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P C R p r o d u e t s w e r e s e p a r a t e d b y l % a g a
or

s e g e l

e le e t or p h o r e s i s
,

t h e n s e a n n e d a n d a n a l y
z e d f o r s e m i

-

q u a n t if ie a t i o n
.



P r
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,
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.
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.

r a n d f
.

。0
.

u
k / J

o u r n a ]s 7 ( )3

1
.

7 T r e a tm e n t s w i t h a u x i n s ,

g i b b e r e l li n s a n d a u x i n

a n t a g o n l s t

I n d i v i d u a ls o f t r a n s f o r m e d t o b a e e o P l a n t s w e r e

e u l t u r e d i n s a n d
.

T h e r o o t s w e r e w a s h e d u s i n g f l a s h

w a t e r t o r e m o v e 5 0 11 g r a n u l e s ,
t h e n s p li t

,

f i x a t e d a n d

p r e r r e a t e d f o r 2 4 h i n t h e t u b e w i t h l / 4 M S l i q u id e u l
-

t u r e m e d i u m w h il e t h e h e i g h t o f i n d i v id u a l s w a s s

e m
.

T h e n G凡
,

3
一

i n d o l e b u t y r i e a e i d ( IB A )
, a u x i n

a n t a g o n i s t N
一

1
一 n a p h t h y lp h t h a la m i e a e id ( N P A ) s o l u

-

t io n s w e r e r e s p e e t i v e l y a d d e d in t o e u ir u r e m e d i u m t o

e e r t a i n e o n e e n t r a t io n s , a n d t h e t r e a tm e n t e o n t i n u e d

fo r s h
, u s i n g dH ZO a d d e d a s e o n t r o l

.

G F P f l u o r e s -

e e n e e o b s e r v e d i n or
o t s u n d e r a f l u o r e s e e n e e m i e r o -

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

iF g

g l t〕1 1

I〕i a g r a n 飞5 o f t h e G A R E a n d A u x R E i n t h e u p s t r e a n i r e

>(f N八C I

I n r e s p ,n s l v e

.

G A R E
, g ib b e r e

l l i n r e s p o n s i v e e l e m e n t ; A u x R E
, a u x

e
l
e n l e n t

.

A s p u r ia [ 9 ]
.

F o r a l l t h e t r e a tm e n t s o f G A 3 ,

tW O C o n C e n t r a t 10 n S

t e s t e d
.

o f 0
.

1 m g / L a n d l

IB A a n d
.

0 m g / I
-

O b s e r v a t io n o f G F P f l u o r e s e e n e e i n t h e t o b a e e o

w a s f o u n d a t 一 8 8一
一 8 4 b p u P s t r e a m t h e s t a r t e o d e

`

A T G
’ .

M
o s t b a s e s f r o m 一 2 0 b p t o 一 10 b P u P

-

s t r e a m o f t h i s e l e m e n t w e r e `

A
’ ,

w h i e h f la n k e d w i t h

o n e o r t w o p y r im i d i n e n u e le o t i d e s
.

T h e s e d e nr o n -

s t r a t e d t y P i c a l e h a r a e t e r i s t i e s o f a t r a n s e r i P t i o n s t a r t

5 i t e
.

B a s e d o n t h e a b o v e a n a l y s is a n d t h e f a e t t h a t

m o s t p or m o t e r s a r e o f 1 0 0 b P u P s t r e a m t h e t r a n s e r i p
-

t i o n s t a r t s i t e a n d g e n e r a l ly d o n o t e x e e e d 1 k b i n

l e n g t h
,

t h e u p s t r e a m r e g u l a t o r y r e g io n ( p or m o t e r r e -

9 io n ) o f N 了、C l s h o u ld b e i n e lu d e d w i t h in t h e 1 k b r e -

9 i o n u p s t r e a m t h e e o d in g r e g io n
.

