biểu hiện của các gen biểu hiện khác biệt (DEG) liên quan đến con đường 

tương ứng cho CK (kiểm soát) -SCN4 và/hoặc CK-SCN5; khối trống màu trắng (0) có nghĩa là 

không có biểu hiện biến thiên nào được phát hiện với Fold Change ≥2 và False Discovery Rate 

(FDR) <0,05; bên trái của trục y là mã gen và bên phải là chú thích KEGG tương ứng. (B, D, F) 

là các con đường KEGG; các khối có màu đỏ, xanh lục và xanh lam biểu thị DEG trong điều 

chỉnh tăng, điều chỉnh giảm hoặc cả hai cách tương ứng cho cả CK-SCN4 và CK-SCN5, ngoại 

trừ lưu ý đặc biệt dành cho DEG chỉ được tìm thấy trong SCN4/SCN5 hoặc điều chỉnh 

tăng/giảm; trong bảng (B), ngôi sao màu xanh lam đại diện cho enzym DEG chỉ có trong CK-

SCN4 và ngôi sao màu đỏ biểu thị DEG enzym chỉ có trong CK-SCN5. 

 

Con đường trao đổi chất tinh bột và Sucrose quy định phản ứng nhạy cảm với 

Heterodera glycines chủng 5 và Chitinase I được kiểm soát trong phản ứng phòng vệ 

với H. glycines chủng 4 

Con đường chuyển hóa tinh bột và sucrose được làm giàu KEGG thứ hai hàng đầu trong 

nghiệm thức CK-SCN5 có 40 DEG bao gồm 5 sucrose synthase, 11 chất ức chế giống 

pectinesterase hoặc pectinesterase/pectinesterase, 5 beta-glucosidase và 4 alpha, alpha-

trehalose-phosphate synthase [UDP – hình thành] và các chất khác, có liên quan đến sự 

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


phát triển của thực vật và biến đổi thành tế bào hoặc sự bốc hơi của thành tế bào; những 

gen này cần thiết cho sự hình thành hợp bào. Trong số này, 8/9 và 16/19 gen điều chỉnh 

tăng/giảm tương ứng được xác định cho CK-SCN4 và CK-SCN5 (Hình 7A bổ sung), ví 

dụ: Glyma.15G223500 (chất ức chế pectinesterase/pectinesterase 47) với mức tăng gấp 5 

lần mức độ biểu hiện sau khi nhiễm SCN5, trong khi điều chỉnh tăng Glyma.03G216000 

(chất ức chế pectinesterase/pectinesterase 20) có mức độ biểu hiện tăng gấp 3,3 lần ở các 

rễ bị nhiễm SCN4, cho thấy rằng các DEG này đóng vai trò trong phản ứng tương thích 

hoặc không tương thích. Trong đường amin và con đường nucleotide, 17/3 DEG điều 

chỉnh tăng/giảm, hai trong số đó có mức độ biểu hiện tăng hơn 4 lần đáng kể, 

Glyma.02G042500 mã hóa tiền chất chitinase lớp I và Glyma.18G120700 mã hóa 

hevamine-A -như protein trong rễ bị nhiễm SCN4 (Hình 7B bổ sung), cho thấy rằng hai 

gen này có thể góp phần vào phản ứng phòng vệ khi bị nhiễm SCN4. 

 

Phân tích tương tác Protein-Protein cho thấy tương tác Valine-Glutamine-WRKY 

và Bộ điều chỉnh Cytokinin phản ứng hai thành phần tương tác ARR-

Glutaredoxins-BolA có thể tham gia vào phản ứng phòng vệ 

Phân tích PPI trong số tất cả 2.255 DEG chỉ ra tỷ lệ mạng lưới protein-protein là 

7.063/2.632 (2,7 ×) cho CK-SCN4/CK-SCN5, bao gồm 866/194 (4,5 ×) kích hoạt, 

2715/1381 (2 ×) liên kết, 781/280 (2,8 ×) xúc tác, 401/104 (3,9 ×) biểu hiện, 462/96 (4,8 

×) ức chế, 874/166 (5,3 ×) ptmod (post translational modification - sau sửa đổi dịch mã) 

và 964/411 (2,3 × ) phản ứng, cho thấy phản ứng kháng của đậu tương đối với nhiễm 

trùng SCN4 đã kích hoạt nhiều tương tác protein-protein hơn là phản ứng mẫn cảm với 

nhiễm trùng SCN5, đặc biệt là trong quá trình sửa đổi, ức chế và hoạt hóa sau dịch mã. 

