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٤٨٣ ...راز و بتاگلوكورونيداز انتقال ژن هاي هايگرومايسين فسفوترانسف: عالم زاده و همكاران

 عباس عالم زاده: مكاتبه كننده

 مجله علوم كشاورزي ايران
 )٤٨٣-٤٩١ (١٣٨٣، سال ٢، شماره ٣٥جلد 

 
 انتقال ژن هاي هايگرومايسين فسفوترانسفراز و بتاگلوكورونيداز به برنج 

 به روش زيست پرتابي
 

 ٣ و سيد بدر الدين ابراهيم طباطبايي٢، بهزاد قره ياضي١عباس عالم زاده
 ، كرجتكنولوژي كشاورزي  هيات علمي مؤسسه تحقيقات بيواءعض، ا٢ ،١

 صنعتي اصفهان دانشكده كشاورزي دانشگاه ،استاديار، ٢
 ٢٤/٢/٨١تاريخ پذيرش مقاله 

 
 خلاصه

 
بهترين محيط كالوس زايي و باززايي براي ارقام نعمت، ندا و خزر به منظور تراريزش آنها به روش زيست                     

. الاترين درصد كالوس زايي و باززايي برخوردار بود      در ميان ارقام ذكر شده رقم نعمت از ب         . پرتابي تعيين گرديد  
به همين دليل رقم مذكور به عنوان نماينده برنجهاي پرمحصول ايراني با استفاده از روش زيست پرتابي مورد                      

كالوس هاي گرفته شده از بذور بالغ برنج با استفاده از ذرات طلاي پوشش داده شده با ژن                  . تراريزش قرار گرفت  
با استفاده از محلول     .  قرار داشت، بمباران شدند      Act1تاگلوكورونيداز كه تحت كنترل پيشبر         گزارشگر ب 

، كالوسهاي بمباران شده از لحاظ فعاليت بتاگلوكورونيداز مورد بررسي قرار               gusرنگ آميزي ويژه آزمايش     
ه از ژن بتاگلوكورونيداز،    پس از بهينه شدن روش زيست پرتابي براي تراريزش كالوس هاي برنج با استفاد             . گرفتند

كالوس هاي جنين زاي گرفته شده از بذور رقم نعمت با استفاده از ذرات طلاي پوشش داده شده با ژن كيتيناز و                      
 قرار داشتند، بمباران شدند     S٣٥CaMV و   ١Actهايگرومايسين فسفوترانسفراز كه به ترتيب تحت كنترل پيشبر          

سپس .  ميلي گرم در ليتر هايگرومايسين منتقل گرديدند       ٥٠ زايي حاوي   كالوس هاي بمباران شده به محيط كالوس      
 ميلي گرم  ٥٠كالوس هايي كه قادر بودند بر روي اين محيط رشد كنند انتخاب گرديده و به محيط باززايي حاوي                    

 كالوس هاي مقاوم نسبت به هايگرومايسين بر روي محيط باززايي حاوي            . در ليتر هايگرومايسين منتقل شدند     
الي به دست آمده از واريته       متجزيه پي سي آر گياهان تراريخته احت     . هايگرومايسين باززا گرديده و رشد كردند      

 . نعمت نشان داد كه حداقل يك نسخه از ژن هايگرومايسين فسفوترانسفراز در ژنوم اين گياهان وجود دارد
 

 ، كيتيناز، بتاگلوكورونيداز برنج، انتقال ژن، هايگرومايسين فسفوترانسفراز:واژه هاي كليدي

 
 مقدمه

مهندسي ژنتيك راه هاي جديدي جهت ايجاد تغيير در              
با انتقال يك ژن خارجي به يك         . گياهان به وجود آورده است     

 دريچه جديدي از علم بر      ١٩٨٩ در سال    رگياه عالي توسط گاسا   
در سالهاي اخير، سيستم    . روي دانشمندان اصلاح نباتات باز شد     

 ذره اي براي بسياري از گياهان استفاده گرديده و روش            بمباران
در همين راستا   ). ١٤(كار براي بسياري از آنها بهينه شده است          

