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 بذری پيطبزّای تَالی بِ اتصال با کِ است رًٍَیسی فاکتَرّای اس یکی LEC2 رًٍَیسی فاکتَر

 رٍش کٌار در رًٍَیسی فاکتَر ایي اس استفادُ. ضَدهی دستی پایيي ّایصى بياى سبب

 هذت طَلاًی سهاى حذف بِ تَجِ با را بذری پيطبزّای ارسیابی سهاى تَاًذهی آگزٍایٌفيلتزیطي

 کٌتزل تحت صى بذری بياى بَدى اختصاصی تحقيق ایي در. دّذ کاّص بذردّی تا دائن اًتقال

 بزگْای در GUS صى بياى آًاليش اس استفادُ با گلزًگ گياُ اس جذاساسی اس پس FAD2-1 پيطبز

 جذا قطعِ ایي کِ داد ًطاى FAD2-1 پيطبز یابیتَالی ًتایج. گزفت قزار ارسیابی هَرد تَتَى

 جْت. است بذر در اختصاصی بياى بزای اساسی عٌاصز حاٍی FAD2-1 صى بالادست اس ضذُ

: گزدیذ طزاحی صًی کاست دٍ FAD2-1 صى پيطبز در بذری بياى بَدى اختصاصی سزیع ارسیابی

-pBI دٍم صًی کاست ٍ FAD2-1) صى پيطبز ٍ GUS صى)  pFAD2-GUS اٍل صًی کاست

LEC2  (صى LEC2 ٍ 35 پيطبزS .)ٍکتَر در جذاگاًِ صَرت بِ صًی ّایکاست pBI121 کلَى 

 عولکزد سزیع بزرسی هٌظَر بِ. ضذًذ هٌتقل آگزٍباکتزیَم EHA105 سَیِ بِ ًْایت در ٍ ضذُ

 تٌظين اس پس ٍ ضذُ کطت ٍ آهادُ جذاگاًِ بصَرت ساسُ دٍ حاٍی ّایآگزٍباکتزیَم پيطبز، ایي

 تشریق تَتَى بزگْای بِ ٍ هخلَط ّن با هساٍی ًسبت بِ OD600=0.6 رٍی بز کطت دٍ ّز غلظت

 تشریق بزگْای در رًگهطاّذُ  عذم ٍ دٍ ساسُ+یک ساسُ با ضذُ تشریق بزگْای ضذى آبی با. ضذ

 کِ ددا ًطاى ًتایج. ضذ تایيذ پيطبز ایي بذری بياى بَدى اختصاصی دٍ ساسُ یا یک ساسُ با ضذُ

 صًْای بياى سبب بذری صًْای بالادست در خاظ ّایتَالی ضٌاسایی با LEC2 رًٍَیسی فاکتَر

 ّوزاُ بِ LEC2 رًٍَیسی فاکتَر کِ کٌذهی پيطٌْاد تحقيق ایي ایٌزٍ اس .ضَدهی دستی یييپا

 عٌَاى بِ بالقَُ کِ قطعاتی تایيذ در سزیع ٍ کارا ابشاری عٌَاى بِ تَاًذهی آگزٍیٌفيلتزیطي رٍش

 .ضَد استفادُ ضًَذ،هی جذاساسی بذری پيطبز

 

 َای کلیذی ياصٌ
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  مقدمه

پیـجشٞب داساي ا٘ٛاع ٔتفبٚتی ٞؼتٙذ. ٔفیذتشیٗ پیـجشٞب دس 

ٞبیی ٞؼتٙذ وٝ دس ثبفت خبف ٚ ٔشحّٝ یب ٟٔٙذػی ط٘تیه آٖ

ؿٛ٘ذ. تؼذاد صیبدي اص  ٔشاحُ سؿذي خبكی دس ٌیبٜ فؼبَ ٔی

ٞبي ٌیبٞی ٔختّف  ٞبي ثزسي دس ٌٛ٘ٝ وٙٙذٜ پشٚتئیٗ ٞبي وذ طٖ

شثٛط ثٝ آٟ٘ب ٔٙدش ثٝ ؿٙبػبیی ػٙبكش ؿٙبػبیی ؿذٜ ٚ پیـجش ٔ

( Trans-acting( ٚ ػٙبكش فؼبَ تشا٘غ )Cis-acting) فؼبَ ػیغ

ٞبي ٔختق ثزس دس ٟٔٙذػی  دسٌیش دس ثیبٖ طٖ ؿذٜ اػت. پیـجش

ط٘تیه ٚ تِٛیذ ٌیبٞبٖ تشاسیختٝ ثٝ ٔٙظٛس افضایؾ تِٛیذ تشویجبت 

ي دا٘ٝ داسٚیی یب كٙؼتی ٚ ٕٞچٙیٗ ثشاي افضایؾ ویفیت تغزیٝ ا

 (.SabooriRobat et al., 2017ؿٛد ) اػتفبدٜ ٔی

فبوتٛسٞبي سٚ٘ٛیؼی یىی اص ػٛأُ اكّی دخیُ دس 

افضایؾ/وبٞؾ ٚ یب ثیبٖ/ػذْ ثیبٖ یه طٖ دس یه ثبفت خبف 

ٞبي ٌیبٞی دس یه ثبفت خبف ٞؼتٙذ. اختلبكی ثٛدٖ ثیبٖ طٖ

ثؼتٍی ثٝ ٚخٛد ٕٞیٗ فبوتٛسٞبي سٚ٘ٛیؼی داسد. فبوتٛسٞبي 

وٙٙذ، لبدس ثٝ اتلبَ ثٝ ٘ٛاحی سا فؼبَ ٔی IIٔشاص ٛیؼی وٝ پّیسٚ٘

ٔتٙٛػی دس پبییٗ یب ثبلا دػت ٔحُ ؿشٚع سٚ٘ٛیؼی 

(Transcription Start Site  یبTSS ٞؼتٙذ. ٚلتی ایٗ ٘ٛاحی )

ثبؿٙذ، ثٝ ػٙٛاٖ پیـجشٞبي ٔدبٚس  TSS ( ثٝ ٘مغbp100±ٝ٘ضدیه )

