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شوند. به طوریکه انواع ها محسوب میها یکی از عناصر کليدی مهندسی ژنتيک برای بيان هدفمند ژنپيشبر

یکی از گيرند. ورد استفاده قرار بتواند ممختلفی از پيشبرها با توجه به نوع بافت و یا ميزان بيان می

که طی توسعه بذر ساخته  استانگلایسينين ک -βپروتئين  سویا بذرهایای مهم در های ذخيرهپروتئين

ها شود و بيان اختصاصی آنای در ابتدا در سطوح رونویسی کنترل میذخيره هایپروتئينشود. سنتز می

مختص علت  باشد. بهای میهای ذخيرهکننده پروتئينهای کد ژن پيشبریدر بذر، تحت کنترل نواحی 

در این تحقيق  باشد بذر مختصژن آن نيز  پيشبررود که انتظار میکانگلایسينين -β بودن پروتئين بذر

پس از  صورت گرفت. "کتول"از گياه سویا رقم بومی  کانگلایسينين-βجداسازی پيشبر مختص بذر 

و تعيين توالی آن، نواحی حفاظت شده مهم در این پيشبر از  pTZ57R/Tهمسانه سازی پيشبر در ناقل 

، عناصر SKn-1عناصر تکراری  های مختص بذر مانندو سایر موتيف CAAT، جعبه TATAقبيل جعبه 

انگلایسينين به همراه سيگنال پپتيد مورد نظر و ژن ک-β، شناسایی شدند. سپس پيشبر G، جعبه RYتکراری 

 همسانه سازی شد. pBI121ات بعدی در ناقل گياهی دلتازئين، برای مطالع
 

 های کليدیواژه
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  مقدمه

ها که در حد وسیعی تنظیم بیان ژن را در پیشبرمطالعات 

سطح رونویسی بر عهده دارند، برای درک چگونگی تنظیم 

بیان ژن و به عنوان ابزاری برای بیوتکنولوژی گیاهی و 

. (Truksa et al., 2003)باشند مهندسی ژنتیک ضروری می

بسته به نوع فعالیت آنها به سه دسته تقسیم  هاپیشبر

های پیشبر: دسته اول (Dynan and Tjian 1985)شوند می

آنها توسط فعال  عناصرهستند که  (Constitutive) دائمی

جهت شروع رونویسی  ها و یا عوامل رونویسی،کننده

رهای پیشبشوند. دسته دوم شامل تشخیص داده می

هستند و توسط یک یا چند  (Inducible)تحریک شونده 

ها، مواد شیمیای و شرایط محیطی محرک مانند هورمون

شوند. دسته سوم زنده فعال میهای زنده و غیرشامل تنش

 های خاص و مراحل رشدیهستند که در بافت هاییپیشبر

های تعداد زیادی از ژنشوند. خاص در گیاه فعال می

های گیاهی متنوع های بذری در گونهپروتئینکننده کد

مربوط به آنها منجر به شناسایی  پیشبرشناسایی شدند و 

در گیر در بیان ژن  Trans-actingو  Cis-acting عناصر

های مختص دانه در مهندسی ژنتیک و پیشبرشده است. 

