利用CRISPR/Cas9技术编辑GmphyA2基因创制大豆早熟
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摘要：大豆对光周期的敏感性限制了优良大豆品种的推广种植。本研究通过降低大豆对光周期的敏感性，创制早熟且产量稳定的大豆新品种，扩大优良品种的种植范围。利用CRISPR/Cas9技术获得3个大豆GmphyA2基因纯合突变体。创制的gmphya2突变体由于碱基缺失导致移码突变，均编码无PHY结构域的截短蛋白。本研究比较了gmphya2突变体和野生型的生育期、株系和产量相关性状。与野生型相比，gmphya2突变体在开花前期的GmFT2a和GmFT5a基因表达量显著提高，导致其开花时间提前5~6天，成熟期也提前了6~11天。尽管整体生育期有所缩短，但gmphya2突变体的有效分枝数和单株粒数都显著增加，且单粒产量与野生型相比没有明显差异。这些结果表明，利用CRISPR/Cas9技术编辑GmphyA2，创制了生育期缩短单株产量不变的大豆新种质，为早熟高产育种提供了新的基因资源。
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Creation of Early Maturity Mutants by Editing of Gmphya2 Via CRISPR/Cas9 Technology
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Abstract: The photoperiod sensitivity of soybean limits the popularization of excellent soybean varieties for planting. In this study, we created new soybean varieties with early maturity and stable yield by reducing the sensitivity of soybean to photoperiod and expanding the planting range of good varieties. Three soybean GmphyA2 pure mutants were obtained using CRISPR/Cas9 technology. The created gmphya2 mutants encodes a truncated protein without PHY structural domain due to a base deletion resulting in a code-shift mutation. Comparisons were made to characterize the fertility, plant size, and yield of the gmphya2 mutant and the WT. The results showed that because of significantly increased expression of GmFT2a and GmFT5a during the pre-flowering period, the gmphya2 mutant flowered 5-6 days earlier and matured 6-11 days earlier relative to the WT. Although the fertility period was shortened, the single grain weight was not significantly different from that of the WT due to a significant increase in both the effective number of branches and the number of grains per plant in the gmphya2 mutant. These results indicate that the editing of GmphyA2 using 
CRISPR/Cas9 technology has created a new soybean germplasm with unchanged yield per plant with shortened fertility period, which provides a new genetic resource for breeding for early maturity and high yield.
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大豆可种植的纬度范围很广，至少从北纬50°到南纬35°[1,2]。但是由于不同品种对光周期的特定敏感性，每个大豆品种的种植面积有限[1,3]。大豆生育期长短是影响大豆产量、品质、地理分布的主要性状[1,4]。大豆是短日照植物，在日照时间少于临界长度时诱导开花[5]。在夏季生长季节有限的高纬度环境中，大豆必须在初夏的长日照条件下开花，并在秋季霜冻之前成熟[6]。在低纬度地区，温暖的温度和短日照条件强烈地促进了对光周期敏感的品种的快速开花和早熟，导致植物营养生长期非常短，产量低[7]。我国大豆育种家培育出对大豆光周期不敏感的品种东农36，使我国的大豆种植区域北移100多公里[8]。通过减弱甚至消除品种的光周期敏感性，将进一步推动优良大豆品种种植边界的前移和种植面积的扩大[9]。