وٝ اٌش ایٗ فبكّٝ صیبد ِیؿٛ٘ذ. دس حبثٙذي ٔیٚ پبییٗ دػت عجمٝ

 دٞٙذٜ( ثٝ ػٙٛاٖ ػٙلش افضایؾ bp10000±تب  bp100±ثبؿذ )ثیٗ 

(Enhancerپبییٗ دػت/ثبلادػت خٛا٘ذٜ  ٔی ) ٖٛٙؿٛ٘ذ. تبو

٘ٛوّئٛتیذي ثیٗ ٔحُ  تٛافمی دس ٔٛسد حذالُ یب حذاوثش فبكّٝ

)وٝ فبوتٛسسٚ٘ٛیؼی آٖ سا  TSS اتلبَ فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی ٚ ٘بحیٝ

وٙذ( كٛست ٍ٘شفتٝ اػت. ایٗ فبكّٝ ػٕذتب ٚاثؼتٝ ثٝ َ ٔیوٙتش

 (Carlberg et al., 2016)ػبختبس ػٝ ثؼذي وشٚٔبتیٗ اػت 

ٞبي تٙظیٕی ثؼیبس ٟٕٔی ( ٘مؾLeafy Cotyledon2) LEC2طٖ 

ٞٓ دس ٔشاحُ اِٚیٝ ٚ ٞٓ دس ٔشاحُ ا٘تٟبیی تٛػؼٝ خٙیٗ دس ٌیبٜ 

فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی  (.Sandra et al., 2001آساثیذٚپؼیغ داسد )

LEC2 ٖٞبي پشٚتئیٗ خذا ؿذٜ اص آساثیذٚپؼیغ ثبػث ثیبٖ ط

صایی ػٛٔبتیىی ٚ ثزسي ایٗ ٌیبٜ ؿذٜ ٚ ٘مؾ وّیذي دس خٙیٗ

(. Sandra et al., 2007وٙذ )سػیذٌی ثزٚس آساثیذٚپؼیغ ایفب ٔی

( ایٗ Ectopicاص وشچه ٘یض خذا ؿذٜ ٚ ثیبٖ ) LEC2ٕٞچٙیٗ طٖ 

ٞبي دخیُ دس ٔؼیش ٘یض ثبػث افضایؾ ثیبٖ طٖطٖ دس آساثیذٚپؼیغ 

ٞبي ثیٛػٙتضي اػیذٞبي چشة ٚ دس ٘تیدٝ تـىیُ ثیـتش ا٘ذأه

 ,.Hyun et alٞبي تشاسیختٝ ؿذٜ اػت )سٚغٙی دس آساثیذٚپؼیغ

2013 .) 

ٞب دس ٟٔٙذػی ط٘تیه اٞذاف ٔتٙٛػی د٘جبَ اص ا٘تمبَ ٔٛلت طٖ

ٞبي ط٘ی اػت صٜؿٛد. یىی اص ایٗ اٞذاف اسصیبثی ػشیغ ػبٔی

(Nishiuchi et al., 2004 ا٘تمبَ ٔٛلت طٖ فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی .)

LEC2 ؿبٖ ٞبیی وٝ دس ثبلادػتٞبي تٛتٖٛ ثٝ ٕٞشاٜ طٖثٝ ثشي

پیـجشٞبي ثزسي داؿتٙذ ٘ـبٖ داد وٝ آٌشٚایٙفیّتشاػیٖٛ ٕٞضٔبٖ 

ٞبي ٔؼیش ػبخت اي وٝ طٖایٗ فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی ثٝ ٕٞشاٜ ػبصٜ

ٞب داساي پیـجشٞبي ثزسي ثٛد٘ذ( ٔٙدش ي طٖ)ٕٞٝسا داسد  3أٍب

( ٚ DHAثٝ ػبخت دٚ اػیذ چشة دٚوٛصاٍٞضائٙٛئیه اػیذ )

ؿٛد ٞبي تضسیك ؿذٜ ٔی( دس ثشيEPA)  ایىٛصاپٙتبئٙٛییه اػیذ

(James et al., 2010ٖٕٞچٙیٗ آ .)تٛاٖ اص ٞب ٘تیدٝ ٌشفتٙذ وٝ ٔی

ي یه ٞذف ایٗ ػیؼتٓ ثٝ ػٙٛاٖ یه سٚؽ لبثُ اعٕیٙبٖ ثشا

تٛاٖ خٟت آ٘بِیض اػبػی ثٟشٜ ٌشفت آٟ٘ٓ ایٙىٝ اص ایٗ طٖ ٔی

ٞبیی وٝ داساي پیـجشٞبي ثزسي ٞؼتٙذ لجُ اص كحت ػبخت ػبصٜ

 ,.James et alؿشٚع فشآیٙذٞبي صٔب٘جش ا٘تمبَ دائٓ ثٟشٜ ثشد )

2010 .) 

ٞذف ایٗ پظٚٞؾ ایٗ اػت وٝ ثب اػتفبدٜ اص یه ػیؼتٓ ػبدٜ ٚ 

بكی پیـجشٞبي ثزسي سا ثب اػتفبدٜ اص سٚؽ ثیبٖ ػشیغ، ثیبٖ اختل

ٞب ٔٛسد اسصیبثی لشاس دس ثشي LEC2ٔٛلت ٚ ثٟشٜ ٌیشي اص طٖ 

)وٝ ثبػث اِمبي  LEC2دٞیٓ. ثذیٗ ٔٙظٛس اص فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی 

ؿٛد( ٚ آٌشٚایٙفیّتشیـٗ ٞبي داساي پیـجش ثزسي ٔیثیبٖ طٖ

كی ثٛدٖ ٞبي ط٘ی( خٟت اثجبت اختلب)خٟت ا٘تمبَ ٔٛلت ػبصٜ

وٝ ثشاي اِٚیٗ ثبس اص ٌّشً٘ خذا   FAD2-1ثیبٖ ثزسي پیـجش طٖ 

 ؿذٜ، اػتفبدٜ ؿذ. 

