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TOM TAT

bau tuong la mot trong nhiing cay trong lay hat c6 dau quan trong nhat, va ham
lugng dau trong hat quyét dinh truc tiép gia tri kinh té va kha nang ung dung cong
nghiép trén toan thé gidi. Tuy nhién, co ché diéu hoa su tich liy dau trong hat dau
tuong van chua duoc hiéu rd. O day, théng qua phan tich RNA-seq va sang loc cac
protein tuong tac véi yéu tdé diéu hoa tich cuc qua trinh tich liy ddu GmNFYA,
chung t6i da xac dinh duoc yéu té phién ma loai AP2/ERF GmERFA, hoat dong
nhu mot yéu t6 diéu hoa tiéu cuc qua trinh tich lily dau. Viéc loai bd GmERFA va
chat twong ddng cua nd bang phuong phép chinh sira gen da lam tang tong ham
lwgng axit béo trong hat, trong khi viéc biéu hién qua mic GmERFA dan dén giam
muc axit béo trong dau twong chuyén gen. GmERFA tuong tac véi GmMNFYA dé uc
ché sy hoat hoa phién ma cia GmbZIP123 va GmZF392, ca hai déu thuc day sy
tich liiy dau trong hat. GmERFA ciing lién két truc tiép v&i vling promoter cua
GmbZIP123 va GmZF392, va uc ché sy biéu hién gen cua chiing. Théng qua phan
tich sau hon 300 mau dau twong, mot alen uu ta cua ERFA vé&i promoter Hap3
duogc xac dinh c6 mdi twong quan véi hoat dong promoter thap hon, biéu hién gen
thap hon nhung ham luong dau trong hat cao hon. Hap3 ERFA c6 thé dugc chon



loc va cb dinh trong qua trinh thuan hoa dau twong. Nhin chung, nghién ctu caa
ching t6i phat hién ra mot gen kim ham sy tich liiy dau va co thé hoat déng trong
mot mang Iudi phan td méi GMERFA-GMNFYA-GmbZIP123/GmZF392 ¢ giali
doan sau cua qua trinh phét trién hat dau tuong. Viéc thao tac gen, alen uu ti cua
né va toan bo con dudng sinh tdng hop s& c6 loi cho viéc lai tao cac gidng dau
tuong c6 ham luong dau cao.

1. GIOI THIEU

Pau twong (Glycine max) 1a loai cay tréng co gia tri, giau déu va protein trén toan
the gidi, dong gop dang ké vao suc khoe va dinh dudng téng thé cua ché do an
UOng Ctia con nguoi va thirc an chan nudi (Wang va cs, 2020) Dau dau tuong
chiém hon mot ntra san luong hat ¢ dau toan cau va la nQUOn cung cap quan trong
ca dau an va nguyén liéu thd cong nghiép, mang lai gié tri kinh té dang ké (Duan
va cs, 2023). Dir liéu thong ké cho thay dau dau tuong da lién tuc ting ty trong
trong san luong hat ¢d dau toan cau trong thap Ky qua, dat muc théng tri 60,72%
vao nam 2023/2024 (www.statista.com). Nhitng dit liéu ndy cho thay dau dau
tuong dong vai tro then chét trong viéc dap tng nhu cau lipid toan cau trong ca
linh vyc thuc pham va phi thuc pham.

Axit béo (FASs) trong dau tuong thuong duoc luu trir dudi dang triacylglycerol
(TAGS) chira céac axit béo bdo hoa (axit palmitic [16:0], axit stearic [18:0]) va cac
axit béo khong béo hoa (axit oleic [18:1], axit linoleic [18:2] va axit linolenic
[18:3]) trong hat (Lee va cs, 2007). O thuc vat, acetyl-CoA Ia chat nén ban dau cho
quéa trinh tong hop tat ca cac axit béo. Trong luc lap, acetyl-CoA dugc tao ra tu
pyruvate sinh ra trong qua trinh duong phan. La tién chat trung tam cho qua trinh
tong hop axit béo de novo, acetyl-CoA duoc carboxyl hoéa boi acetyl-CoA
carboxylase dé tao thanh malonyl-CoA. Tiép theo, hé théng enzyme tong hop axit
béo xuc tac tuan tu mot loat cac phan tng bao gom ngung tu, khir, khir nudc va
khir, cudi ciing kéo dai chudi carbon va tao ra axit palmitic (C16:0) va axit stearic
(C18:0). Céc axit béo duoc tdng hop sau d6 duoc van chuyén dén ludi noi chat dé
tham gia vao qua trinh 1ap rap TAG (Li, Jin va cs, 2017). Cudi cung, TAG duoc
lwu trir trong céc thé dau trong té bao chat duoc bao quanh boi mot 16p mang
phospholipid chira cac oleosin, caleosin va steroleosin (Manan va cs, 2017).

Nhu d3 dugc biét rong réi, qua trinh phét trién cua hat luon di kém véi su tich liy
cac chat du trit (Ruuska va cs, 2002). Céc hop chat du trit duoc tim thay trong hau
hét cac loai hat, chiém hon 90% trong luong kho cua hat, chi yéu bao gom tinh
bot, protein dy trir va dau. O cly Arabidopsis, ham lugng dau tich lity dan tir giai
doan phdi thai som dén giai doan truong thanh, véi xu huéng giam dan o céc giai
doan truong thanh sau (Baud va cs, 2002). Trong qua trinh thuan héa dau tuong,
ham lugng dau trong hat cho thay xu huéng ting déang ké. Ham luong dau tang tur
8 — 10% ¢ dau twong hoang da Ién 18 — 22% ¢ céc giong dau tuong duoc trong trot
(Patil va cs, 2018). Trong giai doan truéng thanh sém caa qua trinh phét trién hat
dau twong, su tich liy dau bat dau duoc quan sat thay, tiép theo 1a toc do tich liy
cao nhat ¢ giai doan trudng thanh giita, voi sy suy giam dan ¢ giai doan trudng
thanh muon (Collakova va cs, 2013).
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O cay Arabidopsis, cac yéu té phién ma chinh diéu chinh qué trinh sinh tong hop
lipid bao géom LEC2, LEC1, L1L, ABI3, FUS3 va WRI1, v.v. Su biéu hién qua mirc
cua LEC2 lam tang murc do biéu hién cua LEC1, ABI3, FUS3 va WRI1, tir d6 tang
cuong su tich liy TAGs (Kim va cs, 2013). WRI1 14 mét yéu té diéu hoa quan
trong cua qué trinh sinh téng hop lipid trong hat va hoat dong nhu mot gen dich
truc tiép cua LEC1 dé diéu chinh sy tich liiy axit béo trong hat Arabidopsis (Baud
va cs, 2009). Cac yéu té phién ma thuoc ho MYB, TT2, e ché qué trinh sinh tong
hop axit béo trong hat bang cach ngin chin sy biéu hién cua FUS3 (Wang va cs,
2014).

Nhiéu nghién ctru da chirng minh rang céc yéu té phién mé dong vai tro khong thé
thiéu trong qua trinh sinh tong hop lipid caa dau trong (Hu, Liu, Wei, va cs, 2023;
Wei va cs, 2025). GmDof4 va GmDof11 c6 thé cai thién ham lugng FAs théng qua
viéc kich hoat cac gen accD va long-chain acyl-CoA synthetase (Wang va cs,
2007). GmMYB73 tuong tac véi GL3 va EGL3 dé tic ché biéu hién cua GL2, do d6
thuc day qua trinh chuyén d6i phosphatidylcholine (PC) thanh TAG (Liu va cs,
2014). GmDREBL kich hoat biéu hién cia WRI1 bang cach lién két truc tiép véi
viing khoi dong cua nd, do d6 thuc day qué trinh sinh tong hop axit béo (Zhang va
cs, 2016). Su biéu hién qua muc cia GmbZIP123 1am ting ham lwong dau théng
qua viéc kich hoat biéu hién cua cac gen SUC va cwINV (Song va cs, 2013).
GMNFYA lam ting ham luong axit béo bang cach kich hoat biéu hién caa WRI1 va
cac gen tong hop lipid FatA, SAD va KASI (Lu va cs, 2016). GmZF351, mot chat
hoat hoa qua trinh tich lily dau dau twong, thuc day tryc tiép su biéu hién gen WRI1
va cac gen duoc diéu hoa bai WRI (Li, Lu, va cs, 2017). GmZF392 thiic day su tich
Iity axit béo bang céch hoat héa su biéu hién gen ha nguon lién quan dén qua trinh
sinh tong hop lipid (Lu, Wei, Li, va cs, 2021). Nghién ctru nay ciing tiét 16 mot
mang lugi phan tir dic trung theo gibng mai lién quan dén ba yéu to phién ma
GMNFYA-GMZF392-GmZF351, déng vai trd quan trong trong viéc diéu hoa con
duong sinh tong hop lipid dau twong. GMZF392 twong tac vat Iy véi GmZF351, va
ca hai su biéu hién gen déu duoc diéu hoa tich cuc boi GmNFYA.

Cac ngudn carbon 1a chét nén co ban cho qué trinh sinh téng hop ca axit béo va
protein (Nguyen va cs, 2016). Trong khi d6, nhiéu nghién ctu chi ra rang ham
luong dau trong hat ddu twong va ham luong protein c6 méi twong quan nghich
(Huynh va cs, 2024; Yang va cs, 2024). Diéu th( vi 1a nhiéu gen anh hudng dén
ham luong dau hoidc protein ciing anh huéng dén kich thudc/khdi lwong hat (Hu,
Liu, Wei, va cs, 2023). GmJAZ3, mét chat tc ché phién m4, 1am giam ham luong
axit béo, trong khi lam tang ham lugng protein va kich thudc/khdi luong hat, c6
thé bang cach anh hudng dén qué trinh van chuyén duong (Hu, Liu, Tao, va cs,
2023). Sy biéu hién qua mac cia GmMOLEOL1 cai thién ham luong lipid, trong khi
lam giam ham luong protein va kich thudc/khdi lwong hat (Zhang va cs, 2019).
GmSWEET10a va GmSWEET10b dugc xac dinh la lam ting ham lugng dau va
kich thudc/khdi lwong hat, nhung 1am giam ham lwgng protein trong hat dau tuong
(Wang va cs, 2020). Nhitng phat hién nay cho thay c6 nhiéu gen da hiéu phdi hop
diéu chinh cac dic diém quan trong cua hat, bao gom ham luong axit béo, ham
lugng protein va kich thudc/khdi luong hat & dau tuong.



