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b i l it y w e r e c h o s e n t o e a r r y o u t t h e R A P D a 、 -

s a y f o r e o n t r o l
a n d 4 7 M Z p la n t s i r r a d i a t e d w 一t h t l

、 e
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.

T h e R A P D r e s u lt
s s h o w e d t h

a t t h e r e

w a s n o d if f e r e n e e b e t w e e n 10 e o n t r o l p l a n t 、
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l
f f e r e n e e s ,

in e l u d i n g a m p l if i
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d f r
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a d d
一t i o n s e o m p a r e d r o t h e e o n t r o l a n d t h e d if f e r e n e e s

w e r e a s s o e i a t e d w i t h t h e r a d ia t zo n d o s e
.

S o r n e R A P D

r e s u
l t

s a r e il l
u s t r a t e d i n F ig

.

3
.

2
.

3 C lo n i n g a n d a n a l y s is o f d i f f e r e n t i a ll y e x p r e s s e d

e D N A o f t h e m u t a n t zn d u e e d b y N `

I n o r d e r t o o b t a i n t h
e d if f e r e n t ia l ly e x P r e s s e d

e D N A o f t h e
m u t a n t T 8 0 I I
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-
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r h e e o n t r o l p la n t s a s a “

d r i v e r ”
.
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4 2 00 3

r o u n d
.

A f t e
r t h e 4 t h r o u n d o f s u b t r a e t i v e h yb r l

d i za -

t i o n , n o h y b r i d i z a t i o n s i g n a l a p p e a r e d i n t h e 〔l r i v e r

e D N A
.

F u r t h e r m o r e ,

w e u s e d t h e o r ig i n a l t o t a l
“

t r a e e r ” e D N A a s a p r o b e t o h y b
r id iz e w i t h r h e s u b

-

t r a e t io n c D N A a
f t e

r e a e
h

r o u n d ( S e e F , 9
.

4 ( b ) )
.

T h e r e w e r e s t r o n g h y b r id i z a t i o n s ig n a l s in e a e h h y
-

b r i d i z a t io n
.

T h i s r e v e a l e d t h a t t h e s u b t r a e t zo n e D N A

w a s d e r iv e d f r o m t h e m u t a n t T 8 0 I I
.

T h e r e s u lt
s o f

P C R a m p l i f i e a t i o n a n d d o t b lo t t i n g f o r t h e e D N A

f r a g m e ir t s i n p o s i t i v e e
lo n e s e o n f i r m e d t h a t t h e i n s e r t

-

e d f r a g m e n t s w e r e f r o m T SO l l ( d a t a n o t S h o w n )
.

I t

i n d ie a t e d t h a t t h e e o n s t r u e t i o n o f t h e s u b t r a e t iv e e D
-

N A li b r a r y w a s s u e e e s s f u l
.

2
.

4 S e q u e n e e a n a l y s i s o f i n s e r t e d f
r a g m e n t s i n t h e

r e e o m b i n a n t e lo n e s

S o m e i n s e r t e d 认 7e r e
s e q u e n e e d

t h e y

B a n k

、 V e r e
e o m P

a r e d

f r a g rn e n t s

w l t h t h e i r h o m o l o g ie s i n

a n d

G e n -
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-
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-

w i t h
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S e q u e n e e o f e l o n e
d T 8 0 l lS H 4 3
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.

5 N o r t h
e r n b lo t a n a

ly s i s o f T 8 0 l l S H 4 3

T h e r e s u l t o f N o r t h e r n b lo t h y b r i d
l z a t io n s h o w e d

t h a t T 8 0 l l S H 4 3 w a s s t r o n g l y h y b r i d i
z e d w i t h t o t a l

R N A o f T 8 0 I I ( F i g
.

6 )
.

H o w e v e r , n o S l g n a l w a s

o b s e r v e d w h
e n it w a s

h y b
r i d i z e d w i t h t o t a l R N A o f

e o n t r o l p l a n t s ( F i g
.

6 )
.