 

  َا ريش ي مًاد

یبثی تٛاِی تٙظیٕی دس اِٚیٗ ٌبْ ثٝ ٔٙظٛس خذاػبصي ٚ ٔـخلٝ

ػبختٝ ؿذ. ایٗ سٚؽ  Genome walkerوتبثخب٘ٝ  FAD2-1 طٖ

ٙبختٝ ٞبي ٟٔٓ ثشاي ؿٙبػبیی ٘بحیٝ ط٘ٛٔی ٘بؿیىی اص سٚؽ
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ٞبي ثشؿی ؿذٜ ٔجٙی ثش اػتفبدٜ اص آ٘ضیٓاعشاف یه ٘بحیٝ ؿٙبختٝ

ط٘ٛٔیه اػتخشاج  DNAٚ اتلبَ آداپتٛس اػت. دس ایٗ سٚؽ اثتذا 

ٞبي ٔحذٚدٌش ٔٛسد ثشؽ لشاس ؿذٜ اص ٌیبٜ ٌّشً٘ تٛػظ آ٘ضیٓ

ٌشفتٝ ٚ ػپغ ثٝ آداپتٛسٞب ثشاي ػبخت وتبثخب٘ٝ ط٘ٛٔی ٔتلُ 

ـجش ثشاي طٖ ٔٛسد ٘ظش ثب اػتفبدٜ اص ؿٛد. ٟ٘بیتب تىثیش پیٔی

آغبصٌشٞبي اختلبكی ٔجتٙی ثش ٘بحیٝ اثتذایی طٖ )اٌضٖٚ اَٚ( ٚ 

ٌیشد. ٔشاحُ ایٗ سٚؽ آغبصٌشٞبي ٔجتٙی ثش آداپتٛس كٛست ٔی

ثشؽ خٛسدٜ ٚ اتلبَ ثٝ  DNAاي اص ٔجتٙی ثش ػبخت وتبثخب٘ٝ

 (.Khakdan et al., 2017آداپتٛس ٚ ػپغ تىثیش تٛاِی اػت  )

ط٘ٛٔی ثب  DNAثٝ ٔٙظٛس اػتخشاج  :صوًمی DNAاستخزاج 

ٞبي خٛاٖ ٌّشً٘ ثب اػتفبدٜ اص ویت ویبطٖ ویفیت اص ثشي

ٞبي اػتخشاج ؿذٜ ثش سٚي طَ ٕ٘ٛ٘ٝ DNAاػتخشاج ؿذ. ویفیت 

آٌبسص یه دسكذ ٔٛسد اسصیبثی لشاس ٌشفت. ٕٞچٙیٗ ثشاي تؼییٗ 

 وٕیت اص دػتٍبٜ ٘ب٘ٛدساح اػتفبدٜ ؿذ.

ثشؽ  DNAاي اص ثشاي ػبخت وتبثخب٘ٝ :صوًمی DNAبزش 

ثشاي ایدبد ا٘تٟبي چؼجٙذٜ  EcoRIخٛسدٜ ثٝ وٕه آ٘ضیٓ ثشؿی 

ػبػت ا٘دبْ ٌشفت. ػپغ ثشاي  16دسخٝ ثٝ ٔذت  37دس دٔبي 

دسكذ اػتفبدٜ  2/1تبییذ ثشؽ حبكّٝ اص اِىتشٚفٛسص طَ آٌبسص 

ثشؽ خٛسدٜ ٘یض ثب اػتفبدٜ اص ویت  DNAػبصي ؿذ. خبِق

 وت تشٔٛفیـش( ٚ ثشاػبع دػتٛساِؼُٕ ٔشثٛط ا٘دبْ ؿذ.)ؿش

3 اي ثب تٛاِیآداپتٛس دٚ سؿتٝ
'
H2N CCCGACCAAATT-5

' ٚ 
 5'-ACTATAGTGACTGCTGGTCGAGGGCCCGGGCTGGT-3' 

-خٛسدٜ ٔتلُ ؿذ. لاصْ ثٝ روش اػت وٝ اص آ٘دبییثشؽ DNAثٝ 

ٌٛ٘ٝ اتلبَ اػت ِزا ٞیچ OHوٝ ا٘تٟبي آداپتٛس وٛچىتش فبلذ 

 15ثذیٗ ٔٙظٛس ثشاي یه ٚاوٙؾ  پزیشد.داپتٛسي كٛست ٕ٘یآ

 6( ٔمذاس 150ngط٘ٛٔیه ثشؽ خٛسدٜ ) DNAٔیىشِٚیتشي اص 

ٔیىشِٚیتش،  1( ثٝ ٔمذاس units/µl 10ِیٍبص ) T4ٔیىشِٚیتش، آ٘ضیٓ 

ٔیىشِٚیتش  8( ٔمذاس 10pmolٔیىشِٚیتش ٚ اص آداپتٛس ) 2ثبفش آ٘ضیٓ 

دسخٝ  16بػت دس دٔبي ػ 18-16ثشداؿتٝ ٚ ػپغ ثٝ ٔذت 

ٌشاد لشاس دادٜ ؿذ. پغ اص عی ٔذت صٔبٖ روش ؿذٜ اثتذا ػب٘تی

ٌشاد لشاس دسخٝ ػب٘تی 70دلیمٝ دس دٔبي  5ٞب ثٝ ٔذت تیٛح

 -20ٔیىشِٚیتش سػب٘یذٜ ٚ دس دٔبي  70ٌشفتٝ ٚ دس پبیبٖ ثٝ حدٓ 

 ٌشاد ٍٟ٘ذاسي ؿذ. دسخٝ ػب٘تی

ثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛ ثشاي ٔتلُ ثٝ آداپتٛس  DNAدس ایٗ ٔشحّٝ اص 

اي پّیٕشاص اي پّیٕشاص اػتفبدٜ ؿذ. ٚاوٙؾ ص٘دیشٜٚاوٙؾ ص٘دیشٜ

دس دٚ ٔشحّٝ كٛست ٌشفت. دس ٔشحّٝ اَٚ اص آداپتٛس آغبصٌش ثٝ 

ػٙٛاٖ آغبصٌش ثشٌـت ٚ آغبصٌشٞبي اختلبكی ثٝ ػٙٛاٖ آغبصٌش 

اي پّیٕشاصي سفت اػتفبدٜ ؿذ. ٔشحّٝ دْٚ ؿبُٔ ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ

