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 چکیده

نقطزه شزامم مقزادیر     02در قالز    Design Expertهای باززایی شده گلابی رقم شکری آزمایشی در فضای نرم افزاار  بمنظور بهبود رشد شاخه
ها از نظر تعداد شاخه پرآوری شده، طول شاخه پزرآوری  ریانمونه ، آهن و عناصر میکرو( اجرا شد. پاسخ3NO4NH) غذایی تصادفی از سه فاکتور عناصر

هزای ااصزم از   برگ، کارتنوئید برگ و قدرت رشدی بعد از دو ماه ثبت گردید. فاکتورهای مورد بررسی در قال  مدل a، مقدار کلروفیم شده، تعداد برگ
داری موثر بودند. افاایش آهن تا یک و های مورد ارزیابی بطور معنیای درجه دوم( بر پاسخای ساده و چند جملهطی، چندجملههای ختجایه آماری )مدل
، آهن 3NO4NHبرابر( گردید.  34/3شده )باعث افاایش تعداد شاخه پرآوری MSها در محیط کشت به نصف غلظت آن 3NO4NHنیم برابر و کاهش 

از طول  3NO4NHنشان دادند دراالیکه تعداد برگ بطور منفی متاثر از عناصر میکرو بود. با افاایش  ی خطی منفی با طول شاخههعناصر میکرو رابط ×
برابزری در طزول    5/1به ترتی  برای آهن و میکرو باعث افزاایش   MSمحیط کشت  ×1و ×5/2شاخه پرآوری شده کاسته شد و از طرف دیگر مقادیر 

 ×0برابر برگ بیشتری نسبت به مقادیر 5/1به میاان  MSمقادیر میکرو در محیط کشت پایه  ×1رشد یافته در محیط کشت ااوی  هایشاخه شد. شاخه
)منفی( قرار گرفتند. افاایش آهن تزا   3NO4NHو  آهن )مثبت( و کارتنوئید برگ در قال  مدل خطی تحت تاثیر مقادیر aتولید کردند. محتوی کلروفیم 

و  3NO4NHو کارتنوئیزد شزد.    aبرابزری در میزاان کلروفیزم     0باعث افاایش  MSبرابر محیط کشت پایه  ×5/2تا  3NO4NHکاهش برابر و  ×5/1
با افاایش تعداد شزاخه پزرآوری شزده و طزول      3NO4NHمیکرو در قال  رابطه خطی منفی رشد رویشی را تحت تاثیر قرار دادند بطوریکه نصف مقادیر 

برابر شاهد گردید و کاهش مقادیر میکرو از طریق افاایش طول شاخه بزر قزدرت رشزدی تزاثیر مثبزت       5/0رشدی شاخه تا  شاخه موج  افاایش قدرت
، ×9/0تغییر یافته بزه ترتیز  ازاوی     MSمحیط کشت   Design Expertداشت. محیط کشت بهینه شده برای گلابی شکری با استفاده از نرم افاار 

 بود. 3NO4NH مقادیر آهن، میکرو و ×5/2و  ×1
 

 ، میکرو، آهنPyrus communis  ،Response surface methodای، شیشهازدیاد درون کلیدی: هایواژه

 

   4 23  1 مقدمه

ریاازدیززادی عززلاوه بززر اینکززه نقززش مهمززی در تولیززد سززری  و  
ای را جهزت  برداری از ارقام محصولات باغی جدیزد دارد، وسزیله  بهره

آورد اری ذخایر عاری از ویزرو  فزراهم مزی   پلاسم و نگهدذخیره ژرم
ای ماده گیاهی، انتخاب محزیط  شیشه(. برای ازدیاد و ذخیره درون43)

ترین مراام در توسعه پروتکم ریاازدیزادی  کشت مناس  یکی از مهم
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باشد. با این وجود بدلیم اینکه پاسخ به محیط کشت اغل  وابسزته  می
ی روی مورفزوژنایا بطزور خیلزی    به ژنوتیپ بوده و تاثیرات مواد غزذای 

ضعیفی مورد بررسی قرار گرفته است، توسعه یک محیط کشت بهینزه  
(. در ارتبزا  بزا   01 و13برای یک محصول ویژه کاملاً پیچیده اسزت ) 

 های موجود در محزیط کشزت بزرای گلابزی آزمایشزاتی     اهمیت نمک
قزام  (. بسیاری از گیاهان و ار33 و 33، 35، 43، 43انجام گرفته است)