به منظور افزایش تولید ترکیبات  تراریختههان تولید گیا

دارویی یا صنعتی و همچنین برای افزایش کیفیت تغذیه 

شود. با مطالعات مولکولی تا کنون ای دانه استفاده می

مختص بذر شناسایی شده است، از جمله  پیشبرچندین 

 Sunilkumar)در پنبه  (α-globulin)آلفا گلوبولین  پیشبر

et al., 2002) ،گاما زئین های پیشبر(gamma-zein)  در

گلوتنین  پیشبر، (Marzábal et al., 1998)ذرت 

(glutenin)  در گندم(Lamacchia et al., 2001)، بتا  پیشبر

، (Sohrabi et al., 2015) (β-phaseolin) در کلزا فازئولین

 Chen)در سویا  (β-conglycinin) نگلایسینیناک-β پیشبر

et al., 1989)  پیشبرو (α-Kaf) در سورگوم (Ahmad et 

al., 2012).  های مورد استفاده در پیشبررایج ترین

 دائمیهای پیشبرمهندسی ژنتیک برای صفات مختلف، 

 ,.Odell et al) (CaMV35S)مانند ویروس موزاییک کلم 

ذرت  (ubiquitin)کوئیتن یوبی پیشبرو  (1985

(Christensen et al., 1992) باشد. با این حال، استفاده می

های بالای متابولیکی و اثرات هزینه های دائمیپیشبراز 

رو در نامطلوب پلیوتروپی را به دنبال داشته است. از این

القایی و اختصاصی  هایپیشبرمهندسی ژنتیک استفاده از 

های مورد گیری ژن مطلوب در بافتبافت، برای هدف

ی یک جزء ضروری نظر یا تحت شرایط اختصاص

های که نه تنها اینکه مانع از هزینه شودمحسوب می

تا حدودی  شود بلکهمتابولیکی بالا برای گیاه میزبان می

 Kasuga et) کندهای ایمنی زیستی را برطرف مینگرانی

al., 1999, Hsieh et al., 2002). 

سویا به منظور تولید و بهره برداری اقتصادی از روغن و 

شود. این گیاه همانند سایر گیاهان پروتئین کشت می

های آمینه گوگرددار خانواده نخود حاوی مقادیر کم اسید

-βو  (S 11))متیونین و سیستئین( است. گلایسینین 

های درصد پروتئین 70با اختصاص  (S 7)  نگلایسینیناک

های سیتوسولی دانه کل، دو رده اصلی پروتئین ایخیرهذ

-β. پروتئین (Birt et al., 2004)روند سویا به شمار می

تشکیل شده است  ‘β, α, αاز سه زیر واحد  ینیننگلایسکا

آن داری مقادیر بسیار کم اسیدهای آمینه  βکه زیرواحد 

گوگرددار )کمتر از یک درصد( است و افزایش این 

ای سویا را به دنبال تواند افزایش کیفیت تغذیهپروتئین می

های مختص دانه با پیشبرداشته باشد. بنابراین استفاده از 

های ها در توسعه تکنولوژی تولید لگومگوممنشاء ل

به منظور بهبود کیفیت پروتئین دانه مفید  تراریخته

 باشد.می

 β- کانگلایسینین زیر واحد آلفا یک پیشبر مختص بذر

ها محور لپه بیان باشد که طی توسعه بذر در کوتیلدونمی

شود که در بذرهای ترنسژنیک در مراحل مختلف می

 ,.Nishizawa et al)ن آن تعیین شده است توسعه دانه بیا

. اطلاعات تنظیمی برای بیان اختصاصی بافت در (2003

جفت بازی ناحیه  250تقریبا در  کانگلایسینین-β پیشبر

فرادست نقطه شروع رونویسی قرار دارد. همواره 

ای های مولکولی در جهت بهبود خصوصیات تغذیهتکنیک

روش های مورد استفاده سویا کاربرد داشته است یکی از 
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در جهت افزایش محتوی اسیدهای آمینه سولفوردار مانند 

های حاوی متیونین متیونین در بذر سویا انتقال و بیان ژن

. در (Kim et al., 2004)باشد بالا از جمله دلتا زئین می

از سویا رقم ایرانی  کانگلایسینین-βاین پژوهش پیشبر 

یت به همراه ژن دلتا زئین جداسازی شده و در نها "کتول"

همسانه  pBI121برای مطالعات بعدی در ناقل گیاهی 

سازی شد. این جداسازی برای اولین بار از ارقام بومی 

ایران صورت گرفته و امید بر این است در غنی سازی بذر 

جهت مصرف  ای سویابه منظور بهبود خصوصیات تغذیه

 خوراک دام و طیور مفید واقع شود.