Hai gen, Glyma.03G120700 (GmVQ5) và Glyma.19G125300 (GmVQ70), được xác định 

là DEG đáng kể với mức tăng gấp 2,7-3,2 lần ở CK-SCN4 so với CK-SCN5, mã hóa 

protein liên kết calmodulin (CaMBP) (GO:0005516) mang motif VQ (Valine-Glutamine) 

được bảo tồn (FxxhVQxhTG), có khả năng tương tác với yếu tố phiên mã vùng liên kết 

DNA WRKY để đóng vai trò quan trọng trong phản ứng với căng thẳng (Wang và cs, 

2014). Do đó, các tương tác giữa các protein VQ và WRKY được mã hóa bởi DEG đã 

được khám phá dựa trên miền Pfam; 6 trong số 26 VQ (GmVQ5, GmVQ8, GmVQ24, 

GmVQ43, GmVQ44 và GmVQ70) và 19 trong số 74 chú thích WRKY được phát hiện 

trong CK-SCN4, CK-SCN5 hoặc SCN5-SCN4 (Hình 8A). Điều thú vị là GmWRKY15, 

được mã hóa bởi Glyma.02G232600 được điều chỉnh, tương đồng với Arabidopsis 

AtWRKY33 (WRKYGQK/WRKYGQK) trong con đường tương tác giữa cây trồng với 

mầm bệnh, được xác định trong CK-SCN4, có thể tương tác với GmVQ24 (AtVQ21, 

Glyma.06G124400 và cả hai đều được liên kết với GmVQ44 (AtVQ25, protein liên kết 

canxi, Glyma.09G111800) với điều chỉnh giảm, có thể liên kết với hai protein liên kết 

CaM tương đồng là GmVQ5 và GmVQ70 (Hình 8B). Số VQ và WRKY được thiết kế 

theo Yu và cs (2016), Wang và cs (2019), tương ứng. 



 
Hình 8. Biểu hiện gen của VQ (valine-glutamine motif) và yếu tố phiên mã WRKY ở đậu tương 

bị nhiễm SCN4 và SCN5 khi so sánh với đối chứng (CK), và tương tác protein-protein. (A) Tất 

cả các gen VQ và WRKY biểu hiện khác biệt đều được hiển thị; khối trống màu trắng (0) có 

nghĩa là không có biểu hiện biến thiên nào được phát hiện với Fold Change ≥ 2 và False 

Discovery Rate (FDR) <0,05; bên trái của trục y là ID gen và bên phải là tên gen tương ứng (Yu 

và cs, 2016; Wang và cs, 2019). (B) Tương tác VQ-WRKY-MPK-MKK-MKKK (MPK, kinase 

protein hoạt hóa mitogen). (C) Mô hình giản đồ cho các vai trò tương tác VQ-WRKY trong phản 

ứng phòng vệ; Nhiễm SCN4 có thể điều chỉnh các hoạt động của enzym MKKK, MKK và MPK. 

Một mô hình là kích hoạt MPK có thể giải phóng WRKY khỏi chất nền MSK1 (GmVQ24) và có 

chức năng bảo vệ thực vật; mô hình khác là liên kết MSK1 được giải phóng với GmVQ44 ngăn 

chặn biểu hiện GmVQ44, có thể kích hoạt GmVQ5 và GmVQ70, và do đó GmVQ5/70 đóng vai 

trò bảo vệ thực vật. (D) Tương tác ARR-BolA2-GRXS15; ARR-A, bộ điều chỉnh phản ứng 

Arabidopsis loại A; BolA2, (chất tạo hình dạng do vi khuẩn gây ra căng thẳng); GRXS15, 

monothiol glutaredoxin-S15. Các đường có màu sắc đa dạng thể hiện loại bằng chứng tương tác 

(https://string-db.org). 

 

AtWRKY33 có thể tương tác với protein VQ được gọi là protein kích hoạt mitogen 

(mitogen-activated protein - MAP) cơ chất kinase 1 (MSK1, AtVQ21), cơ chất của 

MPK4 (MAP kinase 4), có thể được kích hoạt khi có sự tấn công của mầm bệnh hoặc 

trùng roi, và sau đó AtWRKY33 là được giải phóng để gây ra sự biểu hiện của 

phytoalexin deficient 3 (PAD3) trong nhân, và do đó để tăng phản ứng phòng vệ 

(Andreasson và cs, 2005; Cheng và cs, 2012). Ngoài ra, MPK3 và MPK6 cũng có thể 

tương tác với AtWRKY33 cùng nhau, dẫn đến sự gia tăng biểu hiện gen liên quan đến 

phytoalexin (Alves và cs, 2014). Sự biểu hiện quá mức của AtWRKY33 dẫn đến giảm 

tính nhạy cảm với tuyến trùng nang củ cải đường (Heterodera schachtii) (Ali và cs, 

2013) giúp AtWRKY33 có thể tham gia vào việc kháng tuyến trùng nang đậu tương. Để 

tìm kinase của chất nền GmVQ24 (MSK1) trong dữ liệu chú thích, tất cả các kinase MAP 