تاكنون تعدادي از غلات با استفاده از اين روش مورد تراريزش              
در بين غلات برنج بيش از       ). ٢٥،  ٢٢،  ١٢،  ٩،  ٣(قرار گرفته اند   

 تراريزش قرار گرفته است     هر گياه ديگري با اين روش، مورد           

ژن لازم است كه     انتقال روشهاي درتمام). ٢٧،  ٢٠،  ١٨،  ١٠،  ٩،  ٥(
ما قادر باشيم پس از عمل تراريزش، سلولهاي تراريخته را از غير            

به همين منظور   . و آنها را انتخاب كنيم     تراريخته تشخيص داده  
ده معمولا  از ژنهايي تحت عنوان نشانگرهاي قابل انتخاب استفا          

در هنگام تراريزش گياهان به روش زيست پرتابي تعداد         . مي شود
زيادي سلول مورد بمباران قرار مي گيرند اما تنها تعداد محدودي          
از سلولها دي ان اي خارجي را دريافت مي كنند و اكثر سلولها به             

بنابراين وجود يك    . صورت غير تراريخته باقي خواهند ماند         
ه با ژن مورد نظر جهت شناسايي و           نشانگر قابل انتخاب همرا    

. ير مي باشد ذانتخاب سلولهاي تراريخته ضروري و اجتناب ناپ         
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 ١٣٨٣، سال ٢، شماره ٣٥مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٤٨٤

نشانگرهاي قابل انتخاب در حقيقت ژنهايي هستند كه با رمز              
نمودن يك پروتئين خاص سبب مقاومت سلول دريافت كننده           

تاكنون تعداد زيادي از    . آنها نسبت به يك ماده سمي مي شوند       
نهاي نشانگر قابل انتخاب مورد تراريزش قرار               گياهان باژ  

بيشترين نشانگرهايي كه در تراريزش اين گياهان از          . گرفته اند
آنها استفاده شده است يا نشانگرهايي بوده اند كه سبب مقاومت           

) ٢١،  ٩(مثل هايگرومايسين    ) ١٧،  ٢(به يك آنتي بيوتيك       
آنها سبب  مي شوند و يا نشانگرهايي بوده اند كه استفاده از               

) ٢٠،  ١٩،  ١٨،  ٥،  ١(مثل باستا   ) ١٦،  ٦(مقاومت به يك علفكش     
 .مي گردد

پس از تراريزش سلولهاي دريافت كننده ژن مقاومت قادر به          
رشد بر روي محيط حاوي آنتي بيوتيك يا علف كش خواهند بود           

ژنهاي . در صورتي كه سلولهاي غير تراريخته از بين خواهند رفت         
ب معمولا  همراه با يك ژن ديگر جهت              نشانگر قابل انتخا    

مشخص نمودن سلولهاي تراريخته حاوي ژن اصلي از سلولهاي           
ژن اصلي ممكن است    . غير تراريخته مورد استفاده قرار مي گيرند     

يك ژن مقاومت به بيماري مثل كيتيناز يا ژن مقاومت به                  
 و يا ژنهاي رمز كننده ساير صفات زراعي              Btحشرات مثل    
 .مطلوب باشد

علاوه بر نشانگرهاي قابل انتخاب دسته اي ديگر از ژنها تحت          
عنوان ژنهاي گزارشگر نيز وجود دارند كه به دليل بيان سريع              
آنها جهت بهينه سازي مسير تراريزش مورد استفاده قرار                

اين ژنها در حقيقت رمز كننده آنزيمهايي هستند كه          . مي گيرند
ي تراريخته يك اثر قابل      در اثر فعاليت اين آنزيمها در سلولها        

 gusيكي از ژنهاي گزارشگر، ژن باكتريايي       . رويت تظاهر مي كند  
مي باشد كه آنزيم بتا گلوكورونيداز را رمز مي كند و تاكنون به              
طور گسترده اي به عنوان يك ژن گزارشگر مورد استفاده قرار             