P l a n t s

T h e r o o t s o f t r a n s f o r m e d t o b a e e o p la n t s w e r e

s a m p le d a n d p r e p a r e d b y p e l l e t m e t h o d
.

T h e n G F P

f lu o r e s e e n e e i n t h e s e s a m p le s w a s o b s e r v e d u n d e r a

N i k o n E e li P s e T E 3 0 0 f l u o r e s e e n e e m i e r o s e o p e
.

2 R e s u l t S

2
.

2 C lo n i n g o f N A C I p r o m o t e r a n d e o n s t r u e t io n o f

t h e e x p r e s s io n v e e t o r

N A C I Por
, a 10 5 0 b p f r a g m e n t o f u P s t r e a m r e g

-

u
la t o r y

b i d o
P s i s

r e g io n o f N A C I
,

w a s a m p li f ie d for m A ar
-

r h a l i a n a
.

S e q u e n e i n g r e s u l t s h o w e d t h a t

s e q u e n e e w a s t h e s a m e a s t h e r e P o r t e d N A C I

q u e n e e in G e n B a n k

l t s

S e -

2
.

1 B i o i n f o r m a t i e s a n a l y s is o f u P s t r e a m r e g u l a t o r y

r e g io n o f N A C I s e q u e n e e

B a s e d o n t h e b io i n f o rm a t i e s a n a ly s i s o n u p s t r e a m
r e g u l a t o r y r e g i o n o f t h e r e p o r t e d

M
e l s e q u e n e e 仁5 ]

,

t h r e e g i b b e r e ll i n r e s p o n s i v e e l e m e n t s ( C A R E
,

`

T A T c e A e
’ , `

e / T e T T T C / T
’

) [ 1 0 ] a t 一 9 9 6 /
一 1 0 0 1 b p

,
一 8 2 7 / 一 8 3 2 b p a n d 一 5 7 / 一 6 2 b p r e -

s p e e t i v e ly w e r e f o u n d b e s i d e s a n a u x i n r e s p o n s i v e e le
-

m e n t ( A u x R E
, `

T G T e T e
’

) [ 10了。 t 一 5 0 3 / 一 5 0 5 b p

( iF g
.

1 )
.

A n o b v io u s u P s t r e a m e l e nt e n t
`

C C A A T
’

b o x

T h e e x P r e s s i o n v e e t o r P R D
一

m N A C I P r o e o n -

s t r u e t e d b y t h e m e t h o d d e s e r ib e d i n S e e t i o n 1
.

3 15

s h o w e d i n F i g
.

2
.

A f t e r t h e i n s e r t e d f r a g m e n t s i n t e
-

g r a t e d i n t o t h e g e n o m e o f t o b a e e o ,
t h e G石p e x p r e s -

s io n in t r a n s f o
r
m e d t o b a e e o w a s e o n t r o ll e d b y

N 八C l P or
, a n d t h e e x p r e s s i o n p a t t e r n s o f G F I〕 e o u ld

b e u s e d t o i l lu s t r a t e t h e f u n e t io n a l f e a t u r e s o f

N A C I Por
.

A f t e r t h e p l a s m i d p R D
一

m N A C l p or w a s

d ig e s t e d w i t h r e s t r i e t i o n e n z y m e s ,
t h e P a t t e r n s h o w n

o n a n a g or s e g e l p r o v e d t h a t N A C I P or h a d b e e n in
-

s e r t e d i n t o p la s m i d p R D 4 2 0 i n a e o r r e e t d i r e e t io n

( F i g
.

3 )
.

2
.

3 Id e n t i f i e a t i o n o f t h e t r a n s fo r m e d t o b a e e o P la n t s

b y P C R

A t o t a l o f 2 0 5 t r a n s f o r m e d t o b a e e o p la n t s w e r e

o b t a i n e d t h r o u g h l e a f
一

d i s k t r a n s f o r m a t i o n ,

d i f f e r e n t i
-

a t io n , r o o t i n g a n d p la n t r e g e n e r a t a t i o n
.