được thể hiện đã được tìm kiếm và không tìm thấy AtMPK4 tương đồng; Điều thú vị là 

chỉ có hai MPK3 tương đồng được mã hóa bởi Glyma.U021800 và Glyma.12G073000, 

mỗi loại có mức độ biểu hiện tăng gấp 1 lần trong CK-SCN4, được xác định để tương tác 

với GmWRKY15 và GmVQ24. Tìm kiếm thêm các DEG khác mã hóa MAPK cho thấy 

rằng hai gen mã hóa MAP kinase kinase 2 (MPKK2) có mức độ biểu hiện giảm 1,5 đến 

1,8 lần chỉ có trong CK-SCN4 (Hình 8B). Hai MPKKK khác được mã hóa bởi 

Glma.17G173000 và Glyma.17G177900, có thể liên kết với MPK3 và MPKK2, đã được 

tìm thấy với sự gia tăng 1,2 lần biểu hiện gen trong CK-SCN4 (dữ liệu không được hiển 

https://string-db.org/


thị). Tất cả những kết quả này đã chứng minh rằng MPKKK/MPKK/MPK/WRKY-VQ-

CaMBPVQ có thể hoạt động cùng nhau trong đậu tương để bảo vệ chống lại sự lây 

nhiễm SCN4. Dựa trên những dữ liệu này, một mô hình có tương tác VQ – WRKY để 

đáp ứng với sự lây nhiễm SCN4 đã được thiết lập với hai khả năng, một là giải phóng 

GmWRKY33 bằng cách kích hoạt MPK3 hoặc bất kỳ kinase nào khác để tạo ra 

phytoalexin, kích hoạt khả năng bảo vệ thực vật như được mô tả trong Arabidopsis 

(Alves và cs, 2014); còn lại là GmVQ44 liên kết với GmVQ24 (MSK1) để ngăn chặn 

biểu hiện GmVQ44, dẫn đến biểu hiện cao CaMBP GmVQ5/70 để tạo ra kháng SCN 

(Hình 8C). 

Một tương tác protein-protein thú vị khác đã được phát hiện trong con đường cytokinin 

nhánh tín hiệu hormone thực vật với hai gen CK-SCN4 DEG được điều chỉnh (Hình 8D), 

Glyma.06G187000 (ARR6, Log2FC = 2.2) và Glyma.17G093900 (ARR5, Log2FC = 1.5), 

được phân loại như quy định phản ứng hai thành phần ARR-A (quy định phản ứng 

Arabidopsis loại A) bao gồm histidine kinase kéo dài màng bên trong và một cơ quan 

điều hòa phản ứng tế bào chất để cho phép sinh vật cảm nhận và phản ứng với những 

thay đổi về kích thích môi trường (Stock và cs, 2000). Trong CK-SCN4, các protein 

giống ARR5 và ARR6 có khả năng tương tác với chaperone ty thể, monothiol 

glutaredoxin-S15 (GRXS15) và BolA2. GRXS15 được mã hóa bởi DEG 

Glyma.08G209900 điều chỉnh giảm (Log2FC = -1.8) và BolA2 được mã hóa bởi DEG 

Glyma.05G188300 điều chỉnh giảm (Log2FC = -1.6) có thể kết nối với yếu tố phiên mã 

GATA nhánh kẽm (Glyma.06G086400, Log2FC = 1.7) (Hình 8C). Ti thể GRAX15 được 

báo cáo là đóng những vai trò quan trọng trong quá trình trưởng thành protein sắt-lưu 

huỳnh trong thực vật (Moseler và cs, 2015) và bộ điều chỉnh phiên mã BolA2 có chứa 

mô-típ chuỗi xoắn (helix-turn-helix – HTH) để liên kết axit nucleic (Kasai và cs. , 2004). 

Tương tác AtBolA3 – GRXS17 đóng một vai trò quan trọng trong việc ngăn chặn sự 

dung nạp phi sinh học (Cheng và cs, 2011; Qin và cs, 2015). Theo cách tương tự, sự ức 

chế biểu hiện gen của cả BolA2 và GRAX15 với sự lây nhiễm SCN4 dẫn đến sự đề 

kháng được biểu thị rằng tương tác BolA2 – GRAX15 có thể điều chỉnh tiêu cực tính 

kháng SCN4 của đậu tương. Chức năng của tương tác BolA2 – GRAX15 vẫn chưa được 

báo cáo, nhưng người ta biết rằng BolA2 là nucleon-tế bào chất và tương tác với 

GRAX15 (Couturier và cs, 2014). Hơn nữa, BolA2 được liên kết với lncRNA được phát 

hiện ở trên. Do đó, các tương tác của ARR5/6-GRAX15-BolA2-GATA có thể chỉ ra một 

tương tác phức hợp mới tham gia vào quá trình bảo vệ thực vật để đối phó với sự lây 

nhiễm SCN4. 