ٔحلَٛ ٚاوٙؾ  30/1ٚ  20/1، 10/1ٞبي سلت اػت وٝ اص

اي پّیٕشاص دس ٔشحّٝ اَٚ ثٝ ػٙٛاٖ اٍِٛ ثشاي آغبصٌشٞبي ص٘دیشٜ

ثٝ ػٙٛاٖ آغبصٌش سفت، آداپتٛس آغبصٌش ثٝ  2اختلبكی ؿٕبسٜ 

اي ػٙٛاٖ آغبصٌش ثشٌـت اػتفبدٜ ؿذ. تٛاِی آغبصٌشٞبي آؿیب٘ٝ

  ثٝ تشتیت ثٝ كٛست صیش ثٛد:ٔٛسد اػتفبدٜ 

CAGCTTTGGTCTCGGAGGCAGACATAC:Fad2-1R 

ٚFad2-1L: CCCTCCTCCTCCCATCTTGCTTTCAAC  

ٔحلٛلات تىثیشؿذٜ حبكُ اص  : T/A vectorساسی در َمساوٍ

 pTG19-T PCR cloningدْٚ دس ٘بلُ وّٛ٘یًٙ  PCRٚاوٙؾ 

vector ٝ٘ػبصي ؿذ٘ذ.ؿشوت ٚیٛا٘تیغ ٕٞؼب 

 خٟت :pFAD-GUSي  pBI-LEC2ساخت ساسٌ َای وُایی 

وٝ حبٚي  pGH-LEC2، ثشؽ پلاػٕیذ pBI-LEC2ػبخت ػبصٜ 

خفت ثبص اػت ثٝ ٕٞشاٜ 1122ثٝ عَٛ  LEC2لغؼٝ ػٙتض ؿذٜ 

ا٘دبْ ؿذ )ؿىُ   BamHI-SacIٞبي ثب آ٘ضیٓ  pBI121پلاػٕیذ 

 pBI121خفت ثبصي ٚ  1122(. پغ اص ثٝ دػت آٚسدٖ لغؼٝ 1

ثب  ٚ پلاػٕیذ LEC2، اتلبَ ثیٗ لغؼٝ GUSخغی ؿذٜ ٚ فبلذ 

 pBI-LEC2ا٘دبْ ؿذ ٚ ػبصٜ حبكُ  T4DNA ligaseاػتفبدٜ اص 

 LEC2خفت ثبصي  1122٘بٍٔزاسي ؿذ. خٟت تبییذ حضٛس لغؼٝ 

اػتفبدٜ ؿذ.   BamHI-SacIاص ٞضٓ آ٘ضیٕی  pBI-LEC2دس 

 pBI121ٞضٓ آ٘ضیٕی پلاػٕیذ  pFAD-GUSخٟت ػبخت ػبصٜ 

خفت ثبصي  871ا٘دبْ ؿذ تب لغؼٝ  HindIII-BamHIٞبي ثب آ٘ضیٓ

اص پلاػٕیذ خبسج ؿٛد.  CaMV35sحبٚي پیـجش 

ثشؽ یبفتٝ ٚ  HindIII-BamHI٘یض ثب   pTG19-pFADپلاػٕیذ

دسٖٚ پلاػٕیذ  pFAD2-1خفت ثبصي حبٚي پیـجش  1046لغؼٝ 

 PCRآٔبدٜ ؿذٜ دس ٔشحّٝ لجُ وّٖٛ ٚ ثب  pBI121خغی ؿذٜ 

 تبییذ ؿذ.
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خفت ثبص( ٚ پلاػٕیذ 1122ثٝ عَٛ  LEC2)حبٚي لغؼٝ ػٙتض ؿذٜ  pGH-LEC2(. ثشؽ پلاػٕیذٞبي B, C, Dٞبي ط٘ی )( ٚ تبئیذ ػبصAٜعشح ؿٕبتیه ) -1ضکل 

pBI121-GUS  ٓٞبي ثب آ٘ضیBamHI-SacI   ٝخفت ثبصي  1122خٟت وّٖٛ لغؼLEC2  ٖثٝ خبي طGUS(Bٝتبییذ وّٖٛ لغؼ ،) خفت ثبصي  1122LEC2  دسpBI-

LEC2 ٓٞبي ثب آ٘ضیBamHI-SacI (Cثشؽ پلاػٕیذ ، )pTG19-pFAD   ثبHindIII-BamHI  ٝخفت ثبصي پیـجش  1046خٟت وّٖٛ لغؼpFAD2-1  ثٝ خبي پیـجش

35s  دسpBI121 (D) 
Figure 1- Final schematic figure (A) and confirmation of gene constructs (B,C,D). Digestion of pGH-LEC2 plasmid (including LEC2 

synthesized fragment, 1122bp) and pBI121-GUS plasmid with BamHI-SacI for cloning of 1122bp LEC2 fragment instead of GUS gene (B), 

approving 1122bp LEC2 fragment in pBI121 with BamHI-SacI digestion (C). pTG19-pFAD  digestion with HindIII-BamHI for cloning of 

1046bp pFAD2-1 promoter fragment instead of 35s in pBI121 (D) 

 

ٞبي )ػٛیٝ آٌشٚثبوتشیْٛ :GUSایىیفیلتزاسیًن ي آسمًن سىجص  

EHA105 وـت ؿجب٘ٝ دس ٔحیظ )LB  ٝٔبیغ پغ اص سػیذٖ ث

OD=0.6  سا سػٛة دادٜ ٚ ػپغ ثٝ ٔیضاٖ حدٓ ثشاثش دس ٔحیظ

 ,D-D-Glucose=5gr/L,MES=500mMایٙفیّتشاػیٖٛ )

Na2HPO4=50mM, pH5 ً٘حُ ؿذٜ ٚ ثب اػتفبدٜ اص ػش )

ٞبي خٛاٖ ٚ ؿبداة تٛتٖٛ ایٙفیّتشٜ ٌشدیذ. ػپغ ثٝ ثشي ا٘ؼِٛیٗ

ٌشاد دسخٝ ػب٘تی 25ثؼذ اص ػٝ سٚص لشاسٌیشي دس تبسیىی ٚ دٔبي 

لشاس ٌشفت. خٟت آصٖٔٛ  GUSلغؼبت ثشٌی آٔبدٜ ػٙدؾ 

ػبػت 24ٞبي ایٙفیّتشٜ ؿذٜ ثٝ ٔذت لغؼبت ثشي GUSػٙدؾ 

خٟت لشاس ٌشفتٝ ٚ ػپغ ثٝ ٔذت ػٝ سٚص  X-Glucدس ٔحَّٛ 

 حزف سً٘ ػجض صٔیٙٝ ثب اتبَ٘ٛ ٔغّك ؿؼتـٛ ؿذ.

