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a Phòng thí nghiệm trọng điểm quốc gia về nguồn gen và giống cây trồng, Viện Khoa học Cây trồng, Học viện Khoa học Nông nghiệp Trung Quốc, Bắc Kinh 100081, Trung Quốc

b Phòng thí nghiệm trọng điểm của Bộ Nông nghiệp về sinh học đậu tương (Bắc Kinh), Viện Khoa học Cây trồng, Học viện Khoa học Nông nghiệp Trung Quốc, Bắc Kinh 100081, Trung Quốc

TÓM TẮT
Đậu tương (Glycine max), một loại cây lương thực và cây lấy dầu quan trọng, có nguồn gốc từ đậu tương hoang dại (Glycine soja). So với các giống trồng trọt, đậu tương hoang dại thể hiện sự đa dạng di truyền cao hơn đáng kể, chứa các gen chịu stress, gen kháng bệnh phổ rộng và các alen ưu việt điều chỉnh dinh dưỡng hạt giống, những gen này đã bị mất đi trong quá trình thuần hóa. Những nguồn gen này vẫn “hiện hữu nhưng chưa được sử dụng triệt để”, chủ yếu do thiếu các hệ thống chuyển gen và chỉnh sửa gen hoàn thiện. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã thiết lập các hệ thống chuyển gen và chỉnh sửa gen ổn định cho Glycine soja. Chúng tôi đã xác định ba trở ngại chính đối với quá trình chuyển gen của Glycine soja: vỏ hạt dày và cứng cản trở sự hấp thụ nước và nảy mầm; hiệu quả nhiễm Agrobacterium thấp; và chồi tái sinh biểu hiện hiện tượng vàng lá nghiêm trọng và chết. Để giải quyết những vấn đề này, chúng tôi đã sử dụng 1) mài mòn vỏ hạt bằng giấy nhám giúp hạt đậu tương hoang dại hấp thụ nước và nảy mầm trong vòng 1 ngày; 2) Siêu âm ở tần số 45 kHz trong 60 giây, làm tăng tỷ lệ nhiễm Agrobacterium từ 11,76% lên 55,26%; và 3) Bổ sung môi trường nuôi cấy với 12 mg/L sulfat sắt và 30 mg/L axit ethylenediaminetetraacetic (EDTA) dinatri, giúp giảm hiện tượng vàng lá ở chồi tái sinh. Hiệu quả chuyển đổi của hai dòng đậu tương hoang dại đạt 1,54% và 6,33%, với tính di truyền gen chuyển ổn định. Chúng tôi nhắm mục tiêu vào GsDELLA và đã tạo ra thành công các đột biến đồng hợp tử, biểu hiện chiều cao cây và số cành giảm. Chúng tôi đã mở rộng phương pháp này cho 19 giống đậu tương ưu tú, thu được các thể chuyển đổi dương tính, với hiệu quả chuyển đổi cao hơn ở các giống chín muộn (MG I–VI; thường > 10%) so với các giống chín sớm (MG 00–I; 2 – 10%). Nền tảng chuyển đổi đa năng của chúng tôi sẽ đẩy nhanh quá trình cải tiến di truyền cả nguồn gen đậu tương hoang dại và đậu tương canh tác. 
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1. GIỚI THIỆU
Trong quá trình tiến hóa và thuần hóa cây trồng lâu dài, phương pháp chọn giống truyền thống rất quan trọng để cải thiện năng suất và chất lượng, nhưng nó cũng gây ra sự mất mát một số đặc điểm mong muốn được tìm thấy ở các loài hoang dại (ví dụ: hàm lượng dinh dưỡng cao, khả năng chịu stress) [1,2]. Đậu tương trồng trọt (Glycine max) được thuần hóa từ đậu tương hoang dại (Glycine soja), có sự đa dạng di truyền gấp nhiều lần so với đậu tương trồng trọt, và chứa các gen mang lại khả năng chịu stress, khả năng kháng bệnh phổ rộng và hàm lượng dinh dưỡng cao trong hạt đã bị mất ở đậu tương trồng trọt [3, 4]. Mặc dù bộ gen toàn diện của đậu tương và các gen thuần hóa đã được báo cáo [[5], [6], [7]]; tuy nhiên, nguồn gen đậu tương hoang dại từ lâu đã “hiện hữu nhưng chưa được sử dụng”, và quá trình “thuần hóa de novo” của đậu tương hiếm khi được khám phá.