Nhiéu nghién ctru da chi ra rang cac yéu té phién ma AP2/ERF dong vai trd quan
trong trong viéc diéu chinh nhiéu qué trinh phat trién & thuc vat, bao gom su hinh
thanh va 130 hoéa co quan hoa, duy tri m6 phan sinh bong, su kéo dai va hinh thai
ré, xac dinh kich thudc 14 va su phat trién va chin caa hat (Cheng va cs, 2025; Guo
va cs, 2022; Neogy va cs, 2019; Teng va cs, 2024; Zhou va cs, 2025). Ngoai ra, cac
nghién ctru khac da chitng minh rang thuc vat chuyén gen biéu hién qua muc cac
yéu t6 phién ma AP2/ERF c6 kha niang chiu dung tét hon d6i vai ca stress phi sinh
hoc va sinh hoc (Ding va cs, 2022; Huang va cs, 2016; Kai va cs, 2022; Li va cs,
2022). Tuy nhién, liéu yéu té phién ma loai AP2/ERF c6 tham gia vao viéc diéu
chinh sy tich liiy lipid hay khong van chua duoc hiéu rd, dac biét 12 & dau tuong.

Tai day, ching t6i dd xac dinh mot yéu té phién ma mai thugc ho AP2/ERF I
GmMERFA thdng qua phan tich transcriptome va sang loc thu vién lai tao hai gen
nam men cua cac protein tuong tac voi GmMNFYA, mot chat diéu hoa dau tich cuc.
Sy biéu hién qua mirc cia GMERFA dan dén giam muac FAs trong hat dau tuong
chuyén gen. Nguoc lai, viéc chinh sta bo gen caa GmERFA va gen tuong ddng
GMERFB bing hé théng CRISPR/Cas9 d3 1am tang dang ké ham luong dau trong
hat dau twong. GMERFA c6 thé tuong tac va wc ché GmNFYA dé giam biéu hién
gen cua cac chat diéu hoa dau tich cuc GmbZIP123 va GmZF392, hoat dong nhur
mét phanh ham sy tich lily dau & giai doan sau caa qué trinh phat trién hat. Bong
thoi, GMERFA ciing tic ché biéu hién cia GmbZIP123 va GmZF392 théng qua lién
két truc tiép vai cac promoter cua ching. Nghién cau cua ching toi 1am sau sac
thém sy hiéu biét vé méi lién hé giita cac chat diéu hoa dau khac nhau va s& cung
cap cac ngudn gen va chién luoc quan trong cho viéc lai tao giéng dau twong ham
luong dau cao.

2. KET QUA
2.1. Xac dinh gen diéu hoa dau GmERFA

Pé xac dinh cac gen méi diéu hoa ham lugng dau trong hat dau twong, ching toi
da thyc hién phan tich mang lién quan dén dau bang cach st dung dix liéu giai trinh
tu RNA trude ddy cta ching t6i tir 33 gidng dau twong (Hu, Liu, Lu, va cs, 2023).
Nhin chung, c4c gibng c6 ham lwong dau Ién hon 22% duoc coi 1a gidng c¢6 ham
lwgng dau cao, trong khi nhitng giong c6 ham lugng dau du6i 20% duoc phan loai
12 gidng c6 ham luong dau thap 33 giéng dau tuong bao gom 15 glong (7 giéng c6
ham luong dau thap va 8 gidng co ham luong dau trung binh dén cao) tu vung
bong Bic Trung Quéc (NEC) va 18 gidng (9 giéng co6 ham luong dau thap va 9
giong c6 ham luong dau cao) tur vung Hoang-Hoai-Hai (HHHR — la mét ving
ddng bang 16n & mién Bic Trung Quéc, duoc dit tén theo ba hé théng séng chinh
chay qua khu vuc nay: sbng Hoang Ha, sdng Hoai, séng Hai) (Hinh Sla va Bang
S1). Céc gen c6 gi4 tri trén phan triéu kilobase (fragment per kilobase million —
FPKM) > 0,5 duoc dinh nghia 13 gen biéu hién. Cac gen biéu hién khac biét
(Differentially expressed genes — DEGs) duogc xac dinh dua trén sy thay doi gap >
2 gitta muc do biéu hién t6i da va tdi thiéu & cac dong c6 ham luong dau thap va
cao, voi FPKM trung binh > 0,5 trén tat ca cac dong. So sénh ting cap duoc thuc
hién gitta mdi dong c6 ham lugng dau thap va mdi dong c¢6 ham lugng dau cao &



NEC va HHHR. Céc gen duoc xép hang trong ngudng tan suit 4% cao nhat duoc
chon, dan dén viéc xac dinh 168 DEGs ¢ cac dong NEC va 296 DEGs & c4c dong
HHHR, véi 76 DEGs trung lap gitra cac dong cua ca hai vung (Hinh S1b va Bang
S2). Chung t6i cling da xac dinh hon 200 protein tng Cu vién tuong tac voi
GMNFYA, mot chat diéu hoa dau duoc tim thay trong nghién ctu trude day cua
ching t6i (Lu, Wei, Li, va cs, 2021; Lu va cs, 2016), thong qua sang loc thu vién
nam men (Bang S3). Tir hai phan tich trén, chung t6i da xac dinh duoc mot yéu td
phién mi loai AP2/ERF chung va dit tén 13 GmERFA (Glyma.02G016100) dé
nghién ctru sdu hon nham 1am sang t6 chic ning cua né trong viée diéu chinh sy
tich lity dau dau tuong.

GMERFA ma hda mét protein gém 300 axit amin v&i mién AP2 (Hinh 1a). Phan
tich biéu hién gen cho thay cac gidng dau tuong c6 ham luong dau thap thé hién
murc d6 biéu hién GmMERFA cao hon, trong khi cic giéng c6 ham lwong dau cao
cho thay mic d6 biéu hién thap hon déng ké ¢ ca gidng NEC va HHHR (Hinh 1b).
Biéu hién GmERFA duoc phat hién ¢ tat ca cac co quan cua dau twong va cao nhat
& hat dau twong (Hinh 1c). Hon nita, né duoc biéu hién 6n dinh trong qua trinh
phat trién hat dau twong va ting manh & giai doan chin muén hon (S6-S7) (Hinh
1d). GmERFA nam trong nhan té bao va hoat dong nhu mot chat wc ché phién ma
(Hinh 1e,f).

Pé nghién cau chirc ning cia GMERFA, trinh ty ma hda (coding sequence — CDS)
cia GMERFA duoc hop nhat vao vecto biéu hién pBI121, dugc diéu khién boi
promoter 35S va dugc chuyén vao Arabidopsis Columbia-0 (Col-0). So véi Col-0,
ba dong Arabidopsis biéu hién qua miac GmERFA (OX) cho thay kich thuéc tan 14
giam va hat nho hon (Hinh S2a—c). Khéi luong 1000 hat, chiéu dai hat va chiéu
rong hat ctia cay Arabidopsis GMERFA-OX déu thap hon dang ké so vai cay Col-0
(Hinh S2d—f). Hon nira, tong ham lugng axit béo va thanh phan cua tung loai axit
béo trong hat cua cay Arabidopsis GMERFA-OX déu giam dang ké (Hinh S2gh).
Nguoc lai, ham lwong protein ting lan luot 17,6%, 11,2% va 3,3% (Hinh S2i).
Nhitng két qua nay cho thdy GmERFA c6 thé kiém soat tiéu cuc ham luong dau
trong hat va kich thuéc/khdi luong hat, nhung lai diéu chinh tich cuc mic d6
protein trong hat.
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Hinh 1. Nhan dang, dic trung hoa va phan tich chirc ning cua GmERFA. (a) Cau
tric mién cua GMERFA. Céc chit s dudi duong ké den chi vi tri cua céc axit
amin. (b) Phan tich biéu hién gen cua GmERFA trong c4c gidng dau twong it dau
va nhiéu dau tir ving NEC va ving HHHR. (c) Mic do biéu hién cia GmERFA
trong cac co quan khac nhau cua cay dau twong. Thanh I8i biéu thi 6 Iéch chuan
(n = 3). (d) Mirc d¢ biéu hién cia GmERFA trong hat ¢ bay giai doan phat tricn.
Thanh 16i biéu thi do léch chuan (n = 3). (e) Thi nghiém biéu hién tam thoi cho
thay sy dinh vi hat nhan cia GmERFA trong té bao biéu bi Nicotiana benthamiana.
Arabidopsis HYS dugc str dung 1am dau hiéu hat nhan. Thanh ty 18 = 20 pm. (f)
Phan tich hoat dong diéu hoa phién ma cia GmERFA trong nguyén sinh chét
Arabidopsis. C4c vach 18i biéu thi 6 léch chuan (n = 3). Vector VP16 dugc sir
dung 1am d6i chimg dwong, trong khi vector BD duoc st dung lam ddi chang am.
Actin-VP16 duoc str dung lam ddi chimg khong twong tac. (g) Phan tich biéu hién
cua GmERFA trong cay Jack, Null va cay biéu hién qua mic GmERFA. Céc vach
15i biéu thi do léch chuan (n = 3). (h) Kiéu hinh hat ciia cay Jack, Null va cay biéu
hién qua mac GMERFA sau khi thu hoach. Thanh ty 1é = 1 cm. (i, k) So sanh khéi
luong 100 hat (i), chiéu dai hat (j) va chiéu rong hat (k) caa cay Jack, Null va cay



biéu hién qua mac GmERFA. Céc vach 15i biéu thi d6 léch chuan (n = 6 di voi
khdi lwong hat va n = 30 d6i voi kich thude hat). (I-n) So sanh téng ham luong
axit béo (l), thanh phan axit béo (m) va ham lugng protein (n) cua cay Jack, Null
va cay biéu hién qua mic GmERFA. Vach 16i biéu thi d6 léch chUan (n = 3). Phep
Kiém t hai phia dugc st dung dé phan tich thong ké. Cac chir cai viét thuong tir “a”
dén “d” biéu thi sy khac biét c6 y nghia théng ké (*p < 0,05, **p < 0,01).

2.2. GMERFA diéu chinh tiéu cuc ham luong dau trong hat dau tuong

Pé danh gia chic niang cia GMERFA trong dau tuong, chling t6i da tao ra cac cay
ddu twrong chuyen gen 6n dinh mang 35Spro:GmERFA, va da xac dinh duoc ba
dong chuyén gen déng hop tir c6 biéu hién gen chuyén cao hon (Hinh 1g). Ca cay
Jack va cay Null, dugc phan 1ap ma khong co su chen T-DNA tur cay chuyén gen,
déu duoc st dung 1am cay dbi ching. Hon nira, khuéch dai PCR duoc thuc hién dé
xac nhan cac dong GmERFA-OX. Cac moi xudi dugc thiét ké trong ving ma hoa
(CDS) cua GMERFA, va c4c méi nguoc duoc thiét ké trén vector biéu hién (Hinh
S3a). Két qua cho thay ca ba dong chuyén gen dong hop tir déu tao ra cac dai
tuong rng voi kich thudc muc tiéu, trong khi khdng cé dai nao duoc phét hién &
cay d6i chung (Hinh S3b). Phan tich kiéu hinh cho thay hat cua cdy ddu tuong
GMERFA-OX nho hon hat cua cdy Jack va Null (Hinh 1h). O nhitng cdy dau tuong
GMERFA-OX nay, khéi luong 100 hat, chiéu dai hat va chiéu rong hat giam dang
ké (Hinh 1i-k). Bong thoi, tong luong axit béo (FA) va thanh phan axit béo trong
hat dau twong GMERFA-OX ciing giam dang ké (Hinh 1I,m). Tuy nhién, ham
lugng protein trong hat da ting dang ké lan luot 1a 4,5%, 4,4% va 4,4% (Hinh 1n).
Nhitng két qua nay cho thdy sy biéu hién qua mac cua GmERFA wc ché kich
thugc/khdi luong hat va su tich lily axit béo nhung lai thuc day muac do protein.

