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,
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wT
o e D

-

N A s ,

d e s i邵 at e d as n

ma d s l an d n m a d s 3
,

di s
lP

a y e d th e s tur e t
uer Of a t翔i e al lPant M A D S b ox g e n e w hi e h e o n s i s t s o f t h e

M A D S do m ia n ,

1 er ig o n ,

K do m a i n
,

朋d C
一

t e n 的 i n al o ig o n
.

Bas e d o n s e q u e n e e h o m ol o盯
, n m a d s l 15 e l a s s i if e d as a

me m be r
Of GOL

s u b fa m ily
,

an d n m a d s 3 be lo n罗 t o A G砚
s u b fa m i l y

.

H y ibr id azt ion an al v s i s er v e al e d th at n m a d s l an d

n m a ds 3 w e比 p r e fe er int all y ex p er s s e d in ir e e 此d iffe er nt iat e d e a] 】u s an d y o u n g l〕an i e l e s

but
w e er not i n ir e e s e e d l i n g

.

nA
ad d i t i o n al t r a n s e ir tP o f

nma
d s l w a s al s o fo u n d in you 咫 p画

e l e of e
yt

o p la sm i e m a le
一 st e ir le Iin e Z h e n s h an 97 A bu t w as

n o t i n i t s I n a l n t e n an e e l i n e Z h a n s h a n 9 7 B
.

M阵D S bo
笼 g ene

,

ir e e , e D N A e】o n i n g
,

m
o
rP h o罗nes

is
.

M A D S b o x g e n e s
( ht

e n a m e d e ir v e d ofr m t h e i n i ti a l s o f ht e if rs t of u r id e n t i if e d M AD S b o x g e n e s
)

e x i s t w id e l y i n y e a s t
,

h u

ma
n , a n im al s an d p l a n t s

.

hT
e y e n e o d e a fa m ily

o f t

arn
s e r i p ti o n fa e to sr hw i e h

e o n t a in a h ihg ly e o n s e vr e d D N A
一

b i n d i n g d o m a i n of ab o u t 60 a m i n o a e id s i n ht e i r N te
mr i n a l

, n

am
e l y

M A D s b o x [ 1 ]
.

仆
e M A D s b o x p or te i n s p l盯 k e y or le s in s e v e ar l b i o l o g i e a l por e e s s e s ,

al l e o n e e rn i n g

ht e er 邵 l a t io n o f e e l l d iffe er n ti a ti o n
.

So

far
,

m o s t o f ht e i s o l a te d M A D S b o x 罗 n e s

aer for m p l a n t s
.

hT
e y s e e m t o b e m a in ly in v o l v e d in ht e 罗 n e ti e e o n tor l o f fl o w e r d e v e l o p m e n t

.

M u
att i o n i n th e ge n e

w i l l er s u l t i n a b n o

mr
a l n owe

sr [2 ]
.

A n e w l y i s o l a te d ir e e M A D s b o x DN A a l s o e o n 伍b u t e s ot n o w e r d e -

v e l o p m e n t [ 3〕
.

H o w e v e r ,

M A D s b o x g e n e s h a v e b e e n fo u n d i n s o

me fe rn p la n t s 汕i e h h a v e n o now
e r

o吧a n [4 ]
.

A n d w h e n i n d u e e d b y n o d u l e b a e t e r i a
’ s ifen

e t i o n ,

出e d e d ifer er n ti a t e d or o t e o rt i e al e e l l s o f

s o m e l e , m i n o u s p la n t s a l s o e x p er s s M A n s b o x g e n e s [5〕
.

仆
e s e s t u d i e s i n a i e a t e th at 小 e fu n e ti o n o f

p lan t M AD S b o x g e n e s 15 n o t er s t r i e t e d t o fl o w e r m o pr h o g e n e s i s
.

H e er w e er p o rt ht e e haar
e t e ri z at i o n o f

tw o ir e e M A D S b o x g e n e s i s o l a t e d for m y o u n g Pa n ie l e b y R T
.

