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 چکیده
ني مهم به نام هيوسيامين یکي از آلکالوئيدهای تروپادارای و  یکساله نواده سولاناسه،از خا گياهي (Atropa belladonnaشابيزک )    
 inبافت و باززایي این گياه در شرایطهای کشت پيشرفت در روش با توجه به اهميت دارویي و اقتصادی کشت شابيزک، باشد.مي

vitro سازی شرایط کشت در این تحقيق بهينه روازاینباشد. های انتقال ژن به این گياه دارویي مهم ميمنظور آسان نمودن روشبه
محيط یل شابيزک در بذرهای استر ابتدا برای توليد کالوس .بررسي گردید Atropa belladonna منظور توليد کالوس و باززایي گياهبه

 MSهای ساقه و برگ در محيط کشت ریزنمونه به مدت دو ماه، هازني بذر و رشد گياهچهپس از جوانه. کشت شدند MS کشت
 قرار گرفتند.گرم در ليتر( ميلي 2و  0 ،1) Kinگرم در ليتر( و ميلي 1و  0 ،5/0) D-2,4 هورموني مختلفهای حاوی ترکيبي از غلظت

گرم در ليتر( در ميلي 8و  5، 3، 0در چهار سطح ) Kinاز هورمون  حاصل از ریزنمونه ساقه هایبرای بررسي درصد باززایي کالوس
زایي را های ساقه بيشترین کالوسریزنمونه نشان داد که از نظر تيپ ریزنمونه، نتایج قالب طرح کاملا تصادفي با سه تکرار استفاده شد.

 MS+1mg/l Kinو همچنين  MS+2mg/l Kin +1mg/l 2,4,Dهای ترکيب دو هورمون در غلظت های هورموني،غلظت از نظر داشتند.

+1mg/l 2,4,D  بيشترین ميزان توليد کالوس را نشان دادند. افزایش غلظت هورمونKin  در محيطMS  درصد باززایي با افزایش
 دیده شد.درصد  66/36گرم در ليتر با ميلي 8 باززایي در غلظتارتباط مستقيم داشت و بيشترین ميزان 

 
 D ،Kin ،Atropa belladonna,2,4زایي، باززایي، کالوس های کليدی:واژه

 
 مقدمه

گياهي از  Atropa belladonnaبا نام علمي شابيزک     
گياه های این گونهباشد. خانواده سولاناسه و یکساله مي

شمال افریقا )آلگریا،  و آلباني(، اوکراین بومي اروپا )استراليا،
 Rani& باشند )موروکو( و غرب آسيا )ایران، ترکيه( مي

2013Prasad, .) این گياه  موثره به دليل اهميت فراوان ماده

و همچنين اهميت اقتصادی شابيزک، همه ساله در بسياری از 
دی به کشت این گياه های زیاکشورهای اروپایي زمين

یکي از  شابيزک (. ,2006Omidbaigi) یابداختصاص مي
Rothe ) داردبه نام هيوسيامين را آلکالوئيدهای تروپاني مهم 

2002 Drager, &،) ارتفاع یك تا یك و نيم و به گياهي پایا
دار و ضخيم، گوشت هایي دراز، منشعب،هکه دارای ریش متر

mailto:zahrataghipour928@gamil.com
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و در ساقه آن استوانه، پوشيده از تار  .استحنایي رنگ به
 باشد وميایي تیا سه انتها دارای تقسيمات دوتایي

ریشه، ميوه و دانه  مورد استفاده این گياه برگ، هایقسمت
در ریشه شابيزک  .( 2002Drager,  &Rothe) آن است
در ولي تغييرات آلکالوئيدها زیاد است کلي  مقدار تغييرات

از این نظر مصرف برگ شابيزک  ،برگ گياه کمتر است
د همين اختلاف در مقدار کلي علت وجوتوصيه شده و به