 
  هاو روشواد م

 

 های مورد استفاده ناقلمواد گياهی، باکتری و 

و گونه  "کتول"در این تحقیق گونه سویا زراعی، رقم 

ژنومی  DNAبرای استخراج " KE72012"ذرت رقم 

-XLIسویه  E. coliهای مورد استفاده استفاده شد. باکتری

Blue و  Agrobacterium tumefaciens سویهLBA4404 

ان برای پلاسیمدهای نوترکیب استفاده شد. به عنوان میزب

پلاسمیدهای مورد استفاده در این تحقیق شامل 

ا نشانگر انتخابی مقاومت به ب pTZ57R/Tپلاسمیدهای 

حامل نشانگر انتخابی  pBI121 سیلین و ناقل گیاهیآمپی

های به کار رفته . آنزیمشدمقاومت به کانامایسین استفاده 

 .شدتهیه  Rocheدر این تحقیق از شرکت 

 

 یسينينکانگلا-βالی پيشبر سازی و آناليز توهمسانه

نگلایسینین از بانک اک-βتوالی مربوط به ژن 

گرفته   GU723691با شماره دسترسی NCBIاطلاعاتی

ای پلیمراز با استفاده از آغازگرهای واکنش زنجیرهشد. 

 (F1, R1) نگلایسینینکا-βاختصاصی طراحی شده برای 

میکرولیتری  25(. ترکیب واکنش 1)جدول  انجام شد

، DNAنانوگرم  15پلیمراز،  Taqحاوی یک واحد آنزیم 

میلی  dNTP (10ر، یک میکرولیتر آغازگنانوگرم  60

 5/2مول(، میلی 15) 2lCgMمیکرولیتر  2مولار(، 

چرخه و هر چرخه  35در  PCR (10X)میکرولیتر بافر 

درجه، یک دقیقه  95شامل یک دقیقه دمای واسرشته شدن 

ثانیه دمای  30درجه و یک دقیقه و  58دمای چسبیدن 

گراد انجام شد. قطعه تکثیر شده به درجه سانتی 72تکثیر 

واکنش اتصال، سازی شده و جفت بار خالص  961طول 

های مستعد، با استفاده از روش مخلوط حاصل به سلول

های کلونی .(An 1987)شوک حرارتی تراریزش شد 

حاصل از تراریزش  XL1-Blueسویه  E- coliنوترکیب 

گرم میلی 100مخلوط اتصال روی محیط انتخابی حاوی 

های سیلین رشد کرده و پس از انتخاب کلونیبر لیتر آمپی

و هضم  PCRحاوی ژن مورد نظر ، به روش کلونی 

نگلایسینین توسط دو اک-βآنزیمی، قطعه مربوط به ژن 

هضم و خالص سازی گردید.  SacІو  HindІІІآنزیم 

برای توالی یابی به شرکت  pTZ-Pcong پلاسمید نوترکیب

-β پیشبرتکاپوزیست ارسال شد. آنالیز توالی 

ای نگلایسینین با استفاده از پایگاه دادهکا

(http://plantpan.mbc.nctu.edu.tw/) PlantPAN  انجام

 شد.

 بيانی  ناقلساخت 

بیانی اختصاصی بذر،  ناقلنظور ساخت در این تحقیق به م

 پیشبرحاوی ژن دلتا زئین تحت کنترل  pBI121بیانی  ناقل

β-نگلایسینین و ترمیناتور نوپاالین سانتاز سااخته شاد.     اک

باا شاماره     NCBIتوالی ژن دلتا زئین از باناک اطلاعااتی  

از گیااه   DNAاساتخراج  گرفته شد.  AF461049دسترسی 

ای واکانش زنجیاره  شاد و   استخراج KE72012ذرت رقم 

پلیمراز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی طراحای شاده   

(. ترکیب 1انجام شد )جدول  (F2, R2) ژن دلتا زئین برای

 Taqمیکرولیتااری حاااوی یااک واحااد آناازیم  25واکاانش 

، یااک آغااازگرنااانوگرم  DNA ،60 نااانوگرم 15پلیمااراز، 

 2lCgMر میکرولیتا  2 میلی ماولارdNTP (10  ،)میکرولیتر 

 35در  PCR (10X)میکرولیتار باافر    5/2میلی مول(،  15)