هزای هورمزونی )تنظزیم    یا رشد کند به محزیط کشزت   5ریکالسیترانت
و  MSهزای رایز    کننده های رشد گیاهی( مختلف و یا محیط کشزت 

WPM دهند. بدلیم تنوع ژنتیکزی وسزی  یافزت    بهینه شده پاسخ نمی
(، .Pyrus spهززای گلابززی )هززای ژرم پلاسززمشززده در کلکسززیون

هزای مختلزف دیزده شزده     های رشدی متنوعی به محیط کشزت پاسخ

                                                 
5- Recalcitrant  
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هزا و ارقزام گلابزی روی محزیط     (، و بسیاری از گونه03 و 4، 0است )
دهنزد  های استاندارد مختلف بسختی واکنش مثبتزی نشزان مزی   کشت

هزای  معمولاً برای باززایی شاخه در گونه MS( ولی محیط کشت 45)
(. عناصر غذایی نقش مهمزی  3 و 0گیرد )گلابی مورد استفاده قرار می

(. کمبزود عناصزر   43را در تنظیم رشد و نمو گیاهی بزر عهزده دارنزد )   
( اما بزه روشزنی در   3ای مطالعه شده )غذایی بخوبی در شرایط مارعه

ای مورد بررسی قرار نگرفته است. رشزد گیزاه روی   شیشهشرایط درون
هزای بزالاتر   ی غلظتهای غیربهینه ممکن است بوسیلهمحیط کشت
هزای بهینزه   گیاهی جبران شود و محیط کشت های رشدتنظیم کننده

های رشزد گیزاهی   های پایین تنظیم کنندهممکن است نیازمند غلظت
هزای در دسترسزی   (. تعیین مکانیسم40برای رشد مناس  گیاه باشند )

کند یک چالش عمده در زیست مواد غذایی که رشد گیاه را کنترل می
ذب مواد غزذایی مزوثر   شناسی گیاهی است، و اثرات متقابلی که در ج

 (.15کند )را بیشتر دچار چالش میهستند آن
هززای آزمایشززی و نززرم افاارهززای آمززاری در اززال ااضززر طززر 

سزازی محزیط   های بسیار کارآمدتری را بزرای بهینزه  بهبودیافته روش
(. در روش03 و 14، 10کننزد ) کشت و شرایط ریاازدیادی فرآهم مزی 

به عنوان یک بعد هندسی در نظزر   ، هر فاکتور موثر1های سطح پاسخ
شزود. ایزن   بعد می nشود که منجر به یک اجم هندسی با گرفته می

اجم فضای طر  آزمایشی است که مطزابق اهزداف آزمزایش نمونزه    
گیری از فضای طزر  تعزدادی از نقزا     منظور نمونهشود. بهگیری می
اندازه های ااصم از هر یک از نقا  طراای شده،شود. پاسخایجاد می
ها برای بهترین پاسخ شوند و بدین صورت انواع فرمولاسیونگیری می
شزود، از اینزرو آزمایشزات چندعاملزه اطلاعزات زیزادتری را       تعیین می

(. مطالعزات  03کنزد ) هزای تزک عاملزه فزرآهم مزی     نسبت بزه تسزت  
توانزد راه ازم مناسزبی بزرای درو چگزونگی تزاثیر       چندفاکتوره مزی 

های مورد نظر باشزد. طراازی آزمایشزات    پاسخ فاکتورهای محتمم بر
سزازی محزیط کشزت    های سطو  پاسخ جهت بهینزه پیشرفته و روش

برای کشت شاخه و کالو  برخی گیاهان مورد اسزتفاده قزرار گرفتزه    
(. همچنین مطالعات متعددی به روش سزطح  42 و 09، 03، 03است )

ظور بهینه ساختن منبه Design Expertپاسخ و با استفاده از نرم افاار 
 43اسزت ) عناصر غذایی محیط کشت برای ارقام گلابی صورت گرفته

(. در این آزمایشات بر اسا  آنالیا پن  فاکتور عناصزر غزذایی از   43 و

؛ 4MgSOو  2CaCl ،4PO2KH: 0)گززروه مززاوز MSمحززیط کشززت 

3KNO 3؛NO4NH   ای ؛ عناصر میکرو و آهزن( در رشزد درون شیشزه
سززتفاده از طززر  پاسززخ سززطحی چنززد     پززن  نززوع گلابززی بززا ا   