PCR w iht M AD S d o m a i n
一 s P e e i if e

Pir m e sr
.

hT
e e x P er s s i o n p a tt e nr

s o f th e t
wo g e n e s i n ir e e at d iffe

r e n t d e v e fo p m e n t s ta罗 5 a n d i n ir e e

e a l l u s h va e a l s o b e e n s ut di e d
.

爷 苦

Pojr
e e t s u p卯 rt e d by ht e N at i o n a l N at u r al cS i en e e F o u n diat

o n fO Ch ian ( G
r a n t N o

.

3 97 7 0(只 7 )
.

C
~

sop dn in g au ht or
.
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1 Ma ter i a ls a nd m e to hds

1
.

1 R i e em a t er i a l

Se ed s o f th eI nd i ea ri e e
( O刃沼 a s a t初a L

.

钾
.

) z h es n ha n9 7 B ( m
a i n t e na n e el i n e

)
a nd z h e n-

s ha n9 7 ^ ( W A
一 ey to p l a s m i em a l e一 s t eri l el i n e

) w er e脚 wni n t h e ex p eri m e n tal fi eld o f Fu d a nU ni v ers i
-

ty
·

1
.

2 Sam Pl i ng o f ri e ey o u ng p a ni el e

W h e n thr ei e e e n t er ed r e Pro d u c ti v e Pha s e,

y o u n g P a n i e l e s w e er e o l l e e te d an d e x

am i n e d u n d e r a

m i e or s e o p e t o d e te mr i n e ht e i r ac
e u ar t e d e v e l o p m e n t s t a罗

.

hT
e p a n ie l e s in p r im o dr iu m d i ffe er n t i a t iv e

p h a s e
( p

a n i e l e s i z e ab o u t 2 mm )
a n d i n p i s ti l s t

am
e n pir m o dr i u m fo mr i n g p h a s e

( p
a n ie l e s i z e 二

0
.

5一 1 C m ) w e er s e le e t e d
.

1
.

3 Cu lut er o f de d iffe er n t i a t e d a n d er di ffe er n t ia te d e a l lu s

hT
e s e e d s o f Zh e n s h a n 9 7 B w e er s h e l l e d

, s te ir l iz e d a n d i n o e u l a te d o n t o e al l u s e u l t u er m e d iu m

(N 6 b a s a l m e d iu m p hi s 2 m g / m L Z
,

4
一

D a n d 0
.

3 m g/ m L 6
一

B A )
.

ftA
e r ab o u t a w e e k

,

l ihg t y e l l o w

d e di ffe er n t ia te d

l e e te d an d th e n

e a ll u s e s w e er i n d u e e d o n ht e b a s i s o f y o u n g s h o o t s a n d we l l 脚wn
e al l u s e s w e er s e -

i n o e u la te d

m岁 m L 6
一

BA ) fo r 。 al l u s

o n to t h e e u l tu er m e d i u m (N 6 b a s a l m e d i u m w i t h 0
.

3 m岁 m L Z
,

4
一

D a n d Z

er d iffe er n t ia t io n
.

hT
e er d i ffe er n t i a t e d e a l lu s e s w iht 脚

e n d o t s an d s p or u t s

w e er o b t a i n e d aft
e r Z一3 w e e k s o f e u lut er

.

1
.

4 Cu l t u er o f s e e dl i n g s

hT
e s e e d s o f Zh e n s h a n

P l a t e
.

10
一

d ay
一 o l d s e e d l i n g s

u s e d
.

9 7 B w a s g e
mr in a te d an d 脚wn i n a

W e r e

, s te ir l iz e d b y 1 0% N a C LO
,

e o l le e t e d an d for
z e n i n l iq u id n iotr g e n a n d s t o er d i n 一 70 ℃

s a n d

u n t i l

1
.

S RT
一

P C R an d e l o n i n g o f e DN A

oT tal RN A wa
s p er p aer d a e e o dr i n g to t h e p or e e d u er d e s e d b e d b y s a e e o e t a l

.

[6 ]
.

R e v e sr e
atr

n -

s e r iP t io n ,

P C R a m P I讯 e a t io n , e l e e
otr Phe er s i s

,
t ar ge t e DN A er a m P liifc iat

o n a n d P u r i if e at i o n w e er e ar
-

r i e d o u t b a s e d o n 小e v or e e d u er d e s e d b e d by e h e n g e t a l
.

