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 چکيده
 بسیار امری بافت اختصاصی و قوی پروموترهای جداسازی و شناسايی ،عمومی پروموترهای مضرات از اجتناب جهت

 باشید میی  لوبیا بتافازئولین پروموتر بذری، قوی و اختصاصی پروموترهای از يکی است. ژنتیک مهندسی در وریضر و مهم
 تولیید  کیردن بهینیه  بیرای  پرومیوتر  ايین  از اسیتااد   کنید. میی  کنتیر   را لوبییا  بذر هایپروتئین درصد50 حدود بیان که

 بیواناورمیاتیکی  آنالیز بود. خواهد ماید نوترکیب هایپروتئین دتولی همچنین و ديگر گیاهان و لوبیا در بذری هایپروتئین
 کمیک  مصینوعی  پروموترهیای  سنتز همچنین و صحیح جداسازی ،هاآن ضعف و قدرت مورد در پیشگويی برای پروموترها
 قیرار  تحلیل و تجزيه وردم لوبیا گیا  بتافازئولین پروموتری هایتوالی پروموتر آنالیز یافزارهانرم لهیوسبه ابتدا کرد. خواهد
 فییاکتور ،G-box، E-box هییاآن نيتییرمهییم جملییه از سییی  فییاکتور۲0 از بییی  کییه داد نشییان حاصییل نتییاي  گرفییت.

RY،ACGTSEED2، و بیا   بییان  در کیه  دارد وجیود  بتافیازئولین  پرومیوتر  تیوالی  و...در اندوسپرم جعبه لگومین، جعبه 
 بیا  و شید  طراحیی  پرومیوتر  ايین  اختصاصی پرايمرهای بیواناورماتیکی آنالیز ي نتا به توجه با دارند. نق  آن اختصاصیت

 میورد  آن صیحت  تکثیرشد ، قطعه انداز  به توجه با و تکثیر لوبیا ژنومی DNA از موردنظر پروموتر یتوال هاآن از استااد 
 یهیا واکین   از اسیتااد   بیا  و دشی  کلون pTZ57R/T ناقل در موردنظر پروموتر توالی بعدی مرحله در گرفت. قرار ديیتأ

PCR بیذر  اختصاصیی  پرومیوتر  جداسیازی  تحقیی   ايین  از هید   کیه آنجیايی  از گرفیت.  قرار ديیتأ مورد آنزيمی هضم و 
ساب pBI121 گیاهی بیانی ناقل در موردنظر ةقطع لذا ،باشدمی ژنی هایساز  ةتهی در آن از استااد  و لوبیا از بتافازئولین

 شد. ديیتأ PCR و آنزيمی هضم با آن اي نت و شد کلون
 

 بیواناورماتیکی آنالیز بذری، پروموتر اختصاصی، پروموتر :کليدی هایواژه
 

   1 مقدمه
 در معمیو ا  کیه  CaMV 35S مثیل  عمیومی  پروموترهای

 طیور بیه  ،شوندیم استااد  وسیع طوربه گیاهی ژنتیک مهندسی
 و گییا   زندگی دور  تمام در را خود دستنيیپا یهاژن پیوسته

 زمان در موردنظر ژن تران  اگر که کنندیم بیان بافت ةهم در
 نتیییاي  احتمیییا ا شیییود، بییییان گییییا  از نادرسیییتی بافیییت و
 & Murn) شیود یمی  حاصل گیا  نموورشد در یانتظاررقابلیغ

(Rask, 1995. در را ژن بییان  ،بافت اختصاصی پروموترهای اما 
 تجمیع  بیرای  و کنید یمی  کنتیر   صیی خا نموی مرحله يا بافت

 و هیا و یی م و بیذور  ماننید  معیین  یهااندام در تراريخته محصو 
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 عملکیرد  افیزاي   و گییا   رشید  روی منایی  اثیر  هرگونیه  حذ 
 لییذا .(Haghand et al., 2009) دنییدیما خیلییی اقتصییادی
 امیر  يیک  اختصاصیی  حیا  نیدرع و قوی یپروموترها شناسايی
 از يکییی اسییت. امییروزی ژنتیییک مهندسییی در مهییم بسیییار

 Van) باشدمی فازئولینبتا بذری، قوی و اختصاصی پروموترهای

der geest & Hall., 1997). 
 کییه  اسییت  دهایییپپتیپلیی  از گروهییی اسییم  فییازئولین
  هسیتند  لوبییا  هیای دربیذر  ايیی ذخیر  اصلی هایگلیکوپروتئین