                                                 
1- Surface response  method 

0- Mesos 

ترکیبزات مزاوز بیشزترین تزاثیر را داشزتند. عناصزر غزذایی        4فاکتوری
های دهد. برای مثال شاخهچنین مورفوژنایا رو تحت تاثیر قرار میهم

های بالای آهن نسبت به شاهد رشد یافته روی محیط کشت با غظت
ا روی هز کزه شزاخه  ( معمولاً کوتاه شزدند درازالی  MS)محیط کشت 
های بارگی های غنی از ماوز رشد قویتری داشتند و برگمحیط کشت

تواند توسط دستکاری عناصزر  چنین میتولید کردند. پرآوری شاخه هم
 و 43های رشد تحت تاثیر قرار گیزرد ) غذایی بدون تغییر تنظیم کننده

43.) 

ای )تعداد شاخه کیفیت ریاافاانه تولید شده در شرایط درون شیشه
، 4MgSOآوری شده و طول شاخه( بطور موثری تحت تاثیر عناصر پر
4PO2KH 2وCaCl   هزای گلابزی   قرار گرفت که با توجه بزه ژنوتیزپ

هززای پززرآوری شززده گلابززی رقززم  (. شززاخه33بسززیار متغییززر بززود )
ʼشکریʼ  در محیط کشت استانداردMS  گزرم  میلی 1غنی شده با

شد طولی مناس  و توسعه ر IBAگرم بر لیتر میلی25/2و  BAبر لیتر 
ها دیده نشد لزذا بزه منظزور بهبزود خصوصزیات رویشزی       طبیعی برگ

ای ایزن رقزم آزمزایش چنزدفاکتوره شزامم      های درون شیشهریاافاانه
( 33 و 43) ای محیط کشزت مزوثر درنظزر   های تغذیهتعدادی از فاکتور

3گرفته شدند. هدف از اجزرای ایزن آزمزایش اسزتفاده از روش     
RSM 

 یافتن مقادیر بهینه تعزدادی از عناصزر غزذایی محزیط کشزت      برای 

MS برای گلابی رقمʼ شزکریʼ     و همچنزین نشزان دادن اهمیزت
ای مزواد گیزاهی   سازی رشد درون شیشهاستفاده از این روش در بهینه

 می باشد.

 

 هامواد و روش

ای گلابززی رقززم هززای درون شیشززهاز شززاخه نمونززه گیززاهی: 
ʼشکریʼ 42میلزی لیتزری ازاوی     022های هکشت شده در شیش 

گرم بر لیتزر  میلی 1غنی شده با  MSلیتر محیط کشت استاندارد میلی
BA  گرم بر لیتر میلی25/2وIBA (42    ،گزرم   3گرم بر لیتزر سزاکارز

 5/1هزایی بطزول   برلیتر آگار( استفاده شد. جهت اجرای آزمایش شاخه
 92هزای  درون شیشزه هزا  متر مورد استفاده قرار گرفتند. شزاخه سانتی
لیتر محزیط کشزت و یزک نمونزه     میلی 12لیتری هر کدام ااوی میلی

 گیاهی نگهداری شدند. 

( 43روش کار همانطور که توسط ریزد و همکزاران )    طر  آماری:
( فضزای  1باشزد؛  اشاره شده است بصورت مختصر بدین صزورت مزی  

 MSکشزت  های محزیط ی نمکطراای سه بعدی تعریف شده بوسیله
های گلابی ( پرآوری شاخه0های آن ایجاد شد و یا یک گروه از نمک

عنزوان نقزاطی داخزم یزا روی     های تیماری بیان شده بزه روی ترکی 

                                                 
4- Multifactor surface response design 

3- Response Surface Methodology 
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( درنهایزت یزک   4سطح فضای سه بعدی طراای شده ارزیابی شدند، 
شده برای هر پاسخ تولیزد شزد. سزه فزاکتور عناصزر      بینیمعادله پیش

ایجاد شد که هر فاکتور  MSیط کشت های محغذایی بر اسا  نمک
× 5/2(. MS×متغیر بودنزد )  MSهایی از محیط کشت براسا  غلظت