Chung t6i tiép tuc str dung hé théng CRISPR/Cas9 dé chinh sira gen GmERFA va
gen tuong dong GMERFB. Ba d6t bién kép loai bo gen trén nén Jack, duoc dat tén
la gmerfa/b #1, gmerfa/b #2 va gmerfa/b #3, véi cac dot bién xda khéac nhau trong
trinh ty gen cua GmMERFA va GmERFB d3i duoc x4c dinh thong qua khuéch dai
PCR tiép theo la giai trinh tu (Hinh 2a). Biéu do sac ky giai trinh tu va cac thay doi
nucleotide cu thé da ching minh thém cac kiéu chinh sira khac nhau trong ba dong
dot bién (Hinh S3d,e). Biéu hién GmERFA trong cac dot bién gmerfa/b thip hon
nhiéu so voi Jack va Null (Hinh S3c). Cac d6t bién gmerfa/b tao ra hat Ién hon
(Hinh 2b). So véi cdy Jack va cdy Null, ba dot bién gmerfa/b cho thay khdi luong
100 hat tang dang ké lan luot 12 8,2%, 5,3% va 8,8% (Hinh 2c). Chiéu dai va chiéu
rong hat cua cac dot bién gmerfa/b cling 16n hon so véi cay dbi chung (Hinh 2 d.e).
Tat ca cac dot bién déu cho thay mirc axit béo tong cong tang dang ké so v&i cay
d6i ching, véi muc tang tir 4,4% dén 5,4% (Hinh 2f). Pdng thoi, ham luong céc
axit béo chinh trong hat cia ba dot bién gmerfa/b ciing ting dang ké (Hinh 2g).
Hon nita, tong ham luong dau ting dang ké lan luot 12 13,3%, 8,7% va 10,4%
(Hinh 2h). Can luu ¥ rang ham luong protein giam ¢ cac dot bién gmerfa/b (Hinh
2i). Tém lai, nhitng két qua nay cho thay rang dot bién GmERFA tao ra hat Ién hon
véi nhiéu dau va trong luong hon, nhung it protein hon & dau tuong.



2.3. GMERFA tuong tac véi GmNFYA dé diéu chinh su tich lily dau hat & dau
tuong

Trong nghién ciru trude day cta ching toi, chat hoat hoéa phién ma GmNFYA di
dugc tim thy cd tac dung thuc day su tich lity dau hat ¢ ca Arabidopsis va dau
tuong (Lu, Wei, Li, va cs, 2021; Lu va cs, 2016). GmERFA hién tai cling duoc Xac
dinh tir qué trinh sang loc cac protein tuwong tac véi GmNFYA (Bang S3). Ching
t6i dd chirng minh sy twong tac gitta GMERFA va GmMNFYA bang hé thong lai tao
hai gen nAm men va xét nghiém b sung luciferase phan tach (Split-LUC) (Hinh
3a,b). Trong khi do, ching t6i da xac nhan sy tuong tac gitra GMERFA va
GmNFYA bang phuong phép bd sung huynh quang ludng phan ti (BIiFC) va
phuong phap dong két taa mién dich (Co- IP) st dung hé thdng biéu hién protein
mam laa mi dé biéu hién hai protein trong cung mot phan tng (Hinh 3c,d). Nhin
chung, nhitng két qua nay chang minh raing GMERFA tuong tac vét 1y Véi
GMNFYA dé c6 thé diéu chinh luong dau hat trong dau tuong.
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Hinh 2. Phan tich dac diém hat cua cac dot bién gmerfa/b. (a) Kiéu gen caa cac dot
bién gmerfa/b duoc chinh stra bang hé théng CRISPR/Cas9. (b) Hat cua cac giéng
Jack, Null va cac dot bién gmerfa/b. Thanh ty 16 = 1 cm. (c—€) Khéi luong 100 hat
(c), chiéu dai hat (d) va chiéu rong hat (e) cua cac giéng Jack, Null va cac dot bién
gmerfa/b. Thanh I8i biéu thi d6 léch chuan (n = 6 d6i véi khdi luong hat va n = 30
d6i vai kich thudc hat). (f-i) So sanh tong ham lugng axit béo (f), thanh phan axit
béo (g), ham lwong dau (h) va ham lugng protein (i) cua cac giong Jack, Null va
cac dot bién gmerfa/b. Thanh I8i biéu thi do léch chuan (n = 3). Phép kiém t hai
phia duoc sir dung dé phan tich théng ké. Dau hoa thi cho biét su khéc biét dang ké
s0 v&i nhom dbi ching tuong tng (*p < 0,05, **p < 0,01).

Xét rang GMERFA la chat diéu hoa dau &m tinh (Hinh 1 va 2) trong khi GmNFYA
la chat diéu hoa dau duong tinh (Lu, Wei, Li, va cs, 2021), vd GmERFA tuong tac
véi GMNFYA, ¢6 kha nang GMERFA s& wc ché chire ning cua GmNFYA dé giam
mutc 46 FA. Sau d6, chiing toi tiép tuc kiém tra vai trd cia GmNFYA trong viéc



kiém soat dic diém hat giéng. Mic di GmNFYA thic day sy tich lity axit béo va
TAG trong dau tuong GmMNFYA-OE (Lu, Wei, Li, va Cs, 2021), ham lwong protein
trong cac cay chuyén gen nay thap hon dang ké so véi cay doi chuang (Hinh 3e).
Chuing tdi tiép tuc tao ra cac dot bién loai bo kép cia GmNFYA va chit trong dong
cta n6 1& GmNFYA' trén nén Jack. Ba dong loai bo dong hop tir, duge dat tén 13
gmnfya/a’ #1, gmnfya/a’ #2 va gmnfya/a’ #3, da duoc xac dinh théng qua khuéch
dai PCR va giai trinh tu (Hinh 3f). Hon nira, chiing t6i da chitng minh cac mé hinh
chinh stra khac biét trén ba dong dot bién thdng qua biéu do sac ky trinh tu va céc
bién ddi nucleotide cu thé (Hinh S4a,b). Trong ba dong dot bién gmnfya/a’, biéu
hién cia GmNFYA giam rd rét so véi dong Jack va Null (Hinh S4c). Kich
thugc/khdi lwong hat cua cac hat dot bién nay ciing duoc do va khéng quan sat
thay su khéc biét dang ké (Hinh 3g va Hinh S4d-f).

Pé kiém tra thém vai trd cia GmMNFYA trong qua trinh tich lily dau, chung t6i da
do va so sanh murc do FA gitra cac dong dot bién gmnfya/a’ va cay d6i ching. So
vé6i Jack va Null, hat dot bién gmnfya/a’ chira tong mac FA thap hon (Hinh 3h).
Thanh phan cua mdi FA ciing giam dang ké & nhitng hat dot bién nay (Hinh 3i).
Khong c6 gi dang ngac nhién, sy giam ham luong dau ¢ cac dong dot bién
gmnfya/a’ dan dén sy gia ting dang ké ham luong protein. Ham lwong protein
trong hat cua ba dot bién gmnfya/a’ ting dang ké lan luot 12 8,2%, 9,3% va 14,5%
(Hinh 3j).

Nhin chung, nhiing phat hién nay ching minh rang GmNFYA la can thiét cho su
tich lily FA trong hat dau tuwong, va mac d6 FA c6 twong quan nghich véi mac do
protein.
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Hinh 3. GMERFA tuong tic véi GMNFYA va GmMNFYA anh huéng dén ham luong
dau va ham luong protein trong hat. (a) Thi nghiém lai tao hai gen nam men cho
thay su tuong tac gira GMERFA va GmNFYA. “-LW” biéu thi moi truong tong
hop ndm men thiéu leucine va tryptophan (SD/-Leu/~Trp), va “~-LWHA + Xo-
Gal” biéu thi moi truong SD/-Leu/~Trp/~His/~Ade cong voi Xo-Gal. (b) Thi
nghiém bd sung luciferase phan tach cho thdy su tuwong tic cia GMERFA va
GMNFYA trong 14 thuéc 14 bang cach st dung biéu hién tam thoi qua trung gian
Agrobacterium cuaa cac vector duoc chi dinh. (c) Phan tich b6 sung huynh quang
ludng phan tir cho thy su tuong tac gitta GMERFA va GmNFYA. Thanh ty I¢ = 20
um. (d) Thi nghiém dong két taa mién dich vé su twong tac giira GmERFA va
GMNFYA bang céch sir dung hé théng biéu hién protein mam lda mi. (e) Ham
lugng protein cua cay dau twong chuyén gen Jack va GmNFYA. Vach 13i biéu thi
d6 léch chuan (n = 3). (f) Kiéu gen cua cac dot bién gmnfya/a’ duoc chinh stra bang
hé thong CRISPR/Cas9. (g) Kiéu hinh hat cua cac dot bién Jack, Null va
gmnfya/a’. Thanh ty 1é = 1 cm. (h—j) So sénh tong ham luong axit béo (h), thanh
phan axit béo (i) va ham lugng protein (j) cua cac dot bién Jack, Null va gmnfya/a’.



