
 

Optimization of gus gene transferring to Begonia soli-mutata 
 

Fateme Hosseini 

MSc. of Agricultural Biotechnology, Ferdowsi University of Mashhad, Iran. Email: 

fatemehosseini12@yahoo.com 

 

Nasrin Moshtaghi 

Associate Professor, Biotechnology and Plant Breeding Department, Ferdowsi University of 

Mashhad, Iran. Email: moshtaghi@um.ac.ir 

 

Ahmad Sharifi 

*Assistant Professor, Ornamental Plant Biotechnology Department, Academic Center for 

Education, Culture and Research: ACECR, Khorasan Razavi Province, Mashhad, Iran. Tel: 

+985131997456, Email: ahmadsharifi66@yahoo.com 

 

Abdolreza Bagheri 

Professor, Biotechnology and Plant Breeding Department, Ferdowsi University of Mashhad, 

Iran. Email: abagheri@um.ac.ir 

 

Hasan Marashi 

Professor, Biotechnology and Plant Breeding Department, Ferdowsi University of Mashhad, 

Iran. Email: marashi@um.ac.ir 

 

 

Abstract 

Objective 
Begonias are popular ornamental plants in the world so introducing of various forms of 

this plant is very important. Nowadays plant modification through biotechnology and 

genetic engineering for production of new genotypes with varied forms is highlighted in 

this genus. So optimization of regeneration in in vitro culture condition and gene 

transferring is in priority to provide a suitable condition for gene transferring in this 

plant specially those responsible in flower color.  
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Materials and methods 

In the first step, thin cell layer (TCL) explants from petioles of B. soli-mutata were 

assayed in MS medium containing Kin or TDZ (0.2, 1 and 2 mg/l) in combination with 

NAA (0 and 0.2 mg/l). For co-culturing of petiole TCL explants with Agrobacterium 

tumefacians strain LBA4404 containing GUS and NPTII genes MS medium 

supplemented with 1 mg/l Kin and 0.2 mg/l NAA was used. Transformed plantlets were 

confirmed by PCR and Gus assay test. 

 

Results 

Based on the regeneration results, Kin was better than TDZ, also adding NAA to the 

medium has positive effect on both of cytokinins. In transformation process, out of 

2000 explants which infected with Agrobacterium, after 4 months of culture only 17 

plantlets were adopted. Of these 17 plantlets, only 7 plantlets were confirmed by Gus 

assay test and PCR as transgenic plants.  

 

Conclusions 

The result showed in this species transformation percentage is low and optimization of 

transformation condition is important. 
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 چکیده

توجه ویژه اي به استفاده از بیوتکنولوژي و مهندسی ژنتیک  و امروزهترین گیاهان زینتی در جهان است بگونیا یکی از رایج هدف:

شده است. این آزمایش با هدف بهینه سازي باززایی و انتقال ژن در این گیـاه   این جنسدر با فرم هاي متنوع در تولید اقام جدید 
  م کند. هفرا ارزشمند رالازم براي انتقال ژنهاي  ي انجام شد تا زمینه
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حاوي  MSدر محیط کشت  B. soli-mutata گونه دمبرگ نازكسلولی لایه  يها¬ریزنمونهزایی شاخهدا ابت ها:مواد و روش

مورد ارزیـابی   )میلی گرم در لیتر 2/0و  0( NAAدر ترکیب با  )میلی گرم در لیتر 2و  TDZ )2/0 ،1یا  Kinي ها¬سیتوکینین

 LBA4404نـژاد   A. tumefaciansدمبرگ بگونیا با بـاکتري  براي همکشتی و تولید گیاهان تراریخته، ریزنمونه  قرار گرفت.

 NAAگرم در لیتر میلی 2/0و  Kinگرم در لیتر میلیحاوي یک  MSمحیط کشت  در NPTIIو ژن گزینشگر   GUSحاوي ژن
 آزمونو  VIRو  GUS هايهاي ژناي پلیمراز با آغازگراز واکنش زنجیره ،هاي بدست آمدهبراي تایید تراریختی گیاهچهشد.  کشت

  استفاده شد.  Gusارزیابی 

و اضافه کردن  ردبرتري دا TDZنسبت به  Kinسیتوکینین  شاخه نشان داد به لحاظ باززاییحاصل از این بررسی نتایج  نتایج:

NAA  محیط کشـت حـاوي یـک     ازبه محیط کشت در هر دو تیمار سیتوکینین باعث بهبود تمام صفات شد. لذا براي همکشتی

 2000همکشتی ماه  4بعد از طی فرایند تولید گیاهان تراریخته،  استفاده شد. NAAگرم در لیتر میلی 2/0و  Kinگرم در لیتر یمیل
 که بدست آمد چهگیاه 17در مرحله سازگاري  ،گرم در لیتر کانامایسینمیلی 50در محیط کشت انتخابی حاوي  با باکتري ریزنمونه

  تایید شد. Gusارزیابی  آزموناي پلیمراز و فاده از واکنش زنجیرهبا استگیاهچه  7تراریختی 

نتایج این بررسی نشان داد درصد تراریزش در این گیاه پایین است و بهینه کردن شـرایط بـراي افـزایش کـارایی      نتیجه گیري:

 انتقال ژن در آن از اهمیت زیادي برخوردار است. 