و  3NO4NH( و EDTA2Naو  O2·7H4FeSOبرای آهزن ) × 5/1تا 
، O2·7H4ZnSO ،O2·5H4CuSO ،KIبرای عناصر میکرو )× 0تا × 1
O2·6H2CoCl ،3BO3H ،O2·2H4MoO2Na  وO2·H4MnSO .)
( 33 و 43) D-optimalادفی در قالز  طززر    نقطزه بصزورت تصز    02

 02(. تمزامی  1، شزکم  1برای فاکتورهای مورد نظر ایجاد شد )جدول 
تکزرار   5نقطه طراای شده بطور همامان اجرا شدند. برای هزر تیمزار   

 12لیتزری ازاوی   میلی 92های )هر تکرار شامم یک شاخه در شیشه
از دو بزار واکشزت بزه    کشت( در نظر گرفته شد و بعزد  لیتر محیطمیلی

 صورت گرفت. هفته در همان محیط کشت ثبت داده 3فاصله 

صفات مورد بررسی تعداد شاخه پرآوری شده، طزول  داده برداری: 
هزای تولیزد شزده،    متزر(، تعزداد کزم بزرگ    شاخه پرآوری شده )میلزی 

گرم برگرم( و گرم برگرم(، کارتنوئید برگ )میلیبرگ )میلی aکلروفیم 
شده(+ طول شاخه پرآوری ×))تعداد شاخه پرآوری شده  قدرت رشدی

)به عنوان رنگدانزه   aمتر( بود. میاان کلروفیم طول شاخه اصلی؛ میلی

گیزری  اصلی در فتوسنتا( و کارتنوئید به روش اسزپکتوفتومتری انزدازه  
 (. 3شد )

بزرای هزر نقطزه     میانگین پن  تکرار به عنوان پاسخآنالیا آماری: 
ای کزه  قرار گرفزت. بزالاترین مرتبزه از مزدل چندجملزه      مورد استفاده

دار بزود بزا اسزتفاده از    درصد برای هر پاسخ معنزی  5اداقم در سطح 
-Design(. نزرم افززاار  09 و 03، 03تجایزه واریزانآ آنزالیا گردیزد )    

Expert® 8(2010)     برای طراای، ارزیابی مزدل و تجایزه و تحلیزم
 مورد استفاده قرار گرفت.

 

 بحثنتایج و 

نشان داد که سه فاکتور مورد بررسی  یآمارااصم از تجایه   ینتا
اى هزای خطزی، چندجملزه   ( در قال  مدل3NO4NH)آهن،  میکرو و 

های مورد ارزیابی ای درجه دوم بر تمامی پاسخدرجه ساده و چند جمله
هزای پاسزخ   (. مدل0موثر بودند )جدول  )  ≥p 21/2داری )بطور معنی

تاثیر فاکتورهای مورد بررسی بر هزر پاسزخ اسزت در     که نشان دهنده
 ها آورده شده است.شکم

 
نقطه مدل مورد استفاده جهت  22شامل   Expert-Design(  طراحی شده توسط نرم افزار  3NO4NHطرح سه فاکتوری )آهن، میکرو و  -1جدول 

 ای شیشهدر شرایط درون  ʽشکریʼپرآوری گلابی رقم 
Expert software including 20 model points -) was designed by Design3NO4ctor design ( Fe,  Micro and NHfa-Three -Table 1

used for in vitro shoot proliferation of Pyrus commonis cv. ʽ Shekariʼ   

 فاکتور سوم
Factor 3  

Micro 

 فاکتور دوم
Factor 2 

Fe 

 فاکتور اول
Factor 1 

3NO4NH 

 تیماری طراحی شدهنقاط 
Treatment design points 

0.5 1 1 1 
1.5 2 1.5 2 
0.5 1 0.5 3 
0.5 2 1.5 4 
1.5 1 1.5 5 
0.5 1.6 0.5 6 
0.9 1.4 1.5 7 
0.9 2 0.9 8 
1.5 1.4 0.9 9 
1.1 1 0.5 10 
0.5 1.6 1.1 11 
1.5 2 0.5 12 
0.9 2 0.9 13 
0.9 1.4 1.5 14 
1.4 1.9 1 15 
1.5 1.4 0.9 16 
0.9 1.4 1.5 17 
0.9 1.4 0.8 18 
0.9 1.4 0.8 19 
1 1 1 20 

 باشد.( می×1) MSمقادیر محیط کشت  02نقا  طراای شده بصورت تصادفی بودند. نقطه 
Design points were randomly assigned. Point 20 is MS amount (×1) of three factors. 
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. اعداد نشاندهنده تکرار در نقطه می3NO4NH، میکرو و Feبرای سه فاکتور  Expert-Designشده در نرم افزار  پراکنش نقاط طراحی -1شکل 

 باشند.
. Numbers indicate 3NO4factor Fe, Micro and NH-Expert software for three-Points were designed by Design -Figure 1

replication in a point. 