Việc chuyển đổi gen đậu tương lần đầu tiên được báo cáo vào năm 1988, thông qua nhiễm trùng do Agrobacterium tumefaciens gây ra kết hợp với tái sinh nút lá mầm [8] hoặc bắn phá hạt vào mô phân sinh hạt chưa trưởng thành [9]. Trong nhiều thập kỷ, các nhà nghiên cứu đã liên tục tinh chỉnh và phát triển hệ thống chuyển đổi gen đậu tương, bao gồm các yếu tố chính như chủng Agrobacterium, mật độ cấy Agrobacterium, loại mẫu cấy, bộ gen, thời gian cấy, môi trường nuôi cấy và hệ thống chọn lọc [10]. Dựa trên các thông số chính này, nhiều nỗ lực đã được dành để cải thiện hiệu quả chuyển đổi đậu tương, bao gồm việc sử dụng các mẫu cấy đa dạng (ví dụ: các đốt lá mầm, thân dưới lá mầm, đầu phôi, nửa hạt và hạt chưa trưởng thành) [[11], [12], [13], [14]], sử dụng các dấu hiệu chọn lọc khác nhau (như glufosinate và glyphosate) [15,16] và kết hợp các axit amin, hormone hoặc chất chống oxy hóa cụ thể (ví dụ: dithiothreitol, GA3, IAA, L-cysteine, natri thiosulfate, L-glutamine và L-asparagine) [[17], [18], [19], [20]]. Trong giai đoạn nuôi cấy đồng thời, việc sử dụng phương pháp xử lý siêu âm có thể tăng cường đáng kể hiệu quả lây nhiễm của Agrobacterium trên các thụ thể đậu tương [21]. Trong những năm gần đây, việc sử dụng các gen như GmWUS2, IPT và GRF3-GIF1 đã cải thiện đáng kể hiệu quả chuyển đổi gen của đậu tương và mở rộng phạm vi kiểu gen có thể chuyển đổi [[22], [23], [24]]. Ngoài chuyển đổi gen, các công cụ chỉnh sửa gen cho phép loại bỏ gen, xóa đoạn dài và chỉnh sửa cơ sở mục tiêu đã được thiết lập thành công ở đậu tương [25]. Mặc dù đã đạt được tiến bộ đáng kể trong hệ thống chuyển đổi gen và chỉnh sửa gen ở đậu tương, nhưng những tiến bộ này cho đến nay chỉ được thực hiện ở đậu tương trồng trọt. Cho đến nay, chưa có báo cáo nào về chuyển đổi gen hoặc chỉnh sửa gen ở đậu tương hoang dại được công bố.
Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã xác định ba trở ngại chính hạn chế quá trình chuyển đổi gen của đậu tương hoang dại: lớp vỏ hạt dày và cứng cản trở sự hấp thụ nước và nảy mầm; hiệu quả nhiễm Agrobacterium thấp; và hiện tượng vàng lá nghiêm trọng và chết của chồi tái sinh. Để giải quyết những vấn đề này, trước tiên chúng tôi đã tối ưu hóa quá trình chuyển đổi gen của đậu tương hoang dại bằng cách mài mòn lớp vỏ hạt bằng giấy nhám, thực hiện xử lý siêu âm ở tần số 45 kHz trong 60 giây. Hơn nữa, các nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng đối với cây gỗ cứng có giá trị Sorbus commixta, việc bổ sung Fe-EDTA (axit ethylenediaminetetraacetic) vào môi trường ở pH 5,7 đã thúc đẩy sự xanh tươi của lá và sự kết hợp này được coi là tối ưu cho sự sinh trưởng và phát triển của Sorbus commixta trong ống nghiệm [26]. Để giải quyết hiện tượng vàng lá nghiêm trọng và chết của chồi tái sinh trong quá trình chuyển đổi gen đậu tương hoang dại, chúng tôi đã áp dụng phương pháp này bằng cách bổ sung vào môi trường thêm 12 mg/L sulfat sắt và 30 mg/L dinatri EDTA, từ đó thiết lập một hệ thống chuyển đổi gen và chỉnh sửa gen ổn định cho đậu tương hoang dại. Chúng tôi đã mở rộng thành công phương pháp này cho 19 giống đậu tương trồng trọt. Phương pháp tối ưu hóa của chúng tôi sẽ tạo điều kiện thuận lợi cho việc cải tiến di truyền các giống đậu tương ưu tú.
2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP
2.1. Vật liệu thực vật