  . ونیا، تراریختیبگباززایی، آگروباکتریوم،  کلمات کلیدي:

  

 مقدمه

تا به امروز . )Frodin 2004( باشدمی Begoniaceaeبازدانگان و از خانواده در بین  ها¬بگونیا یکی از بزرگترین جنس

هیبرید هـم در ایـن جـنس گـزارش      15000علاوه براین حدود  ،رسدمیمورد  1835ي ثبت شده در این جنس به ها¬تعداد گونه
شود و بیشتر بگونیاهایی که امروزه به صورت میهیبریداسیون درون این جنس به راحتی انجام  .)Sandgrind 2017(است ¬شده

ترین گیاهان زینتی در سراسر جهان است که به عنوان گیاه باغی، گلدانی، بگونیا یکی از رایجشوند هیبرید هستند. میتجاري تولید 

 2015از لحاظ اهمیت کشور بلژیـک در سـال    .)Hvoslef-Eide & Munster 2006( داده می شوداي پرورش آویز و گلخانه
 2011میلیون و سوئد در سال  9/27بیش از  2013میلیون، آمریکا در سال  13بیش از  2013، هلند در سال میلیون 75/2بیش از 

ارزش تجـاري   .)and Plants 2014 Statistics Flower International( میلیون گلدان بگونیـا تولیـد کردنـد    7/2بیش از 

 به مقاومت کیفیت پس از برداشت و ،، ساختار گل، زمان گلدهیرنگ گل، فرم بوته ینتی اغلب به طور مستقیم مربوط بهگیاهان ز

ایجاد تنوع در این گونـه زینتـی نیـز ماننـد سـایر گیاهـان بـا        . )Sharifi et al. 2017( می باشد غیرزیستی و زیستیشهاي تن
به هرحال مهندسی ژنتیک و ویرایش ژنومی امکاناتی را بـراي  سیک و مهندسی ژنتیک امکان پذیر است. اصلاح کلا هاي¬روش



 1398و همکاران،  حسینی

91  
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

در گیاهـانی ماننـد    کنـد. مـی تولید ارقامی با خصوصیات جدید از طریق بیان ژنهاي خارجی یا تغییر هدفمند ژنهاي موجود فراهم 

 سـت ا¬راریخته با خصوصیات جدید و با ارزش تجاري تولید شدهگیاهان تداوودي، کوکب، میخک و رز از طریق مهندسی ژنتیک 
)Sharifi et al. 2017( .  

و بیشـتر از ریزنمونـه هـاي بـرگ و     هاي بگونیا مشابه است ¬هاي کشت بافت براي انواع گونه¬روشتاحدودي اگرچه 

نیاز ایـن   اما )Burritt & Leung 1996; Burritt 2008; Nhut et al. 2010( می شوددمبرگ براي القاي باززایی استفاده 

رشـد مـورد اسـتفاده اغلـب عامـل       هايکنندهیمسطوح تنظ ی،به طور کل باشد.¬هاي رشد متفاوت می¬ها به تنظیم کننده¬گونه
و اندام  یسلول یزو تما یکرا تحر یسلول یمکشت شده هستند و تقس یزنمونهر یزرشد و تما یا ییباززا یی،زاکالوس يبرا ايیچیدهپ
 .Kumari et al( متفـاوت اسـت   یگـر به گونـه د  ايرشد از گونه هايکنندهیم. نوع و غلظت مناسب تنظکنندیرا کنترل م ییزا

 IAAو  NAAبا  یبدر ترک TDZو  BA ،Kin یرنظ هایییتوکنیناز س یشترب باززایی القاي جهت یاکشت بافت بگون در .)2015
  .)Nada et al. 2011; Kabirnataj et al. 2012; Shobi and Viswanathan 2017( ه استاستفاده شد

اي را کـه  منتشر گردید. آنها گونه )Einset & Kopperud )1995اولین مقالات درباره تراریزش ژنتیکی بگونیا توسط 

 & Hvoslef-Eide( بـود  B. cheimanthaنامیدنـد کـه در حقیقـت    ¬مـی  B. heimalisتراریخته نموده بودند بـه اشـتباه   

Munster 2006( . آنها ژن  این گیاهدرACC  را خاموش کردند با این حال دوام گل در گیاهـان  از مسیر بیوسنتز اتیلن اکسیداز
. )Einset & Kopperud 1995; Hvoslef-Eide & Munster 1995( تراریختـه نسـبت بـه شـاهد تفـاوتی نداشـت      

Kiyokawa et al. )1996(  تراریزش ژنتیکیB. tuberhybrida ا ژنهاي را بGUS  وROL   گزارش نمودند. این تراریـزش
تراریـزش   )Kishimoto et al. )2002صورت گرفـت.   LBA4404ي ژنتیکی با استفاده از اگروباکتریوم تومی فاشینس سویه

 ـدر این سه مـورد  گزارش نمودند.  AGL0ي را با استفاده از همین باکتري با سویه GUSبا ژن  B. hiemalisژنتیکی  ی فراوان
 Kishimoto ،فقط یک گیاه تراریخته بدست آوردند )Einset & Kopperud )1995طوري که به ،تراریزش خیلی متفاوت بود

et al. )2002(  گزارش کردند و درصد  2/3درصد تراریزش را حداکثرKiyokawa et al. )1996( 24   درصد گیاهان تراریختـه
از قطعـات   A. tumefacienceبـا اسـتفاده از    B. semperflorensتراریزش  به منظور )Hoshi et al. )2003 تولید نمودند.