 

  ي بحثوتایج 

 

ٌیبٜ   FAD2-1طٖ  :FAD2-1آوالیش بیًاوفًرماتیکی پیطبز صن 

اػت وٝ  2ایضٚفشْ طٖ اػیذ چشة دػبچٛساص 11ٌّشً٘ یىی اص 

LB  NPTII  CaMV35s LEC2 CDs   RB 

Nos 
promoter  

Nos 
terminator 

Nos 
promoter  

BamHI SacI 

pBI-LEC2 

LB   NPTII   pFAD2-1 GUS CDs    RB 

Nos 

promoter  
Nos 

terminator 
Nos 

promoter  

BamHI HinDIII 

pFAD2-GUS 

A 

LB   NPTII   CaMV35s GUS CDs    RB 

Nos 

promoter  
Nos 

terminator 
Nos 

promoter  

pBI121 

1046bp 

2880bp 
3000bp 

2000bp 

1500bp 

1000bp 

D C B 
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تٛاِی (. Cao et al., 2013ؿٛد )فمظ دس ثزس ٌّشً٘ ثیبٖ ٔی

ٞبي اعلاػبتی ٜ دس ثب٘هیبثی لغؼٝ خذا ؿذحبكُ اص تٛاِی

PlantPan2.0, PlantCare  ٚPLACE َٚ(. ٘تیدٝ 1آ٘بِیض ؿذ )خذ

( ؿبُٔ ٘مغٝ آغبص 2)ؿىُ  bp1003آ٘بِیض ٔب ٘ـبٖ داد وٝ لغؼٝ 

  CAAT (4( ٚ ػٙبكش پبیٝ پیـجشٞب ٔب٘ٙذ خؼجٝ ATGتشخٕٝ )

 -45دس ٔحذٚدٜ   TATTA( ٚ خؼجٝ Forde et al.,1985تىشاس( )

ٞبي تىشاسي ٞبي ٔختق ثزس ٔب٘ٙذ تٛاِیؿذ. ٔٛتیفثبٔی -50تب 

RY (Bob et al.,1995 ٝخؼج ،)GATA (Milisavljević et al., 

 SEF4 (Allen et al.,1989 ،)DOFCORE(، ٔٛتیف 2004

(Yanagisawa and Schmidt 1999 ٚ )EBOX (Stålberg et 

al.,1996 َٚوبسوشد  1( دس ایٗ تٛاِی ٘یض ؿٙبػبیی ؿذ. دس خذ

ثب  FAD2-1ٞبي ؿٙبػبیی ؿذٜ دس تٛاِی پیـجش طٖ یش ٔٛتیفػب

آٚسدٜ  PlantPan2.0, PlantCare  ٚPLACEاػتفبدٜ اص پبیٍبٟٞبي 

 ؿذٜ اػت.

 
: ٘ـبٍ٘ش ا٘ذاص٠ ٚصٖ ّٔىِٛی 1ٌّشً٘.  FAD2-1ؿٙبػبیی پیـجش طٖ  -2ضکل 

DNA (1kb ladder  ؿشوتFermentas، )2 ٖتىثیش پیـجش ط :FAD2-1  ٗدس دٚٔی

PCR  3 ٝتىثیش لغؼبت ثب اػتفبدٜ اص آداپتٛس ٔتلُ ؿذٜ ث :DNA  ٗاٍِٛ دس اِٚی

PCR .)ٜثٝ عٛس ٔؼَٕٛ اػٕیش دس ٘بحیٝ تىثیش ؿٛ٘ذ( 
Figure 1- Identification of FAD2-1 gene promoter from 

safflower. 1: 1kb DNA ladder (Fermentase company), e 2: 

FAD2-1 gene promoter amplification in second PCR, 3: 

amplification of the fragments with DNA-adaptor sample in first 

PCR (usually as smear) 

 

ٞبي اعلاػبتی خفت ثبصي دس ثب٘ه 1003آ٘بِیض لغؼٝ 

PlantPan2.0, PlantCare  ٚPLACE  ٝ٘ـبٖ داد وٝ ایٗ لغؼ

ایٙىٝ ایٗ لغؼٝ  داساي ػٙبكش پیـجشٞبي ثزسي اػت أب ثب تٛخٝ ثٝ

ؿٛد، سا ؿبُٔ ٔی  FAD2-1خفت ثبص اص ثبلادػت طٖ  1003تٟٙب 

٘یض ضشٚسي اػت.  In Vivoپغ آ٘بِیض وبسوشد ایٗ لغؼٝ دس ؿشایظ 

خفت ثبصي  1003ثب لغؼٝ  GUSثش ٕٞیٗ اػبع ا٘تمبَ ٔٛلت طٖ 

ا٘دبْ ؿذ تب دس  LEC2)پیـجش ثزسي( ثٝ ٕٞشاٜ فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی 

خفت ثبصي تبییذ 1003، ثیبٖ ثزسي لغؼٝ GUSكٛست ثیبٖ طٖ 

 ٌشدد.