Hai mẫu đậu tương hoang dại (mẫu được thu thập từ Mentougou, Bắc Kinh, Trung Quốc và Xinxiang, Hà Nam, Trung Quốc) và 19 giống đậu tương ưu tú (Dengke 1, Dongsheng 118, Jiyu 202, Jiyu 203, Longken 1485, Jidou 16, Jidou 17, Jidou 32, Shidou 24, Shidou 29, Shidou 30, Shidou 32, Zhonghuang 13, Zhonghuang 42, Zhonghuang 76, Zhonghuang 301, Zhonghuang 302, Zhongdou 48, Zigongdongdou) được sử dụng để chuyển gen qua trung gian Agrobacterium.

2.2. Xây dựng vector và chủng Agrobacterium
Casteride RUBY được nhân bản vào vector pTF101 để chuyển nạp cho cả đậu tương hoang dại và đậu tương trồng trọt. Một vector CRISPR/Cas9 chứa RUBY cũng được xây dựng. Một trình tự sgRNA 20 bp nhắm mục tiêu GsDELLA được thiết kế bằng công cụ trực tuyến CRISPR-P (https://cbi.hzau.edu.cn/crispr/), được điều khiển bởi promoter U6 của Arabidopsis thaliana. Gen Cas9 được điều khiển bởi promoter CaMV 2× 35S. Gen bar, được điều khiển bởi promoter CaMV 35S, được sử dụng làm dấu hiệu chọn lọc. Các plasmid được đưa vào chủng Agrobacterium tumefaciens EHA105 bằng phương pháp điện chuyển.

2.3. Nảy mầm

Đậu tương hoang dại cần mài mòn vỏ hạt bằng giấy nhám, trong khi phương pháp này không cần thiết đối với đậu tương trồng trọt. Sau khi xử lý, hạt được khử trùng bề mặt bằng khí clo trong 16 giờ. Hạt đã được khử trùng được nảy mầm trên môi trường nuôi cấy nảy mầm (GCM) chứa 3,1 g/L hỗn hợp muối cơ bản Gamborg (PhytoTech, Lenexa, Kansas, Hoa Kỳ, G768), 20 g/L sucrose, 1 mL/L dung dịch vitamin Gamborg (PhytoTech, G219) và 7 g/L agar, pH 5,8, ở 25°C trong 16 giờ dưới ánh sáng.

2.4. Chuẩn bị nuôi cấy Agrobacterium
Các chủng Agrobacterium được bảo quản ở -80°C được cấy trải lên đĩa YEP (5 g/L NaCl, 10 g/L tryptone, 5 g/L chiết xuất nấm men, 15 g/L agar) chứa 75 mg/L chloramphenicol, 75 mg/L spectinomycin và 50 mg/L rifampicin. Sau 2 ngày nuôi cấy ở 28°C, các khuẩn lạc được chuyển sang đĩa mới với cùng loại kháng sinh và ủ qua đêm. Các khuẩn lạc được huyền phù lại trong môi trường nuôi cấy lỏng chứa ½ muối Murashige & Skoog (MS, PhytoTech, M524), 3,9 g/L axit 2-N-morpholino ethanesulfonic (MES), 30 g/L sucrose, 1 mL/L dung dịch vitamin Gamborg, 150 mg/L dithiothreitol (DTT), 2 mg/L zeatin và 40 mg/L acetosyringone (AS), pH 5,4. Các mẫu nuôi cấy được điều chỉnh đến OD600 = 0,6 trước khi chuyển nạp.

2.5. Nhiễm trùng và nuôi cấy đồng thời

Vỏ hạt được loại bỏ khỏi hạt đã nảy mầm, và lá mầm được tách dọc theo trục dọc. Các mẫu cấy nửa hạt được ngâm trong dung dịch huyền phù Agrobacterium trong 2 giờ với siêu âm ở tần số 45 kHz trong 60 giây. Các mẫu cấy được đặt trên giấy lọc vô trùng trong đĩa chứa môi trường nuôi cấy đồng thời dạng rắn (½ MS, 3,9 g/L MES, 30 g/L sucrose, 1 mL/L vitamin Gamborg, 150 mg/L DTT, 2 mg/L zeatin, 40 mg/L AS, 7 g/L agar, pH 5,4), và ủ ở 22°C trong bóng tối trong 5 ngày.
2.6. Phục hồi và chọn lọc