Xác thực các gen biểu hiện khác biệt bằng xét nghiệm QRT-PCR 

Các mức độ biểu hiện của 23 DEG thu được từ giải trình tự bộ gen phiên mã có độ dài 

đầy đủ được so sánh với mức độ biểu hiện thu được từ qRT-PCR. Tương quan biểu hiện 

(R2) giữa chuỗi độ dài đầy đủ và qRT-PCR lên đến 0,6958 (Hình 9A), và so sánh mức độ 

biểu hiện tương đối giữa SCN4 và SCN5 đã chứng minh rằng dữ liệu qRT-PCR gần như 

khớp với dữ liệu chuỗi độ dài đầy đủ (Hình 9B). Mức độ biểu hiện tương đối của bốn gen 

WRKY và ba gen VQ cũng được hiển thị trong Hình 9C. 



 
Hình 9. Xác thực các gen biểu hiện khác biệt (DEG) bằng qRT-PCR. (A) Mối tương quan của 

mức độ biểu hiện DEG giữa RNA-seq và qRT-PCR. (B) Sự biểu hiện tương đối của gen VQ và 

gen WRKY. (C) Biểu hiện tương đối của 16 DEG khác. Đối với bảng (B, C), trục x hiển thị các 

gen và chú thích gen khác nhau và trục y là mức biểu hiện tương đối (thay đổi gấp log2FC). Mức 

độ biểu hiện tương đối được tính theo phương pháp –ΔΔCt bằng cách sử dụng gen actin làm 

kiểm soát nội sinh. Thanh lỗi là viết tắt của SE. Các dấu hoa thị thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa 

theo phép thử t (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,005; và ***** p <0,005). 

 

THẢO LUẬN 

 

Phân tích phiên mã có độ dài đầy đủ: Một công cụ mạnh mẽ để phân tích quy định 

về phiên mã và sau phiên mã 

Trong nghiên cứu này, lần đầu tiên tiến hành phân tích phiên mã có chiều dài đầy đủ trên 

đậu tương để so sánh các phản ứng của cùng một kiểu gen đậu tương không tương thích 

và tương thích với các chủng H. glycines khác nhau. Rõ ràng, những ưu điểm của giải 

trình tự gen phiên mã có độ dài đầy đủ bao gồm hiệu suất chi phí cao, thông lượng cao, 

không có tính đặc hiệu GC và sai lệch cơ sở, đọc trình tự dài, định lượng chính xác ở cấp 

độ phiên mã, xác định chính xác các đặc điểm cấu trúc (ví dụ: AS, gen dung hợp, APA) 

mà không phá vỡ trình tự hoặc cấu trúc gen và phân tích DEG/DET cùng một lúc. So với 

NGS, ONT cần ít số đọc hơn để bao phủ cùng một lượng phiên mã. Ví dụ: NGS thu được 

trung bình nhiều hơn 3-5 lần số lần đọc rõ (Zhang và cs, 2017; Neupane và cs, 2019; 

Miraeiz và cs, 2020) khi so sánh với số lần đọc rõ ràng trung bình trong nghiên cứu này. 

Ngoài ra, các gen mới đã được xác định có thể tạo ra các sự kiện AS mới. 

Sự thay đổi về số lượng các sự kiện AS tại vị trí nối 5’ hoặc 3’ sau cả hai lần nhiễm tuyến 

trùng và các phiên mã khác nhau giữa ba phương pháp điều trị chỉ ra rằng nhiễm trùng 

tuyến trùng đã kích hoạt các sự kiện AS khác biệt để tạo ra nhiều phiên mã có thể dẫn 



đến bảo vệ thực vật hoặc tính mẫn cảm. Một số trường hợp đã được báo cáo rằng AS 

điều chỉnh phản ứng và/hoặc thích ứng với stress của cây trồng (Bedre và cs, 2019; John 

và cs, 2021; Martín và cs, 2021). Ví dụ, gen N của thuốc lá kháng vi rút khảm thuốc lá 

(TMV) có thể được ghép theo cách khác để tạo ra hai phiên mã cần thiết để góp phần 

kháng hoàn toàn với TMV (Dinesh-Kumar và Baker, 2000). AS điều chỉnh ABA và các 

con đường tín hiệu ánh sáng để điều phối sự phát triển của thực vật và phản ứng với căng 

thẳng (Thiruppathi, 2020). 