(P. vulgaris L.) هییایپییروتئین از درصیید50 حییدود در و 
 ايین  بیه  مربوط هایژن .دهدمی تشکیل را لوبیا ةسیدر هایبذر

 بیا ی  بییان  و هستند فازئولین پروموتر کنتر  تحت هاپروتئین
 دارنید  قیوی  پروموترهای که دهدمی نشان کنتر  تحت هایژن
(Ma & Bliss, 1978).  توتیون  و لوبییا  بیروی  کیه  مطالعیاتی 

 زئولینبتافییا پرومییوتر کییه داد  نشییان گرفتییهانجییام تراريخییت
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 هایبافت در لذا ،است بذر اختصاصی و قوی خیلی کنند تنظیم
 (Hall et al,. 1999). شودنمی بیان رويشی

 زيیادی  کاربرد اهانیگ بذر در هاژن تران  اختصاصی بیان
 ,.Keeler et al) دانیه  غیذايی  کیاییت  بهبیود  شیامل  که دارد

1997; Shintani & DellaPenna, 1998; Goto et al., 

1999; Ye et al., 2000)،  شید  آسییاب  یهیا دانیه  کیاییت 
(Barro et al., 1997) يیی دارو و صینعتی  ترکیبیات  تولیید  و 
(Cahoon & Shanklin, 2000) باشدمی. 

(De Jaeger et al, (2002 پرومییوتر یریکییارگب بییا 
 ختیه يترار یهیا دردانیه  ScFv بییان  افیزاي   باعی   بتافازئولین

 تحت ScFv که زمانی کردند اهد مش هاآن و شد آرابیدوپسی 
 از درصید  يک حدود تنها ،باشدمی 35S عمومی پروموتر کنتر 
 امیا  شیود، می بیان آرابیدوپسی  بذر در بذری هایپروتئین کل

 باعی   ،شید  جیايگزين  فیازئولین بتا اختصاصی پروموتر که زمانی
 هیای پیروتئین  کیل  از درصد5/36 به ScFv بیان میزان افزاي 
 .شد بذری

Van ooyen et al, (2006) و هییاميآنییز لیسییت 
 آمريکیا  متحد ا تيا پتنت تحت که مهم نوترکیب هایپروتئین
 گیاهیان  بیذور  در هیا پروتئین اين اکثر .کردند منتشر را هستند

 آنیییزيم بیییه لیسیییت ايییین در .شیییدندیمییی بییییان ختیییهيترار
 تحیت  آنیزيم  ايین  کیه  شید  شار ا نیز (LOX-3)ژنازیپواوکسیل

تیرا  بیذور  در را با يی بیان و دارد قرار فازئولینبتا قوی پروموتر
 .بود داد  نشان آرابیدوپسی  ختهير

Van Droogenbroeck et al, (2007) پرومیوتر  ايین  از 
 یهیا دردانیه  یبیاد یآنتی  Scfc-fv زنجییر   تجمیع  و انیب یبرا

 درصید 14 بییان  میزان و کردند استااد  آرابیدوپسی  تراريخت
 .کردند گزارش را محلو  ئینپروت کل از

 اسیتااد   بیا  بتافازئولین پروموتر آنالیز از آمد دستبه نتاي 
بیه  کیه  ACGTSEED2 فاکتور که داد نشان مختلف منابع از

 نقی   ،دارد وجیود  بتافیازئولین  پرومیوتر  در فیرد بهمنحصر طور
 دارد لوبییا  یهیا دردانیه  ژن ايین  اختصاصیی  بیان در را ایعمد 

.(Thomas, 1993) شییرو  ةنقطیی نزديکییی در فییاکتور نيییا 
 تنظیمیییی پیییروتئین اتصیییا  محیییل و دارد قیییرار رونويسیییی

MAT1(ROM1) منایی  تنظییم  پیروتئین  اين نق  که است 
 تنظیمیی  پیروتئین  بیه  اتصیا   صیورت  در پیروتئین  ايین  است.