Sau khi nuôi cấy đồng thời, các mẫu cấy được chuyển sang môi trường phục hồi (3,1 g/L muối Gamborg, 0,98 g/L MES, 30 g/L sucrose, 1 mL/L vitamin Gamborg, 150 mg/L cefotaxime, 450 mg/L Timentin, 1 mg/L 6-BA, 7 g/L agar, pH 5,7) và ủ trong 7 ngày ở 28°C. Mẫu được chuyển sang môi trường chọn lọc (3,1 g/L muối Gamborg, 0,98 g/L MES, 30 g/L sucrose, 1 mL/L vitamin Gamborg, 150 mg/L cefotaxime, 450 mg/L Timentin, 50 mg/L L-asparagine, 50 mg/L L-glutamine, 1 mg/L 6-BA, 12 mg/L sắt sunfat, 30 mg/L disodium EDTA, 7 g/L agar, 6 mg/L glufosinate, pH 5,7) và ủ trong 21 ngày ở 28°C.

2.7. Sự kéo dài chồi

Lá mầm và lá già được loại bỏ khỏi mẫu cấy, và các mô còn lại được chuyển vào môi trường kéo dài chồi (4,0 g/L muối MS, 0,6 g/L MES, 30 g/L sucrose, 1 mL/L vitamin Gamborg, 150 mg/L cefotaxime, 450 mg/L Timentin, 50 mg/L L-asparagine, 50 mg/L L-glutamine, 0,1 mg/L IAA, 0,5 mg/L GA, 1 mg/L zeatin, 12 mg/L sắt sulfat, 30 mg/L dinatri EDTA, 7 g/L agar, 6 mg/L glufosinate, pH 5,6) và ủ ở 28°C. Môi trường được thay mới sau mỗi hai tuần.

2.8. Ra rễ

Các chồi dài (5 – 8 cm) được cắt bỏ, nhúng vào dung dịch IBA 1 mg/L trong 1 phút, sau đó chuyển sang môi trường ra rễ (1/2 muối MS, 0,6 g/L MES, 20 g/L sucrose, 1 mL/L vitamin Gamborg, 50 mg/L L-asparagine, 50 mg/L L-glutamine, 12 mg/L sắt sulfat, 30 mg/L dinatri EDTA, 7 g/L agar, 3 mg/L glufosinate, pH 5,7), và ủ ở 28°C trong 7 ngày. Sau đó, cây đã ra rễ được cấy vào chậu và trồng trong nhà kính.

2.9. Bổ sung môi trường nuôi cấy bằng muối sắt bổ sung

Việc bổ sung 12 mg/L sulfat sắt và 30 mg/L EDTA dinatri vào môi trường chọn lọc, môi trường kéo dài và môi trường ra rễ là rất quan trọng để đảm bảo sự hình thành chồi và thiết lập cây con.

2.10. Tỷ lệ chuyển gen

Cây chuyển gen được xác định dựa trên sắc tố đỏ từ gen báo cáo RUBY. Tỷ lệ chuyển gen (%) = (số cây đỏ/tổng ​​số mẫu cấy) × 100.

2.11. PCR và giải trình tự DNA đột biến

Để xác nhận danh tính của các đột biến, DNA bộ gen được chiết xuất từ ​​lá, và locus GsDELLA được khuếch đại bằng PCR và giải trình tự. Các mồi được sử dụng là mồi xuôi 5′-CTTTCATGCCCCTGCCCCTGC-3′ và mồi ngược 5′-AAGAGAGAAGATGGACCGAGGA-3′.