Thật thú vị, chúng tôi nhận thấy rằng các sự kiện APA phong phú hơn trên mỗi gen được 

xác định với > 5 vị trí đa A (23,8%) so với các vị trí ở 1-5 đa A ở đậu tương, trong khi 2 

vị trí đa A được tìm thấy là nơi phân bố sự kiện APA phong phú nhất ở cây cao lương 

(Chakrabarti và cs, 2020), và 1 điểm poly A cho loài cây Liriodendron chinense trong họ 

mộc lan (Tu và cs, 2021). Sự phân bố vị trí đa A trong thực vật có thể bị thay đổi bởi các 

căng thẳng phi sinh học (Yan và cs, 2021), và các yếu tố cis đặc trưng cho căng thẳng 

mới ở các vị trí đa A bên trong có thể góp phần gây ra căng thẳng phi sinh học 

(Chakrabarti và cs, 2020). Trong nghiên cứu này, việc nhiễm tuyến trùng làm tăng sự 

phân bố > 5 đa A so với đối chứng, đặc biệt, các vị trí > 10 đa A trong phản ứng không 

tương thích càng khẳng định rằng APA có thể tham gia vào phản ứng căng thẳng của 

tuyến trùng. Nói chung, APA phản ứng với căng thẳng đóng một vai trò quan trọng trong 

việc điều chỉnh căng thẳng phi sinh học và căng thẳng sinh học thông qua các gen và con 

đường phản ứng với căng thẳng quan trọng (Ye và cs, 2019; Chakrabarti và cs, 2020; 

Yan và cs, 2021). Ví dụ, Ye và cs (2019) phát hiện ra rằng APA trong lúa phản ứng với 

khả năng chịu stress nhiệt như một chất điều chỉnh tiêu cực, đối với stress Cd bằng cách 

điều chỉnh quá trình sửa chữa DNA và hình thành thành tế bào, và đối với stress bệnh 

(bệnh bạc lá do vi khuẩn, vi rút sọc lúa và đạo ôn) bằng cách điều chỉnh sự trao đổi diệp 

lục. So sánh các vị trí APA được liên kết với các gen được chú thích hoặc con đường 

giữa phương pháp kiểm soát và phương pháp điều trị nhiễm tuyến trùng sẽ phát hiện ra 

chức năng APA ở đậu tương liên quan đến tính kháng hoặc tính mẫn cảm của tuyến 

trùng. Hơn nữa, sự khác biệt về phiên mã dung hợp và lncRNA giữa các nghiệm thức 

chứng tỏ rằng giải trình tự gen phiên mã có chiều dài đầy đủ là một công cụ mạnh mẽ để 

phân tích sự sửa đổi sau phiên mã. 

Truyền tín hiệu hormone thực vật và tương tác giữa thực vật với mầm bệnh liên 

quan đến phản ứng bảo vệ của thực vật 

Cả hai phân tích làm giàu GO và KEGG đều khẳng định một cách nhất quán rằng các yếu 

tố phản ứng với căng thẳng và các con đường liên quan (truyền tín hiệu hormone thực vật 

và tương tác giữa thực vật với mầm bệnh) góp phần vào phản ứng miễn dịch bẩm sinh 

của thực vật đối với SCN. Đáng ngạc nhiên là khi tất cả các DEG trong các nhóm/con 

đường được xác định trong nghiên cứu này được so sánh với những gì được liệt kê bởi 

Zhang và cs. (2017), Miraeiz và cs. (2020), chỉ có 1-3 gen chồng chéo được tìm thấy; 

DEG duy nhất, Glyma.11G207000, mã hóa protein lặp lại giàu leucine được tìm thấy 

trong cả ba nghiên cứu. Sự khác biệt có thể được tạo ra do các hệ thống tương tác SCN-

đậu tương và bị ảnh hưởng bởi thời gian cấy, kiểu gen, loại tuyến trùng và mật độ tuyến 

trùng. Ví dụ, một phân tích phiên mã được tiến hành sớm nhất là 8 giờ sau khi cấy vi 

khuẩn HG loại 0 trên đậu tương Bắc Kinh, G. soja PI 468916, Fayette, và Williams 82 

của Miraeiz và cs (2020), và giai đoạn ít vận động sau đó ở 3, 5 và 8 ngày (các mẫu gộp 

chung) với HG loại 2.5.7 trên hai kiểu gen G. soja của Zhang và cs (2017), và 8 ngày với 

HG loại 2.5.7 và HG loại 1.2.3.5.6.7 trên cùng một kiểu gen 09-138 trong nghiên cứu 

này. Hầu hết các nghiên cứu hồ sơ phiên mã được kiểm tra trong vòng 2-10 ngày kể từ 



khi thiết lập địa điểm cho ăn SCN thường cần 48 giờ sau khi tiêm chủng, và sự hình 

thành hợp bào và xẹp hợp bào xảy ra trong vòng 2-10 ngày sau khi tiêm chủng có phản 

ứng kháng thuốc (Klink và cs, 2007; Kandoth và cs, 2011). 