PvALF بییان  کننید  فعا  و مثبت کنند میتنظ يک به تبديل 
 ROM1 تنظیمیی  پروتئین اتصا  با .شد خواهد بتافازئولین ژن
 یهاسلو  در بتافازئولین ژن بیان از ACGTSEED2 توالی به
 ،ديی آیمی  عمیل بیه  ممانعت پروکامبیوم و اپیدرمی یار یذخریغ

 ژن بیییان مکییانی بییودناختصاصییی در فییاکتور ايیین نيبنییابرا
  .(Chern et al., 1996) است مؤثر بتافازئولین

 یپروموترهییا یبییرا شیید تییهگا یهییاتيییمز بییه توجییه بییا
 ژن یپرومیوتر  ةیی ناح یبررسی  پیژوه   نيی ا در بذر، یاختصاص
 Phaseolus) ایلوب ا یگ از پروموتر نيا یجداساز و نیبتافازئول

vulgaris) یاهیی گ وکتور در آن نگیکلون و pBI121 آمیاد   و
یمی  که تاس بود  مدنظر یژن ساز  کي یپروموتر بخ  یساز
 ایی لوب ا یی گ بیذر  در بیی نوترک یهیا نیپیروتئ  دیی تول یبیرا  تواند

 .ردیگ قرار مورداستااد 

 

 هاروش و مواد
 رقیم  (P. vulgaris) ایی لوب یاهیگ نمونه از  یتحق نيا در
 است E. coli باکتری از ایسويه Xl-blue و شد استااد  صیاد
 سیويه  ايین  از کیار  مراحل تمام در و تهیه ژنسینا شرکت از که

 هیای پلاسیمید  و اولییه  هیای پلاسیمید  رینگهیدا  و تکثیر برای
 ناقیل  عنیوان بیه  pTZ57R/T دیپلاسیم  .شید  استااد  نوترکیب

 یسیاز همسیانه  بیرای  آن از و شید  تهیه فرمنتاز شرکت از اولیه
 مقاومت ژن دارای پلاسمید اين شد. گرفته بهر  نظرمورد ةقطع
 انعنیو بیه  (lacZ) گا کتوزيدازبتا ژن α بخ  و سیلینآمپی به

 pBI121 دوگانیه  پلاسیمید  از .باشید میی  انتخیابی  هیای نشانگر
 پلاسمید کامل توالی گرديد. استااد  گیاهی بیانی ناقل عنوانبه

pBI121 طو  به bp14758 بازيابی شمار  و AF485783 در 
 .باشدمی موجود NCBI اطلاعاتی بانک

 CDS کامل توالی لوبیا گیا  از بتافازئولین ژن انتخاب از پ 
 NCBI اطلاعییییاتیبانیییک  از j01263 بازيییییابی شیییمار   بیییا 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/)  اسیییییییتخرا 
 با ((AUG شرو  کدون با دست از باز جات1470 سپ  گرديد.
 نظیر  در بتافیازئولین  پرومیوتر  عنیوان به j01263 دسترسی شمار 

 تيسییییا از پرومییییوتر آنییییالیز منظییییوربییییه شیییید. گرفتییییه
(http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/) PlantPAN  استااد 

 و اسیتخرا   پروموترهیا  در موجیود  رونويسیی  هیای فاکتور سپ  شد.
مشیخ   رب ی عیلاو   سیايت  اين گرفت. قرار بررسی مورد هاآن کارکرد
 تشیخی   توانیايی  پرومیوتر،  در موجیود  رونويسیی  های فاکتور کردن
 میورد  یهیا تيسیا  همچنیین  و CpNpGIslands و تکیراری  نواحی
 سیییايتاز اسیییتااد  بیییا همچنیییین دارد. را هیییا miRNA هییید 

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/ht

ml) Plant CARE ) سیاير  در پرومیوتر  ايین  در موجود هایموتیف 
 ایبر سیپ   گرفیت.  قیرار  تحلییل  و تجزيیه  مورد گیاهی یهاگونه

 دموجو تطلاعاا از اسیتااد   بیا  موردنظر پروموتری ةناحی جداسازی
′5- تیییییییوالی بیییییییا فتر ختصاصیا یيمرهااپرNCBI در

3′-GAATTCATTGTACTCCCAGAAGCTTTAA و 
′5- تیییییییییییییییوالی بیییییییییییییییا برگشیییییییییییییییت

GAAAGAAGTGAGTGATATTAGTAGATCGGG

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/j01263
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html)/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html)/
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AGGT-3′ افییزارنییرم کمییک بییاgene runner, primer 3 و 
vector NT رفیت  پرايمیر  در کیه  اسیت  ذکیر  قابیل  .شد یطراح 

 بیرش  جايگیا   برگشیت  پرايمیر  در و HindIII آنزيم برش جايگا 
 وکتیور  در موجیود  برشیی  یهیا گیا  يجا بیا  متناسیب  XbaI آنزيم

pBI121 شد. اضافه 

 کشیت  MS محیط در لوبیا استريل بذرهای بعد ةمرحل در
 یهابرگ شدند. ظاهر آن یهابرگ هاته دو از پ  که شد داد 
 نگهیداری  -80 در DNA اسیتخرا   زمیان  تیا  و فريز شد ظاهر
 بیرای  شد. استخرا  CTAB روش به لوبیا ژنومی DNA شدند.
 بیا  مطاب  هاغلظت و مواد با PCR واکن  موردنظر ةقطع تکثیر