3. KẾT QUẢ
3.1. Thiết lập hệ thống chuyển đổi gen và chỉnh sửa gen cho đậu tương Glycine soja
Vỏ hạt dày và cứng của đậu tương Glycine soja cản trở quá trình hấp thụ nước và nảy mầm, tạo ra một hạn chế quan trọng đối với quá trình chuyển đổi gen của đậu tương hoang dại, trong khi đậu tương trồng trọt không có vỏ hạt dày và cứng nên dễ dàng hấp thụ nước và nảy mầm. Do đó, chúng tôi đã gieo hạt đậu tương Glycine soja với vỏ hạt bị mài mòn (bằng giấy nhám) hoặc vỏ hạt nguyên vẹn trên môi trường nảy mầm. Đậu tương hoang dại với vỏ hạt không bị mài mòn không hấp thụ nước và nảy mầm bình thường, trong khi những hạt có vỏ hạt bị mài mòn bằng giấy nhám có thể hấp thụ nước và nảy mầm trong vòng 1 ngày (Hình S1).
Đậu tương hoang dại cũng thể hiện hiệu quả nhiễm Agrobacterium thấp hơn so với đậu tương trồng trọt. Các nghiên cứu trước đây đã chỉ ra rằng việc xử lý bằng sóng siêu âm đã cải thiện đáng kể tỷ lệ nhiễm Agrobacterium của đậu tương trồng trọt [21]. Đầu tiên, chúng tôi đã tiến hành các thí nghiệm sơ bộ để điều tra xem liệu sóng siêu âm có thể tăng cường hiệu quả nhiễm Agrobacterium trên mẫu đậu tương hoang dại hay không. Chúng tôi đã sử dụng hệ thống báo cáo trực quan RUBY được thiết lập trước đó để đánh giá hiệu quả nhiễm trùng [27]. Chúng tôi đã sử dụng đậu tương hoang dại (thu thập từ Mentougou) và đậu tương trồng trọt Zhonghuang 302, được chia thành hai nhóm: một nhóm không được xử lý bằng sóng siêu âm (đối chứng), và nhóm còn lại được xử lý bằng sóng siêu âm ở tần số 45 kHz trong 60 giây.

	Vỏ hạt đậu tương hoang dại không được mài mòn 

bằng giấy nhám
	Vỏ hạt đậu tương hoang dại được mài mòn 
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	Hình S1. Kiểu hình của đậu tương hoang dại với vỏ hạt được mài nhẵn và không được mài nhẵn trên môi trường nảy mầm.

Đậu tương hoang dại với vỏ hạt không được mài nhẵn không hấp thụ nước và nảy mầm bình thường, trong khi đó, những cây có vỏ hạt được mài nhẵn bằng giấy nhám có thể hấp thụ nước và nảy mầm trong vòng 1 ngày.


Kết quả cho thấy sóng siêu âm đã tăng cường hiệu quả nhiễm Agrobacterium trên mẫu đậu tương hoang dại từ 11,76% lên 55,26%, và trên đậu tương trồng trọt Zhonghuang 302 từ 27,91% lên 53,85% (Hình S2; Bảng S1). Thông qua các thí nghiệm sơ bộ, các vấn đề liên quan đến sự hút nước và nảy mầm của hạt cũng như các điều kiện siêu âm đã được giải quyết. Sau đó, sử dụng hai giống đậu tương hoang dại, chúng tôi đã làm xước một phần vỏ hạt, khử trùng hạt bằng khí clo trong 16 giờ, cho hạt nảy mầm và sử dụng cây con một ngày tuổi làm mẫu cấy (Hình 1A). Chúng tôi cẩn thận loại bỏ vỏ hạt dưới kính hiển vi và tạo 3–5 vết xước ở chỗ nối giữa trụ mầm và một lá mầm. Sau đó, chúng tôi cho lá mầm nhiễm vi khuẩn Agrobacterium trong 2 giờ và xử lý bằng siêu âm ở tần số 45 kHz trong 60 giây. Sau khi nhiễm trùng, chúng tôi đặt lá mầm úp mặt trong lên môi trường nuôi cấy đồng thời được phủ bằng giấy lọc vô trùng. Sau 5 ngày nuôi cấy đồng thời, trụ mầm dài ra 1–2cm và xuất hiện sắc tố đỏ ở trụ mầm (Hình 1B). Sau đó, chúng tôi chuyển các đốt lá mầm sang môi trường phục hồi và nuôi cấy chúng trong 7 ngày ở 28°C dưới chu kỳ chiếu sáng 16 giờ/tối 8 giờ. Trước khi chuyển sang môi trường chọn lọc, chúng tôi đã loại bỏ các phần của trụ mầm và các chồi mới nhú.
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	Hình S2. Tăng cường độ nhiễm bệnh là chìa khóa để chuyển đổi gen ở đậu tương hoang dại và đậu tương ưu tú.

(A) Siêu âm ở tần số 45 kHz trong 60 giây đã tăng cường đáng kể hiệu quả nhiễm bệnh của Agrobacterium trên mẫu cấy đậu tương hoang dại (thu thập từ Mentougou). Hình ảnh cho thấy kiểu hình của mẫu cấy sau 5 ngày siêu âm. (B) Siêu âm ở tần số 45 kHz trong 60 giây đã tăng cường đáng kể hiệu quả nhiễm bệnh của Agrobacterium trên mẫu cấy đậu tương trồng trọt Zhonghuang 302. Hình ảnh cho thấy kiểu hình của mẫu cấy sau 5 ngày siêu âm.