大豆生育期的缩短主要是通过降低或丧失对长日照的敏感性来实现的。迄今为止，通过正向遗传学已确定了主要的生育期遗传位点E1至E11和J[10-16]。其中光感受器光敏色素A（phyA）调节的E1-GmFT通路是大豆适应长日照环境的关键决定因素[17,18]。phyA是单子叶植物和双子叶植物共有的一种关键类型的光敏色素，并参与受不同红光:远红光比率调节的各种发育过程[19-22]。E3和E4都编码拟南芥光感受器光敏色素A（phyA）的同源物，即分别为GmphyA3和GmphyA2[12,13,23]。在长日照下，E3和E4基因以其对红光:远红光的差异敏感性诱导E1和E1-like基因的表达，进而抑制GmFT5a和GmFT2a的表达并延迟开花[24-28]。植物phyA基因参与远红光和红光条件下幼苗的脱氧：红光能够促进脱氧，从而抑制植物的避光生长[29,30]。E4等位基因纯合子的植物在远红光和红光下表现出相似的下胚轴生长，但相比在红光下，在连续远红光下生长的e4等位基因纯合子产生显著伸长的下胚轴[13]。phyA的另一个重要功能是开花的光周期控制。在拟南芥中，phyA促进开花，而phyB，phyD和phyE抑制开花[31]。在豌豆中也观察到phyA在开花中的促进功能[32]。在长日照条件下，水稻phyA单基因突变体表现出与野生型相同的开花时间，但当与phyB或phyC基因突变体结合时，phyA基因突变体大大加速了开花时间[30]。在大豆中，E3和E4位点在响应LD条件时表现出相互作用，即E3位点负责在富含R的LD条件下开花，而E4位点在富含FR的LD条件下参与开花[33]。大豆E3和E4位点之间的关系可能等同于水稻phyA与phyB或phyC的关系：e4等位基因与e3等位基因一起调节大豆的光周期不敏感[34]。在自然环境中，E3对广纬度的开花有很大影响，而E4的影响仅限于高纬度地区，在来自日本北部和中国东北部的早熟、光周期不敏感的大豆种质中，检测到4个新的E4位点功能失调等位基因，这些等位基因相对较新且独立地起源于不同地方大豆品种[35]。因此，E4位点是大豆适应高纬度长日条件和多样化种植系统的关键因素[36]。

Wan等[37]利用CRISPR/Cas9技术对大豆中的E1基因进行了定向编辑。研究发现，E1基因的突变显著降低了大豆对光周期的敏感性，改变了茎的生长习惯，并减少了分枝数量。Zhao等[38]利用CRISPR/Cas9技术在大豆中创建了一系列针对光敏色素基因GmphyA的突变体，通过表型分析揭示了当GmphyA2或GmphyA3的功能丧失时，大豆植株在长日照条件下会表现出提前开花的表型，这表明它们在抑制开花、促进营养生长方面起着关键作用。然而，文献中并没有直接提及产量表型，也没有详细讨论这些基因编辑如何影响大豆的产量。尽管光形态发生和开花时间对植物的生殖生长和最终产量有间接影响，但产量表型的评估需要考虑更多的生理和遗传因素，以及环境条件的交互作用。
本研究利用CRISPR/Cas9基因编辑技术敲除大豆中的E4基因，并分析E4基因编辑材料在生育期、产量方面的表型，获得了生育期缩短且产量稳定的大豆新材料。
1. 材料与方法

1.1 材料

供试大豆品种为‘Jack’，由中国农业科学院作物科学研究所提供。大肠杆菌DH5α，农杆菌菌株EHA105均购自北京全式金生物公司。植物CRISPR/Cas9表达载体pBSE401-13由安徽农业大学王晓波老师构建提供。本研究中所用引物由北京博迈德生物技术有限公司合成，引物序列见表1。
表1 本实验所用引物

Tab.1 List of primers used in this study

	引物名称
Primer name
	引物序列（5’→3’）Sequence
	用途
Purpose

	DT1-BsF
	ATATATGGTCTCGATTGGAGATCAAGACGTAGTGCTA GTT
	载体构建引物

	DT1-F0
	TGGAGATCAAGACGTAGTGCTAGTTTTAGAGCTAGAAATAGC
	

	DT1-R0
	AACGAGATGCGCACCGAACTGGCAATCTCTTAGTCGACTCTAC
	

	DT1-BsR
	ATTATTGGTCTCGAAACGAGATGCGCACCGAACTGGCAA
	

	U626-F
	TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGC
	菌检及测序

	U629-R
	AGCCCTCTTCTTTCGATCCATCAAC
	

	Cas9-F
	CTCCCGGATGAACACTAAGTAC
	转基因成分检测

	Cas9-R
	CAGGGTAATCTCGGTCTTGAAA
	

	Bar-F
	AAGCACGGTCAACTTCCGTA
	

	Bar-R
	GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC
	

	GmphyA2-F
	ATTGTTTTGTCGGCTCGTAGTT
	靶点位置基因序列扩增

	GmphyA2-R
	TCATACTACCAGTGACACGATG
	

	OFF-10G-F
	CTTGAGGAATGCGTTGGAAA
	脱靶位点基因序列扩增

	OFF-10G-R
	ACTGGCTCAAAGTCAACGAT
	

	OFF-18G-F
	CAAATGCCCCACTAATCAGA
	

	OFF-18G-R
	AGACCTCTCCTCCTGATTCG
	

	OFF-19G-F
	CAGTGAGTAAGGATGATGTGAA
	

	OFF-19G-R
	GATTTTCTGTGTCTGATGGAGG
	


表1 本实验所用引物（续）
Tab.1 List of primers used in this study (续)
	引物名称
Primer name
	引物序列（5’→3’）Sequence
	用途
Purpose