چرخه شامل یک دقیقه دمای واسرشته شادن  چرخه و هر 
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درجه و یک دقیقه  60درجه، یک دقیقه دمای چسبیدن  95

پاس از   درجاه ساانتی گاراد انجاام شاد.      72دمای تکثیار  

اطمینان از اینکه پرایمرهای طراحی شاده قاادر باه تکثیار     

ذکر شده با آنازیم   PCRورد نظر می باشند واکنش پیشبر م

 (High fidelity PCR)دارای خاصایت تصاحیح کننادگی    

و  F1 ،R1هاای  انجام شد. باند حاصل از تکثیر با آغاازگر 

، از روی F2 ،R2هاای  نیز باند حاصل از تکثیر باا آغاازگر  

ساازی گردیاد. محصاول خاالص     ژل آگارز جدا و خالص

نسبت ماولی مسااوی مخلاوط    م به شدة این دو قطعه با ه

 قطعاه شدند و به عنوان الگو برای اتصال آنهاا و سااخت   

با استفاده از  SOEing PCRدر  ژن دلتا زئین/پیشبرهیبرید 

و قطعاه  ، مورد استفاده قرار گرفتناد  R3و  F3 هایآغازگر

(. 1)جادول   تکثیار گردیاد   Cong-CZموسوم باه  مربوطه 

وی یاک واحاد آنازیم    میکرولیتری حاا  25ترکیب واکنش 

High fidelity PCR ،15  نااانوگرمDNA ،60  نااانوگرم

 2/3میلاای مااولارdNTP (10  ،)آغااازگر، یااک میکرولیتاار 

میکرولیتار باافر    5/2میلای ماول2MgCl (15    ،)میکرولیتر 

PCR (10X) (. 2باشد )برنامه دمایی طبق جدول می 
 

 

پژوهشنام و توالی آغازگر های مورد مطالعه در  -1جدول 

Table 1. Primer sequences used in this study

 primer نام آغازگر sequence توالی

5’HindІІІ site ATTATATCAAAATGGCAAAAAC-3’ F1: conGly-P-F 

5’ SacІ site TGAGACAGAAACTGATGCCAGG-3’ R1: conGly-TP-R 

5’- HindІІІ site ACGCATATTCCAGGGCACTTG-3’ F2: Zein-F 

5’- SacІ site TATCTAAAATGCAGCACCAACAAAG-3’ R2: Zein-R 

5’ HindІІІ site TGGAATATGCGTTGGACAGAAACTGATGCCAGG-3’ F3: Fusion-R 

5’- SacІ site AGTTTCTGTCTCACGCATATTCCAGGGCACTTG-3’ R3: Fusin-F 

 

 SoEing PCRبرای استفاده شده  چرخه هایبرنامه  -2جدول 

Table 2. Cycles used in SoEing PCR 
 گراد(دما )درجه سانتی  زمان تعداد چرخه

 94 دقیقه 2 1

 

10 

 94 ثانیه 30

 50 دقیقه 1

 72 دقیقه 2

 

15 

 94 ثانیه 30

 55 ثانیه 30

 72 ثانیه 30دقیقه و  1

 72 دقیقه 15 1
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همسانه سازی  pTZ57R/Tابتدا در ناقل  Cong-CZقطعه 