را به همین گیاه منتقل  )Isopentenyl pyrophosphate( IPTژن ) Ping-qu & Lei )2010 برگ این گیاه استفاده کردند.

 .Xu et alکی برخوردار بودند. از مقاومت بهتري نسبت به شرایط خش شاهدتولید شده نسبت به گیاهان تراریخته کردند. گیاهان 
 .A بـا کمـک   را دارد  هـا ¬که نقش مهمی در حفظ خصوصـیت مریسـتمی و الگـوگیري مناسـب انـدام      KNOXژن  )2011(

tumefacience  بهB. maculate  یک فنوتیپ جدید گل تولید کنند. در این بررسی حداکثر در این گیاه منتقل کردند و توانستند
ژن  B. tuberhybrida، به منظور تولید رنـگ آبـی در   )Sandgrind )2017د گزارش شد. همچنین درص 8/5درصد تراریزش 

F3’5’H  را با استفاده ازA. tumefacience   گیـاه   18ریزنمونـه را تیمـار کـرد و در کـل      1692به این گیاه منتقل کـرد. وي

  .ندردتولید نمود که هیچ یک از آنها رنگ آبی قابل توجهی تولید نک هتراریخت
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ي سریع و قابل اطمینال تولید ها¬شرایط مناسب براي دستیابی به روشلازم است با توجه به ارزش تجاري بالاي بگونیا 

 B. soli-mutataسازي شـرایط انتقـال ژن بـه گونـه     بهینهپژوهش حاضر با هدف فراهم شود. لذا  ي جدید در این گیاهها¬فرم
بویژه ژنهـاي   هاي مطلوبنیاز ضروري براي انتقال ژنبه عنوان پیشت. این پژوهش انجام شده اس GUSمبتنی بر ژن گزارشگر 

  .می باشداین گیاه در دخیل در رنگ گل 

  

 هامواد و روش

با توجه به اهمیت انتخـاب نـوع ریزنمونـه در    : B. soli-mutataاثر ترکیب هورمونی محیط کشت بر باززایی 

حاوي یک میلی  MSدر محیط کشت  )دمبرگ، برگ و ساقه(ماتی اثر نوع ریزنمونه موفقیت کشت بافت گیاهان، در آزمایش مقد

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد ریزنمونه دمبرگ نسبت به سایر ریزنمونه ها از لحاظ استقرار ریزنمونه  TDZ در لیتر گرم
. لذا به )داده ها نشان داده نشده(بسیار پایین بود  در شرایط کشت بافت و باززایی وضعیت بهتري داشت با این حال درصد باززایی

منظور بهبود شرایط باززایی در آزمایش اصلی ریزنمونه دمبرگ انتخاب شد و اثر ترکیب تنظیم کننده هاي رشد مورد بررسی قـرار  
دقیقه  30به مدت و جدا  B. soli-mutataهاي دمبرگ گیاه شاداب و در حال رشد نمونهبراي اجراي این تحقیق ابتدا ریزگرفت. 

دقیقه استفاده و سپس زیر هود  15درصد به مدت  5/1جاري شستشو شد. براي ضدعفونی آنها از محلول هیپوکلریت سدیم زیر آب
 Thin Cell(هایی TCLلامینار با آب استریل شستشو شدند. پس از جدا نمودن دو انتهاي دمبرگ از قسمت باقیمانده براي تهیه 

Layer(  کشت ها در محیطنمونهمتر استفاده شد. ریزمیلی دوضخامت بهMS حاوي سیتوکنین TDZ  یاKin   هـاي  بـا غلظـت 

 5/ 8درصد آگار بـا   8/0درصد ساکارز و  3، )گرم در لیترمیلی 2/0و  NAA )0گرم در لیتر در ترکیب با اکسین میلی 2و  1، 2/0
pH=  این آزمایش به صورت فاکتوریل با دو فاکتور کشت شدند. محیط کشت،  یلی لیترم 12حاوي  میلی لیتري 50در ویال هاي

در قالب طرح کاملا تصادفی با چهار تکرار انجام شد.  )دو نوع سیتوکینین با سه غلظت و اکسین با دو سطح(سیتوکینین و اکسین 
نگهداري شـدند.   ساعت تاریکی 8و  ساعت روشنایی 16گراد با تناوب نوري درجه سانتی 25 ± 2ها در اتاق رشد با دماينمونهریز

نمونـه،  مانی ریـز جدید انجام شد. پارامترهاي باززایی شامل درصد زندهکشت محیط  بهها نمونههفته، واکشت ریز 4پس از آن هر 

میلـی متـر    3گتـر از  بزر( تعداد ریشه ،زایی در پایان واکشت دوم و تعداد برگزایی و درصد ریشه، درصد کالوسشاخه زاییدرصد 
  برداري شدند. در پایان واکشت چهارم یادداشت  )میلی متر 3بزرگتر از هاي با میانگین گیري طول تمام ریشه (و طول آن  )طول

 LBA4404فاشینس نـژاد  ¬در این آزمایش از آگروباکتریوم تومی: مشخصات باکتري و پلاسمید مورد استفاده

جهـت تراریختـی    GUSو ژن گزارشگر  NPTΙΙبیوتیک کانامایسین انگر مقاومت به آنتیداراي ژن نش pBI121حامل پلاسمید
شـد. سـه واکـنش    ¬اي پلیمراز استفادهفاشینس از واکنش زنجیره¬. براي تایید باکتري آگروباکتریوم تومی)1شکل ( شد¬استفاده

دمـاي   شـد. ¬جهت تکثیر و تایید استفاده )1جدول( NPTΙΙو  GUS ،VIRهاي جداگانه با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ژن
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درجه سانتی گراد در نظر گرفتـه   55حدود  NPTIIو  GUSي ها¬درجه سانتی گراد و براي ژن 64حدود  VIRاتصال براي ژن 

   .چرخه انجام شد 35استاندارد در   PCRو  شد

 

  
  .GUSحاوي ژن  pBI121تصویر پلاسمید  .1شکل

Figure 1. pBI121 plasmid containing GUS gene.  
 