	qGmActin-F
	GTGTCAGCCATACTGTCCCCATTT
	qRT-PCR检测引物

	qGmActin-R
	GTTTCAAGCTCTTGCTCGTAATCA
	

	qGmFT2a-F
	ATCCCGATGCACCTAGCCCA
	

	qGmFT2a-R
	ACACCAAACGATGAATCCCCA
	

	qGmFT5a-F
	AGCCCGAACCCTTCAGTAGGGA
	

	qGmFT5a-R
	GGTGATGACAGTGTCTCTGCCCA
	


1.2 GmphyA2基因编辑靶点设计和CRISPR/Cas9表达载体构建

根据‘Jack’的GmphyA2基因外显子序列，利用CRISPR-P 2.0网站（http://crispr.hzau.edu.cn/CRISPR2）在第一外显子处设计2个19 bp的sgRNA，sgRNA1（5'-GAGATCAAGACGTAGTGCTA-3'）的3’端具有PAM（Protospacer adjacent motif）序列为“GGG”；sgRNA2（5'-CCAGTTCGGTGCGCATCTC-3'）的3'端具有PAM（Protospacer adjacent motif）序列为“TGG”（图1A）。参考Xing等[39]的方法，构建靶向GmphyA2基因的植物CRISPR/Cas9表达载体pBSE401-Cas9-GmphyA2-2gRNA。2个sgRNA分别由拟南芥U6-26和U6-29启动子驱动，Cas9基因由花椰菜花叶病毒的35S启动子驱动，筛选标记基因BlpR由35S启动子驱动，具有草铵膦抗性（图1B）。构建成功的载体转化大肠杆菌DH5α感受态，挑取阳性单克隆并送测序，测序结果正确的载体转化农杆菌EHA105，使用引物U626-F和U629-R进行菌液检测及测序。
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A：GmphyA2基因结构及sgRNA序列；绿色方框：5’非编码区；蓝色方框：外显子；黑色横线：内含子；粉色方框：3’非编码区。下划线：PAM序列。B：pBSE401-Cas9-GmphyA2-2gRNA载体结构示意图；RB：T-DNA右边界；LB：T-DNA左边界；AtU6：拟南芥U6启动子；35S：花椰菜花叶病毒35S启动子；BlpR：抗草铵膦基因Bar。
A: GmphyA2 structure and sgRNA sequence; green box: 5' non-coding region; blue box: exons; black horizontal line: introns; pink box: 3' non-coding region. Underlined: sequence of PAM. B: schematic diagram of pBSE401-Cas9-GmphyA2-2gRNA vector structure; RB: right border of T-DNA; LB: left border of T-DNA; AtU6: Arabidopsis thaliana U6 promoter; 35S: cauliflower mosaic virus 35S promoter; BlpR: glufosinate ammonium resistance gene Bar.

图1 GmphyA2基因靶点位置和基因编辑载体构建

Fig.1. GmphyA2 target site and gene editing vector construction
1.3 根癌农杆菌介导的大豆子叶节遗传转化及鉴定

参考Wang等[40]的方法将pBSE401-Cas9-GmphyA2-2gRNA转化大豆子叶节，在含15 mg/L草铵膦的培养基中培养出再生苗。利用PAT/bar转基因检测试纸条初步检测转基因植株：若试纸条显现2条条带，检测结果为转基因阳性；试纸条显现1条条带，检测结果为转基因阴性。用CTAB法提取大豆叶片DNA，进行转基因成分的PCR分子检测，分别使用Cas9-F/R和Bar-F/R引物对检测草铵膦抗性基因和编码Cas9蛋白基因以鉴别转基因植株。
1.4 靶点突变及潜在脱靶位点检测