 آن هميشه در مصارف درماني های ریشه است کهآلکالوئيد
 موارد (. ,1996Zargari) برندکار ميهکم ب مقداررا به 

 ،بخشآرام باز کننده مردمك چشم، شامل: استعمال خارجي
 سردرد، رفع برایدر طب سنتي  .است سرفهو سياهتشنج ضد

قائدگي، زخم معده، آلرژی، التهاب ناشي از سوختگي و 
 در درمان همچنين شود.تهوع پيشنهاد ميکننده برطرف

 همعددردهای  و پادزهر مارگزیدگي بيماری پارکينسون،
 (. 2013Prasad,  &Rani) گيردمورد استفاده قرار مي

استفاده از به اهميت گياه دارویي شابيزک،  نظر
 های ثانویه مهمش توليد متابوليتافزای در جهتهایي روش

رویه آن از رسد. همچنين برداشت بيضروری به نظر مي و
انقراض نسل این گياه دارویي  موجبطبيعت ممکن است 
های بيوتکنولوژی شامل کشت بافت و شود. استفاده از روش

اهميت در یك  به توليد انبوه این گياه بامنجر ریزازدیادی 
 گردد.انقراض نسل آن مي سطح محدود و جلوگيری از

برای  زیادی قابليتدارای  in vitroازدیاد در شرایط 
باشد که این مهم توليد گياهان دارویي با کيفيت بالا مي

دست های مختلف ریزازدیادی بهروشتواند از طریق مي
 Solanum جنسبا توجه به ارزش بالای برخي گياهان  .آید

ای در از نظر دارویي، مطالعاتي روی کشت درون شيشه
 .S. nigrum (2014 .,et alXu  ،)Sهای گونه

aethiopicum (2006 .,et alGisbert  ،)virginum. S 

(2007 .,et alBorgato  ،)S. americanum (O’Connor 

2010 l.,et aSánchez  ،)S. villosum ( &Hussein 

2011Aqlan, )  برخي دیگر گزارش شده استو. 

ahookNNodertzehi  (2014 )منظور القا کالوس و به
ریزنمونه ، somnifera Withaniaریزازدیادی گياه دارویي 

  MS بر روی محيط کشت پایه را گرهميان برگ، ریشه و
و  کشت 1BA و D-2،4 هورمونهای مختلف غلظتحاوی 

های مورد استفاده بيشترین که در تمام محيط کردندبيان 
برگ  ( متعلق به ریزنمونه100%درصد القاء کالوس )

  باشد.مي

 باززایي گياه از کالوس کاربرد گياهان دارویي، تکثير در 
باززایي  پاسخ به .( ,2006Kokateفراواني دارد )

های مختلف خانواده سولاناسه از ای در گونهشيشهدرون
 et alMohammed., )های متنوعي از قبيل برگ ریزنمونه

 Sommer(، گره ) et alBabaei,. 2014نوک ساقه ) ،(2015

2012 ,.et al( کوتيلدون ،)2006 ,Bhalla &Mulwa ) و 
 ( گزارش شده که در اینKaramian, 2007پروتوپلاست )

باززایي قطعات برگ به دليل تهيه آسان مطلوبتر بوده  ،بين
علاوه بر ازدیاد گياهان،  همچنين بافت کالوس گياهي است.

 های متنوع دیگری ازجمله استفاده در انتقال ژن بهقابليت
منظور توليد يون سلولي بهسهای سوسپانکشت تهيه گياه و

ر حاصل از آنها های ثانویه و یا ترکيبات مفيد دیگمتابوليت
و همکاران  Chaturvedi (. 2007uax, O &Kayser) دارد

، اکسين و 2BAPکه محيط کشت حاوی  کردندبيان  (2004)
3TDZ برای توسعه ریشه Atropa belladonna  و