[7〕
.

仆
e s

’
p d m e r e u s e d w a s s

’ 一

G ATe A A
-

e A e e AT e e A GA A
一

3
`

汕i e h e n e o d e s 山 e m o s t e o n s e vr e d s e q u e n e e IK s IE N i n M A n s do

ma i n [8 〕
.

孙
。

3
’ 0 11即 ( d T ) p ir m e sr we er u s e d

,

Y l
,

5
’ 一

AA GC叨T l
,

l丁n 门爪丁G
一

3
’ ,

w a s a n e h o er d w it h a iH n d l l l er
-

s tr ie t io n s it e
.

B T 17
,

5
’ 一

G G A T C C了叮T门T 明叮丁几T 刊叮
.

3
’ ,

w a s n o t a n e h o er d w iht a

aB m H I s i te
.

hT
e

CP R e o n d i t i o n w a s a s fo ll o w s : 1 e y e l e o f 9 4℃ fo r 5 m i n
,

54 ℃ fo r 2 m i n
,

7 2℃ fo r 2 m i n ; 4 0

e y e le s o f 9 4℃ fo r 3 0 5 ,

54 ℃ fo r l X()
s ,

7 2 ℃ fo r 12 0 5 : a n d a if n a l e x te n s io n a t 72 ℃ fo r 7 m i n
.

hT
e a m p l i if e d e D NA s

we er e l o n e d i n t o p GE M
一

T v e e t o r
( orP

m e g a
) an d t

arn
s fo mr

e d in t o X L I
一

b l u e

s tar i n s
.

1
.

6 S e q u e n e e a n a l y s i s

场场T h e e DN A s

P or t e i n s e q u e n e e

W e t e

W e r e

s e q u e n e e d

e a币e d o u t

a n a u t o m a ti e s e q u e n e e r
.

A n a l y s e s o f n u e l e o t id e an d de d u e e d

GC G Pa e k鳍 e
.

H o

mo l o群 e o m P a ir s o n s w e er d o n e w i t h BLA ST



N o s r 刃 0N EW RI C E M A DO S BX eN D As
3 5 9

m a il s erv r eo f e G
n Ba n k

.

1
.

7 So u th e
m hy bri d ia zti o n

So u th er nl bo t
ra t

ns f er ,

h yb ir d i z a t i o n a n d
was

h i n g w e er P e

for mer d a e e o
dr in g ot ht e p or e e d u er s d e -

s e r ib e d b y Sam boor k e t al
.

[ 9 ]
.

2 R e s ul st a n d a n a l y s is

2
.

1 I s o l a ti o n o f ir e e e D NA s c o n 协 in in g M AD S do m a i n for m y o u n g p an i e l e b y RT
.

PC R

A n u

lbn
e r o f e DN A fr a

脚
e n ts w e er am p l iif e d for m ht e y o u n g p a n i e le s o f Z h e n s h an 9 7 B b y RT

-

p CR w iht wot p ir m e r p a isr : C + Y l an d C + B T 1 7 ( if g
.

l )
.

A t o ta l of 15 e DN A fr 咫” e n t s w iht

s
otr

n g e r 5 1, a l s w as er e o v e er d for m s e
卿

e n e in g g e l a n d ht e n h y bir d i z e d iw ht ht e RN A p er paer d for m

hZ
e n s h a n 9 7 B y o u n g p a n i e l e s

.

2 o u t o f 1 8 e D N A afr gm
e n t s

we er e l o n e d an d s e q u e n e e d
.

hT
e er s u l ts

s h o w e d ht a t b o ht of ht e m
,

d e s i ,
a te d n

am d s l an d n

am d s 3
, e n e o d e a P e p t id e e o n t a i n i n g M A D S b o x

s e q u e n c e
·

2
.