T h i S i n d i e a t e d t h a t

T 8 0 l l S H 4 3 w a s a d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d e D N A o f

T 8 0 I I
.

o n p la n t d e v e lo p m e n t a n d p h e n o t y p i e v a r i a t i o n s r e -

p o r t e d b
e
f o r e [ l 一 3

,

5 ] w e r e e o n f i r m e d b y o u r e x p e r i
-

m e n r s i n A ar b i d OP
s i s zh a l i a n a

.

F u r t h e r m o r e ,

w e

u s e d o n e s t a b le d w a r f m u t a n t T 80 I I t o e o n s t r u e t a

e D N A l i b r a r y u s in g t h e s u b t r a e t i v e h y b
r i d i z a t i o n

t e e h n i q u e e n h a n e e d b y P C R a n d e lo n e d s o m e d if f e r e n -

t ia l ly e x p r e s s e d e D N A o f T 8 0 I I i n d u e e d b y lo w
一 e n e r -

g y N
+ im p la n t a t io n s u e e e s s f u zl y

.

I t 15 a n e w e x t e n -

s io n f o r t h e a p p l i e a t io n s o f l o w
一 e n e r g y i o n im p la n t a

-

t io n t e e h n i q u e
.

F
一9
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6
.

R e s u
l t o f N o r t h

e r n b l o t t i n g
.

1
,

T 8 0 I I ; 2
, e o n t r o

l

3 D IS C u S S i o n

T h e e f f e e t s o f l o w
一 e n e r g y N 十 a t d i f f e

r e n t d o s e s

L o w
一 e n e r g y io n im p l a n t a t i o n in f l u e n e e d t h e s e e d

g e r nr i n a r i o n o f A
.

t h a l i a n a
.

T h e i o n s w i t h h i g h e r

d o s e s o b v i o u s l y in h i b i t e d s e e d g e r m i n a t i o n a n d t h e

g e r m i n a t io n r a t e d e e r e a s e d w i t h t h e i n t e n s i f i e
a t io n o f

r a d i a t io n d o s e s
.

M o s t s e e d s w e r e n o t a b le t o g e r m i
-

n a t e w h e n t h e r a d i a t io n d o s e w a s a s h i g h a s 8 0 X 1 0 15

N
+

/ c m Z
.

T h e s e : e s u i r s a g r e e d w i t h t h o s e : e p o r t e d b y

z h a n g e t a l
.

[3 ] w h o u s e d t o b a e e o s e e ds a s l o w
一 e n e r g y

N + im p la n t a t io n t a r g e t s
.
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S o m e d i s t i n e t p h e n o t yp i e v a r ia t io n s w e r e o b
-

s e r v e d a m o n g t h e p l a n t s ir r a d i a t e d w it h t h e N +
d o s e

o f 0 5K 1 0 1 5a n d t h e ir R A P D p r o f il e s a l s o s h o w e d o b
-

v io u s d i f f e r e n e e s f r o m t h o s e o f C o n t r o l ( F i g
.

3 ( d ) )
.

T h e R A P D d i f f e r e n e e s r e f le e t t h e g e n e t i e e h a n g e s i n

D N A r e s u l t e d f r o m lo w e n e r g yN + io n im p l a n t a t i o n
.

T h e a n a l ys i s o f t h e s u b t r a e t iv e e D N A a n d in s e r t
-

e d f r a g m e n t s in r e e o m b in a n t e lo n e s s h o w e d t h a t it

w a s s u e e e s s f u l t o e o n s t r u e t t h e s u b t r a e t iv e e D N A 11
-

b r a r yw h i e h e o n t a i n e d t h e d i f f e r e n t i a l l ye xp r e s s e
d e D

-

N A o f T 8 0 I I
.

I t e o u ld b e a w a yt o u s e lo w
一 e n e r g yio n

in d u e e d m u t a n t s a s m a t e r ia ls t o e l o n e t h e d if f e r e n t ia l
-

l ye xp r e s s e d e D N A u s i n g t h e s u b t r a e t iv e h yb r i d i z a t i o n

t e e h n iq u e e n h a n e e d b yP C R
.

e xP r e s s e d eD N A f r o m t h e m u t a n t i n d u e e d b ylo w
一 e n -

e r g yi o n im p la n t a t io n p r e s e n t a n e w p o s s ib il i t yt o a p
-

p l ylo w
一 e n e r g yio n im p l a n t a t io n i n b io l o g y

, e s p e e i a l l y

i n m o le e u l a r b io l o g y
.