Solanum khasianum  مناسب است، ترکيب دیگری از
4NAA  وD,,42 زایي زایي و همچنين جنينبرای ساقه

belladonnaAtropa  گزارش شده است ( &Yun 

1992 hashimoto,.) Ganapathi ( 2004) و همکاران
محيط آگار  توتون از خانواده سولاناسه از هایکالوس
به محيط عاری  را 5B+ BAm NAA μ10m +μ10حاوی 

زایي منتقل کردند که به نتایج از هورمون برای شاخه
عاری از هورمون  MSمحيط  دست یافتند.هم چشمگيری 

 16درجه سانتيگراد تحت  25برای توليد ریشه در دمای 

                                                           
1 - Benzyl Adenine 

2 - Benzyl Amino-Purine 

3 - Thidiazuron 

4 - Naphthalene Acetic Acid 

https://ganj-old.irandoc.ac.ir/articles/674051
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سازی فرایند کشت بافت و بهينه ساعت روشنایي ثبت شد.
های مختلف مانند باززایي شابيزک با استفاده از روش

برای انجام تحقيقات بنيادی و  تواندمي باززایي غيرمستقيم،
 انند تراریختي،های ژنتيکي مورزیکاربردی ازجمله دست
مهندسي متابوليك مسيرهای  و تغيير سطوح پلوئيدی

های ثانویه مهم در شابيزک مفيد بيوسنتزی انواع متابوليت
باشد. بنابراین هدف از انجام این پژوهش دستيابي به یك 

دهي و باززایي این گونه دستورالعمل مناسب برای کالوس
 .استای گياهي در شرایط درون شيشه

 

 هاو روشمواد 
 (Atropa belladonna) شابيزک بذرهایدر این مطالعه    

جنگلها و  تحقيقاتسسه ؤمملي ایران )شناسي از باغ گياه
قبل از کشت بذرها استریل شدند.  تهيه گردید. (مراتع کشور

ابتدا به مدت یك ریز شابيزک  اًنسبت بذرهای استریل، برای
تشوی سپس از ش درصد قرار گرفته و 70دقيقه در اتانول 

درصد )هيپوکلریت  35دقيقه در آب ژاول  20کامل به مدت 
تا  سهدر پایان  درصد کلر فعال( قرار گرفتند. 5سدیم حاوی 

با استفاده از هود در شرایط استریل در زیر  آبکشيبار  چهار

. سپس بذرهای استریل شابيزک شدآب مقطر استریل انجام 
های حاوی محيط شيشهعدد در  12 تا 10به تعداد 

بذرهای کشت شده در اتاق کشت با  کشت شدند. MSکشت
دوره و  مول فوتون بر مترمربع در ثانيهميلي 110 نور حدود

 24و دمای  روشنایيساعت  12 ساعت تاریکي و 12 نوری
et  Ajmal Khan) ندنگهداری شدگراد درجه سانتي 26تا 

2002., al.) اهان به مدت گيزني بذر و رشد پس از جوانه
های های ساقه و برگ در محيط کشتدو ماه، از ریزنمونه

 . شدتوليد کالوس استفاده  برای( 1 مختلف )جدول
های ساقه و برگ در محيط ریزنمونهبرای القای کالوس 

کاملا  پایه از آزمایش فاکتوریل در قالب طرح MSکشت 
غلظت  3در  Kin ، هورمونA فاکتور .استفاده شد تصادفي

در  D-2,4هورمون  Bگرم در ليتر( و فاکتور ميلي 2و  1، 0)
در  .گرم در ليتر( استفاده شدندميلي 1و  5/0، 0سه غلضت )

های شابيزک درصد باززایي کالوس برای بررسي تحقيق ادامه
گرم در ميلي 8و  5، 3، 0در چهار سطح ) Kinاز هورمون 

ا سه تکرار استفاده شد. ليتر( در قالب طرح کاملا تصادفي ب
و درصد باززایي با  1زایي با استفاده از رابطه درصد کالوس