Vach 16i biéu thi d6 léch chuan (n = 3). Phép kiém t hai phia dugc sir dung dé phan
tich théng ké. DAu hoa thi biéu thi su khac biét c6 y nghia so véi nhom déi ching
twong ung (*p < 0,05, **p <0,01).
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Hinh 4. GmERFA lién két véi ving khoi dong va uc ché biéu hién GmbzIP123.
(a—c) Phan tich biéu hién cia GmbZIP123 trong cdy dau twong Jack, Null, chuyén
gen GMERFA (a), dot bién gmerfa/b (b) va dot bién gmnfya/a’ (c). Thanh 13i bicu
thi do léch chuan (n = 3). (d) Thi nghiém dich chuyén dién di (EMSA) cho thay
GmMERFA lién két truc tiép véi cac doan vung khoi dong cua GmbZ1P123 trong
dng nghiém. (e) Phan tich ChIP-gPCR (mién dich két toa chromatin — phan ung
chudi polymerase dinh lugng) cua GmbZIP123 trong ré to dau tuong chuyén gen
GMERFA va ré to dau tuong chuyén gen GmNFYA. Bo lam giau duoc tinh toan
dua trén sy thay do6i twong d6i trong cac mau khang GFP so véi cac mau khong co
khang thé. Biéu hién qua mic GFP dugc sir dung lam d6i chung am. Cac vach 16i
biéu thi do léch chuan (n = 3). (f) Céc tac nhan va chat bao cdo dugc sir dung trong
thi nghiém chuyén gen tam thoi trén 14 thudc 1. (g) Hoat tinh luciferase trong la
thudc 14 véi cac cau trac trong (f) va phén tich dinh luong cudng do phét quang.
Cac vach 13i biéu thi do léch chuan (n = 5). (h) Thi nghiém EMSA cho thiy
GMNFYA lién két véi cac doan promoter cia GmbZIP123 trong dng nghiém. (i) Su
lam giau cac vung promoter cua GmbZIP123 bdi GmNFYA va GmERFA trong co
thé song bang cach sir dung ré 16ng dau twrong chuyen gen GmMNFYA va ré I6ng dau
tuong chuyen gen GMERFA. Mirc d6 1am glau dugc tinh toan dya trén su thay doi
tuong ddi trong cadc mau khang GFP so voi cac mau khéng co khang thé. Su biéu
hién qua mac cua GFP duogc st dung 1am ddi ching &m. Céac vach 16i biéu thi do
léch chuan (n = 3). Cac kiém dinh t-test hai phia dugc sir dung dé phan tich thng
ké. Cac chi cai viét thuong tir “a” dén “c” biéu thi su khac biét dang ké (p < 0,05).
Dau * biéu thi sy khac biét ddng ké so véi nhém d6i chiung twong tng (**p <
0,01).



2.4. GmERFA diéu chinh biéu hién cua GmbZIP123 théng qua ca co ché truc tiép
va gian tiép

Pé lam rd hon cac co ché phan ta cu thé ma GmERFA diéu chinh qué trinh sinh
tong hop lipid, ching toi da nghién ctru c4c gen muc tiéu tiém nang lién quan dén
qua trinh diéu chinh nay. GmbZIP123 hoat dong nhu mot chét kich hoat phién ma
dé thuc day ham luong dau trong hat trong nghién ctu trude ddy cta ching toi
(Song va cs, 2013), va phan tich RT-gqPCR cho thay su giam dang ké biéu hién cua
GmbZIP123 & cdy dau twong GMERFA-OX so véi gidng Jack va Null (Hinh 4a).
Nguoc lai, cac dot bién gmerfa/b cho thdy muac 6 phién ma GmbZIP123 ting cao
(Hinh 4b). Hon nita, biéu hién GmbZIP123 & cac dot bién gmnfya/a’ thap hon so
véi cay ddi chitng (Hinh 4c). Sy wc ché ddng thoi cia GmbZIP123 ¢ ca cay dau
tuong GMERFA-OX va d6t bién gmnfya/a’ cho thay su diéu hoa ddi khang gitra
GmMERFA va GmNFYA dbi v&i muc tiéu ha nguon Gmbz1P123.

DPé xac dinh thém liéu GMERFA c6 lién két truc tiép véi ving promoter cua
GmbZIP123 hay khong, ching t6i da thuc hién xét nghiém dich chuyén dién di
(EMSA). Trong céac nghién ctu trude day, hop GCC va motif TTG da dugc xac
dinh 14 cac vi tri lién két caa cac yéu té phién md AP2/ERF (Hao va cs, 2002;
Wang va cs, 2015). Trong vung promoter cia GmbZIP123, ching t6i da xac dinh
hai doan do P1 va P2 (mdi doan 59 bp), lan lugt chia motif TTG va hop GCC
(Bang S4). Phan tich EMSA cho thay GmERFA lién két truc tiép va dac hiéu voi
cac doan P1 va P2 trong ving promoter ciia GmbZIP123 trong 6ng nghiém (Hinh
4d). Trong khi d6, phuwong phap dinh luong phan ng chudi polymerase két hop
mién dich chromatin (ChIP-qPCR) duoc str dung dé phat hién kha ning lién két
cia GMERFA véi ving khoi dong cia GmbZIP123 in vivo. Ré 1dng chuyén gen
biéu hién qua miac GFP, GmMERFA-GFP va GmNFYA-GFP duoc tao ra ¢ giéng
dau twong Kefengl bang hé théng chuyén gen qua trung gian Agrobacterium
rhizogenes. Cac dau do P1 va P2 cia GmbZIP123 dugc 1am gidu & mac d6 cao
hon trong ré 16ng dau twong GMERFA-GFP-OX (Hinh 4e). Trong ré long dau
twong GMNFYA-GFP-OX, ca hai dau do ciing dugc 1am giau ¢ mirc do cao (Hinh
4e). Nhitng két qua nay cho thdy GmERFA lién két truc tiép véi ving khoi dong
cia GmbZIP123 va ca GmERFA va GmNFYA déu lién két véi vung khai dong cua
gen c6 thé thong qua tuong tac vat Iy.

Pé nghién ciru sau hon chirc ning cua GmbZIP123 trong viéc diéu chinh ham
lugng FAs, hai cau tric pBIN438-GmbZIP123 va pZH01-GmbZIP123-RNAi di
duoc tao ra va sir dung dé tao ra ré 1dng chuyén gen dau twong GmbZIP123-0X va
GmbZIP123-RNAi twong tng (Hinh S5a,c). Ré 16ng dau tuong duoc tao ra tur
ching A. rhizogenis K599 duoc sir dung lam ré doi chung. So vai ré doi ching,
ham lugng FAs trong ré 16ng dau twong GmbZI1P123-0X cho thay su gia tang dang
ké, trong khi ré 16ng GmbZIP123-RNAi c¢6 ham lugng FAs tuong dbi thap hon
(Hinh S5b,d). Tom lai, nhiing két qua nay cho thiy GmbZIP123 thuc day sy tich
lity FAs trong dau twong va duoc diéu chinh truc tiép boi GmERFA.

Vi GMERFA lién két tryc tiep véi viing khoi dong cua GmbZIP123 va tuong tac
véi GMNFYA, chang t6i da kiém tra tac dong cia GmERFA va GmNFYA 1én hoat



dong cua vung khai dong GmbzZIP123. Béi voi plasmid béo céo, trinh ty ving
khoi dong ~2Kb cua GmbZIP123 dwoc ghép ndi véi gen LUC trong vector
pCAMBIA2300. Déi voi plasmid tac dong, CDS ciia GUS, GMERFA va GmNFYA,
dugc diéu khién boi ving khoi dong 35S, cling dwoc nhan ban vao
pCAMBIA2300 (Hinh 4f). 35S:GUS duoc sir dung 1am dbi chang am. Két qua cho
thady GmERFA tic ché dang ké hoat dong cua ving khoi dong GmbZIP123, trong
khi GmNFYA kich hoat manh mé& hoat dong ctaa vung khoi dong nay. Hon nita,
GMERFA uc ché sy hoat hda phién ma cua ving khoi dong GmbzZIP123 do
GmNFYA gay ra (Hinh 4g).

Kha ning lién két cia GmNFYA véi promoter GmbZ1P123 d3 duoc phan tich thém
vi GmMNFYA lam tang hoat dong cua gen bao cdo pGmbZIP123:LUC. Phan tich
EMSA cho thdy GmNFYA lién két truc tiép voi promoter cia GmbZIP123 trong
6ng nghiém (Hinh 4h). Hon nira, tin hiéu ChIP cho cic doan P3 (59 bp) cua
promoter GmbZIP123 trong ré to dau twong chuyén gen 355-GmNFYA-GFP duogc
lam giau dang ké (Hinh 4i va Bang S4). Trong khi dé, trong ré to dau tuong
GmMERFA-GFP-OX, cac doan P3 cua GmbZIP123 ciing dugc lam giau cao (Hinh
4i). T6m lai, tat ca cac két qua nay cho thdy GmERFA tc ché su tich liiy FAs bang
ca cach lién két truc tiép véi promoter GmbZIP123 dé wc ché hoat dong phién ma
cua nd va bang cach twong tac véi GMNFYA dé ngan chin sy hoat hda phién ma
GmbZ1P123 do GmMNFYA thuc day.

2.5. GMERFA tic ché sy hoat hoa phién md GmzZF392 do GmNFYA diéu hoa

GMZF392 duoc xac dinh 1a mot yéu to phién ma wu tién hat gidng, diéu hoa tich
cuc su tich liiy dau trong cdy dau tuong, va GmNFYA lién két truc tiép voi ving
promoter cia GmZF392 dé kich hoat qua trinh phién ma caa n6 trong nghién ctu
trudc day cua chung toéi (Lu, Wei, Li, va cs, 2021). Vi GmERFA tuong tac voi
GMNFYA, ching t6i da diéu tra xem lidu GmERFA c6 thé kiém soét sy biéu hién
cia GMZF392 hay khéng. GmZF392 giam dang ké & cdy dau twong GMERFA-OX
nhung ting 1én & dot bién gmerfa/b so véi cay dbi ching (Hinh 5a,b). Hon nita, su
biéu hién cia GmZF392 rd rang bi giam ¢ dot bién gmnfya/a’ (Hinh 5c). Vi
GmMZF392 kich hoat su biéu hién cua cac gen lién quan dén qua trinh sinh téng hop
lipid & ha ngudn, bao gdm GmBCCP2, GmKASIIIs, GmTAGs, GmOLEO1s va
GmWRI1s trong dau twrong GmZF392-OX (Lu, Wei, Li, va cs, 2021), ching toi da
kiém tra su biéu hién cua tat ca cac gen nay trong cdy ddu twong GmMERFA-OX, dot
bién gmerfa/b va dot bién gmnfya/a’. Mot xu huéng nhat quan da duoc quan sat
thay gitra su biéu hién cia GmZF392 va c4c gen ha ngudn nay trong dau tuong
GMERFA-OX, dot bién gmerfa/b va dot bién gmnfya/a’ (Hinh Sa—c).

Chung t6i da thuc hién EMSA va ChIP-qPCR d¢ diéu tra thém xem GmERFA c¢6
thé lién két voi promoter cia GmZF392 hay khéng. Cac probe P1 va P2 (mdi
probe 59 bp) chra hop GCC cuaa ving promoter GmZF392 di dugc kiém tra kha
nang lién két cia GMERFA (Bang S4). So véi protein GST di chiing, protein
GST-GmERFA duoc phat hién lién két dic hiéu voi hai probe (Hinh 5d). Hon nita,
hai doan cua GmZF392 dugc lam giau dang ké trong ca ré to dau tuong GmERFA-
GFP-OX va GmNFYA-GFP-OX (Hinh 5e). Nhitng két qua nay chiing minh rang



GMERFA lién két truc tiép vai viing khoi dong cia GmZF392 trong 6ng nghiém va
trong co thé song va c6 lién quan dén GmMNFYA.