2 Se q u e n e e an a l y s i s

hT
e e D NA n m a d s l 15 7 6 0 b y i n s iz e an d e n e o d e s a p e p tid e

nIU ad
s 3 of 157 am i n 。 a e id s an d CD N A n m a d s 3 15 9 4 9 bP i n s i z e t h a t e n -

e o d e s a p e p t id e o f 2 3 6 am i n o ac id s
( if g s

.

2 a n d 3 )
.

hT
e s

` t e r -

m i n u s o f b o ht n

ma d s l a n d n m a d s 3 s tart
s

for m t h e s e q u e n e e of

M AD S d o m a i n
一 s p e e i if e p ir me

r an d 3
’ et mr i n u s e n d s a t Po l yA

.

A e e o dr in g ot th e h o m o l o gy e o

mP iar
s o n ,

t h e i n i t ia t io n e o d o n s of

th e

mo
s t m e

lbn
e sr o f M A D S b o x g e n e fa m i l y ar e l o e a t e d a t 7 t h

arn i n o a e id u p s
etr am of ht e M A n s a o m a in

一 s p e e币e p d m e r [ 1 0〕

( if g
.

4 )
, 5 0 bo ht n m a d s l an d n m a d s 3 aer

n e
alr y fu l l

一

le n gt h 。 D
-

N A s
,

M o er o v e r ,
t h e g e n e P or d u e t s Of n m a d s l a n d n m a d s 3 aer

h ihg l y h o

mo l o g o u s ot ht e o ht e r m e m be o o f M A D S b o x p or t e i n s

an d d i s p l盯 ht e

加 i e al s

utr
e t u er o f P l a n t M A D S b o x p or t e in s ,

hw i e h e o n s i s t of ht e M A D S d o

ma i n
,

1 er g i o n ,

K d o m a in an d e -

, .人姗

AmlP i6 e d e D NA s
by -RT 代

R
·

te mr i n al
l

,

2 : the a m p l价 e d e D N A s 衍 th

Pia sr C + Y I an d C + BT 17
.

er g i o n [ 1 0〕
.

仆
e er fo er

,

mn aa s l a n d n

ma d s 3 s h o u ld b e

Wot 画me
r 。。 n s id e er a 。 , 山。 m e m be o of p aln

t M A D s b。 、 g e n e。
(山

。 ac e e s -

s i o n n u m b e sr of n m ad s l an d n m a d s 3 i n G e n Ban k a r e ADF 9 564 5

a n d A印9 564 6 er s p e e t iv e l y )
.

Ba s e d o n n u e le o tid e e o m p iar
s o n , n m a d s 3 15 m o s t h i gh ly h o m o l o即u s t o hw

e a t aT MA D S 12 g e n e
.

hT
e h o

mo lo gy o f ht e n u e l e o t id e s b e t w e e n

6() 8一 6 4 2 b P aer 9 4 %
,

8 0% an d 9 0 %

th e m i n ht e ht er e er g i o n s ,

1 1一 16 2 b p
,

3 0 3一 506 b p
,

er s p e e t i v e l y
.

ht e fo u r 罗 n e p or d u e ts
,

O s MA D S 6 (
r i e e

)
,

aT M A D S 12

hT
e n m ad s 3 p e Pt id e 15 h ihg l y h o

mo l o即u s to

(hw
e a t )

,

Z A GS an d Z A G3 (
。 o

m )
,

an d ht e

h o m o lo盯 b e twe
e n n m a d s 3 an d t h e s e p or d u e t s i n t h e er g i o n of l一2 19 am i n o a e id s

aer 7 3%
,

7 0 %

6 8 % a n d 6 8 % er s p e e ti v e ly
.

hT
e

mn ad s l 15 m o s t h ihg l y h o m o l o即 u s ot an 。山 e r ir e e M A n s 加、 罗n 。 o s M A n s Z [ `’ 〕
.

hT
e if sr t

{
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8 6 2 00 D

n Un U篇兮内”勺山 q U

3 6 02 04

48 0

5 04666 0007 2 07 6 0

GATC AA GA GC T AC GA GAA口 CC ACC AACC C G以 GT GC A GC TTC CC T AAC GC GA GGA GC弘

琪升各理一华一军, 户
目

续
一

j 玛J 一旦一卫升几上一互一丛二L 卫` 之及
GATCCTCAA GAA姚 C CCGCG GA AT CAGCGTC CTGTGCG ACGCCGAGGT C(G汇 G TCGT C AT

L 工一上
`

卫匕五一鱼
~

卫一红
.