 محاسبه گردید. 2ستفاده از رابطه ا
 

 100×)تعداد ریزنمونههای کشت شده / تعداد کالوسهای توليد شده(= درصد کالوسزایي)1(

 100×)تعداد کالوسهای منتقل شده / تعداد کالوسهای باززایي شده(= درصد باززایي)2(
 

نسخه  SASافزار ها با استفاده از نرموتحليل دادهتجزیه
نرمال بودن  انجام گردید و قبل از انجام آناليز واریانس، 1/9

 ها ازميانگين برای انجام آزمون مقایسه .بررسي شد هاداده
 پنج درصد در سطح احتمال ای دانکنآزمون چند دامنه

 استفاده شد.
 

 نتایج 
 زایيها و نوع ریزنمونه بر ميزان کالوسبررسي اثر هورمون

ها روی محيط از کشت ریزنمونه یك هفتهبعد از گذشت    
ها شروع به توليد کالوس ریزنمونه کشت حاوی هورمون،

طور کامل ها بهکالوسکردند و بعد از گذشت حدود یك ماه 

ترکيبات هورموني متفاوت ثير أترشد کرده و توسعه یافتند. 
 1های ساقه و برگ در جدول بر توليد کالوس در ریزنمونه

ها تجزیه واریانس دادهنتایج حاصل از  نشان داده شده است.
اده های استفغلظت هورمون شان داد که نوع ریزنمونه ون

هورمون بر تعداد  نمونه وریز شده و همچنين اثر متقابل
در سطح احتمال یك درصد اثر  های توليد شدهکالوس

این بدان مفهوم است که فاکتورهای مورد  .دار داشتندمعني
بر صفت مورد مطالعه به صورت مستقل ثير أتمطالعه از نظر 

 باشند.کنند و وابسته به یکدیگر مياز یکدیگر عمل نمي
بر  D-2,4و  Kinدو هورمون  اثر متقابلدر مقایسه 

نشان داد که بيشترین تعداد کالوس  زایي گياه شابيزککالوس
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+mg/l 1mg/l Kin +2MSبا ترکيب  ساقه در ریزنمونه

D,2,4  ودرصد  33/80با متوسط mg/l Kin 1MS+

,D2,4mg/l 1+  بدست آمد و کمترین درصد  78با متوسط
بدست  (ورمونهفاقد )نمونه شاهد درصد کالوس در ساقه از 

+mg/l  0.5MSهای دار با ترکيبکه بدون اختلاف معني آمد

D,2,4 ،,D2,4mg/l  1MS+ ،mg/l Kin 2MS+ 
بود و از نظر آماری  +D2,4mg/l 0.5mg/l Kin +1MS,و

 در یك گروه قرار گرفتند.
در  دهيبيشههترین درصههد کههالوس در ریزنمونههه بههرگ

 +D2,4mg/l 1mg/l Kin +2MS,ههههههای ترکيب
و  59 بهها متوسههط D2,4mg/l 0.5mg/l Kin +2+MS,و

بها متوسهط  +D2,4mg/l  0.5MS,ترکيب و  درصد 33/54
در  مشهاهده شهد.دهي کمترین درصد کالوسدرصد  66/17

ساقه همراه با برتری نسهبي  زایي در ریزنمونهمجموع کالوس
Kin  بهD,2,4 زایي شهد و در شهرایط باعث حداکثر کالوس

بهه  D,2,4یا افهزایش نسهبت و  D,2,4یا  Kinعدم حضور 
Kin توليد شهده  هایکالوس زایي کاهش یافت.ميزان کالوس

 1و  Kinگهرم بهر ليتهر ميلي 2از ریزنمونه ساقه در مقهادیر 
های سبز رنگ و بها سهاختار کالوس D,2,4گرم بر ليتر ميلي

شهده  توليد هایکالوسالبته (. 2 سفت بودند )شکل کروی و
ههای توليهد شهده در سهایر سبت بهه کالوسدر این محيط ن