Chuing t6i tiép tuc danh gid xem GMERFA c6 thé anh hudng dén hoat dong cua
vung khoi @dong GmZF392 hay khong. Céac plasmid 35S:GUS, 35S:GmERFA va
35S:GMNFYA duogc xay dung lam tac nhan, va pGmZF392:LUC dugc nhén ban
vao pCAMBIA2300 lam gen bao cdo (Hinh 5f). Hoat dong LUC duoc diéu khién
boi pGMZF392 ~2,5Kb, chira vi tri lién két cia GmMERFA va GmNFYA, da giam
dang ké khi GmERFA dugc biéu hién qua muc trong 14 thube 14. Trong khi do,
hoat dong LUC duoc diéu hoa ting 1én bai GmMNFYA, va sy biéu hién dong thoi
cia GMERFA di 1am gian doan su kich hoat phién ma nay (Hinh 5g). Bé diéu tra
thém xem hiéu tng can thiép nay la do su tuong tac gira GmERFA va GmNFYA
hay 1a két qua cua tac dung cong gop tir kha ning lién két cua chung, ching t6i da
xay dung plasmid bao cao ~1,5 Kb pGmZF392:LUC. Vung promoter ~1,5 Kb cua
GmMZF392 chi chtra vi tri lién két caa GmNFYA. Diéu thl vi 13, hoat dong LUC
dugc diéu khién bai ~1,5 Kb pGmZF392 da ting 1én dang ké boi GmNFYA, trong
khi GmERFA khéng thé hién tac dung dang ké nao (Hinh 5h). Su biéu hién dong
thoi cia GmMERFA v6i GmMNFYA da chan hoan toan kha niang kich hoat cua
GMNFYA, cho thay rang GmERFA c6 thé gay ra tic dong tiéu cuc 1én GmZF392
thong qua tuong tac véi GmNFYA (Hinh 5h). Nhang két qua nay chitng minh rang
GMERFA ¢ ché sy biéu hién caia GmZF392 bang cach lién két tryuc tiép véi ving
promoter cia nd va bang cach tc ché su hoat hda cuia GmMNFYA trén ving
promoter GmZF392 thong qua tuong tac vat ly.
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Hinh 5. GmERFA diéu chinh giam biéu hién GmZF392 théng qua lién két truc tiép
véi viing promoter cia nd hodc twong tac véi GmNFYA. (a—c) Muac do biéu hién
cua GmZF392 trong cdy dau twong Jack, Null, chuyén gen GmERFA (a), d6t bién
gmerfa/b (b) va dot bién gmnfya/a’ (c). Thanh I6i biéu thi do Iéch chuan (n = 3). (d)
GMERFA lién két voi cac doan promoter cia GmZF392 trong 6ng nghiém. (e)
Phan tich ChIP-qPCR cua GmZF392 trong ré to ddu twong chuyén gen GmERFA
va ré to dau tuong chuyén gen GmNFYA. D6 1am giau duoc tinh todn dya trén su
thay doi twong d6i trong cac mau khang GFP so véi cac mau khong co khang thé.
Sy biéu hién qua mac cua GFP duoc st dung lam d6i chang am. Thanh 13i biéu thi
d6 lech chuan (n = 3). (f) Céc tc nhan gay anh huéng va chat bao cio dugc sir
dung trong thir nghiém chuyén gen tam thoi trén 14 thuéc 4. (g, h) Hoat tinh
luciferase trong 1 thudc 14 véi cc cau trac trong (f) va phan tich dinh lugng cudng
d6 phat quang. Poan ~2,5 kb cua pGmZF392 bao gom céc vi tri lién két cua ca
GMERFA va GmNFYA (g). Poan ~1,5 kb cia pGmZF392 chi bao gom vi tri lién
két cia GmMNFYA (h). Vach 16i biéu thi do léch chuan (n = 5). (i) Phan tich EMSA
cho thdy GmNFYA lién két truc tiép voi cac doan promoter cuia GmZF392 trong
6ng nghiém. (j) Su 1am gidu cac ving promoter caa GmZF392 boi GMNFYA va
GMERFA trong co thé song bang céch st dung ré 16ng ddu tuong chuyén gen
GMNFYA va ré 16ng dau twong chuyén gen GmERFA. Mtc do 1am giau duoc tinh
toan dya trén sy thay doi tuong dbi trong cac mau khang GFP so voi cac mau
khong c6 khang thé. Su biéu hién qua mic cia GFP duoc sir dung lam d6i ching

P3 probe



am. Cac vach 13i biéu thi do léch chuan (n = 3). (k) EMSA chang minh ring
GMERFA tic ché sy gan két cia GmNFEYA trén promoter GmZF392. Cac kiém dinh
t-test hai phia dugc s dung dé phan tich théng ké. Cac chir cai viét thuong tir “a”
dén “d” biéu thi sy khac biét dang ké (p < 0,05). Dau * biéu thi su khac biét dang
ké so v&i nhom dbi ching tuong tng (*p < 0,05, **p < 0,01).

Két qua tong hop tir EMSA va ChIP-gPCR cho thdy GmNFYA lién két truc tiép
véi doan P3 (59 bp) cua vung promoter GmZF392 trong ng nghiém va dugc
tuyén chon dic hiéu dén vung gen nay trong co thé séng & ré to chuyén gen
GMNFYA-GFP (Hinh 5i,j va Bang S4). Pong thoi, doan do P3 cia GMZF392 ciing
duoc 1am giau dang ké trong ré to dau twong chuyén gen GMERFA-GFP (Hinh 5j).
Hon nita, phan tich EMSA cho thdy GmERFA tc ché sy lién két cia GmNFYA Vi
doan P3 cua ving promoter GmZF392 (Hinh 5k). Do d6, chung t6i dé xuat rang
GMERFA tc ché chie ning hoat héa phién md caa GmNFYA bang céch lam suy
yéu &i lyc lién két DNA cua nd véi cac yéu td promoter muc tiéu.

Chuing tdi tiép tuc tao ra ré to dau twong GmMZF392-RNAi dé kiém tra xem ham
lugng axit béo (FA) c6 bi thay doi hay khdng. Két qua cho thiy sy giam dang ké
ham lugng FAs trong ré to GmZF392-RNAI (Hinh S5e,f), pht hop véi vai tro tich
cuc cia GMZF392 trong viéc tich liy dau dau twong (Lu, Wei, Li, va cs, 2021).
T6m lai, nhitng két qua nay cung cap bang ching cho thay GmNFYA ciing lién két
truc tiép voi ving khoi dong cia GmZF392 dé tich lity FA khi phdi hop véi
GmERFA.

Chuting t6i di phan tich mac do biéu hién caa GmMERFA, GmNFYA, GmZF392 va
GmbZIP123 & céc giai doan khac nhau (S1-S7) cua qué trinh phat trién hat dau
twong. So véi GMNFYA, GmZF392 va GmbZIP123, biéu hién cuia GmERFA ting
manh & cac giai doan truéng thanh mudn hon (S6-S7) cta qua trinh phat trién hat
(Hinh S7). Do d6, chung t6i dua ra gia thuyét ring GmERFA c6 thé hoat dong nhur
mot gen hdm & giai doan truang thanh mudn hon cua qué trinh phét trién hat dé wc
ché biéu hién cua GmZF392 va GmbZIP123 nham cham dut qua trinh sinh tong
hop dau, phdi hop véi GmNFYA.

2.6. GMERFA diéu chinh tiéu cuc ham luong dudng hoa tan trong hat dau tuong

Vi sucrose dong vai tro 1a ngudn carbon chinh cho quéa trinh tong hop axit béo
trong thyc vat (Haslam va cs, 2016), va gen GmbZIP123 nam ¢ ha ngudn cua
GmMERFA tham gia vao viéc diéu chinh van chuyén duong (Song va cs, 2013),
chung t6i da tiép tuc Kiém tra ham luong duong hoa tan trong hat cua cay dau
twong GMERFA-OX va dot bién gmerfa/b. So véi gidng Jack va Null, ham luong
duong hoa tan trong hat dau twong GMERFA-OX giam dang ké (Hinh 6a). Nguoc
lai, ba dong dot bién gmerfa/b cho thay su gia tang dang ké lan luot 1a 40,1%,
10,4% va 16,7% vé ham luong dudng hoa tan (Hinh 6b). Hon nita, chung tdi ciing
do ham lwogng cac monosaccharide riéng 1¢é trong hat dau twong. Két qua cho thay
ham lugng fructose va glucose giam dang ké & cay dau twong GMERFA-OX nhung
tang manh & cac dong dot bién gmerfa/b so véi gidng ddi ching Jack (Hinh S8).
Ngoai ra, su biéu hién cua cac gen lién quan dén van chuyén duong



(GMSWEET10a, GmMSWEET10b, GmSUC1 va GmSUC2) va cac gen lién quan dén
qua trinh dudng phan (GmPK1 va GMENO?) ciing dugc phat hién. Diéu tha vi 13,
cac gen nay cho thay sy giam biéu hién dang ké ¢ cdy GmERFA-OX nhung ting
biéu hién rd rét ¢ cac dong dot bién gmerfa/b (Hinh 6¢,d). Nhiing két qua nay cho
thady GmERFA c6 thé diéu hoa tiéu cuc con duong van chuyén dudng va duong
phan, do d6 lam giam ngudn cung cip carbon va sau d6 uc ché sy tich lily FAs
trong hat dau tuong.