 شد. انجام ۲ جدو  با مطاب  برنامه و 1 دو ج
 

 PCR واکنش محلول µl 2۵ تهيه برای موردنياز مواد -1 جدول

Table 1. Materials required to prepare 25 μl of PCR reaction Solution 
واکنش در غلظت  

Concentration in the reaction 
ماده نام   

Material 

1X  PCR buffer 
0.2 mM  dNTP 

1.5 mM  MgCl2 
1U  Taq DNA Polymerase 

1µL   Genomic DNA 

10 pM  Forward primer 

10 pM  Reverse primer 
Up to volume  H2O (D.W) 

L µ25  Total volume 
 

 

 PCR مختلف مراحل دمایی یهاچرخه -2 جدول

Table 2. PCR thermal cycle stages 

 زمان
Time 

 دما 
Temperature 

 واکنش 
Reaction 

 چرخه 
Cycle 

4  Cº94  Initial denaturation  1 

40  Cº94  denaturation  (30 X)2 

40  Cº60.4  Annealing   

1:20  Cº72  Extension   

10  Cº72  Final Extension  3 

-  Cº4  
Finalhold 

 
 4 

 

 از استااد  با ژ  از PCR محصو  استخرا  بعد ةمرحل در
 در موردنظر ةقطع اتصا  برای گرديد. انجام کیاژن شرکت کیت

 کییت  دسیتورالعمل  طب  اتصا  واکن  pTZ57R/T پلاسمید
T/A در سیاعت  3تا۲ مدت برای ابتدا فرمنتاز شرکت کلونینگ 
 و شید  انجام c º4 یدما در شبکي مدتبه سپ  و اتاق دمای
 E. coli بیاکتری  از مسیتعد  یهیا سلو  ةیته با تراريختی عمل
 از پلاسییمید اسییتخرا  سییپ  شیید. انجییام XL1-Blue سويه
 بیا  موردنظر ةقطع وجود و پذيرفت صورت تراريخته یهایباکتر

 از اطمینان منظوربه شد. ديیتأ آنزيمی هضم و PCR از استااد 
 یبیرا  آمید  دستهب ةقطع نظر، مورد توالی ةمقايس و کار مراحل
دسیت بیه  توالی و گرديد ارسا  تکاپوزيست شرکت به يابیتوالی
 ةمرحلی  در شید.  مقايسیه  NCBI در موجیود  هیای توالی با آمد 

 یاهیییگ وکتییور در پرومییوتر ايیین کلونینییگسییاب بییرای بعییدی
pBI121 عمییومی پرومییوتر ابتییدا s35 ةانییداز بییا bp 835 بییا 

 نییز  و شد جدا وکتور اين از XbaI و HindIII یبرش هایآنزيم
 وکتییور از bp 1470 طییو  بییا بتافییازئولین پرومییوتر قطعییه

pTZ57R/T بیانی وکتور در و جداسازی pBI121 کلیون ساب 
 Hind و XbaI هایآنزيم از استااد  با کلونینگ صحت و گرديد

III واکین   همچنیین  و آنزيمیی  هضم واکن  توسط PCR  بیا 
 گرديد. ديیتأ شد  طراحی هایپرايمر از استااد 

 

 بحث و نتایج
 تیی موقع (1 )شیکل  plant pan تيسیا  از حاصیل   ينتیا 

 جملیه  از کیه  داد نشان را نظرمورد یتوال در موجود یهافیموت
 در هیا آن یهیا نقی   کیه  ريی ز یهیا فیی موت بیه  تیوان یم هاآن

 کرد. اشار  است شد  ديیتأ زین یقبل یهاپژوه 
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نشیان  پرومیوتر  ةهسیت  عنیوان به TATA جعبه سه وجود
 .باشدمی هاژن انیدرب نآ یبا  توان و پروموتر بودنیقو دهند 
 دورانیی  سیاختار  Li et al, (1998) گیزارش  طبی   اين رب علاو 

 پرومیوتر  در TATA جعبیه  حیاوی  ناحییه  در کیه  هیا نوکلئوزم
 یهیا ژن بییان  از جلیوگیری  باعی   شیود یم تشکیل بتافازئولین

 بیذری  بافت در کهیحال در ،شودیم برگ بافت در کنتر  تحت
 .دهید یم را یبردارنسخه شرو  اجاز  و شودیم باز ساختار اين