Bảng S1. Siêu âm làm tăng hiệu quả lây nhiễm của Agrobacterium trên các mẫu cấy của đậu tương hoang dại và đậu tương ưu tú
	Các thụ thể chuyển đổi
	Số lượng mẫu cấy
	Số lượng mẫu cấy có màu đỏ
	Tỷ lệ nhiễm Agrobacterium (%)

	Đậu tương dại (thu thập từ Mentougou) - không qua xử lý siêu âm
	102
	12
	11.76

	Đậu tương dại (thu thập từ Mentougou) - siêu âm ở tần số 45 kHz trong 60 giây.
	114
	63
	55.26

	Zhonghuang 302 - chưa được xử lý bằng siêu âm
	129
	36
	27.91

	Siêu âm Zhonghuang 302 ở tần số 45 kHz trong 60 giây
	117
	63
	53.85


Một yếu tố quan trọng khác hạn chế quá trình chuyển gen ở đậu tương hoang dại là hiện tượng vàng lá nghiêm trọng và chết của các chồi tái sinh trên môi trường nuôi cấy thông thường, một trở ngại đã cản trở việc thiết lập một hệ thống chuyển gen ổn định cho loại cây này. Để giải quyết vấn đề này, chúng tôi đã thêm 12 mg/L sulfat sắt và 30 mg/L dinatri EDTA vào môi trường chọn lọc. Sau khi điều chỉnh này, các chồi tái sinh khỏe mạnh hơn đáng kể và tỷ lệ sống sót của chúng tăng lên đáng kể.

Chất chỉ thị RUBY có thể nhìn thấy được giúp phân biệt rõ ràng các chồi chuyển gen, chúng thể hiện màu đỏ (Hình 1C). Chúng tôi đã chuyển những chồi đỏ này sang môi trường kéo dài (Hình 1D), sau đó tiến hành ra rễ và phát triển đến khi trưởng thành (Hình 1E). Sử dụng số lượng cây T0 dương tính với RUBY để tính toán, hiệu quả chuyển đổi của các giống hoang dại (thu thập từ Mentougou và Xinxiang) lần lượt đạt 1,54% và 6,33%.

Vì vỏ hạt màu đen của đậu tương hoang dại (Hình 1F) che khuất dấu hiệu hạt màu đỏ, chúng tôi đã đánh giá màu lá mầm sau khi loại bỏ vỏ hạt, cho thấy lá mầm màu đỏ rõ rệt trong hạt chuyển gen (Hình 1G). Khi gieo trồng, hạt giống đỏ T0 tạo ra cây con có sắc tố đỏ rõ rệt (Hình 1H, I), chứng minh tính di truyền của dấu hiệu và xác nhận sự truyền gen chuyển ổn định qua các thế hệ.

Để xác thực tính hữu ích của hệ thống chỉnh sửa bộ gen của chúng tôi, chúng tôi đã nhắm mục tiêu vào GsDELLA (gen tương đồng với GmDELLA, Glyma.18G040000, trong đậu tương hoang dại), một yếu tố điều hòa chính chiều cao cây, bằng cách xây dựng vectơ CRISPR/Cas9 chứa gen báo cáo RUBY (Hình 1J). Chúng tôi đã tạo ra thành công một đột biến đồng hợp tử với sự chèn 1 bp, được xác nhận bằng phương pháp giải trình tự. So với kiểu hoang dại, các đột biến không có gen chuyển (biểu hiện sắc tố đỏ) có tầm vóc thấp hơn và ít cành hơn (Hình 1K), xác thực hiệu quả của hệ thống chuyển đổi của chúng tôi để chỉnh sửa bộ gen trong đậu tương hoang dại.
3.2. Thiết lập hệ thống chuyển đổi gen hiệu quả cao cho các giống đậu tương ưu tú

Tiếp theo, chúng tôi đã nghiên cứu xem việc bổ sung 12 mg/L sắt(II) sulfat và 30 mg/L dinatri EDTA vào môi trường nuôi cấy có tạo điều kiện thuận lợi cho việc chuyển đổi gen của các giống đậu tương ưu tú hay không.