Chung toi tiép tuc nghién ctu xem liéu GMERFA ¢ thé kiém soat truc tiép cac gen
van chuyén duong va gen dudng phan hay khéng. Trong ving khai dong cua
GmSWEET10a, GmSWEET10b va GmENO2, chung t6i da xac dinh dugc hai doan
dd (mdi doan 59 bp) chita hop GCC (Bang S4). Phan tich EMSA cho thay
GMERFA lién két truc tiép véi vung khoi dong caa GmSWEET10a, GmSWEET10b
va GmENO2 trong 6ng nghiém (Hinh 6e—g). Hon nita, ving khéi dong cua
GMSWEET10a, GmSWEET10b vd GmENO2 ciing dugc lam giau dang ké boi
GMERFA-GFP trong ré 16ng dau tuong chuyén gen GmERFA-GFP-OX so Véi ré
16ng ddi ching (Hinh 6h—j).
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Hinh 6. GmERFA diéu hoa 4m tinh ham lugng duong hoa tan trong hat dau tuong.
(a, b) Phan tich ham luong duong hoa tan trong hat ¢ cdy dau tuong Jack, Null, cay
dau twong chuyén gen GmERFA (a) va dot bién gmerfa/b (b). Thanh Ii biéu thi do
léch chuan (n = 3). (¢, d) Phan tich biéu hién cia GmSWEET10a, GmSWEET10b,
GmSUC1, GmSUC2, GmPK1 va GmENO2 ¢ cdy dau tuong Jack, Null, cay dau
tuong chuyén gen GmERFA (c) va dot bién gmerfa/b (d). Thanh 15i biéu thi do
léch chuan (n = 3). (e-g) Phan tich EMSA cho thidy GmERFA lién két truc tiép V&i
cac doan promoter caia GmSWEET10a (e), GmSWEET10b (f) va GmENO2 (g)
trong 6ng nghiém. (h—j) Su lam giau ving promoter caia GmSWEET10a (h),
GMSWEET10b (i) va GmENO2 (j) béi GmERFA in vivo st dung ré to dau tuong
chuyén gen GmERFA. Thanh I3i biéu thi d¢ léch chuan (n = 3). (k—p) Anh huong
cia GmMERFA dén hoat dong promoter cia GmSWEET10a (1), GmSWEET10b (n)
va GMENO2 (p) dugc xac dinh bang c4c ciu trac trong (k), (m) va (o) tuong ng.
Thanh 15i biéu thi 6 léch chuan (n = 5). Kiém dinh t-test hai phia duoc st dung dé



phan tich thong ké. Dau * biéu thi su khéc biét dang ké so véi nhom ddi ching
twong ung (*p < 0,05, **p <0,01).

bong thoi, GMERFA di truc tiép ac ché hoat dong cua ving khsi dong cuoa
GmSWEET10a, GmSWEET10b va GmENO2 trong thi nghiém tam thoi (Hinh 6k—
p). Két qua nay chiing minh ring GmMERFA Gc ché sy biéu hién cua
GMSWEET10a, GmSWEET10b va GmENO2 bang cach lién két truc tiép vai cac
doan promoter cua chung, do d6 Gc ché van chuyén dudng va qua trinh dudng
phan.

2.7. GmERFA chiu su chon loc trong qué trinh thuan hoa

Sy bién di tu nhién cua promoter ERFA di dugc phan tich théng qua khuéch dai
PCR va giai trinh tu viing promoter ~2,5 Kb ciia n6 ¢ 97 giéng dau tuong hoang da
va 244 gidng dau tuong trong trot (Hinh 7a va Bang S5). Tong cong, 134
nucleotide khac biét da dugc phét hién & 97 gidng dau twong hoang di va 81
nucleotide khéc biét da duoc phét hién ¢ 244 gidng dau tuong trong trot (Hinh 7a).
Po da dang nucleotide (m) duoc tinh toan bang MEGA7 cho thay su bién di di
truyén cao hon nhiéu & déu twong hoang da (n = 0,004936) so voi dau tuong trong
trot (r = 0,001631), trong d6 dau twong trong trot chi gitr lai khoang 33,04% bién
di quan sat duoc ¢ dau tuwong hoang da (Hinh 7a). Phan tich D caa Tajima ddi Voi
viing promoter cho thdy ERFA cd kha ning chiu tac dong caa chon loc tu nhién &
dau twong hoang da va trai qua chon loc nhan tao ¢ dau tuong tréng trot (Hinh 7a).
Nhitng két qua nay cho thay gen ERFA c6 thé dugc chon loc trong qué trinh thuan
hoa dau tuong.

Sy bién di ty nhién caa promoter ERFA da dugc phan tich, vai cac promoter duoc
phan loai thanh ba kiéu gen dua trén su bién d6i trinh tu (Hinh 7b). O dau tuong
hoang da, 64,9% s6 mau duoc xac dinh 1a Hap2. O dau twong trong trot, kiéu gen
chu yéu 1a Hap3 (Hinh 7c va Bang S5). Phan tich phat sinh chung loai cua tat ca
cac trinh ty promoter ERFA cho thdy ba kiéu gen nay tap hop thanh cac nhom
riéng biét, voi mdi kiéu gen tao thanh mot cum don nganh, hd tro manh mé sy
phan ky di truyén giira cac kiéu gen nay (Hinh 7d). Nhitng két qua nay cho thay
kiéu gen Hap3 cua gen ERFA c6 thé trai qua qua trinh chon loc trong qué trinh
thuan hoa dau tuong.

Chuing tdi tiép tuc dinh lugng biéu hién cua ERFA trong giai doan chin giita cua
hat dau twong va thuc hién phan tich méi lién hé giita cac haplotype khac nhau va
murc d6 biéu hién. Méi twong quan gitta ham luong dau va ham luong protein trong
hat véi cac haplotype khac nhau ciing duoc so sanh (Hinh 7e—j). O dau tuwong
hoang da, Hap1 twong quan v&i biéu hién gen cao, ham luong dau thap nhung ham
lugng protein cao. Nguoc lai, Hap3 twong quan véi biéu hién gen thap, ham luong
dau cao nhung ham luong protein thap trong hat (Hinh 7e—g). O dau tuong trong
trot, chi c6 Hap2 va Hap3 duogc xac dinh. Hap2 twong quan voi mic d6 biéu hién
ERFA trung binh cao hon méot chut, ham lugng dau thip hon (trung binh 18,37%)
nhung ham luong protein cao hon. Nguoc lai, Hap3 twong quan v&i mac do biéu
hién ERFA trung binh thip hon, ham lugng dau cao hon (trung binh 20,27%)



nhung ham luong protein thip hon (Hinh 7h—j). Cac gidng Hap3 cho thay muc
tang trung binh 10,34% vé ham lugng dau so vai céc gidng Hap2 (Hinh 7i). Chlng
toi cling da phén tich moi tuong quan gitra ba kiéu gen va khdi luong 100 hat, va
nhan thay rang kiéu gen Hap3 tuong quan voi khdi luong hat trung binh cao hon &
ca dau tuong tréng trot va dau tuong hoang da (Hinh S9). Nhiing phat hién nay cho
thay kiéu gen Hap3 cua gen ERFA tuong quan voi ham lugng dau cao hon, khoi
luong hat cao hon nhung ham luong protein thap hon trong hat dau tuong.

Su bieu hién gen ERFA tiép tuc duoc so sanh giita 82 mau dau twong hoang dé va
183 mau dau tuong trdng trot. Quan st thay su biéu hién ERFA thap hon dang ké
¢ dau tuong trdng trot o Voi dau tuong hoang da, phan Ion {tuong quan v6i ham
lwgng dau cao & dau twong trong trot nhung ham luong dau thap ¢ dau ‘tuong
hoang da (Hinh 7k). Hoat dong cua viung khoi dong (promoter) cua ba kiéu gen
ERFA ciing duoc nghién cau thém. Két qua cho thay hoat dong cua vung khoi
dong giam dan tir Hapl dén Hap2 va dén Hap3 (Hinh 7I), phan 16n ph hop Véi
murc @6 biéu hién caa ERFA (Hinh 7e,h). Nhin chung, nhitng két qua nay cho thay
kiéu gen ERFA Hap3 tuong quan véi hoat dong cua ving khoi dong thap, biéu
hién gen thap, nhung ham luong dau trong hat cao.
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Hinh 7. Phan tich lién két caa céc kiéu gen ving promoter ERFA vai biéu hién gen,
ham luong dau, ham luong protein va hoat dong cua promoter. (a) Tom tat sy da
dang nucleotide ciia ERFA trong Glycine soja va Glycine max. (b) Bién di alen
trong cac promoter ERFA. (c) Phan bé kiéu gen trong dau tuong hoang da va dau
tuong trong trot. (d) Phan tich phét sinh chung loai caa trinh tu promoter ERFA.
(e—g) Phan tich lién két cua ba kiéu gen véi biéu hién GSERFA (e), ham lugng dau
(f) va ham lwong protein (g) trong dau twong hoang da. (h—j) Phan tich lién két cua
hai kiéu gen vai biéu hién GmERFA (h), ham luong dau (i) va ham luong protein
(j) trong dau tuong trong trot. (k) So sanh biéu hién ERFA giita dau twong hoang
da va dau tuong trong trot. (I) So sanh hoat dong caa ba promoter kiéu gen trong té
bao biéu bi Nicotiana benthamiana va phan tich dinh lugng cudng d6 phat quang.
Thanh 13i biéu thi do léch chuan (n = 5). (m) M6 hinh hoat dong caa GmERFA
trong viéc kiém soét su tich liiy dau trong hat dau twong. Ddi véi (e—k), cac duong
ngang trong biéu do hop biéu thi gia tri trung vi. Kiém dinh t-test hai phia duoc sir
dung dé phan tich thong ké. Cac chir cai viét thuong tir “a” dén “c” biéu thi sy
khac biét c6 y nghia théng ké (p < 0,05).



3 THAO LUAN

Trong nghién ctru nay, chung toi di xac dinh mot chat diéu hoa dau hat méi 1a
GMERFA, hoat dong nhu mot chat &c ché phién ma ddi véi su tich liy dau hat ¢
dau twong. GMERFA tuong tac voi GmMNFYA va uc ché tac dung kich hoat cua
GMNFYA lén GmbZIP123 va GmZF392. Pdng thoi, GmMERFA ciing lién két truc
tiép vai cac viing khai dong cua GmbZIP123 va GmZF392 dé uc ché su bicu hign
cua chung. Hon nira, GMERFA lam giam ngudn cung Cap carbon can thiét cho qua
trinh sinh tong hop FAs bang cach nhim muc tiéu truc tlep vao cac con duong van
chuyén duong va dudng phan, do d6 tc ché sy tich lity dau (Hinh 7m). GmNFYA,
GmbZIP123 va GmZF392 déu la cac chat diéu hoa dau tich cuc (Hinh 3 va Hinh
S5) (Lu, Wei, Li, va cs, 2021; Lu va cs, 2016; Song va cs, 2013). Nghién ctu cua
ching t6i tiét 16 mot mo-dun moi GMERFA-GMNFYA-GmbZIP123/GmZF392 cho
qua trinh tich ity dau, cung cap cac muc tiéu day haa hen cho thiét ké phan to
nham lai tao giéng dau turong c6 ham luong dau cao.