 .ترکيبات هورموني از مقدار بيشتری برخوردار بودند
 

برگ  های ساقه وبر القای توليد کالوس از ریزنمونه Kinو  D-2,4های های متفاوت هورمونهمراه با غلظت MSاثر محيط کشت  -1 جدول
  belladonnaAtropaگياه 

 ترکيبات محيط کشت ردیف
 دهيکالوس درصد

 برگ ساقه

1 MS 33/04±24/4 فاقد هورمون d 6/1±33/52d 

2 MS+0.5 mg/l 2,4,D ±00/35 5/00cd 17/2±66/51c 

3 MS+1 mg/l 2,4,D 44/4±33/04 c 22/2±33/51c 

4 MS+1 mg/l Kin 63/8±66/08 b 22/2±66/51c 

5 MS+2 mg/l Kin 47/2±66/51c 34/3±00/60b 

6 MS+1mg/l Kin +0.5mg/l 2,4,D 34/4±33/04cd 32/2±66/08b 

7 MS+2mg/l Kin +0.5mg/l 2,4,D 74/6±33/02ab 54/4±33/04a 

8 MS+1mg/l Kin +1mg/l 2,4,D 78/8±00/18a 32/2±00/64b 

9 MS+2mg/l Kin +1mg/l 2,4,D 80/5±30/50 a 59/3±00/60a 

 ندارند.باهم داری های دارای حروف مشترک تفاوت آماری معنيميانگين
 

 بر باززایي Kinبررسي اثر هورمون 
 ترکيبات هورموني برترین آمده ازهای بدستکالوس     

 برایو تراکم مطلوب رنگ ظاهری  دارای یکنواختي،
 هااز کالوسبرای باززایي  (.2 باززایي انتخاب شدند )شکل

بر  Kinبا سطوح متفاوتي از هورمون  MS از محيط پایه
تجزیه واریانس اثر غلظت  ریزنمونه ساقه استفاده شد.

در سطح احتمال یك بر باززایي گياه شابيزک  Kinهورمون 
با افزایش غلظت هورمون که طوریبه دار بود.معنيدرصد 

Kin  از محيطMS  بدونKin  در ليتر  گرمميلي 8تا غلظت
 8دار بود و بيشترین ميزان باززایي در غلظت افزایش معني

دیده شد  66/36گرم در ليتر با ميانگين درصد باززایي ميلي
 (.1 )شکل
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 Kinمون رگرم در ليتر( هوميلي 8و  5، 3، 0های مختلف )درصد باززایي گياه شابيزک در غلظت مقایسه -1 شکل

 

 

 
 های ساقه،دهي کامل ریزنمونهکالوس (Bهای ساقه، دهي اوليه ریزنمونهکالوس (Aمراحل کشت بافت گياه شابيزک:  -2 شکل

 Cهای ساقه، ( القا و باززایي کالوسDهای ساقه( باززایي کامل از کالوس 
 

  بحث
های استفاده موفق از روشیکي از مراحل اساسي در     

های با توليد کالوس مدرن در اصلاح ژنتيکي محصولات،
و  های سبز رنگ با ساختار کروی و سفت(کيفيت )کالوس
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 et al.,Hoseinpanah باشد )مي باززایي مناسب گياهان

بهترین  کهيق نشان داد نتایج حاصل از این تحق(. 2016
برای ریزنمونه ساقه و برگ در القا توليد کالوس  محيط کشت

و  D2,4mg/l 1mg/l Kin +2+MS,کشت  محيط
,D2,4mg/l 1mg/l Kin +1MS+  بود برای ریزنمونه ساقه

ای را برای القاء کالوس تحقيق روش سادهاین  (.1 )جدول
دهد. با مي توسط هورمونهای گياهي قابل دسترس ارائه