 در ،اسییت معییرو  هییم لگییومین جعبییه بییه کییه RY فیییموت
 پروموتر در و دارد شد حااظت حالت هالگوم بذری پروموترهای
 موتییف  ايین  حیذ   دارد. وجیود  نسخه پن  تعداد به فازوئولین

 تنهیا  و شید   کنتیر   تحیت  ژن انبیی  در شديد کاه  به منجر
 بهینیه  فعالییت  بیرای  .ماندیم باقی پروموتر فعالیت درصد11.6

 ژن بیا ی  بییان  در و اسیت  ضیروری  موتیف اين وجود پروموتر
 (.Baumlein et al., 1992) دارد نق  کنتر  تحت

 
 

 
 

  نيبتافازئول اختصاصی پروموتر توالی -1 شکل
 .باشندیم مشابه اعداد یدارا ،اندشد  تکرار پروموتور در که مشابه یهافیموت .دهدیم نشان را موترپرو در موجود یهافیموت هاشمار 

Fig. 1. Beta phaseolin specific promoter sequence  
Numbers show motifs in the promoter, similar motifs in the promoter have the same numbers:  

1. TATA box; 2. G-box; 3. OPAQUE 2; 4. endosperm box; 5. E-SITE; 6. Vicilin box; 7. CCAAAT box; 8. B box; 9. RY box 

or endosperm box; 10. ACGTSEED2 box; 11. OSE2ROOTNODULE box 
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 سییی  فاکتورهییای نيتییرمهییم از يکییی G-box یتییوال
آبسییزيک  بیه  دهنید  پاسیخ  عامل فاکتور اين .شودیم محسوب

 درصید ۲.6 بیه  پرومیوتر  فعالییت  ،G-box حیذ   با .است اسید
-G بیا  سیینرژيک  و کمکیی  نق  E سايت .کندیم پیدا کاه 

box .فعالیییت کییاه  موجییب سییايت ايیین در موتاسیییون دارد 
 شییییودیمیییی درصیییید1۲.6 تییییا لینبتافییییازئو پرومییییوتر

(Chandrasekharan et al., 2003). 
 پیروتئین  بییان  موجیب  عدد پن  تعداد به اندوسپرم جعبه
 پرومیوتر  در جعبیه  ايین  .شیود یمی  بیذر  اندوسپرم در فازوئولین

 موتییف  دارد. شید  حااظیت  حالت اندوسپرم اختصاصی یهاژن
opaque-2 بیرداری نسیخه  فاکتور اتصا  محل که opaque -2 

 .دارد وجیود  بتافیازئولین  پرومیوتر  در عیدد  پین   تعداد به ،است
 آندوسیپرم  بیه  محدود ذرت گیا  در فاکتور اين انیب کهآنجايیاز

 بنیابراين  ،(Van der Geest & Hall, 1997) باشید میی  بیذر 

 آندوسیپرم  در هیا ژن بییان  در زياد احتما  به موتیف اين وجود
 دارد. نق 

 پروموترهییای در CCAAAT تییوالی بییا Vicilin جعبییه
 یعمیوم  فاکتور يک عنوانبه جعبه اين دارد. وجود زيادی بذری
 امیا  ،کنید یمی  عمیل  هیا يوکاريوت در رونويسی سازیفعا  برای
 بافیت  اختصاصیی  کنند تنظیم يک عنوانبه که است شد  گاته
 موجیب  جعبه اين وجود بتافازئولین پروموتر در و دارد نق  نیز
 يکنواخیت  و با  بذر جنین در کنتر  حتت ژن بیان که شودیم

 .(Chandrasekharan et al., 2003) باشد

 در A/TCNAACAC مهیم  و مرکیزی  تیوالی  با B جعبه
 و دارد شید  حااظیت  حالیت  بذر یار یذخ یهانیپروتئ پروموتر

 يیک  و دارد نقی   بیذر  در کنتیر   تحت ژن اختصاصی بیان در
 جعبیه  ايین  اسیت.  داسیی آبسیزيک به دهند پاسخ سی  فاکتور
 ,.Ezcurra et al) است Myb گیاهی یهانیپروتئ اتصا  محل

1999). 
 