Trong qué trinh thuan hoa dau tuong, su gia ting ham lwong dau trong hat thuong
di kém vé6i sy giam ham luong protein, va nhin chung, ham lwong dau trong hat c6
tuong quan thuan voi kich thuéc/khéi lugng hat (Hu, Liu, Wei, va cs, 2023). Qua
trinh sinh téng hop lipid & thuc vat duoc diéu chinh béi nhiéu yéu té (Wei va cs,
2025), va chi ¢ mot s it nghién ctu béo cao ring céc yéu té phién ma AP2/ERF
tham gia vao qua trinh nay. WRI1, thugc loai yéu té phién ma nay, da dugc ghi
nhan rong rai 1a c6 kha niang tang cudng ham lugng axit béo trong hat ¢ nhiéu loai
thuc vat khac nhau, bao gom Arabidopsis, 1Ga mi, gao, ngd va dau tuong (Baud va
cs, 2009; Duan va cs, 2022; Shen va cs, 2010; Snell va cs, 2022; Wang va cs,
2022). Trong nghién cau nay, GmERFA dugc xac dinh |a chat diéu hoa am tinh doi
Véi sy tich liy dau trong dau tuong. Bang cach chinh sta gen GmERFA va gen
tuong ddng GMERFB bang cong nghé CRISPR/Cas9, ham lwong dau trong hat dau
tuong 0 thé duogc ting cuong tir 4,4% dén 5,4%, kém theo sy gia ting tir 5,3% dén
8,8% khdi lwong 100 hat (Hinh 2). O cdy dau twong GMERFA-OX, ham lwong
protein trong hat tang bu trur tr 4,4 — 4,5% (Hinh 1n). Nhtng phat hién nay chung
minh rang GMERFA thé hién tac dong diéu hoa da dang I&n qué trinh sinh téng hop
lipid, tich Ity protein va kiém soat kich thu:oc/khéi lugng hat. Viéc chinh sua gen
GMERFA bang cac phuong phép di truyen két hop véi phuong phap lai tao truyén
thong, duoc ky vong sé& tao ra cac giéng dau twong c6 ham luong dau cao va ning
suat cao.

Mang ludi NF-Y va su diéu hoa van chuyén duong di duoc ching minh 1a ¢ anh
huong quan trong dén qua trinh sinh tong hop dau (Wei va cs, 2025). M6 dun diéu
hoa GMNFYA-GMZF392-GmZF351 di duoc ching minh 1a ¢6 ¥ nghia rat quan
trong trong qua trinh sinh tong hop dau dau tuong trong nghién ciru trude day cua
chang toi (Lu, Wei, Li, va cs, 2021). Cong trinh nghién ctru trude day cua ching
t6i ciing tiét 16 rang GmbZIP123 thiic ddy ham lugng FAs bang cach diéu hoa su
van chuyén duong thdng qua viéc nham muc tiéu truc tiép vao céc gen SUC va
cwINV (Song va cs, 2013). Trong nghién ciu hién tai, ching t6i tiép tuc chung



minh ring GmMNFYA, GmbZIP123 va GmZF392 Ia can thiét dé taing muc FAs bing
cach st dung phuong phéap chinh sira gen va/hoic thir nghiém ré to chuyén gen
(Hinh 3 va Hinh S5). Nghién ctu caa ching tdi két néi GmERFA véi con dudng
trung gian GmMNFYA, thiét 1ap mot mang ludi phan t méi GmERFA-GmMNFYA-
GMZF392/GmbZIP123 lién quan dén bén yéu té phién ma. Can luu y rang, trong
khi GMERFA c6 thé thuc hién chirc niang ctia n6 thong qua twong tac vat Iy voi
GMNFYA, né ciing truc tiép wc ché sy biéu hién cua cac gen trung tam Gmbz1P123
va GmZF392, tir d6 anh hudng dén cac gen ha ngudn khac nhu GmSWEET10a/b,
GmSUC1/2, GmPK1, GmENO2, GmKASIII-1/2/3, GmBCCP2, GmTAG1-1/2,
GMOLEO2-1/2 vd GmWRI1-1/2, tham gia vao c4c qué trinh tir van chuyén duong,
duong phan, dén sinh tdng hop axit béo, 1ap rap TAG va hinh thanh thé dau.

Trong qué trinh phét trién hat dau twong, su tich liy dau bit dau ¢ giai doan chin
som, dat dinh diém o giai doan chin gira va giam dan ¢ giai doan chin muon
(Collakova va cs, 2013). Su suy giam nay cho thay su ton tai cia cac chat diéu hoa
am tinh hoat dong nhu mot phanh ham ddi véi sy tich lity dau. Két qua nghién cau
cua ching tdi cho thay, dé thuc hién hiéu qua viéc “ham” qua trinh sinh tong hop
dau, diéu can thiét khéng chi 1a tc ché cac gen lién quan dén tong hop dau ma con
phai giam luong tién chat bang cach han ché van chuyén duong va (e ché qua trinh
chuyen héa duong (Hinh 6). Biéu hién caa GmERFA hién tai cho thay xu huéng
tang dan va ting manh & giai doan sau cua qua trinh phat trién hat (Hinh 1d), phu
hop véi vai tro e ché caa né trong qua trinh tich liiy dau trong hat, c6 thé dai dién
cho mot gen ham dé kiém soét dau. Can luu y rang, trong khi GmERFA cho thay
s gia ting rd rét ¢ giai doan sau cia qua trinh phét trién hat, cdc gen ha nguon
GmbZIP123 va GmZF392 lai thé hién sy giam va/hoac biéu hién thap (Hinh S7),
c6 1& phan anh vai trd wc ché doi voi biéu hién cua hai gen nay. Can dé cap rang,
mac du biéu hién cia gen diéu hoa dau tich cuc GmNFYA ciing cho thay su gia
tang vira phai, nhung cac protein GmERFA dugc biéu hién cao co thé twong tac va
trc ché hoat dong cuaa GmNFYA, do d6 dan dén su diéu hoa giam cudi cung cua
GmbZIP123 va biéu hién thap cua GmZF392 dbi véi viéc diéu hoa dau. Gen
GMERFA c6 kha ning hoat dong chi yéu ¢ giai doan chin muén cta qué trinh phat
trién hat ddu twong, tc ché sy tich liy dau va do d6 tao diéu kién thuan loi cho viéc
hoan thanh toan bo vong doi cua hat dau twong. Xét rang chung ta di xac dinh
duoc mot sé yéu td phien ma bao gdm cac chat diéu hoa tich cuc GmDOF4/11
(Wang va cs, 2007), GmbZIP123 (Song va cs, 2013), GmMYB73 (Liu va cs, 2014),
GmDREBL (zZhang va cs, 2016), GmNFYA (Lu, Wei, Li, va cs, 2021), GmZF351
(Li, Lu, va cs, 2017) va GmZF392 (Lu, Wei, Li, va cs, 2021), ciing nhu chat diéu
hoa am tinh hién tai GmERFA, van chua rd tai sao dau tuong can nhiéu yéu to dé
kiém soat ham luong dau. C6 thé cac yéu t6 nay hoat dong ¢ céc giai doan va/hoac
qué trinh khac nhau, riéng 1é hoic két hop, dé phan b6 nguodn/dich hop hop ly va
dat duoc mac dau/protein phu hop, tao ra hat gidng giup sinh san va tdn tai tot hon
trong mdi truong. Trén thuc té, mot vai gen trong sé nay ciing tham gia vao kha
nang chiu dyng stress phi sinh hoc (Lu, Wei, Tao, va cs, 2021; Wei va cs, 2023).

Pau tuong trong trot hién dai dugc thuan hoa tir loai té tién hoang da Glycine soja
& Trung Quédc khoang 6.000 — 9.000 nam trudc, trai qua nhirng thay d6i dang ké vé



hinh thai va sinh Iy (Zhou va cs, 2015). Mic du khdi lwong hat va ham lugng dau
trong hat dau twong rat khac nhau, nhung nhin chung dau twong trdng trot tao ra
hat 16n hon v&i ham lugng dau cao hon so véi dau twong hoang dd (Kim va cs,
2012). Mot sé gen dau twong duoc thuan héa gop phan lam ting ham luong dau
trong hat da duoc xac dinh, ching han nhu GmDREBL, GmZF351 va GmZF392
(Li, Lu, va cs, 2017; Lu, Wei, Li, va cs, 2021; Zhang va cs, 2016). Trong nghién
ctru ndy, ching t6i nhan thiy ring GmERFA d3 trai qua qué trinh chon loc manh
mé trong qua trinh thuan héa dau twong. Diéu thi vi 14, alen wu ta Hap3 cua ERFA
thé hién hoat dong cua promoter va biéu hién gen giam nhung ham luong dau
trong hat va khdi luong hat ting dang ké (Hinh 7 va Hinh S9). Alen nay c6 thé da
chiu sy chon loc tich cuc trong qua trinh thuan héa dau twong va tré nén ¢ dinh
trong cac giéng dau tuong trong trot.

Mic di GmERFA hién tai twong tac va tc ché chirc nang cia GmNFYA dé anh
huong dén su tich liy dau trong ciing mot con duong, nhung vai trd cua ching
trong viéc kiém soat kich thuéc/khéi luong hat 13 khac nhau. Cay dau tuong
chuyén gen GmMERFA-OX tao ra hat nho hon trong khi cac dot bién caa né tao ra
hat 16n hon so vé6i cay déi chimg (Hinh 1 va 2). Nguoc lai, hat dau tuong Chuyen
gen GmMNFYA-OE (Lu, Wei, Li, va cs, 2021) va hat dot bién cua no rat gidng véi
hat d¢au tuwong kiéu hoang dai (WT) (Hinh 3g va Hinh S4d-f). Cay dau tuong mang
gen ha nguén GmZF392-OX khéng cho thidy sy khac biét dang ké vé kich
thugc/khdi lwong hat so véi nhom doi ching (Lu, Wei, Li, va cs, 2021). Nhiing dit
kién nay cho thay GmERFA c6 thé diéu chinh kich thudc/khdi luong hat théng qua
cac con duong thay thé chir khong phai thong qua con duong GmNFYA. Nghién
ctru sau hon c6 thé 1am sang to cac thanh phan va co ché lién quan.

TOm lai, ching t6i di xac dinh duwoc yéu té phién ma thudc ho AP2/ERF Ia
GMERFA, diéu hoa tiéu cyc sy tich lity dau trong hat dau tuong théng qua con
duong diéu hoa GMERFA-GMNFYA-GmZF392/GmbZIP123. Gen GMERFA tuong
tac voi GmMNFEYA dé e ché sy hoat hoa phién ma do GmNFYA diéu hoa cua cac
gen diéu hoa dau tich cuc GmZF392 va GmbZIP123, din dén giam mac dau.
GMERFA ciing c6 thé tryc tiép wc ché su biéu hién caa GmZF392 va GmbZIP123
dé wc ché quéa trinh sinh tong hop dau. Nghién ctu cua ching toi tim ra mét gen
hdm kiém soét dau. Viéc thao tac gen ndy, alen vu ti cia nd va toan bo con dudng
diéu hoa co thé tao diéu kién thuan loi cho viéc lai tao gidng dau twong va/hoic cac
loai cay ho dau va cay trong khac ¢ ham lwong dau cao va/hoic ning suat cao.