T h e P C R i
-

d e n t i f i e a t i o n o f a p a r t o f t h e t r a n s f o r m e d t o b a e e o

p l a n t s 15 s h o w n i n F i g
.

4
.

In t h i s g or u p
,

G F P s p e -

e if i e b a n d o f 4 2 0 b p w a s a m p l if i e a t e d f r o m 5 t e s t e d

t r a n s f o r m a n t s
,

w h i l e t h e t r a n s fo r m e d p l a n t s w i t h t h e

p la s m i d w i t h o u t 凡A C I
一

G 石
,

P s h o w e d n o s u e h a

b a n d
.

T h i s i n d i e a t e s t h a t t h e t a r g e t g e n e h a s i n t e
-
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1 6 N o
.

7 2 0 0 6

1 2 3 M
. . . .口曰曰 . . . . . . . . .

2
.

5 E x p r e s s i o n o f G F P i n r o o t s o f t ra n s f o rm e d t o -

ba e e o P la n t s

1 kb

F xg
.

3
.

T he r e s t r i e t i o n di g e s ti o n o f p R D
一

m N A C l p ro p la sm i d r e
-

so l
v e

d o n a郎 ro
s e g e

l
.

l
,

p R D
一

m N A C lp ro p l
a s
m

,
d ; 2

,

iH
n d lll /

义反边 1 d ig
e s t i o n ; 3

,

P C R p or d u e t o f 叨从今C I P or ;
M

,

I k b D N A

la dd
e r

.

G F P d r i v e n b y N A C I P ro w a s P r e d o m i n a n t ly

e x p r e s s e d i n t h e m e r is t e m a r e a o f roo
t a p i e a l ( F i g

.

6 )
,

w h i e h w a s i n a e e o r d a n e e w i t h t h e e n r ie hm e n t p o -

s i t io n o f
M

e l t r a n s e r i p t s [3 ]
.

T h e q u a n t i t a t i v e a n a l
-

y s is o f G F P s u P p o r t e d t h a t t h e e lo n e d N A C I Por h a s

a n i n t e g r a t e d p r o m o t e r r e g io n o f 介介、 C l g e n e ,

w h i e h

15 lo e a t e d a t t h e 10 5 0 k b f r a g m e n t u P s t r e a m t h e t r a n -

s e r i P t i o n s t a r t s i t e
.

产 - .

- 一

g r a t e d i n t o g e n o m e o f t o b a e e o i n t h e s e t r a n s f o rm e d

in d iv id u a l s
.

e k+ e k+ C k一 3 4 M

. . ` , 叫产 峥 , .目卜 , `甲~ 叫 目“ 卜
~ ~

月
以
~ ~

矽一 _ .

~
扣四 ` 哺 _

~
~

, 肥 、 犷 -

一一
. ~ -

. 冲曰 . . 曰曰. . 叫

5 0 0 b P

F 19
.

6
.

G F P
r

oo t
.

( a ) T o b a
.

U V
一

1ig h r
.

e x p r e s s io n i n p R D
一

m N A C lp or t r a n s g e n i e t o b a e co
e e o

oor
t i n v is u a

l l ig h t ; ( b ) G F P f luo r es e e n e e i n

F ig
.

4
.

Id e n t 止if e a t i o n o f t h e t r a n s fo mr
e d t o b

a e e o p l
a n t by P C R

.

e k

+ ,

卯 s i t i v e p l a s m id ; e k 一
,
t r a n s g e n i e p l a n t s w i t h t h

e p la
s
m id w i t h

-

o u t N八C l
~

G F P ; L a n e s
l一 5

,

P C R p ro d
u e t s

w i t h r h e t r a n s fo rm
e d

t o b
a e e o D N A as t e rn p l a t e ;

M
,

D N A rn o l e e u l a
r
m a r

k
e r

.