صحت ناقل نوترکیب حاصل  اولیه شد. پس از تایید

(pTZ-Cong-CZ)های برشی ، هضم آنزیمی با آنزیم

HindІІІ  وSacІ  انجام شد و قطعهCong-CZ  در جایگاه

پس از حذف پیشبر  pBI121متناظر با ناقل دوگانه 

CaMv35S  و ژنGUS های همسانه سازی شد. کلونی

حاصل از تراریزش مخلوط  pBI121-Cong-CZ نوترکیب

لیتر میلی گرم بر 50وی محیط انتخابی حاوی اتصال ر

، قطعه مورد نظرهای حاوی و کلونیکانامایسین رشد کرده 

توسط دو آنزیم  و هضم آنزیمی PCRبه روش کلونی 

HindІІІ  وSacІ .د نوترکیب حاصلپلاسمی انتخاب شدند 

(pBI121-Cong-CZ)  درAgrobacterium tumefaciens 
کلیه مراحل بر شد.  یهمسانه ساز LBA 4404سویه 

 (Sambrook et al., 1989)های اساس دستورالعمل

 گردید.

 
  وبحث نتایج

 

 نکانگلایسيني-βتعيين صحت جداسازی پيشبر 

 جفت باز 961کانگلایسینین با اندزه -β پیشبرقطعه 

 .(1)شکل  شناسایی شد F1,R1 توسط آغازگرهای

در نظر گرفته شد از  پیشبرای که برای طراحی محدوده

 به 2559تا  2494یه حنا بود که 2494تا 1598نوکلئوتید 

 (.اسید آمینه 21عنوان سیگنال پپتید در نظر گرفته شد )

 . سازی شد همسانه pTZ57R/Tداخل پلاسمید  پیشبر

باند تایید شده و ظهور  PCRهای مثبت با کلنی کلونی

های هضم آنزیمی توسط آنزیم ی در اثرجفت باز961

HindІІІ  وSacІ  در پلاسمید  پیشبرحضورpTZ  را به

 . اثبات رساند

 ينينکانگلایس-βپيشبر  بررسینتایج مربوط به 

یابی، بررسی توالی حاصل در بانک پس از دریافت توالی

 964که این قطعه نشان داد  PLANTPANاطلاعاتی 

و  (ATG)جفت باز دارد که شامل نقطه آغاز رونویسی 

 CAAT (9مانند جعبه  هاپیشبراساسی  عنصرچندین 

تا  -84در محدوده  TATA (TATAAA)تکرار( و جعبه 

های مختص بذر سایر موتیف(. 3شد )جدول بامی -90

که از اجزای تنظیمی مورد  Skn-1(GTCAT)مانند موتیف 

تا  -87شد در محدوده بامینیاز برای بیان در آندوسپرم 

 G. جعبه شناسایی شد -605تا  -670و  -92

(CACGTA)  تشخیص داده  -264تا  -258در محدوه

ء شده در که در بیان القا W (TGACG)عبه ج عنصر. شد

قرار  -121تا  -116در محدوده  ،زخم شناسایی شده اثر

در  RY(CATGCA)دارد. و به طور مشابه، موتیف 

گلایسینین پیشبر بتا کاندر توالی  -276تا  -270محدوده 

ان داد که حضور چند کپی . این مشاهدات نششناسایی شد

نگلایسینین کا-β یشبرپهای مختص بذر در از موتیف

 ممکن است مسئول عمل اختصاصی آن باشد.

 

 
 

 

 
 

 

 

 

: نشانگر 1انگلایسینین در سویا. ک -βشناسایی پیشبر   -1شکل 

( ، Fermentasشرکت  1kb ladder) DNAاندازة وزن ملکولی 

 DNAبدون استفاده از  PCRنش : واک3کانگلایسینین،  -β: پیشبر 2

 .الگو

Fig 1: Identification of β-Conglycinin seed specific 

promoter in soybean 
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 نکانگلایسینی -β مختص بذر پیشبرهمسانه سازی شده توالی  اجزای موجود بر روی -3جدول 