4.1. VAT LIEU VA PHUONG PHAP
4.1. Cac dong dau tuong duoc st dung trong nghién cuu nay

Mudi 1am gidng dau twong c6 ngudn gbe tir ving Pong Bac Trung Québc, bao gom
11-1615, 15-2293, KD48, KD57, C14-546-1, 17-2220, 11-1669, HN75, KN23,
KN18, HF52, HN68, HN66, HF50 va BD5. Mudi tam gidng dau tuwong khac co
ngudn gbc tir ving Hoang-Hoai-Hai, bao gdom YD12, KX3, XJ2, MC6, JD38,
792116, GY3, Z8904, SD288, JH13, QH33, ZH35, KD4, ZH45, 92-88, HB-3,
WX2 va M9449.

4.2. Vit liéu thyuc vat



Céy dau tuong dugc trong trong chau/trén ruong ¢ Bac Kinh, Trung Qudc, tu
thang S den thang 10, hoac trong trong nha kinh tir thang 12 dén thang 5. Cay
Arabidopsis thaliana va Nicotiana benthamiana dugc trong trong nha kinh ¢ nhiét
d6 22°C véi chu ky chicu sang 16 gio sang/8 gio toi.

4.3. Bién ddi gen cay Arabidopsis va dau tuong

Viéc tao ra cay Arabidopsis biéu hién qud mac GmERFA dugc thuc hién trén
gidng Col-0 théng qua phuong phap nhiung hoa nhu da mé ta truée day (Hu, Liu,
Lu, va cs, 2023). Vung ma héa (CDS) cia GmERFA dugc chen vao phia ha Iuu
cua promoter CaMV 35S trong vector pBI121. Gidng dau tu:cmg Jack duogc su
dung lam cay chuyén gen dé tao ra tat ca cac cay dot bién va dau tuong chuyén
gen. Cay dau twong biéu hién qua mic gen GMERFA dugc tao ra tu Bio Run
Group (http://admin.biorun.com) bang phuong phap chuyén dbi gen qua dét la
mam nho vi khuan Agrobacterium tumefaciens. Cac dot bién gmerfa/b va
gmnfya/a’ duoc tao ra bang hé théng CRISPR/Cas9 tai Wei Mi Group
(http://www.wimibio.com). Ré 16ng chuyen gen ¢ gidng dau tuong Kefengl dugc
tao ra théng qua phuong phap chuyén d6i gen nhd vi khuan Agrobacterium
rhizogene K599 nhu da mo ta trudc day (Wei va cs, 2023).

4.4. Sang loc thu vién gen trong nam men

Viéc sang loc thu vién gen trong ndm men duogc thuc hién bang hé théng
Y2HGold-GAL4 véi bo kit sang loc thu vién gen lai tao hai gen trong ndm men
(Coolaber YH2010-1T). Céac gen tur cac bo phan khac nhau cua cay dau tuong,
chang han nhu ré, 14 va hat, duoc dua vao thu vién cDNA va dugc sir dung dé sang
loc thu vién gen trong nAm men.

4.5. Thir nghiém tuong tac hai gen nam men

Thir nghiém tuong tic hai gen ndm men duoc thyc hién bang cach sir dung hé
théng chuyén doi gen ndm men Yeast-maker™ Yeast Transformation System 2
(Takara) theo hudng dan caa nha san xuit. Cac plasmid lai ghép duoc ddng chuyén
vao té bao chung nim men AH109.

4.6. Thtr nghiém bé sung luciferase phan tach (Split-LUC)

Cac ciu tric GmERFA-nLUC va GmNFYA-cLUC duogc chuyén vao chang A.
tumefaciens EHA103, va sau d6 duoc dong xam nhidm vao 14 thudc 1a. Hoat tinh
LUC duoc phan tich 48 gio sau khi xam nhiém bang hé théng hinh anh Night-
SHADE LB 985 (Berthold, Rimng Pen, Duc).

4.7. Thir nghiém b sung huynh quang ludng phan tir (BiFC)

Vung ma hoa (CDS) cia GmERFA va GmNFYA dugc nhan ban vao vector
pCAMBIA2300-nYFP va vector pCAMBIA2300-cYFP tuong tng. Tat ca cac
vector duoc dua vao chung A. tumefaciens EHAL05 va tiép tuc duoc biéu hién tam
thoi trong 14 Nicotiana benthamiana. Tin hiéu huynh quang duoc quan sat bang
kinh hién vi quét laser confocal (Zeiss; LSM710).

4.8. Thir nghiém ddng két taa mién dich (Co-1P)


http://admin.biorun.com/
http://www.wimibio.com/

Thir nghiém Co-IP duoc thuc hién nhu mo6 ta trude day (Hu, Liu, Tao, va cs, 2023)
sa dung hé théng biéu hién protein mam lua mi ning suit cao TNT® SP6
(Promega) theo hudng dan cua nha san xuat. Trinh tu ma hda cia GmERFA duogc
ghép ndi véi gen GFP trong vector pF3 WG (BYDV) Flexi®, va trinh ty ma hoa
(CDS) cia GmNFYA duoc ghép ndi vai trinh ty thé 3xmyc trong vector pF3 WG
(BYDV) Flexi®. Cac hat anti-GFP (Chromotek) duoc sir dung cho xét nghiém Co-
IP, va khang thé anti-myc (Abmart) va khang thé anti-GFP (Abmart) duoc st dung
dé phét hién thém.

4.9. Xét nghiém RT-qPCR

Toéng RNA dugc chiét xuat bang phuong phap thude thir TRIzol (Ambion) cho md
Arabidopsis hoic dung dich @&&m CTAB cho md dau twong. Hon hop SYBR Green
PCR Master Mix (Takara, Maebashi, Nhat Ban) va may Roche LightCycler 480 I
dugc sit dung cho phan tich RT-gPCR. Biéu hién gen cia GmTubulin
(Glyma.17G258300) va AtActin (AT3G18780) duoc st dung 1am dbi chiing noi bo
cho dau twong va Arabidopsis, twong (tng. Cac méi duoc sir dung trong nghién cau
nay duoc liét ké trong Bang S6.

4.10. Binh vi dudi té bao

Cac cau tric GmMERFA-GFP va GmHY5-RFP dugc chuyén nap vao chiung A.
tumefaciens EHA105 va duoc dong thoi thim thau vao 14 thude 1a. GmHY5-RFP
dugc sir dung lam chat marker nhan. Tin hiéu huynh quang dugc quan sat bang
kinh hién vi quét laser confocal (Zeiss; LSM710).

4.11. Po ludong hoat dong diéu hoa phién ma

Thi nghiém do hoat déng diéu hoa phién ma duoc thuc hién trén té bao tran
Arabidopsis va Ia Nicotiana benthamiana nhu da mé ta truée day (Bian va cs,
2019). Vi khuan Agrobacterium EHA105 mang vector pPCAMBIA2300-GUS dugc
su dung lam doi chung am cho Nicotiana benthamiana. Gen Renilla LUC dugc st
dung lam doi chang ndi bo cho thi nghiém trén té bao tran Arabidopsis.

4.12. Thi nghiém ChIP-gPCR (Két taa mién dich chromatin - Phan tng chudi
polymerase dinh luong)

Thi nghiém ChIP-qPVCR dugc thuc hién nhu da mo ta trude day (Hu, Liu, Tao, V’é
cs, 2023). Khang thé chong GFP (MBL, Tokyo, Nhat Ban) dugc st dung dé ket
tua mien dich phuc hop protein-DNA. Phan ung qPCR duoc thuc hi¢n bang cach
sur dung cac doan DNA da duogc két tua mién dich. Cac moi duoc st dung trong thi
nghiém qPCR duoc liét ké trong Bang S6.

4.13. Tha nghiém dich chuyén dién di (EMSA)

Thir nghiém EMSA duoc thyc hién nhu mo ta trude day (Hu, Liu, Lu, va cs, 2023)
bang cach su dung bo kit EMSA phat quang hoa hoc dich chuyén anh sang
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) theo hudng dan cta nha san xuat.

4.14. Bo ham lugng axit béo va protein



Ham lugng axit béo dugc do nhu mé ta trude day (Lu, Wei, Li, va cs, 2021). Hé
théng sic ky khi (GC) (GC-2014; Shimadzu, Kyoto, Nhat Ban) duoc st dung dé
phan tich FA. Axit heptadecanoic (Sigma) duoc sir dung lam chat déi ching noi
bo. Ham luong protein dwoc phan tich bang phuong phap dét chdy Dumas. Téng
luong nito duge do va sau d6 duoc chuyén doi thanh tong ham luong protein
(Miller va cs, 2007).

4.15. Po tong ham lugng dau

Téng ham luong dau duge do nhu mo ta trude day (Yuan va cs, 2024) véi mot s6
stra d6i ngan gon. Thém 100 mg bot hat khé vao 650 pL hexane va tron déu. U hdn
hop qua dém trong ti 4m lac & 37°C, sau d6 ly tam. Ham luong lipid tong duoc
xéac dinh biang cach tinh toan sy thay doi trong luong cua éng ly tim va chuan hoa
theo trong luong ban dau caa bot hat.

4.16. Bo ham lugng duong hoa tan

Ham lugng duong hoa tan duge do nhw mo ta trude day (Lu, Wei, Li, va cs, 2021).
Phuong phap axit thiobarbituric (TBA) dugc st dung d€ do ham lugng duong hoa
tan.

4.17. Po céac thanh phan duong hoa tan riéng 1é

Ham luong dudng hoa tan riéng 1é dugc do nhu mé ta trude day véi mot sb sta doi
ngan gon (Fiehn va cs, 2000). Khoang 6 mg hat ddu tuong siy dong kho duoc st
dung dé chiét xuat. Nong d6 cac chat chuyén hoa dugc tinh todn bang phuong phap
chuan noi va chuan hoa theo trong luong kho don vi cia mau.

4.17.1 S6 hiéu truy cap

GmERFA (Glyma.02G016100), GmERFB (Glyma.10G016500), GmNFYA
(Glyma.02G303800), GmNFYA’ (Glyma.14G010000), GmZF392
(Glyma.12G205700), GmbzIP123 (Glyma.06G010200), GmKASIII-1
(Glyma.15G003100), GmKASIII-2 (Glyma.18G211400), GmKASIII-3
(Glyma.09G277400), GmBCCP2 (Glyma.19G028800), GmTAG1-1
(Glyma.13G106100), GmTAG1-2 (Glyma.17G053300), GmOLEO2-1
(Glyma.16G071800), GmOLEO2-2 (Glyma.19G063400), GmWRI1-1
(Glyma.15G221600), GmWRI1-2 (Glyma.08G227700), GmSWEET10a
(Glyma.15G049200), GmSWEET10b (Glyma.08G183500), GmSUC1
(Glyma.16G157100), GmSUC2 (Glyma.20G174100), GmPK1
(Glyma.05G079651), GmENO2 (Glyma.16G204600).
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