  NPTΙΙو  GUS  ،VIR يهاژن یاختصاص يتوالی آغازگرها .1جدول 

Table 1. The sequences of specific primer for GUS, VIR and NPTII genes 

 )جفت باز(طول محصول 

Length of fragment (bp)  
 توالی الیگونوکلئوتیدي  

Nucleotide sequence  
 نام آغازگر

Name of primer  

1056 
Forward  5′- CTCATCAGGCACGCTTG-3′ 

Primer for VIR gene 
Reverse  5′- GCGGATGCTTCAAATGG-3′ 

1100 
Forward  5′- ACGTCCTGTAGAAACCCCAA-3′ 

Primer for GUS gene 
Reverse  5′- CCCGCTTCGAAACCAATGCC-3′ 

900 
Forward  5′- CAGGTTCTCCGGCCGCT-3′ 

Primer for NPTII gene 
Reverse  5′- GAACTCGTCAAGAAGGC-3′ 

  

هـاي  براي تعیین غلظت مناسب کانامایسین جهت گـزینش ریزنمونـه  : شرایط همکشتی و محیط کشت انتخابی

گرم میلی یکو  NAAگرم در لیتر میلی 2/0 حاوي MSکشت در محیط B. soli-mutata گیاه TCLهاي نمونهریز ،تراریخته
گرم در لیتر کشت و پارامترهاي بـاززایی بعـد از   میلی 100و  75، 50، 25، 0هاي مختلف کانامایسین شامل و غلظت Kinدر لیتر 

  هفته یادداشت برداري شدند. شش
، ابتـدا  ویتـرو رشد یافتـه در شـرایط ایـن    B. soli-mutataهاي استریل از گیاهچه TCLهاي نمونهریزبراي همکشتی 

کشـت   Kinگرم در لیتر میلی یکو  NAAگرم در لیتر میلی 2/0 حاوي MSکشت در محیطبه صورت پیش تیمار  ریزنمونه ها
بـه  نانومتر  600باکتري در طول موج  OD زمانی که .گرفتندکشتی با باکتري مورد استفاده قرار بعد از یک هفته جهت هم .شدند

 در درون سوسپانسیون باکتريدقیقه  30، به مدت ايیک هفته TCLهاي نمونهریزبراي همکشتی استفاده شد.  رسید یکتا  8/0
میکرومـولار   Kin، 100گـرم در لیتـر   میلـی  یک ،NAAگرم در لیتر میلی 2/0 حاوي MSکشت سپس در محیطقرار داده شدند 
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در  TCLریزنمونـه   2000. درصـد آگـار کشـت شـدند     8/0درصـد سـاکارز و    سه، )Kishimoto et al. 2002( استوسرینگون

هـا بـه   نمونهکشتی، ریزهماز ساعت  72و  48بعد از طی مدت . مورد استفاده قرار گرفت باکتریوم تومی فاشینسبا اگروهمکشتی 
 50 و گـرم در لیتـر سفوتاکسـیم   میلـی  Kin ،500گرم در لیتـر  میلییک  ،NAAگرم در لیتر میلی 2/0 حاوي MSکشت محیط

هاي تولید شده جهت طویـل  هفته گیاهچه 6. پس از ندهفته یکبار واکشت شد دوهر گرم در لیتر کانامایسین انتقال یافتند و میلی

باززایی تولید ریشـه  کشت ها در همین محیط . با توجه به اینکه گیاهچهمنتقل شدندکشت فاقد کانامایسین همین محیط بهشدن 
   تند.انتقال یاف 1:1نمودند، براي سازگاري به بستر حاوي کوکوپیت و پرلیت با نسبت 

–ژن بتـا   یانسنجش ب برايپس از سازگاري گیاهچه ها : Gusارزیابی و  PCRتایید تراریختی با استفاده از 

-β یمآنز یتو مشاهده فعال gusمحلول  یهته . برايانجام شد Gus ارزیابی آزمون یاحتمال یختهترار هايیاهچهدر گ گلوکورونیداز
دیسک هاي کوچکی و  یهته یاحتمال یختهچند شاخه ترارشد. ¬استفاده )Jefferson et al.  )1987 از دستورالعمل یدازگالاکتورون

شدند. پس  يشبانه روز نگهدار یکبه مدت  گرادیدرجه سانت 37 يها در دمانمونه ینور شدند. اغوطه gusمحلول در از برگ آنها 

 ی، رنگ آببودن هیخت. در صورت ترارندشستشو شدرصد د 70با الکل بار  پنج یاهی،گ هايیزهمدت به منظور حذف رنگ ینا یاز ط
  .قابل مشاهده است یدسف ینهدر زم