R e fe r e n c e s

T h e N o r t h e r n b lo t t i n g a n a ly s i s
, u s i n g

T 8 0 l l S H 4 3 a s a p r o b e ,

p r o v e s t h a t T 8 0 l lS H 4 3 i s a

e D N A f r a g m e n t s Pe e i f i e t o t h e m u t a n t T 8 0 I I
,

w h i e h

15 h o m o l o g o u s t o t h e P a r t o f 14
一

3
一

3 p or t e i n G F 1 4 n u

( G R F 7 ) g e n e S e q u e n e e
.

T h e g e n e s e n e o d i n g 1 4
一

3
一

3

p r o t e i n s a r e a m u l t i g e n e f a m i l y
.

I t 15 g e n e r a l l y a e -

e e p t e d t h a t t h e 1 4
一

3
一

3 p r o t e i n s m a y f u n e t i o n a s k i n a s e

r e g u l a t o r s i n S i g n a l t r a n s d u e t i o n / p h o s p h o r y l a t io n

m e e h a n i s m s [ 1 2 ]
.

B r a n d t e t a l
.

s u g g e s t e d t h a t t h e 1 4
-

3
一

3 p r o t e in s i n p la n t m ig h t a e t a s r e g u l a t o r s o f p h o s -

p h o r y la t i o n p r o e e s s e s i n r e s p o n s e t o d i f f e r e n t k i n d s o f
s t r e s s [1 3 ]

.

T h e e D N A f r a g m e n t T s o l l s H 4 3
,

d i f f e r -

e n t ia l ly e x P r e s s e d i n T 8 0 I I
,

w a s l ik e l y t o b e a s s o e i a t
-

e d w i t h t h e v a r ia t i o n s o f e h a r a e t e r i s t i e s t h a t o e e u r r e d

i n t h e m u t a n t
.

F u r t h e r s t u d i e s a r e n e e e s s a r y t o d i s
-

e o v e r t h e f u ll
一

le n g t h e D N A s e q u e n e e o f T 8 0 l l S H 4 3

a n d i t s P o t e n t ia l f u n e t io n s
.

I n e o n e lu s i o n ,
t h e lo w

一 e n e r g y i o n im p l a n t a t i o n

r e s u l t e d i n a v a r i e t y o f v a r ia t i o n s i n i r r a d i a t e d A
.

t h a l i a n a P la n t s a n d t h e i r o f f s p r i n g
.

T h e s e v a r ia t i o n s

a r e i n h e r i t e d a n d s e g r e g a t e d
.

T h e e s t a b li s hm e n t o f

s u b t r a e t iv e e D N A l ib r a r y a n d e lo n i n g o f d i f f e r e n t ia l ly

1 Y
u ,

Z
.

I
.

e t a l
.

M
u t a t一o n b

r e e d
l n g b y l o n 一

m p l a n t a t l o n
.

N u e l e a r

I n s t r u m e n t S a n d M
e t h o d

s i n P h y s l e s R e s e a r e h
,

1 9 9 1
,

B 5 9 / 60
:

7 0 5
.

2 Y
u ,

Z
.

L
.

e t a l
.

R e v 一e w i n lo w e n e r g y 1o n 1m p l a n t a t lo n b
1 o l o g y

.

J
.

A n h u i A g r ,
.

U n 、 v
.

( i n C h i n e s e )
,

19 9 4
,

2 1
:

2 2 1
.

3 Z h
a n g

,

Z
.

H
.

e t a l
.

T h e v a r la t i o n s o f M 一 t o t h e s e e ds o f t o b a e e o

im p l
a n t e d w i t h

to n b e a tn
.

A e t a B
l o p h y s , e a S in i e a

( i n C h i n e s e

)
,

1 9 9 8
,

14
: 7 6 2

.

4 阮
n g

,

D
.

J
.

e t a
l

.