 توليد کالوس هورموناز  در محيط کشت عاریوجود اینکه 
های توليد شده در محيط با کالوس آنها مقدار شد اما

 )جدول های گياهي متفاوت بودنددارای هورمون هایکشت
های ميزان توليد کالوس بستگي به ترکيب هورمون (.1
های کاررفته در محيط کشت دارد و تعادل بين هورمونبه

و کننده فولوژیکي تعيينراکسين و سيتوکنين یك فاکتور مو
 اتاثربين البته  (. et alAbbasi ,.2007رود )شمار ميمهم به

زایي اثر متقابل در کالوس D,2,4و  Kinهای متقابل هورمون
که در بالاترین غلظت طوریبه ،افزایشي وجود داشت

گرم در ليتر( و با افزایش غلظت ميلي 1) D,2,4 هورمون
Kin (1 بيشترین درصد ميلي 2 و )زایي کالوسگرم در ليتر

نقش  .شابيزک مشاهده شدساقه و برگ  هایریزنمونه در
یندهای افرمتقابل بين آنها در  اتاثرها و ها، سيتوکينيناکسين

ها به خوبي اثبات شده است مورفوژنز در طي تمایز اندام
(2002Nasr & Rashid, -Hosseini.) علاوه گزارش شده هب

ممکن است  D-2,4های خيلي زیاد هورمون است که غلظت
 ههای درگير در تقسيم سلولي و تمایززدایي بافتبرای بيان ژن

( که با نتيجه  et alMahmood ,.2012مهارکننده باشد )
آمده از این تحقيق مطابقت دارد و با افزایش نسبت بدست

D,2,4  بهKin هورمون  .زایي کاهش یافتميزان کالوس
Kin زایي داشت و نقش اصلي را در کالوسD,2,4  در عدم

یك بازدارنده بود که این موضوع با نتایج سایر  Kinحضور 
Tamas & 2001 ,.let aves Ne ;) داردمطابقت  نيز محققان

2006 Savatti,). Roy ( بيان 2008و همکاران )که  کردند
به تنهایي برای توليد  D,2,4معمولا محيط کشت حاوی 

زایي در محيط کشت با نيست و بهترین کالوسثر ؤمکالوس 
( مشاهده شده mg/L1:mg/L 1-5) Kinو  D,2,4ترکيب 

 20است و تشکيل کالوس ترد و تازه در دوره زماني کوتاه 
 شود.مي انجامروز  25تا 

های زایي در ریزنمونهميانگين کالوس نتایج بررسي
 های ساقهریزنمونه يزک نشان داد کهمختلف گياه شاب

 زایي را نسبت به ریزنمونه برگ دارد.بيشترین ميزان کالوس
تخاب ریزنمونه مناسب موفقيت در کشت بافت این گياه، با ان

ریزنمونه به  فولوژیکي یكرپيچيدگي موالبته وابسته است. 
ثير أتهای رشد گياهي مناسب کنندههمراه انتخاب تنظيم

ها دارد ر القا کالوس و باززایي نوساقهچشمگيری ب
(2005., et alKhawar .)  

ریزنمونه ساقه  حاصل از هایکالوسدر این تحقيق از 
نشان داد که گياه شابيزک . نتایج استفاده شد باززایيبرای 

مستقيم و توليد کالوس قابل توجهي را در غير قابليت باززایي
 Prassadو  Raniکه با نتایج  داردمحيط کشت بافت 

اگرچه باززایي از طریق کالوس در  .اشت( مطابقت د2013)
ای دارد اما به دليل توليد انبوه گياهان اهميت قابل ملاحظه

بالا بودن احتمال وقوع تنوع سوماکلوني و صرف زمان نسبتاً 
های تر برای تکثير رویشي با هدف حفظ ژنوتيپطولاني

ولي  (. t aleDebnath ,.2006معين، چندان مناسب نيست )
در تهيه  با اینحال بافت کالوس گياهي در انتقال ژن به گياه،

های منظور توليد متابوليتهای سوسپانسيون سلولي بهکشت
 ثانویه و ... کاربرد دارد. 