ٔـبٞذٜ  1ٕٞب٘غٛس وٝ دس خذَٚ  : GUSوتایج آسمًن سىجص 

ؿٛد، پیـجشخذا ؿذٜ داساي ػٙبكش ٔٛسد ٘یبص ثشاي ثیبٖ ثزسي ٔی

ثبؿذ أب خٟت اثجبت وبسوشد ٔٛثش ایٗ ٞبي پبییٗ دػت خٛد ٔیطٖ

ٚ  GUSطٖ ) pFAD2-GUSٞبي خٛاٖ تٛتٖٛ ثب ػبصٜ پیـجش، ثشي

ٚ  LEC2)طٖ  pBI-LEC2( ٚ ػبصٜ دْٚ FAD2-1پیـجش طٖ 

تضسیك ؿذ. پغ اص ٌزؿت دٚ سٚص ٚ  ( ثٝ عٛس ٕٞضٔب35Sٖپیـجش 

حزف سً٘ صٔیٙٝ ثشي ثب اتبَ٘ٛ ٔغّك ٘ٛاحی وٝ سً٘ آثی ٌشفتٝ 

٘ـبٖ داد وٝ فبوتٛس  GUSثٛد٘ذ ظبٞش ٌشدیذ٘ذ. ٘تبیح ػٙدؾ 

دػتی ٞباي پبییٗتٛا٘ذ ػجت ثیبٖ طٖٔی LEC2سٚ٘ٛیؼی 

ؿٛد. ٕٞب٘غٛس وٝ دس  GUSپیـجشٞبي ثزسي ٚ ثذ٘جبَ آٖ ثیبٖ طٖ 

ؿٛد لغؼبت ثشي تضسیك ؿذٜ ثب ایٗ دٚ ٘یض ٔـبٞذٜ ٔی 3ؿىُ

وٝ ؿذ دس حبِی GUSػبصٜ )ثٝ كٛست ٕٞضٔبٖ( ػجت ثیبٖ طٖ 

ثٝ ػٙٛاٖ ؿبٞذي ٔجٙی ثش ػذْ ٘ـت  pFAD2-GUSایٙفیّتشاػیٖٛ 

 Shah et( دس ثبفت ثشٌی ا٘دبْ ٌشدیذ )Promoter leakageپیـجش )

al., 2015 ٖػذْ ثیبٖ ط .)GUS  ٖپغ اص ایٙفیّتشٜ ٕٞضٔبpFAD2-

GUS  ایٗ اعٕیٙبٖ سا ثٝ ٔب داد وٝ ایٗ پیـجش ٞیچٍٛ٘ٝ ثیب٘ی سا دس

ؿٛد. ایٗ آصٖٔٛ ٘ـبٖ داد وٝ آٌشٚایٙفیّتشٜ ا٘ذاْ ثشٌی ػجت ٕ٘ی

ثب دٚ ٘ٛع  ٞبي خٛاٖ( ثشيCoinfiltrationوشدٖ ٕٞضٔبٖ )

ٞؼتٙذ ثٝ  35Sثب پیـجش  LEC2آٌشٚثبوتشیْٛ )آٟ٘بیی وٝ حبُٔ طٖ 

تٛا٘ذ ٞؼتٙذ( ٔی GUSٕٞشاٜ آٟ٘بیی وٝ حبُٔ پیـجش ثزسي ثب طٖ 

ٞب ؿٛ٘ذ. ایٗ ٘تبیح ٘ـبٖ ٚ آثی ؿذٖ ثشي GUSػجت ثیبٖ طٖ 

تٛاٖ ثب احتٕبَ صیبد دس اِٚیٗ ٌبْ ثٝ ساحتی دٞذ وٝ ٔیٔی

یه پیـجش سا ثذٖٚ ٘یبص ثٝ ا٘دبْ ٔشاحُ اختلبكیت ثیبٖ ثزسي 

ثش ا٘تمبَ دائٓ تب ثزسٌیشي تٟٙب دس چٙذ سٚص ٚ ثب سٚؿی ثؼیبس صٔبٖ

 آػبٖ ا٘دبْ داد.

 LEC2ٔغبِؼبت اِٚیٝ ٘ـبٖ دادٜ اػت وٝ فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی 

وٝ دس  B3ثیـتشیٗ ؿجبٞت سا ثٝ فبوتٛسٞبي سٚ٘ٛیؼی ٘بحیٝ 

 ,.Sandra et alداساػت )ٔشاحُ اِٚیٝ تٛػؼٝ ثزٚس ٘مؾ داس٘ذ سا 

سٚ٘ٛیؼی دسٌیش  وٝ ایٗ طٖ ثٝ عٛس ٔؼتمیٓ ثش٘بٔٝ( ثغٛسي2001

 ,.Siobhan et alوٙذ )دس ٔشحّٝ ٕ٘ٛي سػیذٌی دا٘ٝ سا وٙتشَ ٔی

-ٞبي ٔخٕش ٚ ػٙدؾٞبي اتلبَ دس ػَّٛ(. ٘تبیح آصٔبیؾ2005

ٞبي ٔشثٛط ثٝ ا٘تمبَ تحشن اِىتشیىی ٘ـبٖ داد وٝ فبوتٛس 
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ؿٛد ٔتلُ ٔی RYثٝ عٛس اختلبكی ثٝ ػٙبكش  LEC2سٚ٘ٛیؼی 

(Che et al., 2009 آ٘بِیضٞبي ثیٛا٘فٛسٔبتیىی ایٗ تحمیك ٘یض .)

لغؼٝ خذا ؿذٜ  -276تب  -270سا دس ٘بحیٝ   RYٚخٛد یه ػٙلش 

 دٞذ.٘ـبٖ ٔی

 

 FAD2-1ٞبي ٔشتجظ ثب ثیبٖ ثزسي، ؿٙبػبیی ؿذٜ دس تٛاِی پیـجش طٖ ٔٛتیف -1جذيل
Table1- Identified motifs for seed expression from FAD2-1 gene promoter sequence.  

  PUBMED ID تعذاد تًالی مًتیف وام مًتیف کارکزد مًتیف

   TATABOX TATTA اخضاي ٞؼتٝ ٔشوضي ؿشٚع سٚ٘ٛیؼی

 napA RYREPEATBNNAPA CATGCA 1 10480393ٔٛتیف ثیبٖ ٔختق ثزس دس طٖ 

11029704 

ٞبیی اػت وٝ دس پیـجش ثبػث ثیؾ ثیبٖ ٘بحیٝ یىی اص ٔٛتیف

پبییٗ دػت پیـجش ٌشدیذٜ، ثب ٘ٛس تٙظیٓ ٌشدیذٜ ٚ دس ثیبٖ 

داسد. ؿىُ ٌیشي ػبختبس ػٝ ثؼذي ثیٗ  ٔختق ثبفت ٘مؾ

HvMYB3  ٛدیٍش فبوتٛسٞب دس وٙتشَ سٚ٘ٛیؼی دس ثزٚس خ ٚ

 دسٌیش٘ذ.  