 
 درجه 4/60 اتصال دمای در PCR واکنش از استفاده با فازئولينبتا پروموتر تکثير -2 شکل

 تکرار دو در يافتهتکثیر ةقطع (4 و 3 ؛منای کنتر  (۲ ؛1kbنشانگر (1
Fig. 2. Beta phaseolin promoter amplified using PCR reaction in 60.4 ° C annealing tempreture 

1. 1 kb DNA Marker; 2. Negative control; 3&4. Amplicon in the two repeat 
 

 مثیل  لگیوم  گیاهیان  پروموترهای در که OSE1فاکتورهای
 بیا  میرتبط  فاکتورهیای  دارد، وجیود  غییر   و يونجیه  سويا، لوبیا،
 Fehlberg et) است ريزوبیوم باکتری با گیاهان اين زيستیهم

al., 2005). 
 بیا  مختلیف  یهاگونه در هایتوال اين آنالیز از حاصل نتاي 
 عدد۲6 وجود از نشان plant care وب تحت افزارنرم از استااد 
 یدارا مختلیف  یهیا گونیه  در هیا فیی موت شیتر یب که داد موتیف
 بیذر  در یاختصاصی  انیی ب همچنیین  و بیا   انیی ب در مهم ینقش
 جملیه  از یمختلای  یهانق  با يیهافیموت همچنین و باشدمی

 در کیم،  یدما به پاسخ کم، نور به پاسخ د،یاسکيآبسز به پاسخ
 رچهیا  وجیود  همچنیین  .دارنید  وجود نیفازئول یهاژن پروموتر

                                                           
1 Organ specific elements (OSE) 

 نقی   کیه  1439 و 48۲ ،433 ،۲83 یهیا تیی موقع در فیموت
 تیی اهم حیائز  یبعید  قاتیتحق یبرا ،است اختهناشن هنوز هاآن
 .باشدمی

 فاکتورهیای  وجیود  بیواناورمیاتیکی  آنالیز نتاي  به توجه با
 توسیط  بیا   رونويسیی  و اختصاصی بیان در کنند تعیین و مهم

میی  بیواناورماتیکی آنالیز با .شدند مشخ  بتافازئولین پروموتر
 همچنیین  و پروموترهیا  بیودن ضیعیف  يیا  و قیوی  مورد در توان

 دسیت بیه  خیوبی  اطلاعیات  ،جداسازی از قبل هاآن اختصاصیت
 پروموترهیا  بیواناورمیاتیکی  آنیالیز  ديگر مهم کاربردهای از آورد.

 هیا آن از اسیتااد   کنند ،تعیین هایموتیف و فاکتورها شناسايی
 است. مصنوعی پروموترهای سنتز و صحیح یجداساز در

1470bp 
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 اسیتااد   با اتصا  ایدماه ،PCR واکن  سازیبهینه برای
 یبررسی  میورد  گیراد یسانت درجه65 تا 55 از دمايی گراديانت از

بیه  4/60 دمای در اتصا  مرحله در نتاي  بهترين و گرفتند قرار
 انتظییار میورد  انییداز  بیا  یاقطعیه  ،PCR محصییو  آمید.  دسیت 

bp1470 در ژ  از اسیتخرا   از پ  مدنظر ةقطع (.۲ شکل) بود 
 نوترکییب  پلاسیمید  آن نتیجیه  و شید  ااد اسیت  اتصیا   واکن 

pTZ57R/T واکن  که بود PCR هایآنزيم با آنزيمی هضم و 
XbaI و Hind III (.3 )شکل داد نشان را کلونینگ صحت 

 pTZ57R/T وکتور از بتافازئولین پروموتر استخرا  از بعد
 نهیايی  ديیتأ منظوربه و شد کلونساب pBI121 بیانی وکتور در

 بیا  PCR واکین   pBI121 وکتور در نیبتافازئول ترپرومو وجود
 انجیام  الگیو  عنوانبه pBI121 پلاسمید و اختصاصی پرايمرهای

 bp 1470 ةانیداز  در بانید  رفیت یمی  انتظیار  کیه طورهمان و شد
 شیب کي مدتبه آنزيمی هضم همچنین (.4 )شکل شد مشاهد 
 دنشی خیار   و شید  انجیام  XbaI و Hind III هایيمآنز توسط
 (.5 شکل) کرد يیدتأ را کلونینگ صحت bp 1470 ةقطع

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 pTZ57R/T يبنوترک پلاسميد روی Hind III و XbaI یهامیآنز از استفاده با (B) آنزیمی هضم و PCR (A) واکنش از حاصل نتایج -3 شکل

(A 1- 1 نشانگر -3 منای؛ کنتر  -۲ يافته؛تکثیر ةقطع kb؛ مثبت ر کنت -4 ؛ 

(B 1- 1نشانگر -3 هضم؛ از قبل یدپلاسم-۲ شد ؛ خار  آن از نظر مورد ةقطع که هضم از بعد پلاسمیدkb 
 Fig. 3. results of the PCR reaction (A) and digestion (B ) using Hind III and XbaI ensymes on the pTZ57R / T 

recombinant plasmid:  