ژن انتقـال   یمولکـول  ییدتاآزمون لازم بود ، Gus ارزیابی آزمونبا استفاده از  یاحتمال یختهترار يهاشاخه ینشاز گز پس
ي ها¬گرهاي ژنزبا استفاده از آغاصورت گرفت و  DNAاستخراج ها شاخه یناز ا ین. بنابرایردها صورت گشاخهاین  يبر رو یافته

GUS  وVIR بطور جداگانه PCR و سپس الکتروفورز محصول  انجامPCR  به منظور استخراج شدانجام .DNA يهااز نمونه 
  . )Doyle & Doyle 1987( استفاده شد CTABاز روش  یرتراریختهو غ یختهترار یاهانگ یبرگ

  

  نتایج و بحث

جدول (داده ها  نتایج تجزیه واریانسبر اساس : B. soli-mutataورمونی محیط کشت بر باززایی اثر ترکیب ه

در در تمام صفات مورد بررسی  NAAبجز درصد کالوس زایی و اثر میزان اکسین صفات مورد ارزیابی تمام بر  سیتوکینیناثر ، )2
در هـر دو تیمـار    NAAمیلی گـرم در لیتـر    2/0حضور  که داد . نتایج مقایسه میانگین داده ها نشانمعنی دار بوددرصد  5سطح 

در تمام صفات مورد بررسی بویژه درصد زنده مانی ریزنمونه و  Kin . همچنین)3جدول ( باعث بهبود تمام صفات شد سیتوکینین
ز درصد بـاززایی و  و غلظت اکسین در تمام صفات بج سیتوکینینداشت. اثر متقابل  TDZبهتري نسبت به درصد شاخه زایی اثر 

نشان داد که بیشترین درصـد زنـده    ها¬. مقایسه میانگین داده)2جدول ( درصد معنی دار نبود پنجتعداد برگ تولید شده در سطح 

 25/26(به ازاي هر ریزنمونـه  تعداد برگ تولید شده  و )100( شاخه زایی، درصد )5/42(، درصد کالوس زایی )100(مانی ریزنمونه 
تعداد ریشه بدست آمد. همچنین بیشترین NAA میلی گرم در لیتر  2/0و  Kinمیلی گرم در لیتر  یکط کشت حاوي در محی )عدد
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میلـی   2/0و  Kinمیلی گرم در لیتـر   2/0حاوي در محیط کشت  )میلی متر 75/35( ریشه به ازاي هر ریزنمونهو طول  )عدد 46(

در ریزنمونه دمبرگ و تولید گیاهچه کامل در شـرایط ایـن    شاخه اززاییالقاي ب 2شکل  .)3جدول ( بدست آمدNAA گرم در لیتر 
  ویترو را نشان می دهد.

  

  یتروو ینا یطدر شرا B. soli-mutataتجزیه واریانس صفات مربوط به باززایی گونه  .2 جدول

Table 2. Analysis variance for regeneration characteristics of B. soli-mutata in in vitro 

condition 

 منابع تغییر

Source of 

variation 

 درجه آزادي
Degree of 

freedom 

  درصد 

 زنده مانی

Survival 

percentage 

 درصد 

 کالوس زایی

Callogenesis 

percentage 

 درصد شاخه زایی

Shoot 

regeneration 

percentage 

 تعداد برگ

Leaf 

number 

 تعداد ریشه

Root 

number 

طول ریشه 
 )مترمیلی(

Root 

length 

(mm) 

 سیتوکینین

Cytokinin  
5 0.13* 209.35 ns 860.82* 18.25* 77.34* 172.93* 

 اکسین

Auxin  
1 4.30* 70201.59* 69086.61* 5220.06* 12191.84* 7482.25* 

 سیتوکینین* اکسین

Cytokinin* 

Auxin  
5 0.12* 229.41* 248.44* 27.52* 228.84* 372.96* 

 خطا

Error  
36 0.02  84.39 48.8 8.78 2.39 3.37 

ضریب تغییرات 
 )درصد(

Coefficient of 

variation (%)  

 0.3 8.3 19  4.7  10  15  
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در  B. soli-mutataبر میانگین شاخه زایی و ریشه زایی  NAAاثر سیتوکینین و میزان اکسین  .3جدول 

 شرایط این ویترو

Table 3. Effect of cytokinin and concentration of NAA on mean of shoot regeneration and 

rooting of B. soli-mutata in in vitro culture codition 

 سیتوکینین

Cytokinin 

 غلظت سیتوکینین

Concentration 

of cytokinin 

 غلظت اکسین

Concentration 

of auxin 

  درصد 

 زنده مانی

Survival 

percentage 

 درصد 

 کالوس زایی

Callogenesis 

percentage 

درصد شاخه 
 زایی

Shoot 

regeneration 

percentage 

 تعداد برگ

Leaf 

number 

 تعداد ریشه

Root 

number 

طول ریشه 
 )مترمیلی(

Root 

length 

(mm) 

TDZ 

 