GATABOX GATA 8 2535536 

2152164 

2651885 

12139008 

15084732 

16762033 

5ي تٛاِی تٛافمی یبفت ؿذٜ دس ٘بحیٝ
طٖ ثتب وبٍ٘لایؼیٙیٗ  '

 ؿٛدػٛیب وٝ فمظ دس ثزٚس ػٛیب تِٛیذ ٔی

SEF4MOTIFGM7S RTTTTTR 2 2535514 

1893110 

رست. ثشخی اص ایٗ  Dofٞبي ٘بحیٝ ٔشوضي ثشاي اتلبَ پشٚتئیٗ

 ( فمظ دس آ٘ذٚػپشْ ثزس ثیبٖ داس٘ذ.PBFٞب )ٔثُ پشٚتئیٗ

DOFCOREZM AAAG 1 10074718 

10758479 

ٞبیی وٝ ثٝ كٛست تشا٘غ ثش ٔٛتیف ٔٛخٛد دس پیـجش پشٚتئیٗ

 ٌزاس٘ذ.ٞبي ٔختق دیٛاسٜ ػِّٛی اثش ٔیتِٛیذ پشٚتئیٗ

TAAAGSTKST1 TAAAG 6 11737782 

 TATABOXOSPAL TATTTAA 1 11971135 

ٞبي ػیتٛوشْٚ. ٔحُ دس ٘بحیٝ پیـجشي طٖ IIػٙلش ٔٛلؼیت 

 ٚ دسٌیش دس ثیبٖ ٔختق ٔشیؼتٓ ٚ ثؼبن TCPاتلبَ دٚٔیٗ 

SITEIIATCYTC TGGGCY 1 16113211 

16760496 

ثبػث تِٛیذ آِفب آٔیلاص دس  GAخؼجٝ پشیٕیذیٙی وٝ ثب اِمب تٛػظ 

 ٌشدد.ٞبي آِٛسٚ٘ی ثزس ٔیلایٝ

PYRIMIDINEBOXOSRAMY
1A 

CCTTTT 2 9506846 

12226491 

 ROOTMOTIFTAPOX1 ATATT 1 7581519 ٔٛتیف داساي ٘مؾ دس اختلبكیت ثیبٖ دس ا٘ذاْ

تٛاِی ٔؼئَٛ ثشاي فؼبِیت پیـجشي ٔختق ثبفت طٖ ٍِٛٔیٗ 

 ٘خٛد

CAATBOX1 CAAT 4 2710102 

دسٌیش دس افضایؾ فؼبِیت ثیب٘ی طٖ ٚ اختلبكیت ثیبٖ طٖ 

ZM13  دس ٌشدٜ رست 

QELEMENTZMZM13 AGGTCA 1 9747811 

. دسٌیش rbcsاص  IIثٝ خؼجٝ  GT-1ٔٛتیف ضشٚسي ثشاي اتلبَ 

 یه ػَّٛ خبفدس ٔىب٘یؼٓ وٙتشِی ثیبٖ طٖ دس 

GT1CORE GGTTAA 2 8955086 

ٔٙدش ثٝ ثیبٖ دائٕی آٖ دس  extAحزف ایٗ ٔٛتیف اص پیـجش طٖ 

 ٞب ٌشدیذ.تٕبْ ثبفت

NRRBNEXTA TAGTGGAT 1 9687071 

 Brassica napus EBOXBNNAPA CANNTG 2 8818291اي دس طٖ پشٚتئیٗ رخیشٜ E-boxٔٛتیف 

15821875 

 SORLIP1AT GCCAC 1 16284311 ٞبي اِمب ؿٛ٘ذٜ ثب ٘ٛسیىی اص ٔٛتیف

14681527 

ٓ ثشاي فؼبِیت اختلبكی یىی اص دٚ ػٙلش تٙظیٕی ٚاثؼتٝ ثٝ ٞ

 دس ٌشدٜ ٌٛخٝ lat52طٖ 

POLLEN1LELAT52 AGAAA 2 9678581 

14976239 

 NTBBF1ARROLB ACTTTA 1 10072394 ق ثبفت ٚ اِمب ثب اوؼیٗػٙلش ٔٛسد ٘یبص ثشاي ثیبٖ ٔخت
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تضسیك  pFAD2-GUS +pBI-LEC2ثب ػبصٜ   ٞبي وٝ(، ثشيAایٙفیّتشٜ ؿذ٘ذ ) pFAD2-GUSي ٞبیی وٝ ثب ػبصٜٞبي تضسیك ؿذٜ. ثشيدس ثشي GUSػٙدؾ  -3ضکل

 (Dٞبي وٝ ثب آة تضسیك ؿذٜ ا٘ذ )( ٚ ثشيCتضسیك ؿذ٘ذ ) pBI121(، ثشٌٟبیی وٝ ثب ػبصٜ Bؿذ٘ذ )
Figure 3- GUS assay in infiltrated leaf. Infiltrated leaf with pFAD2-GUS construction (A), Infiltrated leaf with pFAD2-GUS +pBI-LEC2 

(B) infiltrated leaf with pBI121 (C) and infiltrated leaf with water (D) 

 

 

دس آ٘بِیض ٔؼیشٞبي ٔتبثِٛیىی  LEC2اػتفبدٜ اص فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی 

حبٚي چٙذیٗ طٖ، لجُ اص ا٘دبْ ٔشاحُ عٛلا٘ی ٔذت ا٘تمبَ دائٓ 

(. خیٕض ٚ ٕٞىبساٖ James et al., 2010لجلا ٌضاسؽ ؿذٜ اػت )

پٙح ط٘ی )حبٚي  ایٗ فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی ثشاي اسصیبثی ػبصٜ اص 2010