 از ژنهاي گزارشگر    gusعلاوه بر ژن    ). ٢٢،  ٢١،  ٢(گرفته است   
ي از قبيل ژنهاي رمز كننده سنتز آنتوسيانين، پروتيين             ديگر

 ).١٦، ١٢(فلورسنت سبز و لوسيفرازها نيز استفاده شده است 
اين گزارش بيانگر تظاهر ژن بتا گلوكورونيداز در كالوسهاي          
جنين زاي برنج و انتقال موفقيت آميز ژن گزارشگر هايگرومايسين        

ل انتخاب به گياه برنج      فسفوترانسفراز به عنوان يك نشانگر قاب      
رقم نعمت مي باشد كه همراه با ژن كيتيناز بر روي يك پلاسميد            

 .قرار گرفته است

 مواد و روش ها
 ساختمان پلاسميد

 حاوي  pChit 1 Hyg-IIدر اين تحقيق از پلاسميدهاي        
 S٣٥ژنهاي هايگرومايسين فسفوترانسفراز تحت كنترل پيشبر         

 جو تحت كنترل پيشبر       ويروس موزائيك گل كلم و كيتيناز        
Act1     و پلاسميد pAct1-D      حاوي ژن بتاگلوكورونيداز تحت 

 جهت بمباران كالوس هاي جنين زاي برنج،       Act1كنترل پيشبر   
 ).١شكل (رقم نعمت استفاده گرديد 

 

 
 pAc ١ – D و pChit1Hyg-II نقشه پلاسميدهاي -١شكل 

 
 مواد گياهي و توليد جداكشتها

غوطه ور % ٧٠ ثانيه در اتانل      ٩٠دت  بذور پوست كنده به م     
% ٥/٢شده و بعد از آن با غوطه ور نمودن آنها در كلريد سديم                

 دقيقه به طور كامل     ٤٥به مدت   %) ٥٠سفيد كننده هاي تجاري    (
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٤٨٥ ...راز و بتاگلوكورونيداز انتقال ژن هاي هايگرومايسين فسفوترانسف: عالم زاده و همكاران

پس از آن بذور، ضد عفوني شده        .  ضد عفوني سطحي گرديدند   
بذور بر روي محيط    . سه بار با آب مقطر استريل آبشويي شدند        

پتري ديشهاي حاوي بذور به مدت      . س زايي قرار داده شدند   كالو
 درجه سانتيگراد در تاريكي قرار داده           ٢٥يك ماه در دماي       

پس از يك ماه درصد كالوس زايي ارقام مختلف مورد             . شدند
بررسي قرار گرفت و كالوس هاي جنين زا جهت تراريزش انتخاب          

 . شدند
 تراريزش، انتخاب و باززايي

 ميلي ليتر  ٥-٤نين زايي كه حداكثر قطر آنها       كالوس هاي ج 
 ٩بود جدا گرديده و بصورت مدور در مركز يك پتري ديش                 

در ابتدا  . سانتي متري حاوي محيط كالوس زايي قرار داده شدند       
جهت بهينه سازي روش كار، كالوس هاي جنين زاي برنج با ذرات          

 پوشش داده شده با پلاسميد       ) به قطر يك ميكرومتر    (طلاي  
D- ١ pAct            كه حاوي ژن بتاگلوكورونيداز مي باشد مورد 

پس از تراريزش كالوس هاي بمباران شده      . تراريزش قرار گرفتند  
فعاليت ژن  ) ١٩٩٠(با استفاده از روش كوسوجي و همكاران           

در اين روش كه روش تغيير        . مذكور مورد مطالعه قرار گرفت     
ن فعاليت  مي باشد، جهت سركوب نمود   ) ١٩٨٧(يافته جفرسون   

 مي باشد از   GUSآنزيمي درون سلولي كه شبيه فعاليت آنزيم          
در اين روش با استفاده از محلول        . متانول استفاده گرديد  % ٢٠