0.2 
0 0.00 i 0.00 b 0.00 g 0.00 h 0.00 i 0.00 d 

0.2 37.00 g 8.25 b 0.00 g 0.00 h 12.00 fg 13.25 c 

1  
0 27.50 h 5.50 b 16.50 fg 1.50 fg 0.75 i 0.75 d 

0.2 57.00 cd 23.25 ab 0.00 g 0.00 h 20.75 d 19.75 b 

2  
0 37.00 g 0.00 b 0.00 g 0.00 h 0.00 i 0.00 d 

0.2 57.00 cd 16.50 ab 1.50 g 0.25 fg 16.50 e 13.00 c 

Kin 

0.2  
0 49.50 def 0.00 b 11.00 fg 0.75 fg 0.75 i 2.50 d 

0.2 61.25 c 0.00 b 83.00 bc 15.75 c 46.00 a 35.75 a 

1  
0 53.50 cdef 22.00 ab 49.50 de 5.25 de 9.50 gh 12.75 c 

0.2 100.00 a 42.50 a 100 a 26.25 a 40.50 b 19.75 b 

2  
0 54.50 cde 16.50 ab 70.75 bc 3.50 ef 11.25 fg 12.00 c 

0.2 77.50 b 0.00 b 100 a 21.50 b 23.75 c 13.75 c 

 داري ندارند.درصد اختلاف معنی 5اي دانکن در سطح احتمال هاي داراي حروف مشابه در هر ستون بر اساس آزمون چند دامنهمیانگین

Means within a column followed by the same letter are not significantly different by Duncan’s multiple 

range test at 5% probability level. 
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 )چپ(القاي باززایی در ریزنمونه دمبرگ  )راست(  B. soli-mutataدر گیاه  شاخه. مراحل باززایی 2شکل 

 باززا شدهگیاهچه 

Figure 2. Shoot regeneration in B. soli-mutata, right) regeneration induction in petiole 

explant, left) regenerated plantlet 

  
 5/0شـده بـا   غنـی   MSاز محیط کشـت  ) Castillo and Smith  )1997هاي سوماتیکی در بگونیا براي تولید جنین

از  )بـه ازاي هـر ریزنمونـه    عـدد  70تـا   60(درصد شیره نارگیل استفاده کردند. بیشترین تعداد جنـین   دوو  Kinگرم در لیتر میلی

از ریـز   B. tuberousجهـت ریزازدیـادي    )Nhut et al. )2005هاي برگ بدست آمـد.  ریز نمونهده از مآي بدست ها¬کالوس

دار نمـودن  کردنـد و جهـت ریشـه   ¬اسـتفاده  TDZگرم بر لیتر میلی 2/0شده با غنی دمبرگ در محیط کشت  TCLهاي نمونه
گرم بر  یکو  NAAگرم بر لیتر میلی BA،1/0یتر گرم بر لمیلی 5/0تکمیل شده با  MSهاي تشکیل شده از محیط کشت شاخه

در ترکیـب بـا    TDZو  BAP ،Kinي ها¬سیتوکنین )Shobi and Viswanathan )2017 کردند.¬لیتر زغال فعال استفاده

دادند. آنهـا گـزارش   ¬مورد بررسی قرار B. fallaxرا بر باززایی  MSدر محیط کشت پایه  NAAو  IAA ،IBAي ها¬اکسین
شواهد از باززایی در  بهترین ترکیب است. NAAگرم در لیتر ¬میلی 5/0و  BAگرم در لیتر ¬میلی 5/0یط کشت حاوي کردند مح

ي متفاوت بـه  ها¬باعث پاسخمی تواند  ها¬ي ژنتیکی متفاوت گونهها¬ساختارهاي مختلف بگونیا حاکی از این است که ¬گونه

  .باشد¬شدهترکیبات هورمونی محیط کشت 

در شـرایط   B. soli-mutata کانامایسین بر صفات مورد ارزیابی گونه  مختلفهاي تبررسی اثر غلظ

در  B. soli-mutata کانامایسین بر صفات مورد ارزیابی گونـه   مختلفهاي نتایج جدول تجزیه واریانس اثر غلظت: ویترواین

درصـد تفـاوت    5درصد باززایی در سطح احتمـال  مانی و درصد زندهاز نظر هاي مختلف که بین غلظت ویترو نشان دادشرایط این
گرم در لیتر کانامایسین در غلظت صفر میلی )درصد 100(و باززایی  )درصد 100(مانی داري وجود داشت. بیشترین درصد زندهمعنی

گرم در لیتر میلی 50غلظت ریزنمونه ها در  )درصد 25(مانی و زنده )درصد 11( شاخه زایی. با توجه به درصد )4جدول (مشاهده شد 

1 Cm 1 mm 
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 & Einsetهـاي تراریختـه اسـتفاده شـد.     گـزینش ریزنمونـه   بـراي  هـاي انتخـابی  در محیط کشـت از این غلظت  ،نامایسینکا

Kopperud )1995( ،Kiyokawa et al. )1996( ،Kishimoto et al. )2002(  وPing-qu & Lei )2010(   از غلظـت
هاي دیگر بگونیا استفاده کردند در حالی که این غلظت هاي تراریخته گونهش گیاهچهگرم در لیتر کانامایسین جهت گزینمیلی 100

  .)3شکل (ها گردید نامناسب بوده و موجب سوختگی تمام ریز نمونه B. soli-mutataدر گونه 

  
هاي مختلف آنتی بیوتیک کانامایسین. در محیط کشت حاوي غلظت  B. soli-mutataهاي گیاهچه .3شکل 

 .گرم در لیترصفر میلی )چپگرم در لیتر. میلی 25 )وسطگرم در لیتر. میلی 50 )سترا

Figure 3. B. soli-mutata plantlets in media containing different concentration of 

Kanamycin. Right) 50 mg/l; Middle) 25 mg/l; Left) 0 mg/l. 
 