ٞبي خذیذي ثشاي ٔؼیش ػبخت پیـجشٞبي ثزسي( خٛد وٝ آ٘ضیٓ

وشد٘ذ، اػتفبدٜ وشد٘ذ اػیذٞبي چشة ص٘دیشٜ ثّٙذ سا وذ ٔی

(James et al., 2010ٜآ٘بٖ ٘ـبٖ داد٘ذ وٝ ثیبٖ ٔٛلت ػبص .)  آٟ٘ب

اػیذٞبي چشة ص٘دیشٜ  تٛا٘ذ ػجت ػبختٔی LEC2ثٝ ٕٞشاٜ طٖ 

 ٞبي تٛتٖٛ ؿٛد. ثّٙذ خذیذ دس ثشي

سٚؽ ٔتذاَٚ تؼییٗ اختلبكیت ثیبٖ ثزسي یه لغؼٝ خذا ؿذٜ 

یبثی ٚ آ٘بِیضٞبي ثیٛا٘فٛسٔبتیىی ایٗ اػت وٝ پغ اص تٛاِی

لشاس  GUS(، ایٗ لغؼٝ دس ثبلادػت یه طٖ ٘ـبٍ٘ش ٔثُ 1)خذَٚ

ٜ ٚ دس ٟ٘بیت ٌشفتٝ ٚ ػپغ ثٝ یه ٌیبٜ ٔذَ ا٘تمبَ دادٜ ؿذ

تشاطٖ ا٘دبْ ؿٛد.  F1دس ا٘ذاْ ٔختّف ٚ ثزٚس ٘ؼُ  GUSػٙدؾ 

ي یىی اص ٔؼبیت اكّی ایٗ سٚؽ صٔب٘جش ثٛدٖ فشآیٙذ ا٘تمبَ ػبصٜ

اػت. ٕٞچٙیٗ دس ایٗ سٚؽ اسصیبثی لبثّیت ثیبٖ  F1فٛق تب ٘ؼُ 

وٝ ثزسي یه لغؼٝ كشفب ثٝ یه ٌیبٜ ٔذَ ٔحذٚد ثٛدٜ دس حبِی

پیـجشٞبي ثزسي دس ٟٔٙذػی ط٘تیه ٚ تِٛیذ  ٔؼٕٛلا وبسثشد ایٗ

ٌیبٞبٖ تشاسیختٝ ثٝ ٔٙظٛس افضایؾ تِٛیذ تشویجبت داسٚیی یب 

اي دا٘ٝ اػت كٙؼتی ٚ ٕٞچٙیٗ ثشاي افضایؾ ویفیت تغزیٝ

(SabooriRobat et al., 2017 ثبیذ ثٝ ایٗ ٘ىتٝ ٘یض تٛخٝ داؿت .)

ثزسي دس وٝ فشآیٙذ اسصیبثی تٛا٘بیی ایفبي ٘مؾ كحیح یه پیـجش 

ٌیشي ٌیبٞبٖ صساػی ثذِیُ ٔـىلات ٔشثٛط ثٝ ا٘تمبَ طٖ ٚ ٘ؼُ

سػذ وٝ ثیبٖ (. ثٝ ٘ظش ٔیShah et al., 2015ثؼیبس ٔـىُ اػت )

ٔٛلت ایٗ فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی ثٝ ٕٞشاٜ ػبصٜ حبٚي لغؼٝ ٔٛسد ٘ظش 

ٞبي آ٘بِیض لغؼبت تٛا٘ذ ػجت حزف ٔحذٚدیتتحت ؿشایغی ٔی

س ٌیبٞبٖ ٔذَ ٚ چٝ دس ٌیبٞبٖ صساػی ثب ثیبٖ ثبِمٜٛ ثزسي چٝ د

ؿٛد ٞشچٙذ وٝ لبثّیت ٚ وبسایی ایٗ سٚؽ ثشاي ٔٛسد دْٚ ٘یبص ثٝ 

ٞبي ثیـتشي داسد. اص ایٙشٚ ٘تبیح ٔب ثشاي اِٚیٗ ثبس ٘ـبٖ داد ثشسػی

تٛاٖ اص ایٗ فبوتٛس سٚ٘ٛیؼی ثشاي ثشسػی وٝ ثب اعٕیٙبٖ ثبلایی ٔی

وٝ اص طْ٘ٛ ٌیبٞبٖ  كحت وبسوشد ٔٛثش پیـجشٞبي ثزسي ثبِمٜٛ

 ؿٛ٘ذ لبثُ اػتفبدٜ وشد.اػتخشاج ٔی

 سپاسگشاری

وشج ثٝ خٟت دس -پظٚٞـٍبٜ ثیٛتىِٙٛٛطي وـبٚسصي ایشاٖ اص

اختیبس ٟ٘بدٖ أىب٘بت ٚ ثٛدخٝ ایٗ تحمیك ٚ ٕٞچٙیٗ اص آلبي 

دوتش ٞٛؿًٙ ػّیضادٜ ػضٛ ٞیئت ػّٕی پشدیغ وـبٚسصي ٚ 

اختیبس لشاس دادٖ ثشخی ٔٙبثغ عجیؼی دا٘ـٍبٜ تٟشاٖ ثٝ خٟت دس 

 ؿٛد.ٔٛاد ػبخت وتبثخب٘ٝ ط٘ٛٔی ػپبػٍضاسي ٔی
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LEC2 as a transcriptional factor attaches to seed-specific promoters and induces the expression of 

downstream genes. Analysis of permanent gene transfer in plants is time-consuming and has long 

process. Using this transcription factor along with the agroinfiltration method can reduce significantly the 

time of seed specific promoter evaluation. In this research, seed specificity of FAD2-1 promoter, isolated 

from safflower plants, was studied by GUS expression analysis in tobacco leaves. Fad2-1 promoter 

sequence analysis indicated that this promoter is containing essential elements for seed-specific function. 

For analyzing FAD2-1 promoter function, we constructed two gene cassettes: pFAD2-GUS (GUS gene 

under the control of FAD2-1 promoter) and pBI-LEC2 (LEC2 gene under the control of CaMV35S 

promoter). These cassettes were cloned in pBI121 vector and transferred to Agrobacteriun tumefacience 

EHA105, separately. For seed-specific function analysis of FAD2-1 promoter in tobacco leaves, the 

overnight culture of Agrobacteriums were adjusted to OD600=0.6, mixed equally and then used to 

infiltrate into tobacco leaves. GUS assay analysis of infiltrated leaves indicated the specific expression of 

the reporter gene (GUS). Therefore, FAD2-1 promoter is suggested as a seed specific promoter. Our 

results suggest that LEC2 along with agroinfiltration method can use as a rapid and confident tool for 

verifying seed specific expression of any seed-specific promoters.  

  

Key words: Agroinfilteration, promoter analysis, seed promoter, LEC2 
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