به ارزيابي فعاليت آنزيم بتا گلوكورونيداز       ) ١جدول  (رنگ آميزي  
 .پرداخته شد

 د ــلاسميــال ژن، از پـــدن روش انتقـــه شــپس از بهين

pChit1Hyg-II    كالوس هيا بمباران  .  براي تراريزش استفاده شد
 ٢٥ ساعت روي محيط كالوس زايي در دماي          ٤٨شده به مدت    

بدنبال آن   . درجه سانتي گراد در تاريكي قرار داده شدند             
كالوس هاي فوق الذكر به مدت يك ماه بر روي محيط                    

 ميلي گرم در ليتر         ٥٠حاوي   ) ٢جدول   (كالوس زايي   
 درجه سانتيگراد در     ٢٥ار گرفته و در دماي        هايگرومايسين قر 

كالوس ها هر دوهفته يك بار واكشت        . تاريكي قرار داده شدند    
پس از يك ماه كالوسهاي نكروزه و قهوه اي حذف و                . شدند

 ٥٠حاوي  ) ٢جدول  (كالوسهاي سالم و روشن به محيط باززايي        
ميلي گرم در ليتر هايگرومايسين منتقل شده و در اتاق روشن             

گياهچه هاي باززاي شده جهت توسعه ريشه به        . رار داده شدند  ق
). ٣شكل  (منتقل شدند   )  ساكارز ٤٠ g/l+N6(محيط ريشه زايي   

. پس از دو تا سه هفته گياهچه ها به محلول يوشيدا منتقل شدند           
پس از اينكه سيستم ريشه گياهچه ها به خوبي توسعه پيدا كرد،            

ها به گلخانه مخصوص گياهان     به گلدان انتقال داده شده و گلدان      
 . تراريخته مؤسسه تحقيقات بيوتكنولوژي كشاورزي منتقل شدند

 
 gus محلول رنگ آميزي براي بررسي بيان ژن -١جدول 

غلظت نهايي مواد در محلول مواد تشكيل دهنده محلول
  گلوك– X  ميلي گرم٨٨٩
 كلروآمفنيكل  ميلي گرم١٠٠
 NaH2PO4  ميلي گرم٥
 تريتون رم ميلي گ١
 متانول  ميلي گرم٢٠

٨-٧ pH 
 

  درصد كالوس زايي و باززايي در ارقام مختلف برنج-٢جدول 
 محيط كالوس زايي

 محيط پايه (g/l)ساكارز  (mg/l)دي–٤و٢ )BAP) mg/l (%)فراواني 
 رقم

٣٠ ٥/١ ٢/٠ ٨٨ MS نعمت 
٣٠ ٥/١ ٢/٠ ٦٨ MS ندا 
٣٠ ٥/١ ٢/٠ ٥٢ MS خزر 

 محيط باززايي
 محيط پايه (g/l)ساكارز  (mg/l)كاينتين  )NAA) mg/l (%)فراواني 

 رقم

٣٠ ٣ ١ ٧/٦٦ MS نعمت 
٣٠ ٣ ١ ٨/٤٥ MS ندا 
٣٠ ٢٠ ١ ٨/٢٠ MS خزر 
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 ١٣٨٣، سال ٢، شماره ٣٥مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٤٨٦

 تجزيه مولكولي پي سي آر
دي ان اي گياهان تراريخته احتمالي به روش زنگ و همكاران         

ده مورد  سپس دي ان آي استخراج ش    . استخراج گرديد ) ١٩٩٥(
براي اين كار از پروفيل      . واكنش زنجيره اي پليمراز قرار گرفت     

 چرخه شامل   ٤٠ درجه سانتي گراد براي سه دقيقه و        ٩٤حرارتي  
 درجه سانتيگراد، يك دقيقه     ٦٠ درجه سانتيگراد، يك دقيقه؛      ٩٤
 ٢٥ درجه سانتيگراد، سه دقيقه در يك واكنش                   ٧٢و   