A) 1. Amplicons; 2. Negative control; 3. 1 kb DNA Marker; 4. Positive control;  

B) 1. Plasmid without insert after digestion; 2. Plasmid before digestion; 3-1 kb DNA Marker 
 

 
 اختصاصی پرایمرهای با PbI121 پلاسميد بروی PCR کلونی محصول - 4 شکل

 PCR کلونی (۲ ؛kb 1 نشانگر (1
Fig. 4. Colony product PCR with specific primers on the PbI121 plasmid 

1. 1 kb DNA Marker ; 2. PCR cloning 

1470 bp 

 

1500 bp 

 

1500 bp 
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 XbaI و HindIII هاییمآنزبا pBI121 نوترکيب پلاسميد آنزیمی هضم -۵ شکل

 هضم از بعد نوترکیب یدپلاسم (۲ ؛kb 1 نشانگر (1
Fig. 5. Digestion of recombinant pBI 121 plasmid byHindIII and XbaI enzymes  

1. 1 kb DNA Marker; 2. recombinant pBI 121 plasmid after digestion 
 

 

 توالی با را درصدی99 تشابه يابیتوالی از حاصل نتاي 
 توالی که داد نشان نتاي  اين و داد نشان NCBI در موجود
 پرومیوتر  يیک  عنوانبه لوبیا صیاد رقم در نظرمورد پروموتر

 در ژنیی  ةسیاز  يیک  از مهمیی  بخ  عنوانبه تواندمی قوی
 گیرد. قرار استااد  مورد گیاهان کردنتراريخت

 از bp۲95 که است داد  نشان مختلف مطالعات نتاي 
 بیذر  اختصاصیی  بییان  بیا  مرتبط کاملاا بتافازئولین پروموتر
 -bp 68 (۲۲7 توالی -1 بخ : سه شامل قسمت اين است

 1(SSE) بیذری  دهند افزاي  توالی عنوان باکه  (-۲95 تا
  و (-۲۲7 تییا -109) میییانی بخیی  -۲ ،شییودیمیی شییناخته

 & Van der Geest) +(۲0 تیا  -109) پايیه  پرومیوتر  -3

Hall, 1997).  
 در همزمیان  طیور بیه  میانی بخ  و SSE توالی وجود

 .شودمی ژن بیان در افزايشی اثرات باع  پايه پروموتر کنار
 نکته اين به بايد بتافازئولین پروموتر جداسازی در بنابراين
 پرومیوتر  کننید  نییی تع و مهیم  یهیا بخ  که داشت توجه

  شود. جداسازی
 اگیر  حتیی  کیه  اسیت  شید   گزارش مطالعات نتاي  در
 و نشیود  جیدا  هیم  bp1470 يعنیی  کامل صورتبه پروموتر

 رتصوبه کنتر  تحت ژن بیان ،شود جدا آن bp ۲95 فقط
 & Van der Geest) شیود یمی  انجیام  بیذر  در اختصاصی

Hall, 1997) فاکتورهیای  بیا ی  تیراکم  بیه  توجیه  بیا  که 
 در امیا  .است انتظارقابل نتیجه اين ،ناحیه اين در تنظیمی

                                                           
1 Seed Specific Enhancer 

 پرومیوتر  با دسیت  یهایتوال که است آمد  ديگری گزارش
 اسیت  MAR ۲هاییتوال حاوی (-bp1458 تا -bp500 )از
 شیود یمی  کنتیر   تحت یهاژن در بیان فزاي ا موجب که
((Van der Geest & Hall., 1997.  

 انید کرد  گزارش نیز Bustos et al, (1991)همچنین
 تیا  -391 محیدود   در مثبیت  کنترلی اثر با دومین يک که

 بیذر  هیپوکوتییل  در ژن بییان  موجب که دارد وجود -468
 صیورت هبی  پروموتر جداسازی تحقی  اين در ،فلذا .شودیم

 در کیه  اسیت  ايین  توصییه قابل نکته اما گرفت. انجام کامل
 صیورت  در و پرومیوتر  انیداز   در محیدوديت  وجیود  صورت
 پرومیوتر  تیوالی  از bp۲95 توانیم مصنوعی پروموتر سنتز