卫一兰生一立卫一立
~

』` 工习史业二工一皿

C竹CT CCACG GCTGG CAA以汀 cT cA GA叮 ACTG口 cc CCC AAGACC TCGCT ATC从 GAA T

卫一五- 卫一立
.

卫一笙
目

工一工 -卫一立 C 5 P K T 5 L 5 R l

C竹 GGAGAA GTCA以 GACC从竹 cC GG AAA GAT ACT GT GG GATGAGAA CG CA AA以CG CT
L E K Y Q T N 5 G K 1 L W D E K H K S 奚

TAGcG CGG AGATT GAT CG AATCAGA AAAGGA AACG AT从 TA GT CA GATGT GA C TCGA GC A

5 A E 1 D R I K K E N D N M Q 1 E L R 日

CTT G AAA喘GT AAGATCTAAA CT C TCT CG GA CCCAA AGA GCT以 TCAGT A仁陷 AGGGA GC

L K G E D L N 5 L Q P K E L 1 M 1 E E A

AC竹 GAC从 T;(G GA TA GTGAA CG TGAA TGAT拟认CT GAGT GA cc cA TGGG 刃认 GGATAA G

L D N G 1 V N V 卜 D K L 妞 D 只 W E R 工 R

ATCG TGGAA GACGAG从 C从CG GT C几 GCT TT C川认 CT GC Acc GA CAA GATATGA CCG GT
C 份 K T R T 5 C W L 5 N C T 5 K l *

AGC喘 GAGC ATGAGGGATC竹 GAGC T兀叱 TA CCACT CGA ACGA GGAC下汀 GC喘 CCCGA
ATGCGA AT以 CC TT CCGCGTCG ACG CC舫 CCcA CCCAA CC几 CGA GGA AA CAA TT AAGCT

CG TA姚竹 GCCCCCG CACTT CGATCGA T’f ATCTCATCCA口 GATCC ACCA CTGGATTGAA

TGT CcT AGTGCAT TGT C从CT GT AT CCCTG犷 r’f TCATGTCTGTTTCGAGT AA CTA竹 GAG

CATGTCAT A兀 TGA G竹 GC犷叮 GGT兀 CC拟认扣认九认 AA

iF g
.

2
.

N u e l e o t id e a n d d e d u e e d am i n o a e id s e
卿

e n e e s Of n m a d s l e DN A
.

M AD S d o

胭
n 15 d o

ub le u
dn

e lr i n e d
,

K d o m ia n

15 u
nd

e lr i n e d
.

hT
e 即 s i t i o n s o f n u e le o t id e 15 s h o

wn
o n th e ir hg t

.

4 15 bp Of n m ad s l s ho w s 9 9 % h o

mo lo 盯 to O s M AD SZ an d ht e r e s t p art
o f ht e g e n e s how

s 9 8%
.

iA

ht e 卯 s i t io n o f n u e l e i t id e 4 16
, n m a d s l de l七t e d a 13 b p s e q u e n e e e a u s i n g a s h ift of er a d i n g far m e an d

p o d u e i n g a e o

mP le t e l y d iffe er n t p e p t ide

for m th a t o f O s M AD S Z
.

hT i s m ihg t b e ht a t n m ad s l an d 0 5 -

M A D S Z w er e d e r iv e d for m g e n e r e P l ie at i o n an d d iv e gr e d l at e r i n ht e e v o l u t io n por e e s s , o r ht e y m ihg t

b e ht e al te m a t iv e s p l ie in g p or d u e ts o f ht e s a m e g e n e
.

hT
e l a tt e r e x p l a n a ti o n h a s b e e n v e ir if e d i n ht e

s ot d y o n o山 e r p la n t M ADs b o x 罗n e s [ 1 2 ]
.

仆
e er l a t i o n s h i p o f n m a d s l w i山 o s MA D s Z n e e d s ot b e te s -
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