提取转基因阳性株系的基因组DNA，用GmphyA2-F/R、OFF-10G-F/R、OFF-18G-F/R、OFF-19G-F/R引物对扩增GmphyA2基因靶点及潜在脱靶位点区域，将PCR产物送中国农业科学院作物科学研究所测序部进行Sanger法测序，测序引物分别为GmphyA2-R、OFF-10G-F、OFF-18G-F和OFF-19G-F。利用SnapGene查看基因靶点位置的峰图，确定靶点位置具体的碱基突变情况。脱靶位点信息见表2。
表2 脱靶位点分析

Table 2 Off-target site analysis

	编号
Number
	脱靶位点的位置
Position of off-target site
	脱靶位点基因
off-target genes
	错配碱基数
Number of mismatched bases
	脱靶概率
Off-score

	1
	Chr 10：+36963993
	Glyma.10G141400
	2
	0.477

	2
	Chr18：-3833600
	Glyma.18G044800
	4
	0.171

	3
	Chr 19：+47512575
	Glyma.19G224200
	4
	0.105


1.5 生育期相关基因GmFT2a和GmFT5a的表达分析

取出苗后40天（V5期）的大豆叶片，用TRIzol试剂（Invitrogen，美国）分离RNA，并用Nanodrop（Thermo Fisher Scientific，美国）定量。使用HiScript IV逆转录酶（诺唯赞，中国）将RNA逆转录为cDNA。qRT-PCR在7300 Real-Time PCR系统（ABI，美国）上使用Universal SYBR qPCR Master Mix Kit（诺唯赞，中国）进行，取三次重复的平均值。qRT-PCR程序如下：95°C 30 s；95°C 10 s，60°C 30 s，40个循环；95°C 15 s，60°C 60 s，95℃ 15 s作融解曲线。数据以GmActin4（Glyma.12G063400）作为内参基因[41]。基因相对表达量采用2-ΔΔCt法确定。

1.6 重要农艺性状的统计及分析

基因编辑株系和野生型在中国北京（北纬40°，东经116°）夏季自然长日照条件下生长。每个品系种植两个重复，每个小区200株，分为4行，行距10厘米，株距10厘米。水肥管理以及病虫害和杂草清除均按照常规田间管理方法进行。每个品系随机选取5个单株进行测量。收获后，测定株高、分枝数、主茎节数、单株粒数、单株粒重和百粒重。数据采用IBM SPSS Statistics 27进行单因素方差分析，以确定组间差异。结果以平均值±标准差（SD）表示。

2. 结果与分析

2.1 GmphyA2基因编辑纯合突变体植株的获得

利用农杆菌介导法将pBSE401-Cas9-GmphyA2-2gRNA转化受体品种‘Jack’后，共得到21株T0代草铵膦抗性植株。利用GmphyA2-F/R引物对对T0代草铵膦抗性植株进行靶点突变检测，Sanger测序结果表明靶点突变的比例约为33%。共7个靶点存在突变的T0代植株种植在人工气候室直至收获。为了获得不含转基因成分的GmphyA2突变株，在田间条件下种植7个T1代并进行GmphyA2基因型鉴定，利用Cas9-F/R和Bar-F/R引物对进行Cas9和Bar等转基因成分检测，结果显示，共得到3种类型的无外源基因插入的纯合株系：gmphya2-1在靶点区域出现93 bp缺失，编码1093个氨基酸的截短蛋白；gmphya2-2在靶点区域出现104 bp碱基缺失导致移码突变，编码20个氨基酸的截短蛋白；gmphya2-3在靶点区域出现3+2 bp碱基缺失，编码53个氨基酸的截短蛋白。gmphya2-2和gmphya2-3的GmphyA2基因突变都造成了基因序列的移码突变和转录提前终止，编码产生的截短蛋白缺少PHY结构域。
此外，用OFF-10G-F/R、OFF-18G-F/R、OFF-19G-F/R引物对分别对3种类型的无外源基因插入纯合株系的潜在脱靶基因（Glyma.10G141400、Glyma.18G044800和Glyma.19G224200）进行测序分析，所有突变体株系中均无脱靶现象存在。
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A：gmphya2基因突变类型。白色方框：非编码区；黑色方框：外显子；黑色横线：内含子；黑色下划线：PAM位点；红色序列：插入的DNA片段；黑色虚线：删除的DNA片段。B：gmphya2突变体及Jack编码的截短蛋白。彩色方框：GmphyA2的结构域，PHY：植物色素特有结构域。A: gmphya2 mutation types. White boxes: non-coding regions; black boxes: exons; black horizontal lines: introns; black underlines: PAM sites; red sequences: inserted DNA fragments; black dashed lines: deleted DNA fragments. B: Truncated proteins in gmphya2 mutants and Jack. Colored boxes: structural domains of GmphyA2, PHY: phytochrome-specific structural domains.