Mặc dù các gen biểu hiện khác biệt duy nhất đối với nhiễm SCN4 hoặc SCN5 đã được 

xác định ở 09-138, hầu hết các DEG được biểu hiện trong cả phản ứng kháng và nhạy 

cảm với chỉ một sự khác biệt nhỏ (Hình 7), cho thấy các tính trạng định tính và định 

lượng. Ví dụ, trong con đường tương tác giữa thực vật - mầm bệnh, các thành phần tín 

hiệu phụ thuộc PPR-CERK1 ngược dòng và Ca2+ xuôi dòng CDPK, Rboh (kích hoạt 

phản ứng bùng nổ oxy, ROS), CaM/CML, HSP và PR1 đều được xác định cả tương thích 

và không tương thích rễ, và các WRKY hạ nguồn và Pti6 với điều chỉnh tăng chỉ được 

phát hiện trong phản ứng không tương thích (Hình 7E, F), trong khi các thành phần này 

tham gia vào hoạt động PTI và/hoặc ETI. Trong con đường hormone thực vật, tất cả 

phytohormone ngoại trừ Brassinosteroid đều được kích hoạt với 1-4 DEG chính, trong 

khi mạng phytohormone của các con đường tín hiệu JA, ET và SA cũng cần thiết cho PTI 

và ETI (Cui và cs, 2015). Naveed và cs (2020) phát hiện ra rằng cả cây kháng bệnh và 

cây mẫn cảm đều có phản ứng phiên mã gần như giống nhau, nhưng cây kháng bệnh đạt 

được chương trình tái bản phiên mã biên độ cao sớm hơn vài giờ so với cây mẫn cảm 

thông qua mạng lưới tín hiệu phytohormone phòng vệ. Ở đây, chúng tôi chỉ phát hiện 

một thời điểm trong giai đoạn lây nhiễm sau đó và việc kiểm tra theo chuỗi thời gian sẽ 

tiết lộ thêm về cách các con đường hoạt động cùng nhau để bảo vệ chống lại sự tấn công 

của tuyến trùng. Khái niệm PTI-ETI tiếp tục với nhiễu xuyên âm giữa các thành phần tín 

hiệu PTI-ETI kích hoạt hiệu quả các phản ứng miễn dịch của thực vật ngày càng được 

các nhà sinh học chú ý (Mine và cs, 2018; Naveed và cs, 2020; Yuan và cs, 2021), và 

khái niệm này cũng có thể áp dụng cho tương tác SCN-đậu tương dựa trên các thành 

phần tín hiệu được xác định trong các con đường này. Ngoài ra, đáng ngạc nhiên là mặc 

dù 09-138 chứa locus Peking-rhg1a, không có bất kỳ DEG nào được tìm thấy trong khu 

vực đó, điều này cho thấy một cơ chế kháng thay thế trong 09-138. 

Yếu tố phiên mã chức năng tương tác protein-protein trong phản ứng phòng vệ của 

đậu tương 

Các yếu tố phiên mã với vai trò là cơ quan điều hòa phiên mã hoạt động bằng cách liên 

kết với vùng khởi động của gen mục tiêu và điều chỉnh phản ứng của thực vật đối với áp 

lực môi trường, ví dụ, thay đổi sự biểu hiện của các tầng gen phòng vệ (Chen và cs, 2002; 

Alves và cs, 2014). Các phiên mã mới lạ được xác định trưng bày hơn 5.000 TF, với 5 

bảng xếp hạng hàng đầu là WRKY, AP2/ERF-ERF, NAC, GRAS và bHLH. Các TF 

WRKY, với tư cách là họ lớn nhất của các cơ quan điều hòa phiên mã, được xác định 

nhất quán trong hầu hết các phân tích phiên mã về nhiễm SCN (Ithal và cs, 2007; 

Kandoth và cs, 2011; Mazarei và cs, 2011; Wan và cs, 2015; Zhang và cs, 2017; Song và 

cs, 2019; Jiang và cs, 2020; Miraeiz và cs, 2020). Họ WRKY, liên quan đến phản ứng với 

căng thẳng ở đậu tương, đã được kiểm tra, ví dụ, phản ứng với bệnh gỉ sắt ở đậu tương 

(Phakopsora pachyrhizi) (Bencke-Malato và cs, 2014), stress do muối (Yu và cs, 2016), 

mất nước và stress do muối (Song và cs, 2016), và tuyến trùng nang đậu tương (Yang và 

cs, 2017). Tuy nhiên, 19 WRKY-DEG đến SCN4 hoặc SCN5 được xác định trong nghiên 

cứu này không được tìm thấy trong các nghiên cứu trước đây về nhiễm SCN (Yang và cs, 

2017; Zhang và cs, 2017; Miraeiz và cs, 2020), chỉ ra rằng các yếu tố WRKY được xác 

định này có thể đặc trưng cho dòng 09-138 hoặc các chủng tuyến trùng được sử dụng 

trong nghiên cứu này. 