 کرد. استااد  آن از و کرد جداسازی را بتافازئولین
 از يکیی  مناسیب  ژنی یهاساز  تهیه کهاينبه توجه با
 محسیوب  گیاهان به ژن انتقا  یهاپروژ  قسمت نيترمهم
 هیا سیاز   ايین  بیرای  مناسیب  پروموتر انتخاب فلذا ،شودیم

 یسازآماد  پژوه  اين اصلی هد  و دارد سزايیهب اهمیت
 در کیه  اسیت  پرومیوتر  يعنیی  ژنیی  ةسیاز  يک مهم قسمت
 و هیا نیپیروتئ  و داد انتقیا   گییا   بیه  را آن بعیدی  مراحل

 مییزان  در و اختصاصیی  صیورت بیه  را کیاربردی  یهیا ميآنز
 کرد. تولید بذور در با يی

 

                                                           
۲ Matrix attachment region 

1470 bp 

 

1500 bp 
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Introduction 

Constitutive promoters such as CaMV 35S, which is usually widely used in the plant genetic 

engineering express downstream genes in the all stages of plant life and in all tissues and if a transgene 

expressed at incorrect tissue and time perhaps unexpected results would be seen in plant growth. To avoid 

disadvantages of constitutive promoter function identification and isolation of tissue-specific and strong 

promoters is very important in genetic engineering. Beta phaseolin is one of the strong seed-specific 

promoters that controls the expression of about 50% bean seed proteins. Extensive studies in bean 

(Phaseolus vulgaris) and transgenic tobacco have revealed that the promoter for the beta-phaseolin storage 

protein gene (phas) is stringently regulated. Expression is very high during embryogenesis and 

microsporogenesis but is absent in vegetative tissues. The utilization of this promoter to optimize the 

production of seed proteins in bean sand other recombinant proteins in other plants would be will be useful. 

According to the above-mentioned advantages about seed specific promoter, this study has been conducted 

to identify and isolate the beta phaseolin gene promoter from bean (phaseolus vulgaris) and clone it in 

pBI121 plants vector. 

 

Materials & Methods 

Bioinformatic analysis help the prediction of promoter intensity, proper separation and synthesis of 

artificial promoter. According to bioinformatic analysis, specific primers using gene runner, vector NT and 

primre 3 softwares were designed and by using these primers, promoter sequence was amplified from bean 

genomic DNA, Due to the size of amplified fragment, its authenticity was confirmed. In the next step, the 

desired sequence ligated into the cloning vector pTZ57R /T and by using PCR and digestion reactions was 

confirmed. The aim of this study was to isolate beta phaseolin of bean and its use in the preparation of gene 

constructs. For this reason, we subcloned fragment in plant expression vector (pBI121) and cloning was 

confirmed by colony PCR and digestion. 

 

Results & Discussion 

The results showed more than 20 factors cis such as ACGTSEED2, opaque-2,E-box, legumin box, 

endosperm box and etc are in beta phaseolin promoter that play a role in the high expression and specificity. 

ACGTSEED2 factor that is unique in the phaseolin promoter has major role in the expression of specific 
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genes in the seeds of beans. G-box sequence is one of important cis factors. This factor is of responding to 

abscisic acid, promoter activity is reduced to 2.6% by removing the G-box. Functional E-site may be 

necessary to complement the G-box-mediated promoter activation, hence acting as a coupling element. The 

vicilin core sequence (GCCACCTCA) was initially described as a part of a large vicilin boxThe vicilin box 

(henceforth, this term refers only to the core sequence) is found in the promoters for many seed storage 

proteins. There is also three TATA box is activated as the promoter core and Plays an important role in being 

a strong promoter and high expression. Previous studies and portions of the current study confirm that 295 

bp from beta phaseolin promoter is relevant seed-specific expression that consists of three parts; 1- Sequence 

68 bp (227 to -295) that known as Seed Specific Enhancer (SSE) 2- The middle part (109 to -127) 3- base 

promoter (+20 to -109). SSE, base promoter and the middle part simultaneously causes increase in gene 

expression. OSE (Organ specific elements) factors are in the legumes promoters like beans, soybeans, 

alfalfa, etc, and related to the symbiosis of these plants with the Rhizobium bacteria. Therefore, in this study 

isolated completely sequence of the beta phaseolin promoter were shown. But it is advisable that if there are 

restrictions on the size of the promoter and the promoter artificial synthesis can be separated 295 bp of the 

beta phaseolin promoter sequence. 
 

Conclusion 
The promoters are important part of gene constructs and necessary for production of recombinant 

proteins in genetically modified plants beta phaseolin promoter is a strong and seed-specific promoter, so it 

has ability for the production of recombinant proteins and building gene constructs. 
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