 

همزانطور کزه در نمونزه جزدول     پرآوری شده:  تعداد شاخه
درجه دوم  اىچندجمله مدل آورده شده است 4تجایه واریانآ جدول 

. تعزداد  ) ≥p 21/2دار شزد ) برای پاسخ تعداد شاخه پرآوری شده معنی
شاخه پرآوری شده بصورت خطی با مقادیر آهن تغییر کرد درصورتیکه 

بزه   ) ≥3NO4NH (21/2 pبود. آهزن و   3NO4NHتابعی درجه دو از 
ترتی  رابطه مثبت و منفی بر تعداد شاخه پرآوری شزده نشزان دادنزد    

(. افاایش مقزادیر آهزن   0فاکتور موثرتری بود )جدول  3NO4NHولی 
تزا   3NO4NHو کزاهش مقزدار    MSبرابر محیط کشت پایه  5/1تا 
شاخه بر ریانمونه( تولید  5/4) MSبرابر مقادیر محیط کشت پایه  5/2

شاخه بر ریانمونه( افاایش داد  )شزکم   3/2ه را نسبت به شاهد )شاخ
(. نیتروژن به عنوان یک عنصر ضروری برای رشد ریانمونزه بزه دو   0

(. نزوع و  12شزود ) فرم نیترات و آمونیوم در محیط کشت استفاده مزی 
مقدار منب  نیتروژن مورد نیاز بستگی بزه ژنوتیزپ دارد. بطزور واضزح     

ها است و فرم قابزم  نب  نیتروژن برای اغل  گونهنیترات نوع مناس  م
(. 32و  03، 13باشززد )دسززتر  در اکثززر محززیط هززای کشززت مززی  

های گلابی در ارتبا  با مقادیر، فزرم و  های مشخصی بین گونهتفاوت
های با کیفیزت گزاارش   های مختلف نیتروژن برای تولید شاخهنسبت

هزای بزالای   تغلظز  P. communisشده است بطوریکه برای گونزه  
-

3NO هزای پزایین تزا متوسزط     و غلظت+
4NH   ( 35مناسز  بودنزد .)

( دریافتنزد کزه پزرآوری ارقزام     1مری و همکاران )-( و ال05چوآ )ندل
‘Bartlett’  و‘Passe Crassane’  در محززیط کشززتQL (44 کززه )

+کمتزرین میزاان   
4NH     .را داشزت بهتزرین بزود Pyrus pyrifolia

(Burm F.) Nakai.I.  محیط کشت درWPM (01  که ااوی یزک )
+چهارم مقادیر 

4NH  نسبت به محیط کشتMS     اسزت تعزداد شزاخه
 .communis cvsهای مختلف گلابزی  (. گونه33بیشتری تولید کرد )

OH×F 87, Horner 51 P.  وP. pyrifolia cv. Sion Szu Mi  در
+مقادیر پایین 

4NH  و-
3NO       بیشزترین تعزداد شزاخه را تولیزد کردنزد

(. مطابق با نتای  این آزمایش آهن در تولید شاخه در شرایط درون 33)
شیشه ای موثر است بطوریکه گاارش شده است کاهش جزذب آهزن   

های بالای فسفر باعث کاهش تولیزد شزاخه در   القا شده توسط غلظت
( مشزاهده کردنزد در   43(. هچنزین ریزد و همکزاران )   43تنباکو شزد ) 

ه پزرآوری شزده تحزت تزاثیر فزاکتور      تعداد شزاخ  Pyrusهای ژنوتیپ
3NO4NH   3و آهن قرار گرفت بطوریکه کزاهشNO4NH    تزا نصزف

به همراه افاایش میاان آهن تا یزک و نزیم    MSغلظت محیط کشت 
تعزداد شزاخه پزرآوری شزده در      MSبرابر غلظت محیط کشزت پایزه   