 ميكروليتر بافر   ٥/٢ز حاوي   ميكروليتري واكنش زنجيره اي پليمرا   
 ميلي مولار كلريد   ٥٠؛  pH=٨ ميلي مولار تريس با     ١٠(پي سي آر  
 ميلي مولار از هر    ٢/٠،  ) ميلي مولار كلريد منيزيم   ٥/١پتاسيم و   

 نانوگرم از هر يك از        ١٨يك از چهار نوكلئوتيد تري فسفات،         
 نانوگرم از هر يك از آغازگرهاي          ٩٠،  ١٠٠آغازگرهاي آرجي    

رومايسين فسفوترانسفراز و يك واحد تك پليمراز تكثير            هايگ
سپس محصول عمل پي سي آر پس از رنگ آميزي با             . گرديد

 .مورد بررسي قرار گرفت% ١اتيديوم برومايد بر روي ژل آگارز 
 

 نتايج و بحث
يكي از مهمترين عوامل موفقيت در تراريزش گياهان               

 كشت درون    استفاده از ارقامي است كه به خوبي به سيستم            
به همين منظور در    . شيشه اي جواب داده و به راحتي باززا شوند       

ابتدا با استفاده از يك آزمايش اوليه ارقام انتخابي از لحاظ                 
. پاسخگويي به شرايط كشت بافت مورد بررسي قرار گرفتند             

نتايج حاصل از اين آزمايش مشخص نمود كه فراواني كالوسهاي           
در بين  . رقام مختلف، متفاوت مي باشد   توليد شده و باززايي در ا      

كالوس زايي، بيشترين  % ٨٨ارقام مورد آزمايش رقم نعمت با          
 ).٢جدول (ميزان كالوس زايي را داشت 

از بيشترين  % ٧/٦٦از لحاظ درصد باززايي نيز رقم نعمت با          
با توجه به پاسخ خوب      ). ٢جدول  (ميزان باززايي برخوردار بود      

 بافت، اين رقم جهت تراريزش          رقم نعمت به شرايط كشت       
 .انتخاب گرديد

  در كالوسهاي تراريختهgusبيان موقت ژن 
 ٤٨پس از اينكه كالوسهاي جنين زاي بمباران شده به مدت           

ساعت در محلول رنگ آميزي قرار داده شدند، از لحاظ بيان               
بيان ژن مذكور بصورت    .  مورد بررسي قرار گرفتند    gusموقت ژن   

. ي در سطح كالوس هاي قابل تشخيص بود          تظاهر لكه هاي آب   

تظاهر لكه هاي مزبور بر روي سطح كالوسهاي بصورت غير                
 ).٢شكل (يكنواخت بود 

 

 
 در كالوس هاي جنين زاي برنج) gus( بيان ژن بتا گلوكورونيداز -٢شكل 

 
  روي محيط حاوي    بر احتمالي تراريخته گياهان انتخاب

 هايگرومايسين
وسهاي جنين زاي برنج كه با پلاسميد       پس از قرار دادن كال     

pChit1Hyg-II         مورد تراريزش قرار گرفته بودند بر روي محيط 
حاوي هايگرومايسين، كالوسهاي تراريخته شروع به رشد كرده و          
كالوسهاي غير تراريخته به دليل نداشتن ژن مقاومت نسبت به            

اين اگر چه با    . اين آنتي بيوتيك نكروزه گرديده و از بين رفتند         
روش عملا  گياهاني انتخاب مي شوند كه داراي ژن                      
هايگرومايسين فسفوترانسفراز هستند، اما به دليل اينكه اين ژن          
همراه با ژن كيتيناز بر روي يك پلاسميد قرار گرفته است، به               
طور غير مستقيم گياهاني كه حاوي ژن كيتيناز نيز مي باشند             

ست كه اين روش به تنهائي      البته لازم به ذكر ا    . انتخاب مي گردند 
دال بر وجود حتمي ژن مورد نظر در گياهان انتخاب شده،                 
نمي باشد و استفاده از تجزيه هاي مولكولي مانند پي سي آر و              
لكه گذاري سادرن جهت تائيد وجود ژن انتقال يافته در گياهان،           