Đậu tương là cây hai lá mầm ngày ngắn, rất nhạy cảm với quang chu kỳ. Để thích nghi với các điều kiện sinh thái đa dạng, các giống đậu tương đã phát triển các yêu cầu về độ dài ngày khác nhau. Đậu tương được phân loại thành các nhóm độ chín (MG) khác nhau: số MG thấp hơn tương ứng với các loại chín sớm thích nghi với vĩ độ cao, trong khi số cao hơn tương ứng với các loại chín muộn phù hợp với vĩ độ thấp. Phân loại này là nền tảng cho cả chiến lược lai tạo giống và thực tiễn canh tác theo vùng, đảm bảo tối ưu hóa năng suất trong các môi trường khác nhau. Chúng tôi đã chọn 19 giống chính đại diện cho MG 00 đến VI để thử nghiệm, bao gồm 5 giống (Dengke 1, Dongsheng 118, Jiyu 202, Jiyu 203, Longken 1485) trong MG 00–I, 12 giống (Jidou 16, Jidou 17, Jidou 32, Shidou 24, Shidou 29, Shidou 30, Shidou 32, Zhonghuang 13, Zhonghuang 42, Zhonghuang 76, Zhonghuang 301, Zhonghuang 302) trong MG I–IV và 2 giống (Zhongdou 48 và Zigongdongdou) trong MG IV–VI. Sử dụng môi trường nuôi cấy của hệ thống chuyển đổi đã được thiết lập trước đây của chúng tôi [19], hiệu quả chuyển đổi của các giống ưu tú này nhìn chung là < 5%. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã sử dụng chiến lược chuyển đổi được sửa đổi như mô tả ở trên cho đậu tương hoang dại, với cây con một ngày tuổi được sử dụng làm mẫu cấy mà không cần xử lý làm xước vỏ (Hình 1L). Trong quá trình nuôi cấy và chọn lọc, sắc tố đỏ được quan sát thấy ở thân mầm (Hình 1M) và chồi (Hình 1N). Ở giai đoạn kéo dài, cây chuyển gen mang dấu hiệu đỏ dễ dàng được phân biệt (Hình 1O). Sau khi ra rễ, các chồi dài có dấu hiệu đỏ được cấy vào đất và tạo hạt (Hình 1P). Các cây chuyển gen dương tính thu được ở tất cả các giống được thử nghiệm, mặc dù hiệu quả chuyển gen khác nhau đáng kể. Ở các giống MG 00–I, tỷ lệ chuyển gen dao động từ 2% đến 10%. 
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Hình 1. Hệ thống chuyển gen hiệu quả qua trung gian Agrobacterium cho đậu tương hoang dại và đậu tương trồng trọt. (A) Cây con đậu tương hoang dại (Glycine soja) một ngày tuổi được sử dụng làm mẫu cấy. (B) Thân mầm đậu tương hoang dại thể hiện sắc tố đỏ trong quá trình nuôi cấy đồng thời. (C) Chồi đỏ tái sinh của đậu tương hoang dại trong quá trình chọn lọc. (D) Chồi đỏ dài của đậu tương hoang dại trong quá trình kéo dài thân. (E) Đậu tương hoang dại chuyển gen (thế hệ T0) thể hiện màu đỏ. (F) Màu lá mầm của đậu tương hoang dại. (G) Lá mầm đỏ của đậu tương hoang dại chuyển gen sau khi loại bỏ lớp vỏ. (H, I) Cây đậu tương hoang dại chuyển gen màu đỏ (thế hệ T1). (J) Cấu trúc của GsDELLA, thể hiện vị trí đích CRISPR/Cas9 và motif liền kề protospacer (PAM); một đoạn chèn một base ở phía thượng nguồn của PAM đã được xác nhận bằng phương pháp giải trình tự Sanger. (K) Kiểu hình của cây đậu tương hoang dại và cây đột biến loại bỏ Gsdella. (L) Cây con một ngày tuổi của giống đậu tương trồng trọt (Glycine max) Longken 1485 được sử dụng làm mẫu cấy. (M) Thân dưới lá mầm của Longken 1485 thể hiện sắc tố đỏ trong quá trình nuôi cấy đồng thời. (N) Chồi đỏ tái sinh của Longken 1485 trong quá trình chọn lọc. (O) Chồi đỏ dài ra của Longken 1485 trong quá trình kéo dài thân. (P) Cây Longken 1485 chuyển gen (thế hệ T0) thể hiện màu đỏ. (Q) Hiệu quả chuyển gen của 19 giống đậu tương ưu tú.
Ở các giống MG I–IV, hiệu quả nhìn chung vượt quá 10%, ngoại trừ Zhonghuang 301. Ở các giống MG IV–VI, Zhongdou 48 và Zigongdongdou cho thấy tỷ lệ chuyển gen lần lượt là 7,91% và 19,59% (Hình 1Q). Nhìn chung, hiệu quả chuyển gen tương đối cao đối với các giống MG I–VI nhưng vẫn thấp đối với các giống MG 00–I. Những kết quả này chứng minh rằng hệ thống chuyển đổi gen được tối ưu hóa của chúng tôi, với thành phần chính là việc bổ sung 12 mg/L sắt(II) sulfat và 30 mg/L dinatri EDTA vào môi trường nuôi cấy, tạo điều kiện thuận lợi đáng kể cho việc mở rộng kiểu gen có thể chuyển đổi và nâng cao hiệu quả chuyển đổi của các giống đậu tương ưu tú.