 ویترودر شرایط این  B. soli-mutataر صفات مورد ارزیابیکانامایسین ب مختلفهاي . اثر غلظت4جدول

Table 4. Effect of Kanamycin concentrations on regeneration of B. soli-mutata in in vitro 

culture codition 

 شاخه زاییدرصد 

Shoot regeneration percentage 

 درصد زنده مانی

Survival percentage 

 )میلی گرم در لیتر( غلظت کانامایسین

Concentration of Kanamycin 

(mg/l)  
100 a 100 a 0 

66.25 b 81.25 a 25 
11.00 c 25.00 b 50 
0.00 c 15.00 b 75 
0.00 c 7.50 b 100 

 اري ندارند.ددرصد اختلاف معنی 5اي دانکن در سطح احتمال هاي داراي حروف مشابه در هر ستون بر اساس آزمون چند دامنهمیانگین

Means within a column followed by the same letter are not significantly different by Duncan’s multiple 

range test at 5% probability level. 

 

1 Cm 
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  باکتري اگروباکتریوم تومی فاشینسدر  NPTIIو  VIR  ،GUSحضور پلاسمید و ژنهاي تایید 

. شددر باکتري مورد نظرتایید  هاحضور این ژن NPTIIو  GUS  ،VIRیمراز با آغازگرهاي ژن اي پلپس از واکنش زنجیره

   .نشان داده شده است درجه سانتی گراد 55و  53در دماي اتصال  GUSژن براي  PCRواکنش نمونه اي از نتیجه  4در شکل 

  
 ) 2سایز مارکر ،  )1چاهک  .Agrobacteriumدر  GUSجفت بازي مربوط به حضور ژن  1100باند  .4شکل 

 درجه سانتی گراد 55دماي اتصال  )3و  درجه سانتی گراد 53دماي اتصال 

Figure 4. The 1100 bp fragment for the presence of GUS gene in the Agrobacterium. well 1) 

Ladder, well 2) annealing temperature in 53°C, well 3) annealing temperature in 55°C. 
  

 ـ  B. soli-mutata شـاهد هـاي  از بافت برگ گیاهچه DNAاستخراج : تایید گیاهان تراریخته  CTABروش  هب

استخراج  DNAهاي بگونیا مقدار . ولی به دلیل وجود میزان بالاي اگزالیک اسید در برگ)Doyle & Doyle 1987( انجام شد

در  DNAنـانوگرم   38 وضعیت مقـدار نانودراپ اندازه گیري شد و در بهترین استخراج شده با  DNAشده بسیار اندك بود. مقدار 
مبنی بر شستشو با  )Einset & Kopperud )1995لذا این دستورالعمل بنا به پیشنهاد ارائه شده در روش . بدست آمدماکرولیتر 

 .تخراج شـده گردیـد  اس ـ DNAکه باعث بهبود کیفیت  اصلاح شد )T10E10 )Tris 10 mM, EDTA 10 mMبافر نمکی 

Forrest et al. )2005(  در استخراجDNA هاي تازه و خشک شده بگونیا در ژل سـیلیکا، از روش  از برگDoyle & Doyle 
هـاي بگونیـا اشـاره کردنـد و در اسـتخراج      از برگ DNAبه مشکل استخراج  )2012( Chen & Miiاستفاده کردند.  )1987(

DNA هاي بگونیا طبق روش از برگEinset & Kopperud )1995(  از بافرT10 E10 )10 mM Tris Hcl + 10 mM 

EDTA( و سپس از روش  هبراي شستشو استفاده کردCTAB   براسـاس دسـتورالعمل Murray & Thompson  )1980(  در

 استفاده کردند.  DNAاستخراج 

 58اکتریوم تومی فاشـینس، تعـداد   باکتري اگروب با B. soli-mutata گونه TCL ریزنمونه ي  2000پس از همکشتی 

 26و ساعت  48زمان  عدد 32میلی گرم در لیتر کانامایسین باززا شدند که  50در محیط کشت انتخابی حاوي  ها¬عدد از ریزنمونه
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 ـ ها¬ي باززا شده از این ریزنمونهها¬در کلیه گیاهچه .همکشتی با باکتري را طی نموده بودند ساعت 72 زمان عدد ا در مقایسه ب

جهـت   هـا ¬گیاهچـه  ،هفته گزینش در محیط کشت انتخابی 12ي شاهد کندي رشد مشاهده گردید. بنابراین پس از ها¬گیاهچه
 17 تنها هفته از تاریخ همکشتی 14فاقد آنتی بیوتیک کانامایسین انتقال یافتند. پس از گذشت  MSافزایش رشد به محیط کشت 

استفاده شد. پس از  1:1زگاري گیاهچه ها از بستر کوکوپیت همراه با پرلیت به نسبت براي سا .گیاهچه به مرحله سازگاري رسیدند
 بودنـد  در وضعیت فعـال رشـد  که از برگ هاي جوان  )برگ جدید 8با حداقل ( روز از سازگاري و رشد مناسب گیاهان 60گذشت 

DNA  در ارزیابی بیـان ژن  ، سازگار شده گیاهچه 17از  .)5شکل ( گرفتدر بررسی هاي بعدي مورد استفاده قرار  واستخراج شد
GUS  ي ژن ها¬واکنش زنجیره اي پلی مراز با آغازگر .)6شکل ( گیاه رنگ آبی مشاهده شده و بیان آن تایید شد 7تنها درGUS 

نشان را  GUSجفت بازي مربوط به حضور ژن  1100گیاهچه باند  7تنها همان و  انجام شدگیاهچه  17تمام این بر روي  VIRو 