Table 3. Sequence analysis of β-Conglycinin seed specific promoter

 

 رفرنس تیفموقعیت مو توالی موتیف نام موتیف نوع موتیف

 

 موتیف های اساسی

 (Forde et al., 1985) -90تا  -TATA TATAAA 84جعبه 

 (Forde et al., 1985) 209تا  -CAAT CAAT 205جعبه 

 

 

 

 

 

 

 

 موتیف های مختص بذر

Skn-1 GTCAT 87-  92تا- (Blackwell et al., 1994) 

 ,Kawagoe and Murai 1992) -211ا ت -E ACCCATCAAG 201جعبه 

Stålberg et al., 1996) 
 ,Eulgem et al., 2004) -121ا ت -W TGACG 116جعبه 

Nishiuchi et al., 2004) 
محل اتصال فاکتور رونویسی 

SEF4 

GCATTTTTATCA 79-  90-تا (Allen et al., 1989) 

Alpha 4 محل اتصال ،

 SEF1فاکتور رونویسی 

AACCCAAACCCA 
 

 (Allen et al., 1989) -204ا ت -165

 (Bobb et al., 1995) -276ا ت -RY CATGCA 270موتیف 

عنصر تنظیمی دخیل در بیان 

 اختصاصی بذر

AAAGAA 13-  19تا- (Bobb et al., 1995) 

 

 

 

 

 

 سایر موتیف ها

 (Ogawa et al., 2003) -276ا ت -ABRE TACGTG 270موتیف 

محل اتصال فاکتور رونویسی 

MYB 

TAACTG 510- 516ا ت- Ogawa et al., 2003)) 

 ARE TGGTTTموتیف 
 

 (Ogawa et al., 2003) -272ا ت -266

 Argüello-Astorga and) -275ا ت -LAMP CCAAAACCA 266عنصر

Herrera-Estrella 1998) 

 Argüello-Astorga and) -209ا ت -TCT TCTTAC 204موتیف 

Herrera-Estrella 1998) 

 (Milisavljević et al. 2004) -259ا ت -G CACGTA 253جعبه 

 

دوگانه بيانی گياهی  ناقل نتایج مربوط به ساخت

 مختص بذر

بیانی اختصاصی بذر، قطعه ژن دلتا  ناقلبه منظور ساخت 

جفت باز در ذرت شناسایی شد )شکل  409زئین با اندازه 

ود یک سیگنال پپتیدی وج SMART(. پایگاه داده ای 2

از  85تا  22( در موقعیت نوکلئوتیدی اسید آمینه 21)