4. THẢO LUẬN
Mặc dù đã có nhiều nghiên cứu sâu rộng về bộ sưu tập nguồn gen đậu tương hoang dại, hệ gen và quá trình thuần hóa từ đậu tương hoang dại sang đậu tương trồng trọt [3,5,6,28], nhưng những nguồn gen này vẫn “hiện hữu nhưng chưa được sử dụng đầy đủ”, chủ yếu là do thiếu các nền tảng chuyển đổi và chỉnh sửa gen hoàn thiện. Việc chuyển đổi đậu tương hoang dại gặp phải một số rào cản kỹ thuật. Ví dụ, lớp vỏ hạt dày và cứng của Glycine soja ức chế sự hấp thụ nước và nảy mầm. Để giải quyết vấn đề này, chúng tôi đã tối ưu hóa phương pháp chuyển đổi đậu tương hoang dại bằng cách mài mòn lớp vỏ hạt bằng giấy nhám. Đậu tương hoang dại có lớp vỏ hạt không được mài mòn không thể hấp thụ nước và nảy mầm bình thường, trong khi những hạt có lớp vỏ hạt được mài mòn bằng giấy nhám có thể hấp thụ nước và nảy mầm trong vòng 1 ngày.

Siêu âm có thể tăng cường hiệu quả lây nhiễm Agrobacterium [29]. Trong hệ thống chuyển gen của đậu tương trồng trọt, việc ngâm mẫu đậu tương bị thương trong dung dịch Agrobacterium sau đó xử lý bằng siêu âm là tối ưu để cải thiện hiệu quả lây nhiễm [21]. Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã tiến hành các thí nghiệm sơ bộ để điều tra xem siêu âm có thể tăng cường hiệu quả lây nhiễm Agrobacterium trên mẫu đậu tương hoang dại hay không. Kết quả cho thấy siêu âm đã tăng cường hiệu quả lây nhiễm Agrobacterium trên mẫu đậu tương hoang dại từ 11,76% lên 55,26%, và trên đậu tương trồng trọt Zhonghuang 302 từ 27,91% lên 53,85% (Hình S2; Bảng S1). Chúng tôi xác định rằng xử lý siêu âm ở tần số 45 kHz trong 60 giây có hiệu quả đối với sự lây nhiễm Agrobacterium trên đậu tương hoang dại.

Hiện tượng vàng lá nghiêm trọng và chết sau đó của chồi tái sinh xảy ra trong quá trình tái sinh đậu tương hoang dại khi sử dụng môi trường đã mô tả trước đây của chúng tôi [19]. Để giải quyết vấn đề này, chúng tôi đã bổ sung thêm 12 mg/L sulfat sắt và 30 mg/L dinatri EDTA vào môi trường nuôi cấy. Sau khi điều chỉnh này, các chồi tái sinh phát triển mạnh mẽ hơn đáng kể và tỷ lệ sống sót tăng lên đáng kể.

Cuối cùng, để tìm hiểu xem hệ thống chuyển gen đậu tương hoang dại được tối ưu hóa của chúng tôi, đặc biệt là việc bổ sung muối sắt, có mang lại lợi ích cho việc chuyển gen các giống đậu tương ưu tú hay không, chúng tôi đã mở rộng phương pháp của mình cho 19 giống ưu tú, thu được các thể chuyển gen dương tính. Nhìn chung, những kết quả này thiết lập một nền tảng chuyển gen mạnh mẽ và dễ thích ứng, giúp đẩy nhanh quá trình nâng cao di truyền cả nguồn gen đậu tương hoang dại và các giống đậu tương trồng trọt.
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