Các yếu tố WRKY trong thực vật được chia thành năm nhóm (I, IIa + IIb, IIc, IId + IIe và 

III) và sự tương tác giữa miền WRKY và miền đối tác của nó (ví dụ, VQ) liên quan đến 

tín hiệu, phiên mã và các quá trình sinh học quan trọng khác (Chi và cs, 2013; Alves và 

cs, 2014). Tương tác WRKY-VQ đã được nghiên cứu kỹ trong cây Arabidopsis. Như đã 

đề cập ở trên, tương tác AtWRKY33 (nhóm I)/MSK1 kích hoạt biểu hiện gen bảo vệ thực 

vật (Andreasson và cs, 2005; Qiu và cs, 2008; Alves và cs, 2014). AtWRKY25, một chất 

tương đồng của AtWRKY33, cũng có thể tương tác với MSK1 và MPK4 trong trường 

hợp không có mầm bệnh (Cheng và cs, 2012). Ngoài ra, AtWRKY33 có thể tương tác 

với hai protein VQ khác, AtSIB1 (protein liên kết yếu tố sigma 1, AtVQ23) và AtSIB2 

(AtVQ16), trong nhân để kích hoạt khả năng chống lại mầm bệnh hoại tử, Botrytis 

cinerea (Lai và cs, 2011). Trong nghiên cứu này, việc thiếu MPK4 tương đồng chỉ ra một 

cơ chế tương tác thay thế có thể tham gia vào phản ứng bảo vệ tuyến trùng. Trong hệ 

thống tương tác giữa đậu tương và sâu bệnh, chỉ có một GmVQ58 được xác định là chất 

điều hòa tiêu cực đối với tính kháng của đậu tương đối với loại giun thông thường 

(Spodoptera litura Fabricius), và GmVQ58 có thể tương tác với GmWRK (Li X. và cs, 

2020). 

Họ CaM bao gồm các protein liên kết Ca2+ phổ biến hoặc protein cảm biến canxi, có thể 

đóng vai trò quan trọng trong các dòng tín hiệu tế bào kết hợp với các kích thích môi 

trường khác nhau (Zeng và cs, 2015). Ví dụ, AtCaMBP25/AtVQ15 được tìm thấy như 

một tác nhân tiêu cực điều chỉnh khả năng chống chịu căng thẳng thẩm thấu trong quá 

trình nảy mầm của hạt và sự phát triển của cây con (Perruc và cs, 2004). Truyền tín hiệu 

qua trung gian CaM có thể điều chỉnh cân bằng nội môi ROS một cách trực tiếp và gián 

tiếp (Zeng và cs, 2015). Ở đây, chúng tôi tìm thấy DEGs CaM/CML trong con đường 

mầm bệnh thực vật và hai CaMBPGmVQ5/VQ70, tương tác trực tiếp hoặc gián tiếp với 

các VQ và WRKY khác để tạo thành phức hợp GmVQ5/70-GmVQ44-GmWRKY15-

GmVQ24 (MSK1) (Hình 8B). Chỉ phản ứng không tương thích mới có thể kích hoạt 

GmVQ5/70, GmWRKY15 và GmVQ24, đồng thời ngăn chặn đầu nối GmVQ44, cho 

thấy rằng các tương tác VQ-WRKY tham gia vào phản ứng bảo vệ của thực vật đối với 

SCN4. Ngoài ra, mức độ biểu hiện cao của GmWRKY15 làm tăng tính kháng SCN đồng 

nhất với việc biểu hiện quá mức của AtWRKY33 tương đồng làm giảm tính nhạy cảm 

với H. schachtii (Ali và cs, 2013). 

Con đường sinh tổng hợp Phenylpropanoid phong phú hàng đầu tham gia vào cả 

phản ứng kháng và mẫn cảm 

Con đường phenylpropanoid đã được coi là một phản ứng bảo vệ phổ biến chống lại các 

mầm bệnh bao gồm cả tuyến trùng, và con đường này luôn được bổ sung trong tương tác 

SCN-đậu tương (Edens và cs, 1995; Dixon và cs, 2002; Zhang và cs, 2017; Li và cs, 

2018; Singh và cs, 2019; Miraeiz và cs, 2020). Khoảng 75% DEG trong con đường này 

là peroxidase, và hơn 80% các gen peroxidase đã được làm giàu có thể được tạo ra sau 

khi nhiễm tuyến trùng trong phản ứng mẫn cảm hoặc kháng thuốc, phù hợp với các báo 

cáo trước đây (Miraeiz và cs, 2020), gợi ý rằng peroxidase đóng vai trò trung tâm trong 

phản ứng với sự tấn công của tuyến trùng. Peroxidase góp phần bảo vệ thực vật bằng 

cách sửa đổi thành tế bào bao gồm lignin, suberin, polysaccharide feruloyl hóa và HPRG 

(chất kéo dài), tăng cường sản xuất ROS và sản xuất phytoalexin (Pandey và cs, 2017). 