توالی ژن مذکور را مشخص کرد و با توجه به اینکه پیشبر 

β-  کانگلایسینین با در نظر گرفتن سیگنال پپتید جداسازی

شده بود، بنابراین طراحی آغازگر برای ژن دلتا زئین بدون 

در نظر گرفتن ناحیه سیگنال پپتید در نظر گرفته شد. قطعه 

همراه قطعه ژن دلتا زئین پس از خالص سازی از ژل به 

کانگلایسینین با آغازگرهای  -βجفت بازی پیشبر  961

F3,R3  توالی محل اتصال دو  2به هم متصل شد در شکل

کانگلایسینین/ ژن دلتا زئین با  -βقطعه هیبرید پیشبر 

در  .توالی آغازگرهای طراحی شده نشان داده شده است

باز  34 برگشتی، طول آغازگر SoEing PCRبرنامه 

 5'این آغازگر مکمل ابتدای  5'باز انتهای  12، که باشدمی

باشد. علاوه بر آن ژن زئین بعد از حذف سیگنال پپتید می

باز طراحی شد به  34آغازگری به طول  برای ژن دلتا زئین

سیگنال پپتید  3'باز آن، همپوشان با انتهای  13طوریکه 

این بدین ترتیب انتظار بر  کانگلایسینین بود. -βپیشبر ژن 

بود که بعد از تکثیر اولیه و بدست آوردن دو محصول 

PCR  پیشبرβ-  دلتا زئین به صورت کانگلایسینین و ژن

 باز همپوشان باشد. 25جداگانه دو قطعه تکثیر شده شامل 

 (Cong-CZ) جفت بازی 1370در نهایت حضور قطعه 

 (. 2صحت آنرا تایید کرد )شکل 
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 -β: پیشبر 3زئین در ذرت،  : ژن دلتا2( Fermentasشرکت  1kb ladder) DNA: نشانگر اندازة وزن ملکولی PCR : 1محصول  الف( -2شکل 

 الگو. DNAبدون استفاده از  PCR: واکنش 5مرا سیگنال پپتید و ژن دلتا زئین هکانگلایسینین به  -β: اتصال پیشبر 4کانگلایسینین، 

برای تایید  SacІو  HindІІІهای : هضم آنزیمی توسط آنزیم2( Fermentasشرکت  1kb ladder) DNAدازة وزن ملکولی : نشانگر ان1ب( 

هضم شده با  pBI121: ناقل گیاهی 4ضم نشده، ه (pBI121-Cong-CZ) ب: پلاسمید نوترکی3، (pBI121-Cong-CZ)پلاسمید نوترکیب 

  هضم نشده. pBI121: ناقل دوگانه SacІ 5و  HindІІІهای آنزیم

انگلایسینین/ ژن ک -β: محل اتصال دو قطعه هیبرید پیشبر 1انگلایسینین به همراه سیگنال پپتید و ژن دلتا زئین. ک -βمحل اتصال دو توالی پیشبر  ج(:

 باشد.ایتالیک مناطق همپوشان می های. توالیSoEing PCRبرای  برگشتی: توالی آغازگر 3: توالی آغازگر ریورس برای ژن دلتا زئین. 2دلتا زئین. 
Fig 2. Confirmation of isolation and junction of β-conglycinin promoter containing signal peptide and zein gene 

fragments using SOEing PCR and construction of recombinant plasmid pBI121-cong-CZ. 

 

 

 

از ناقل  CaMV35S به همراه GUSحذف کاست ژنی 

در اثر هضم آنزیمی توسط آنزیم های  PBI121گیاهی 

HindІІІ  وSacІ  جفت بازی تایید  2645با ظهور قطعه

جفت بازی از ژل خالص سازی 1370شد. سپس قطعه 

تحت  PBI121 (-GUS)پلاسمید نوترکیب  شده ودر

ا ببت ترمیناتور نوپالین سنتتاز قرار گرفت. کلونی های مث

در  جفت بازی 1370باند تایید شده و ظهور  PCRکلنی 

 SacІ و  HindІІІ هایاثر هضم آنزیمی توسط آنزیم

لتا دنگلایسینین به همراه ژن کا -βر پیشبحضور کاست 

 (.2ا به اثبات رساند )شکل ر PBI121زئین در پلاسمید 

 

نگلایسینین از کا -βبذر  مختص طالعه پیشبردر این م

گونه گیاهی سویا رقم ایرانی کتول جداسازی شد و آنالیز 

نشان داد که این توالی شامل چندین موتیف  آنتوالی 

 -β پیشبردر توالی . باشدر اختصاصی بذر مییشبپ

شناسایی شد که  Skn-1 گلایسینین دو تکرار از موتیفکان

این موتیف همراه با فاکتورهای رونویسی افزایش دهنده 

برای کنترل بیان اختصاصی  (SPA)ای پروتئین ذخیره

 پیشبردر  Skn-1شد. موتیف بامیآندوسپرم ضروری 

 Washida)های بسیاری از غلات شناسایی شده است ژن

et al., 1999,. Fauteux and Strömvik 2009, Gu et al., 

  بحث

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
95

.5
.2

.1
4.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
13

 ]
 

                             7 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1395.5.2.14.1
http://gebsj.ir/article-1-155-en.html