OH×F87   را افاایش داد که با آنچه برای گلابی رقزمʼ شزکریʼ 
 ت دارد.بدست آمد مطابق
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 .ایشیشهدر شرایط درون 3NO4NHتحت تاثیر مقادیر آهن و  ʽشکریʼتعداد شاخه پرآوری شده در گلابی رقم  -2شکل 

cv. ʽ Shekariʼ  under different concentrations of Fe and  Pyrus communisThe proliferated shoot numbers of  -Figure 2

.ioncondit in vitroin  3NO4NH 

 

 3NO4NHآهن و  ریمقاد ریتحت تاث ʽیشکر ʼرقم یشده در گلاب یتعداد شاخه پرآورای از جزئیات تجزیه واریانس برای پاسخ نمونه –3جدول 

 .یاشهیشدرون طیدر شرا
Table 3- Sample ANOVA and summary statistics for proliferated shoot numbers response of Pyrus communis cv. ʽ Shekariʼ  

condition. in vitroin  3NO4under different concentrations of Fe and NH 

 منب 
Source 

 جم  مربعات
Sum of squares 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات
Mean square 

F value p value (Prob>F) 

Model  4 3035 8.39 0.0009 
Fe 2.067 1 2.07 5.15 0.0379 

3NO4NH 9.037 1 9.04 22.65 0.0003 
3NO4Fe× NH 1.212 1 1.21 3.04 0.1017 

2
3NO4NH 4.921 1 4.29 12.34 0.0031 

Residual  15 0.40   
Lack of Fit 4.735 10 0.47 1.90 0.248 
Pure Error 1.248 5 0.25   
Cor Total 19.367 19    

      
SD 0.63  R squared 0.69  

Mean 1.19  Adj R squared 0.61  
CV% 53.07  Pred R squared 0.35  
Press 12.54  Adeq Precision 10.82  

 (.II نوع -کیجم  مربعات کلاس) انآیوار هیتجا جدول .افتهیمدل سطح پاسخ چندجمله اى درجه دوم کاهش  یبرا انآیوار هیتجا

ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model. Analysis of variance table (classical sum of squares—type II). 

 
اى درجزه سزاده بزرای    چندجملزه  مدل :پرآوری شده شاخه طول

که بطوری ) ≥21/2pدار شد )های پرآوری شده معنیپاسخ طول شاخه
و اثزر متقابزم    ) ≥21/2p، میکرو )) ≥3NO4NH (21/2 pفاکتورهای 

 های پرآوری شده موثر بزود بر طول شاخه ) ≥p 25/2میکرو )× آهن 

ی شزده  که نشان دهنده اثر بیشتر عناصر میکرو بر طول شاخه پزرآور 
( و a، 4بصزورت خطزی )شزکم     3NO4NH(. کزاهش  0است )جدول 
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میکرو بصورت متقابم طول شاخه پرآوری شده  ×کاهش مقادیر آهن 
رود آهزن کزه اثزر    (. همانطور که انتظار میb، 4را افاایش داد )شکم 

مثبت بر تعداد شاخه پرآوری شده داشت اثر منفی بر طول شاخه نشان 

و مقزادیر میکزرو معزادل محزیط      ×5/2تزا  داد بطوریکه کاهش آهن 
برابری در طول شاخه شد. رابطه منفی  5/1باعث افاایش  MSکشت 

 (.43غلظت آهن با طول شاخه در گلابی گاارش شده است )

 

 
 ای( در شرایط درون شیشهbیکرو )م ×( و آهن a) 3NO4NHتحت تاثیر مقادیر ʽشکریʼهای پرآوری شده گلابی رقم طول شاخه -3شکل 

Figure 3- Proliferated shoot length of Pyrus communis cv. ʽ Shekariʼ  affected by NH4NO3 (a) and Fe × Micro interaction 

effect (b) in in vitro condition 
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 ≥21/2pتعداد برگ تولید شده در قال  مدل خطزی )  برگ: تعداد 

(. رابطه مستقیم منفی 0دیر میکرو قرار گرفت )جدول تحت تاثیر مقا )
بین تعداد برگ تولید شده و مقادیر میکرو ثبت شد. شاخه هزای رشزد   

مقادیر میکرو در محیط کشت پایزه   ×1یافته در محیط کشت ااوی  
MS  تولید کردند  ×0برابر برگ بیشتری نسبت به مقادیر 5/1به میاان