2
.

4 E x p r e s s i o n o f G F P i n d i f f e r e n t t i s s u e s o f t r a n s -

f o r m e d p l a n t s

T h e G F P e x p r e s s i o n w a s d e t e r m i n e d b y t h e

m e t h o d o f S e m i
一

q u a n t i t i v e 一 R T
一

P C R ( F i g
.

5 )
, u s i n g

t h e t o t a l R N A s e x t r a e t e d f r o m or o t
, s t e m a n d l e a f o f

T l g e n e r a t io n o f t r a n s fo r m e d p la n t s
.

T h e e x p r e s s io n

o f G石
,

P d r i v e n b y N A CI
一

P ro w a s s t r o n g i n roo
t

,

t r a e e i n s t e m a n d no
n e i n m a t u r e l e a v e s ,

i n d i e a t in g

t h a t t h e N A C I P or
e x P r e s s i o n 15 or

o t
一 s p e e i f i e

.

F ig
.

5
.

G F P e x p r e s s i o n i n d i f fe r e n t t i s s u e s o f t r a n s fo mr
e
d t o ba e

e o p la n t s
,

e h e e k e d b y R T
一

P C R
.

l
,

R oo t ; 2
, s t e m ; 3

.

l e a f
.

2
.

6 E f f e e t s o f g ib b e r e ll i n a n d a u x i n o n G F P e x -

p r e s s io n i n t r a n s g e n i e t o b a e e o P l a n t s

G F P f l u o r e s e e n e e i n roo
t a p ie a l o f a l l t r e a t e d

t r a n s g e n i e t o b a e e o p la n t s w a s o b s e r v e d a f t e r 8 h e o n -

t i n u a l t r e a tm e n t b y G A
,

IB A a n d N P A
.

G A 3 a n d

IB A a t c o n e e n t r a t i o n s o f 1
.

0 m g / L a n d 0
.

1 m g / L in
-

d u e e d G F P e x p r e s s io n o b v io u s ly
,

w h e r e a s a u x in a n -

t a g o n i s t N P A a t 1
.

0 m g / L i n h i b i t e d G F P e x p r e s s io n

( T a b l e l )
.

F i g
.

7 s h o w s a s t r e n g t h e n e d G F P f l u o r e s -

e e n e e i n r oo t i n d u e e d b y 1 m g / L G 3A
.

T h e G F P e x -

p r e s s io n w a s e n r i e h e d m a i n l y in t h e m e r i s t e m a r e a o f

oor
t a p i e a l

, e s p e e i a l l y in s t e l e e e l ls
.

A s im il a r t r e n d

w a s f o u n d f o r t h e t r e a tm e n t s o f 0
.

1 m g / L IB A
,

1
.

0

m g / L IB A a n d 0
.

l m g / L G A 3
.

T a
b l

e 1
.

G F P fl
u o r e s e e n e e in oor

t a p i e a
l

o
f tar

n
笔

e n i e t o b
a e e o

p l
a n r s in r e s PO n s e t o IB A

,

G A
3 a n

d N l
〕
A

T r e a tm e n t G F P f l
u o r e 、 e e n e e a )

0
.

1 m g / L I B A + + +

1
.

() m g / I
J

I B A + + +

0
.

1 m g / L G A 3 + + +

1
.

0 m g / I
_

G A
3 + + +

d H
Z O + +

1 m g / I
J

N P A +

a
) G F P f ]

u o r es e e n e e w a s o
bs

e r v
ed w i t h a fl u o r es e e n e e

m i
-

e r os e o p e ; + + + , s t r o n g : + + ,

m
o
d

e r a t e ; + ,

w e a
k

.
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u
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o u r n a
l
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7 0 5

G F P a n d R F P d r i v e n b y h o rm o n e r e s p o n s i v e p r o m o t
-

e r s
.