 و همکاران رباطصبوری   ....شناسایی، جداسازی و بررسی توالی

 

 194  1395 ستانپاییز و زم /2ماره ش /5دوره  /و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی 

 

برای کنترل بیان ژن در طی جنین  RYموتیف  .(2010

 -β پیشبرشد. آنالیز توالی بامیضروری زایی و بلوغ بذر 

نگلایسینین حضور دو کپی از این موتیف را نشان داد کا

 ,.Fauteux et al)که در آرابیدوپسیس تالیانا یک کپی 

از  (Sohrabi et al., 2015)و در گیاه کلزا سه کپی  (2008

-Gار از موتیف دو تکر این موتیف مشاهده شده است.

box  پیشبردر توالی β- نگلایسینین وجود دارد که برای اک

بیان ژن در استرس های مختلف مانند نور و اسیدآبسزیک 

شد. اغلب گزارشات نشان دادند که اسید بامیضروری 

آبسزیک یک فاکتور مهم در تنظیم بیان ژن در طی بلوغ 

. (Ng et al., 2004, Ross and Shen 2006)شد بامیبذر 

نگلایسینین شامل کا -βاستخراج شده از  برپیشهمچنین 

باشد که هسته توالی می TACGTGدو کپی از موتیف 

چهار تکرار  شد.بامیپاسخ به اسیدآبسزیک  ABRE عنصر

نین یافت شد نگلایسیکا -βپیشبر در  TGCAاز موتیف 

ای هسته DNAهای متصل شونده به که در اتصال پروتئین

 (Vincentz et al., 1997, Wu et al., 2000) .نقش دارند

 عنصر، Gهای درگیر در پاسخ به نور مانند باکس موتیف

LAMP  و موتیفTCT  پیشبردر توالی β- سینین نگلایکا

یک  شناسایی شد. بسیاری از مطالعات نشان دادند که نور

-های دخیل در سنتز پروتئیندر تنظیم بیان ژن فاکتور مهم

 ,Tang et al., 2003)شد بامیای بذر های ذخیره

Hacham et al., 2013). 

جفت باز از توالی  660( حدود 2007سایین و همکاران )

کانگلایسینین را جداسازی کردند که نتایج آنالیز  -βپیشبر 

کانگلایسینین چندین موتیف مختص بذر  -βیشبر توالی پ

، AGCCAهای ، موتیفRYهای تکراری مانند موتیف

 Eو باکس  ACGTهای ، موتیفTACACATهای موتیف

. در تحقیق حاضر (Caiyin, et al. 2007)را نشان داد 

کانگلایسینین که از  -βجفت باز از پیشبر  960حدود 

سازی شده که جدا "کتول"گیاه سویا رقم بومی 

 Gو باکس  Skn-1های مختص بذر بیشتری مانند موتیف

تواند در کارایی عملکرد این شناسایی شد که این می

پیشبر برای اهداف مهندسی ژنتیک موثر باشد. ناقل 

دوگانه بیانی گیاهی ساخته شده در این پژوهش چندین 

شود از جمله، با توجه به اینکه استفاده مزیت را شامل می

های متابولیکی بالا و اثرات ای دائمی هزینهز پیشبرها

نامطلوب پلیوتروپی را برای گیاه به دنبال داشته است 

در جهت  نگلایسینینکا -βاستفاده از پیشبر مختص بذر 

تواند مفید واقع شود. با توجه های تراریخته میتولید لگوم

های آمینه ضروری مانند به اینکه سویا از لحاظ اسید

باشد و هر ساله هزینه زیادی یونین و سیستئین فقر میمت

های آمینه سنتتیک برای مصرف کنجاله سویا صرف اسید

شود، ژن دلتا زئین استفاده شده در خوراک دام و طیور می

تواند در جهت افزایش بیان اسیدآمینه در این ناقل می

 متیونین بذر مفید واقع شود.
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