ر بسیار پزایین بزرای گیزاه ضزروری     (. عناصر میکرو در مقادی3)شکم 
بوده و در تمام فرآیند های ایاتی گیاه مانند فتوسنتا و متابولیسم گیاه 

های بیش از ازد ایزن عناصزر در گیزاه     نقش دارند با این وجود غلظت

کند که نشانه عمومی سمیت عناصر کاهش رشد میایجاد سمیت می
 zinc fingerئتین پزرو  02(.  در تمام گیاهزان عزالی ازدود    41باشد )

نمو گیاه مانند آغازش بزرگ  شناسایی شده است که نقش مهمی را در 
رسد غلظت عناصر میکرو در (. به نظر می30های جانبی دارد )و شاخه

غلظززت بهینززه بززرای رشززد باشززد چنانکززه  MSمحززیط کشززت پایززه 
ای گلابزی  های درون شیشزه های پایین عناصر میکرو در شاخهغلظت
های بیشزتری تولیزد کزرد    گره Winter Nelisو  Hang Pa Liارقام 

(43.) 
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 ایشیشهتحت تاثیر مقادیر مختلف میکرو در شرایط درون ʽشکریʼهای گلابی رقم تعداد برگ تولید شده در شاخه -4شکل 

Figure 4- The leaf number of Pyrus communis cv. ʽ Shekariʼ  shoots under different concentrations of Micro in in vitro 

condition 

  
و  ) ≥a (25/2pمحتزوی کلروفیزم   و کارتنوئید بررگ:   aکلروفیل 
 آهن برگ در قال  مدل خطی تحت تاثیر مقادیر ) ≥21/2pکارتنوئید )

قرار گرفتند بطوریکه برای هر دو صفت آهن دارای اثزر   3NO4NHو 
(. 0جززدول بودنززد ) ) ≥25/2pدارای اثززر منفززی ) 3NO4NHمثبززت و 

برابر محیط  ×5/2تا   3NO4NHبرابر و کاهش  ×5/1افاایش آهن تا 
و  aبرابزری در میزاان کلروفیززم    0باعزث افزاایش    MSکشزت پایزه   

(. علاوه بر ماوزها که میاان کلروفیم را bو  a، 5کارتنوئید شد )شکم 
 Winter Nelisهای گلابی تحزت تزاثیر قزرار داد در رقزم     در ژنوتیپ
 × 3NO4NHفزاکتور   Horner 51، در رقم 3NO4NHو  فاکتور آهن

آهزن بزر    ×فزاکتور میکزرو    P. dimorphophyllaمیکرو و در گونه 

رنگدانه اصلی در فتوسنتا  a(. کلروفیم 43میاان کلروفیم موثر بودند )
است و کارتنوئیدها نقش ایاتی در فتوسنتا و افاظت نوری به عهزده  

از بیوسنتا کلروفیم شامم  تبزدیم   (. مراام مختلفی13و  9، 4دارند )
 -(، منیایززززوم13) IXکوپروپروفیرینززززوژن بززززه پروتوپززززورفیرین  

( و سزنتا  31مونومتیزم اسزتر )  -به پروتوکلروفیلیزد  IXپروتوپورفیرین 
ALA (00وابسته به آهن اس )     ت. گاارش شزده اسزت از یزک طزرف
 های بالای آمونیوم  مقادیر کلروفیم را به شدت کاهش میدهزد غلظت

( و از طرف دیگر افاایش نیتروژن باعث کاهش جذب آهزن  49 و 02)
را بزر میزاان    3NO4NHتواند تاثیرات اثزر منفزی   ( که می5می شود )
 توضیح دهد.  aکلروفیم 
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 ایشیشهدر شرایط درون   3NO4NH× تلف آهنتحت تاثیر مقادیر مخ ʽشکریʼدر برگ گلابی رقم  (bو کارتنوئید ) a (a)میزان کلروفیل  -5شکل 

cv. ʽ Shekariʼ  leaf under different concentrations of Fe (a) and  Pyrus communisChlorophyll and carotenoids of  -Figure 5

condition, respectively. in vitro(b) in 3 NO4NH ×Fe 
 

بطور  ) ≥p 21/2رشد رویشی در قال  مدل خطی )رشد رویشی: 
قرار گرفزت   ) ≥3NO4NH (21/2 pمنفی تحت تاثیر مقادیر میکرو و 