H e r e ,

w e h a v e d e v e lo P e d a t r a n s ie n t e x p r e s s io n

b y t r a n s f o r m i n g N A C I
一

G F P i n t o

w h i e h w a s p r
vo

e d t o b e s u e e e s 幼u l
.

t o b a e e o

H e n e e ,

F ig 7
.

G F P f luo r e s e e n e e a f t e
r

h o u r s
.

( a ) B e f o r e t r e a tm e n t ; ( b )

0
、

1 m g / L G A 3 t r e a t m e n t fo r 6

a f t e r t r e a t m e n t
.

3 D I S e U S S i o ll

w it h t h e p r e s e n t ly d e v e lo p e d t e e h n i q u e ,

i t m ig h t b e

p o s s ib le t o s e r e e n t h e a e t i v e f a e t o r s e o n t r o l l in g or o t

d e v e lo p m e n t
.

F u r t h e rm o r e ,

i n e o m b i n a t i o n w i t h

b i o i n f o r m a t i e s m e t h o d s , t h i s t e e h n i q u e e a n b e a p p l ie d

t o f i n d t h e h o r

mo
n e r e s p o n s i v e e l e m e n t s

,
t h e r e fo r e

d e e P l y r e v e a l i n g t h e m o le e u l a r m e e h a n i s m s f o r t h e d e -

v e l o p m e n t o f l a t e r a l r o o t s o r o r g a n s ,

w h ie h h a s a l
-

r e a d y b e e n p r o v e d t o b e p o w e r f u l fo r t h e i n v e s t i g a t io n

o f t h e a u x in
一 r e s p o n s i v e p or m o t e r D R S [ 9

,

1 0 〕
.

T h e s p e e i f i e e x p r e s s io n o f g e n e s d
r iv e n b y r oo t

-

s p e e if i e p r o m o t e r s i n

oor
t t is s u e s 15 a P r e r e q u is i t e t o

s u e e e s s f u l l y im p r o v e t h e

oor
t t r a i t s b y m o l e e u la r m a -

n i p u l a t io n
.

N八C l 15 a n a u x i n
一 r e s p o n s iv e g e n e s p e e i f i

-

e a l ly e x p r e s s e d i n r oo t t is s u e s
.

oT i n v e s t ig a t e i t s e x -

p r e s s io n e h a r a e t e r is t ie s , a 10 5 0 b p p or m o t e r f r a g m e n t

u p s t r e a m t h e e o di n g r e g io n o f N A C I w a s e lo n e d a n d

f u s e d w i t h G F P
.

J u s t li k e t h e e x P r e s s io n o f 乃石气C l i n

A ar b i d oP
s i s

,
t h e e x P r e s s i o n o f G F尸 d r iv e n b y

N A C I
一
p r o m o t e r i n t o b a e e o w a s m a i n l y o b s e r v e d i n

t h e m e r is t e m a r e a o f or
o t a p ie a l

,

b u t n o t i n t h e w h o l e

r oo t s
.

F u r t h e rm o r e ,

i t w a s f o u n d t h a t N A C I
一

G 石
,

P

w a s s t or n g l y e x p r e s s e d in L R P i n i t i a t io n a r e a ,

w h i e h

w a s i d e n t i e a l t o a p r e v i o u s o b s e r v a t i o n b y X i e e t a l
.

w h o u s e d G sU
a s r e p o r t e r g e n e i n A ar 占i j o户5 15 [ 3 ]

.

A e k n o w lde g e
m

e n t T h e a u t h
o r s w o u l d lik e t o th

a n k

D r
.

H u a J in P in g
,

D r
.

X ie C h
a
oj i e a n d D r

.

Jia W
e n s u o fo r

k i
n
d ly

r e v i s in g t h
e

m
a n u s e r ip t

.

R e fe r e n e e S

I t 15 w e l l k n o w n t h a t p h y t o
一

h o r m o n e s o f t e n
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