 .ضروري و اجتناب ناپذير است
 غربال نمودن گياهان تراريخته احتمالي

استفاده از تجزيه پي سي آر، دي ان آي گرفته شده از برگ           با  
گياهچه هاي رقم نعمت كه قادر به باززايي و رشد بر روي محيط             
حاوي هايگرومايسين بودند، از لحاظ وجود ژن هايگرومايسين           

جهت تكثير ژن     . فسفوترانسفراز مورد بررسي قرار گرفتند        
ختصاصي با طول   هايگرومايسين فسفوترانسفراز از آغازگرهاي ا     

 با استفاده از اين آغازگرها قطعه اي       .  نوكلئوتيد استفاده شد    ٢٤
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يكي : ب. كالوسهاي جنين زاي گرفته شده از بذور رسيده برنج          : الف.  مراحل مختلف تراريزش، انتخاب و باززايي گياهان تراريخته احتمالي           -٣شكل  

كالوس تراريخته احتمالي برنج كه بر       : ج. ور رسيده برنج كه جهت بمباران آماده شده است          پتري ديش حاوي كالوس هاي جنين زاي گرفته شده از بذ        
. گياهچه تراريخته احتمالي برنج كه بر روي محيط باززايي حاوي هايگرومايسين رشد كرده است              : د. روي محيط حاوي هايگرومايسين رشد كرده است      

 گياهچه هاي تراريخته احتمالي،    –و  . ين بار واكشت بر روي محيط باززايي حاوي هايگرومايسين          گياهچه هاي تراريخته احتمالي برنج پس از چند        -هـ  
 . كه جهت توسعه ريشه به محيط ريشه زايي منتقل شده اند

 
 جفت بازاز ژن هايگرومايسين فسفوترانسفراز         ٧٠٠معادل  

به دليل اينكه آغازگرهاي مورد استفاده طويل         . تكثير مي گردد 
احتمال بسط غير اختصاصي وجود ندارد و در نتيجه           . مي باشند

 جفت بازي نشاندهنده وجود ژن مورد نظر در           ٧٠٠وجود باند   
به منظور جلوگيري از هر      . گياهان تراريخته احتمالي مي باشد    

گونه اشتباه، همراه با دي ان آي گياهان تراريخته احتمالي، دي           

سفراز، ان آي پلاسميد حاوي ژن هايگرومايسين فسفوتران             
pChit1Hyg-II            نيز با استفاده از واكنش زنجيره اي پليمراز 

در صورتي كه گياهان تراريخته احتمالي داراي ژن        . تكثير گرديد 
 جفت بازي حاصل از تكثير         ٧٠٠مورد نظر باشند بايد باند         

دي ان آي آنها معادل باند حاصل از تكثير دي ان اي پلاسميد              
 ).٤شكل (باشد 
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 و هايگرومايسين فسفوترانسفراز جهت     ١٠٠از جفت آغازگر آر جي     . ه پي سي آر قطعات برگ گياهان تراريخته احتمالي برنج، واريته نعمت           تجزي -٤شكل  

 جفت بازي در منطقه رمز كننده ژن كيتيناز كه در ژنوم گياه تراريخته الحاق يافته                   ٧٠٠ جفت بازي در ژنوم برنج و         ٩٠٠تكثير پي سي آر يك قطعه     
شاهد منفي  : N؛  (pChit 1Hyg-II)پلاسميد  : Pآب؛  : W (1kb plus DNA Laddar)نشانگر وزن مولكولي     : M.  استفاده گرديده است    است،

 . نمونه هاي گياهي تراريخته احتمالي: ٤ و ٣، ٢، ١؛ )پلاسميد+ دي ان آي گياه غير تراريخته (شاهد مثبت  : R؛ )دي ان آي استخراج شده از شاهد منفي(
 
 اين بررسي علاوه بر آغازگرهاي مربوط به ژن                     در

 نيز به   ١٠٠هايگرومايسين فسفوترانسفراز، از آغازگرهاي آرجي       
آغازگرهاي مذكور جهت   . عنوان يك شاهد دروني استفاده گرديد     