 باززایي در ثرؤم فاکتور مهمترین عنوانبه هاسيتوکينين

 با شاید آنها چشمگير هایاثر و اندرسيده به اثبات ساقه

باشد  مرتبط شده القا هایبافت در شناسيتغييرات بافت
)2008., et alNeibaur (. تحقيق از  در اینKin عنوان به

های شابيزک سيتوکنين در محيط کشت باززایي کالوس
گرم در ليتر ميلي 8تا  Kinاستفاده شد که با افزایش غلظت 

در گياه  (.1 داری داشت )شکلدرصد باززایي افزایش معني
Taxus wallichiana  گزارش شده است که با افزایش

Datta یابد )سيتوکنين و کاهش اکسين، باززایي افزایش مي

2004Jha,  &). کاررفته هغلظت سيتوکنين ب نوع و همچنين
دهد قرار ميثير أتطور چشمگيری باززایي ساقه را تحت هب
(2010., et alTabori -Magyar.) 
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 گیرینتیجه
با توجه به ارزش بالای گياه شابيزک در زمينه پزشکي و     

توان از کشت بافت برای توليد بيشتر این گياه داروسازی مي
طورکلي مقایسه نتایج این مطالعه با تحقيقات بهبهره برد. 

و  به نوع ریزنمونهدهي کالوس دهد که درصددیگر نشان مي
+Kin mg/l 2MSمحيط کشت  .محيط کشت بستگي دارد

,D2,4mg/l 1+  و,D2,4mg/l 1mg/l Kin +1MS+ رین بهت
 برایریزنمونه ساقه نيز  .القای کالوس بودند برایها محيط

توليد کالوس بهترین ریزنمونه شناخته شد. افزایش غلظت 
رصد باززایي با افزایش د MSدر محيط  Kinهورمون 

گرم در ليتر ميلي 8و در غلظت  ارتباط مستقيم داشت
تواند برای که مي ها بدست آمدکالوسباززایي از ین بيشتر

سازی این گياه دارویي مهم مورد استفاده تکثير و تراریخت
های انتخابي و افزایش قرار گرفته و امکان تکثير سریع کلون

های مهندسي ژنتيك فراهم توليد ترکيبات دارویي را با روش
 نماید.
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Abstract 
    Belladonna (Atropa belladonna), from Solanaceae, is an annual plant and has an important 

tropane alkaloids called hyoscyamine. Considering the pharmacological and economic 

importance of A. belladonna and priority in its domestication and cultivation, advances in its 

tissue culture and regeneration methods of this plant under in vitro conditions is important to 

facilitate methods of gene transfer to this medicinal herb. So, in this research, optimization of 

cultivation conditions for callogenesis and regeneration of Atropa belladonna was investigated. 

For callogenesis, belladonna sterilized seeds were initially sown in MS medium. After seed 

germination and seedlings growth for two months, stem and leaf explants were cultured in MS 

medium including a combination of different hormonal concentrations of 2.4-D (0, 0.5 and 1 

mg/l) and Kin (0, 1 and 2 mg/l).To evaluate the regeneration percentage of callus from shoot 

explants, Kin hormone was used in four levels (0, 3, 5 and 8 mg/l) using completely randomized 

design with three replications. These experiments indicated that, shoot explants had the highest 

callogenesis in terms of explant type. In terms of hormonal concentrations, combination of two 

hormones at concentrations of 2.4-D 1 mg/l + Kin 2 mg/l+MS and also, 2.4-D 1mg/l +Kin 

1mg/l +MS showed the highest rate of callogenesis. Increase in the concentration of Kin 

hormone in MS medium was directly correlated with increase in regeneration percentage and 

the highest regeneration rate of 36.66% was observed at 8 mg/l. 
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