图2  gmphya2纯合突变体类型分析

Fig.2  Analysis of gmphya2 pure mutants without transgenic components
2.2 GmphyA2突变体开花时间缩短
在北京长日条件下，野生型和突变体的开花时间（R1期：主茎的任一节点有开放的花）存在差异，结果表明：gmphya2突变体均显著提前开花，gmphya2-3在出苗后31天后开花，相比对照品种Jack提前6天开花；gmphya2-1和gmphya2-2突变体株系在出苗后32天后开花，相比对照品种Jack提前5天开花（图3A-E）。在大豆中，开花诱导因子GmFT2a和GmFT5a是控制开花时间的主要基因。取大豆开花前期（V5期）叶片提取基因组RNA，进行GmFT2a和GmFT5a的表达分析。结果表明，gmphya2突变体的GmFT2a和GmFT5a基因均显著增加，以gmphya2-3突变体的GmFT2a和GmFT5a的表达量最高，开花时间最早（图3G，H）。

随后考察了gmphya2突变体和野生型的成熟时间（R8期：95%的豆荚成熟）（图3F）。结果显示，gmphya2-1在出苗后109天达到成熟期，生育期缩短6天；gmphya2-2和gmphya2-3在出苗后105天和104天成熟，生育期分别缩短10和11天。

[image: image3]
A-D：Jack和gmphya2突变体在出苗后31天后的主茎开花节点。E-F：gmphya2突变体和野生型开花时间和成熟时间的比较，数据以平均值±SD表示（n=18）。G-H：大豆开花前期（V5期）GmphyA2下游的开花核心整合因子GmFT2a和GmFT5a的基因表达量，数据以平均值±SD表示（n=3）。***代表突变体与WT存在统计学上的差异，P<0.001。

A-D: Main stem flowering nodes of Jack and gmphya2 mutants after 31 days post emergence. E-F: Comparison of flowering and maturation times between gmphya2 mutant and WT. Data are expressed as mean ± SD (n=18). G-H: Gene expression of soybean V5 stage flowering core integrators GmFT2a and GmFT5a. Data are expressed as mean ± SD (n=3). ***, represent mutants statistically different from WT, P<0.001.
图3 gmphya2突变体和野生型开花时间表型观察及下游开花相关基因表达分析

Fig.3 Observation of flowering schedule phenotypes of mutant and WT and downstream flowering-related genes expression analysis
2.3 GmphyA2突变体对产量没有显著影响
考察了野生型和突变体株系的分枝数、单株粒数、株高、主茎节数、单株粒重、百粒重等重要农艺性状（图4A）。结果显示，gmphya2突变体的分枝数显著增加，其中gmphya2-3的分枝数增加最多，平均为5.8个，比野生型多4.2个（图4B）。gmphya2-1和gmphya2-3的株高显著低于野生型，分别降低了4.8%和13.7%，而gmphya2-2的株高与野生型无明显差异（图4C）。gmphya2-2和gmphya2-3的单株粒数显著高于野生型，分别增加了15.7%和23.0%，而gmphya2-1的单株粒数与野生型无明显差异（图4D）。gmphya2-1和gmphya2-3的主茎节数显著减少，分别减少了1.6个和3个（图4E）。gmphya2突变体的百粒重相比野生型显著降低（图4F）。综上所述，GmphyA2基因的突变导致大豆株型发生显著改变，主要表现为分枝数增加、株高降低、百粒重降低和单株粒数增加。单株产量通常是由单株粒数和百粒重共同决定的。在这种情况下，尽管百粒重降低，但如果单株粒数的增加足以补偿百粒重的减少，那么单株产量仍有可能保持不变。gmphya2-2和gmphya2-3的单株粒数分别增加了15.7%和23.0%，这种增加足以补偿百粒重的降低，3个突变体株系的单株粒重与野生型相比均无显著差异（图4G）。