 جفت بازي از ناحيه حفظ شده در ژنوم           ٩٠٠تكثير يك قطعه    
 جفت  ٢٠ اين آغازگرها نيز با طولي معادل     . برنج طراحي شده اند  

استفاده از اين آغازگرها      . باز كاملا  اختصاصي عمل مي كنند       
استفاده از هر دو    . جهت تاييدت صحت عمل پي سي آر مي باشد      

جفت آغاز به طور همزمان سبب مي گردد كه در گياهان                  
 جفت بازي باشيم و     ٩٠٠ و   ٧٠٠تراريخته شاهد تظاهر دو باند       

 ٩٠٠خته تنها داراي باند     اين در حالي است كه گياهان غير تراري       
 . مي باشند١٠٠جفت بازي مربوط به آغازگرهاي آرجي 

 تجزيه پي سي آر چهار گياه رشد كرده بر روي محيط          ٤شكل  
حاوي هايگرومايسين را همراه با شاهدهاي مربوطه نشان               

عدم وجود باند در شاهد بدون دي ان آي نشان از اين             . مي دهد
 ٩٠٠وجود باند   . كار نبوده است  دارد كه هيچ گونه آلودگي در        

 در شاهد منفي،    ١٠٠جفت بازي مربوط به شاهد دروني آر جي         
شاهد مثبت و تمام نمونه ها نشان از اين دارد كه عمل پي سي آر             

 جفت  ٧٠٠وجود باند    ). ١٠(به درستي صورت پذيرفته است        

بازي مربوط به هايگرومايسين فسفوترانسفراز در شاهد                 
نده اين مطلب است كه آغازگرهاي مربوط        پلاسميدي نشان ده  

تكثير . به هايگرومايسين فسفوترانسفراز به خوبي عمل مي كنند       
 دال بر تراريخته بودن     ٤ در شكل    ٤ و   ٣،  ١دو باند در نمونه هاي     

 .نمونه هاي مذكور مي باشد
در ادامه مي توان گياهان تراريخته احتمالي حاوي ژن               

 جهت تعيين تعداد نسخه هاي      هايگرومايسين فسفوترانسفراز را  
ژن الحاق يافته در ژنوم گياهان تراريخته و چگونگي بيان ژن               
مذكور به ترتيب با استفاده از لكه گذاري سادرن و وسترن مورد             

 . بررسي قرارداد
 

 سپاسگزاري

بدينوسيله از كليه كاركنان مؤسسه تحقيقات بيوتكنولوژي         
و مساعدت لازم را    كشاورزي كه در انجام اين تحقيق همكاري          

مبذول داشته اند، مؤسسه تحقيقات برنج كشور به دليل تهيه             
بذور برنج و گروه دكتر موتوريشنان به دليل ساختن پلاسميد             

 .تشكر و قدرداني مي نمايم
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SUMMARY 
 

Different callus – induction, and regeneration media were used for varieties Nemat, 
Neda, and Khazar Highest callus –induction and regeneration frequency was obtained 
for variety Nemat. Nemat as a commercial rice variety in Iran was transformed through 
biolistic approach. Embryogenic portion of calli derived from mature seeds were 
bombarded with gold particles coated with β- glucuronidase gene under the control of 
Act1 promoter. Analysis of transformed calli for the presence of β- glucoronidase 
activity was conducted in calli, using staining solution for Gus assay. After optimization 
of this method for rice by use β- glucoronidase, embryogenic calli derived from mature 
seeds of variety Nemat were bombarded with gold particles coated with barley 
chitinase, and hpt genes under the control of Act1, and CaMV35S promoters, 
respectively. The bombarded calli were selected on callus – induction media 
supplemented with 50 mg/l hygromycin B. Resistant calli were regenerated on 
regeneration media containing hygromycin B. PCR analysis of Putative transgenic 
plants derived from variety Nemat showed the integration of at least one copy of hpt 
gene into the rice genome. 
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