Các enzym quan trọng được liên kết với quá trình sinh tổng hợp lignin và được biểu hiện 

duy nhất trong phản ứng không tương thích (ví dụ: HST, Glyma.15G002600) hoặc tương 

thích (ví dụ, beta-glucosidase, Glyma.15G031300) sẽ là các gen được nhắm mục tiêu 



tiềm năng cho các nghiên cứu sâu hơn để làm sáng tỏ khả năng bảo vệ hoặc cơ chế gây 

bệnh của thực vật. 

Quá trình sinh học Carbohydrate và vai trò biến đổi thành tế bào trong khả năng 

nhạy cảm của tuyến trùng nang đậu tương 

Nhiễm trùng SCN5 gây ra nhiều DEG với nhiều gen được điều chỉnh hơn trong quá trình 

biến đổi thành tế bào và chuyển hóa carbohydrate so với nhiễm SCN4 nhưng với một số 

DEG chồng chéo về số lượng, cho thấy các DEG tích lũy và duy nhất trong quá trình sinh 

học carbohydrate bao gồm chuyển hóa, sinh tổng hợp, chất xúc tác và vận chuyển làm 

việc cùng nhau để tạo ra SCN mẫn cảm hoặc kháng thuốc. Miraeiz và cs (2020) cũng báo 

cáo rằng W82 nhạy cảm cho thấy các gen ít đáp ứng hơn, các gen điều chỉnh thấp hơn 

trong chuyển hóa carbohydrate và protein vận chuyển, và một số gen chồng chéo với kiểu 

gen kháng thuốc 8 giờ sau khi cấy. Tuy nhiên, một lần nữa, có ít DEG phổ biến hơn được 

tìm thấy trong khoảng thời gian từ 8 giờ sau khi cấy (Miraeiz và cs, 2020) đến 8 ngày 

(nghiên cứu này), một beta-glucosidase được điều chỉnh giảm ở 8 giờ nhưng được điều 

chỉnh tăng lên ở 8 ngày trong nghiên cứu này, gợi ý biểu hiện khác biệt về mặt không 

gian và thời gian. Trong con đường chuyển hóa tinh bột và sucrose, sucrose synthase, 

hexokinase, beta-amylase và polygalacturonase bị ức chế nhiều hơn, beta-glucosidase, 

beta-fructofuranosidase và galacturonosyltransferase được tạo ra trong tương tác tương 

thích nhiều hơn là trong tương tác không tương thích, chứng tỏ sự phức tạp đối với khả 

năng gây bệnh của tuyến trùng. Hofmann và cs (2007) đã chứng minh rằng việc cung cấp 

sucrose cho hợp bào do H. schachtii gây ra phụ thuộc vào con đường apoplasmic ở giai 

đoạn đầu trong quá trình hình thành syncyti và trên con đường giao hưởng trong giai 

đoạn sau khi syncytia được liên kết với phloem. Sự thay đổi của một loạt các enzym 

trong quá trình trao đổi chất có thể giải thích các kiểu biểu hiện enzym khác nhau trong 

các hệ thống tương tác SCN-đậu tương khác nhau cả về mặt không gian và thời gian. 

 

KẾT LUẬN 

Kết luận, nghiên cứu này lần đầu tiên đại diện cho sự so sánh trình tự phiên mã có chiều 

dài đầy đủ giữa các phản ứng tương thích và không tương thích trên cùng một bộ gen đậu 

tương với H. glycine. Các yếu tố phản ứng căng thẳng, con đường tương tác với mầm 

bệnh thực vật, con đường dẫn truyền tín hiệu hormone thực vật và các yếu tố phiên mã 

góp phần vào phản ứng miễn dịch của thực vật. Các gen liên quan đến biến đổi thành tế 

bào và chuyển hóa carbohydrate đóng vai trò quan trọng trong tính nhạy cảm của tuyến 

trùng. Con đường sinh tổng hợp phenylpropanoid được làm giàu nhờ hai loại nhiễm 

tuyến trùng. Lần đầu tiên, một mô hình tương tác WRKY-VQ dẫn đến phản ứng bảo vệ 

thực vật đối với sự lây nhiễm tuyến trùng trong một phản ứng không tương thích được 

thiết lập. Các sự kiện AS, APA và lncRNA đã được xác định sẽ cung cấp thông tin chi 

tiết về chức năng của quá trình sửa đổi phiên mã trong quá trình tương tác giữa cây và 

tuyến trùng. Kiến thức về sự tương tác giữa SCN-đậu tương sẽ giúp chúng ta hiểu được 

sự phát triển của tính kháng và tính mẫn cảm, và các nghiên cứu chức năng sâu hơn sẽ 

giúp khám phá các chiến lược kiểm soát mới chống lại tuyến trùng. 
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