E f f e e t o f N
+ io n ;

m p l a n t a t lo n o n s O D
,

c 了们
,

,

P O D a e t zv i r y o f d i f f e r e n t r a d i o s e n s i t i v i t y m i e r

oo
r g a n i s m s

.

A e t a B i o
-

p h y l s e a
S

l n l e a

(
I n C h

l n e s e

)
,

1 9 98
,

1 4
:

32 5
.

5 W
u ,

L
.

F
.

e t a
l

.

R
a
d i o b io l o g

1e a
l

e
f f e e t s o f a l o w

一
e n e r g y l o n b

e a
m

o n w h
e a t R

a
d i a t i o n a n d E n v i r o n m e n t a l B i o p h y s i e s ,

2 0 0 1
,

4 0
:

5 3
.

6 Y u
,

Z
.

L
.

e t a
l

.

T
r a n s f e r r i n g G U S g e n e in t o r 一e e e e l l s b y lo w e n

-

e r g y i o n b e a m
.

N u e l e a r I n s t r u m e n t s a n d M e t h o d
s i n P h y s l e s

R
e -

s e a r e h
,

1 9 9 3
,

B s o / 5 1
,

13 2 8
.

7 Y a n g J
.

B
.

e t a l
.

U
s i n g l o w

一 e n e r g y i o n be a m m e d
一a t e d g e n e

t r a n s
f
e r t e e h n l q u e t o o b t a l n t r a n s g e n i e r i e e p la n t s

.

C h i n e s e S e l e n e e

B u ll e t : n (
; n C h i n e s e )

,

19 9 4 ,

3 9
:

1 5 3 0
.

8 W
u ,

L
.

F
.

e t a l
t

E s t a bl i s h m e n t o f a m e t h o d f o r G U 5 g e n e t r a n s
-

f e r r 、 n g I n t o w h e a t
( rT

i t i c u m a s t i v u m L
.

)
e
m b

r y o s
b y lo w e n e r g y

i o n b e a m
l
m p l a n t a t io n

.

A e t a G e n e t i c a
S in i e a

( i n C h
; n e s e )

,

2 0 0 0
,

2 7 : 9 8 2
.

9 R o g e r s
,

S
.

O
.

e t a
l

.

E x t r a e t i o n o f D N A f r o m m i l l
一g r a m a m o u n t s

o f f
r e s

h
,

h
e r

b
a r i u m

a n d m
u
tn m i f i e d p l a n t t i s s u e s

.

P l a n t
M

o l
e e u l a

r

B
l o l o g y

,

1 9 8 5
,

5
:

6 9
.

10 C l
a r

k
,

M
.

5
.

e t a
l

.

P l a n t
M

o l e e u l a r B
lo l o g y一 A L

a
b o r a t o r y M

a n
-

u a l
.

B e r l
ln

·

H e l
de lbe r g :

S p r l n g e r
一

V e r la g
,

1 9 9 8
.

1 1 S a m b r oo k, J
.

e t a l
.

M
o le e u la r Cl o n l n g :

A L
a
bo r a t o r y M a n u a l

,

Z n d e d
.

N e w Y o r
k

:

oC ld S p r ln g H a r b o r L a b o r a t o r y P r e s s
,

19 8 9
.

1 2 J a r 一110
,

J
.

A
.

e t a l
.

T w o r e l a t e d l o w
一
t e m p e r a t u r e 一n d u e l

b l e g e n e o f

A ra b Z

do P
s i s e n e o d e P ro t e i n s

h o w
l n g h

l g h h o m o lo g y t o 14
一

3
一

3 p r o
-

t e i n s ,
a f a m

l
ly o f P u r a t i v e k

l n a s e r e g u l a t o r s
.

P l a n t M o l e e u l a r B i o l o
-

g y ,

1 99 4
,

2 5
:

6 9 3
.

1 3 B r a n d t
,

J
.

e t a
l

,

A p a t h o g e n
一

i n d u e e
d g e n e o f ba r l

e y e n e o d e s a p r o
-

t e l n s
ho w i n g h i g h

s
im i l

a r i t y t o a p or
t e in k i n a s e r e g u l

a t o r
.

P l a n t J
.

,

1 99 2
.

2
:

8 1 5
.