  .را نشان ندادند  VIRجفت بازي مربوط به حضور ژن  1056و هیچ کدام باند  )7شکل(دادند 

Kiyokawa et al. )1996(  براي انتقال ژنGUS   بـهB. tuberhybrida  بـاکتري   نـژاد ازLBA4404   اسـتفاده
اکسـیداز از   ACCخاموشی ژن  براي )Einset & Kopperud )1995درصد گزارش کردند.  5/22کردند و درصد تراریختی را 

ژن  نـژاد نیز با اسـتفاده از ایـن    )Kishimoto et al. )2002استفاده کردند اما اشاره اي به درصد تراریختی نکردند.  نژادهمین 
GUS  را بهB. hiemalis  گیاه تراریختـه بدسـت    2ریزنمونه مورد استفاده در همکشتی تنها  628منتقل کردند. آنها توانستند از
 .Bدرصد تراریزش نسبت به ریزنمونه اولیه در گیاه  )Xu et al. )2011 .درصد بود 6/1که درصد تراریزش در آن نزدیک به  آورند

maculata گزارش کردند. 8/5تا  7/1کم باکتري بین ارا بسته به تر Sandgrind )2017(  گیـاه  براي تولید رنگ آبـی در B. 

tuberhybrida  ژنF3’5’H  نژاداده از با استفرا GV3101    اگروباکتریوم تومی فاشینس به این گیاه منتقل کردنـد و درصـد
بگونیا پـایین  گیاه در  شدر مجموع نتایج کار سایر محققان مبین این است که درصد تراریزدرصدي را گزارش کردند.  1تراریزش 

این آزمایش  مکشتی داده شوند که با نتایج بدست آمده درلازم است تعداد زیادي ریزنمونه اولیه ه هاست و براي تولید گیاه تراریخت

در بررسی حاضر نیز از دو هزار ریزنمونه ي هم کشتی حدود هفت گیاهچه با بیان مثبت ژن حاصـل شـد و درصـد     مطابقت دارد.
صیات بیوشیمیایی و تراریزشی پایین تر از یک درصد را حاصل نمود. البته طبیعت سرسخت این گیاه در انتقال ژن وابسته به خصو

با این حال به منظور افزایش کارایی انتقال ژن ترکیباتی در گیاه است که بعضا نقش بازدارندگی در آلودگی باکتریایی ایفا می کنند. 
 و عوامل القا کننده تلقیح زمان همکشتی ي دیگر،ریزنمونه هاهاي مختلف باکتري،  نژاد ندر این گیاه بهتر است عوامل دیگري چو

  مورد بررسی بیشتري قرار گیرد.
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  در بستر کوکوپیت + پرلیت  B. soli-mutataگیاه تراریخته  .5شکل 

Figure 5. Transgenic B. soli-mutata in CocoPeat and perlite medium 
  

 
قدان و ف )سمت راست(گیاه تراریخته  در دیسک برگی  gus. مشاهده رنگ آبی در ارزیابی بیان ژن 6شکل 

  )سمت چپ(رنگ آبی در گیاه شاهد غیرتراریخته 

Figure 6. Blue color in gus assay of leaf disk in transgenic plant (right) and non-transgenic 

plant (left) 
 

1Cm 

1 Cm 
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 و 5و  4و  3و 2سایز مارکر، چاهک  )1در گیاهان تراریخته . چاهک  gusجفت بازي ژن  1100. باند 7شکل 

گیاهان گزینش شده در محیط کشت  )18 17و  16و  15و  14و  13و  12و  11و  10و  9و  8و  7و  6

  کنترل منفی) 20، هغیر تراریخت شاهد )19،  حاوي کانامیسین

Figure 7. The 1100 bp fragment for the presence of GUS gene in the transgenic plants. 

Well 1) Ladder, wells 2-18) Selected plantlets in media containing Kanamycin, Well 19) 

Control, Well 20) Negative control 

 

هاي سریع و قابل اطمینال تولید ¬دستیابی به روشو لزوم بگونیا بالاي با توجه به ارزش تجاري : نتیجه گیري

مورد  B. soli-mutataانتقال ژن به گونه  باززایی و شرایطدر دو مرحله پژوهش حاضر در  ،هاي جدید در این گیاه¬فرم

هینه شد و بهترین در شرایط این ویترو باز ریزنمونه دمبرگ گیاه  . در مرحله اول شرایط باززاییارزیابی قرار گرفت

. در معرفی گردید NAA میلی گرم در لیتر 2/0و  Kinمیلی گرم در لیتر  2/0حاوي  MSمحیط کشت، محیط کشت 

شد. براي گزینش گیاهان تراریخته از  بهینه GUSانتقال ژن به این گونه مبتنی بر ژن گزارشگر مرحله دوم شرایط 

نشان تراریختی میلی گرم در لیتر کانامایسین استفاده شد. در مجموع نتایج آزمایش  50محیط کشت انتخابی حاوي 

اریخته لازم است تعداد زیادي ریزنمونه اولیه داد که درصد تراریزش در این گونه بگونیا پایین است و براي تولید گیاه تر

به منظور افزایش کارایی انتقال ژن در این گیاه بهتر است عوامل دیگري چون نژاد هاي  . همچنینهمکشتی داده شوند

  مختلف باکتري، ریزنمونه هاي دیگر، زمان همکشتی و عوامل القا کننده تلقیح مورد بررسی بیشتري قرار گیرد.
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