[image: image7]
A：Jack和gmphya2突变体的成熟期表型。B：野生型和gmphya2突变体的分枝数。C：野生型和gmphya2突变体的株高。D：野生型和gmphya2突变体的单株粒数。E：野生型和gmphya2突变体的主茎节数。F：野生型和gmphya2突变体的百粒重。G：野生型和gmphya2突变体的单株粒重。白色标尺为10 cm。

A: Agronomic traits of maturity in Jack and gmphya2 mutants. B: Number of branches in WT and gmphya2 mutants. C: Plant height in WT and gmphya2 mutants. D: Number of seeds per plant in WT and gmphya2 mutants. E: Number of nodes in main stem in WT and gmphya2 mutants. F: 100-seeds weight of WT and gmphya2 mutants. G: seed weight of per plant of WT and gmphya2 mutants. White bar is 10cm.

图4 gmphya2突变体株型和产量相关性状分析

Fig.4 Analysis of plant size and yield-related agronomic traits in gmphya2 mutants
3. 讨论

适当缩短大豆生育期可以提高作物适应性以应对不同气候条件、降低因季节性天气变化带来的风险、促进多样化作物轮作、减少病虫害影响、提高土地和水资源利用效率、适应市场早期需求、降低生产成本[42-45]。然而，在提前作物花期的同时，作物的产量不可避免地因生育期的缩短而降低。为了使早熟品种能够应用于生产，必须保证大豆的产量不能降低甚至提高。
大豆是一种古多倍体物种，具有大量重复序列和基因多样化[46]。在大豆中分别编码GmphyA3和GmphyA2蛋白的E3和E4基因可控制开花和成熟时间[3]。GmphyA2基因的不同变异类型会影响大豆对光周期的响应，进而影响开花时间和株高[34]。在本研究中，gmphya2突变体不仅开花时间提前5~6天，成熟期也相应提前6~11天，株高降低了4.8%~13.7%。在长日照条件下，E4基因能够上调DT1基因的表达，维持大豆茎尖分生组织的持续活性，从而促进茎的伸长和节数的增加，这种调控机制使得携带E4基因的大豆品种在长日照条件下展现出对开花后生长模式的显著影响，包括延迟成熟和改变茎的生长特性[47]。在本研究中，GmphyA2基因突变体表现出了降低的株高和减少的主茎节数，同时突变体的有效分枝数显著增加，这一观察结果可能意味着该基因在调控大豆的顶端优势方面发挥着作用。如果GmphyA2基因的功能受损，可能会减少顶端分生组织对侧生分生组织的抑制作用，从而促进侧生分生组织的生长，导致有效分枝数的增加。此外，GmphyA2基因与光周期反应性有关，而光周期反应性又与植物的分枝特性相关。因此，GmphyA2基因的突变可能通过影响光周期反应性，间接影响大豆的分枝模式。除光周期感应外，与GmphyA2等位基因纯合植物相比，其gmphya2基因型的NILS（近等基因系）在连续远红光下的下胚轴显著伸长[13]。

GmphyA2与大豆的产量和品质性状有关联，GmEID1作为连接GmphyA2/A3与生物钟夜间复合物的桥梁，参与调控大豆生育期的分子机制，其基因编辑突变体显示出显著的增产潜力[46]。培育出光周期不敏感的大豆品种，对于适应不同的气候条件和提高大豆的种植范围具有重要的实际意义，也可以为培育高产优质的大豆新品种提供重要的理论和物质基础。Zhao[38]等人利用CRISPR/Cas9基因编辑技术定向改造天隆1号的GmphyA2，获得了1 bp缺失和6bp缺失的gmphya2突变体。研究发现，gmphya2突变体下胚轴显著伸长，提前开花约4天，然而，关于gmphya2突变体的产量特征未见报道。
本研究利用基因编辑技术CRISPR/Cas9创制了大豆GmphyA2基因突变体，GmphyA2基因均存在大片段缺失或移码突变，其突变位点与已报道均不相同，在开花时间、成熟期、分枝数、单株粒数等方面表现出显著优势。不仅开花时间提前5~6天，成熟期也相应提前6~11天，这意味着在相同的季节内，农民可以更早地收获大豆，从而提高土地的利用效率。尽管成熟期提前，但突变体通过增加单株粒数保持了产量的稳定。有助于拓宽大豆的种植范围。总的来说，这项研究展示了GmphyA2在作物改良中的潜力，为培育适应性强、产量高的大豆品种提供了新的途径。
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