دو برابر بیشتر از اثر میکرو بزود   3NO4NHبا این تفاوت که اثر منفی 
مقادیر محیط کشت  3NO4NH×5/2میکرو و  ×1(. مقادیر 0)جدول 

MS (3/12  افاایش )برابری در رشد رویشی را نسبت به  5/1سانتیمتر
از  3NO4NH(. کزاهش  3سانتیمتر( القا کرد )شزکم   0/3هد )االت شا

طرفی تعداد شاخه پرآوری شده را افاایش داد و از طرف دیگزر باعزث   
تر شدن شاخه شزد کزه هزر دو در رشزد رویشزی مزوثر بودنزد.        طویم

a

) 

b

) 
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عناصرمیکرو نیا از طریق تاثیر بزر طزول شزاخه رشزد رویشزی رشزد       
که برای پاسخ تعداد برگ ذکر  رویشی را تحت تاثیر قرار داد. همانطور

رسد غلظت بهینه عناصر میکرو معادل با محیط کشت گردید بنظر می

MS  غلظت بهینه برای رشد گلابی رقمʼشکریʼ     باشزد چزرا کزه
کننزد  های بالاتر بدلیم ایجاد سمیت از رشد ممانعت میااتمالاً غلظت

(41.) 
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 ایشیشهدر شرایط درون 3NO4NHتحت تاثیر مقادیر مختلف میکرو و  ʽشکریʼهای گلابی رقم تغییرات رشد رویشی شاخه – 6شکل 

cv. ʽ Shekariʼ  under different concentrations of Micro and  Pyrus communisVegetative growth variation of  -Figure 6

conditionin vitro in 3 NO4NH 
 

A:Fe = 0.999994

1

0.5 1.5

B:Micro = 1.00001

1 2

C:NH4NO3 = 0.5

1

0.5 1.5

PSN = 2.61189

0 4.33333

Proliferated Shoot Length (cm) = 1.41514

0.04 1.96557

Desirability = 0.642

 
برای دو پاسخ تعداد شاخه  Design Expertافزار ی نرمبوسیله 3NO4NH بینی شده برای سه فاکتور آهن، میکرو ومقادیر بهینه پیش – 7شکل 

  ʽشکریʼگلابی رقم ای شیشههای دروندر شاخهشده  یپرآورپرآوری شده و طول شاخه 

that influence two  3NO4r three factors: Fe, Micro and NHOptimal values were predicted by Design Expert fo -7Figure 

responses: Proliferated shoot number and Proliferated shoot length of Pyrus communis cv. ʽ Shekariʼ  shoots in in vitro 

condition 
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بینی تواند برای پیشمی Design expertنرم افاار  سازی:بهینه
نه فاکتورهای موثر در محیط کشت مورد استفاده قرار گیرد. مقادیر بهی

بینی شزده توسزط نزرم افزاار     بهترین ترکی  بهینه محیط کشت پیش
Design Expert      بر اسا  دو پاسخ بسزیار مهزم در پزرآوری شزاخه

تغییزر   MS)تعداد و طول شاخه پرآوری شده: اداکثر( محزیط کشزت   
برابر مقادیر آهن، میکرو و  5/2 و 1، 9/2یافته به ترتی  ااوی مقادیر 

3NO4NH  ( نیزا بیزان کردنزد کزه     43(. رید و همکاران )3بود )شکم
های مختلزف گلابزی محزیط کشزت     محیط کشت بهینه برای ژنوتیپ

MS  آهن و مقزادیر افزاایش یافتزه ماوزهزا بزود       ×5/2یا  ×1ااوی
 دراالیکه مقدار بهینه نیتروژن برای هر گونه تفاوت داشت.

 

 گیری کلینتیجه

( بطززور موفززق از 09 و 03، 03همززانطور کززه نیززدز و همکززاران )
جهت طراای و تجایه آزمایشات به  Design Expertافاار آماری نرم

منظور تعیین بهترین ترکی  از مواد غذایی )و یا سزایر اجزاای محزیط    

ای بهره برده اند؛ نتای  این آزمزایش بزا   کشت( در شرایط درون شیشه
ا بر روی انزواع ژنوتیزپ گلابزی موافقزت داشزت و امکزان       هنتای  آن

سزازی اجزاای   را با هدف بهینه Design Expertاستفاده از نرم افاار 
کند. نتای  این آزمایش تاثیرات مشخص مقادیر محیط کشت تایید می

ای های درون شیشزه را بر مورفوژنایا شاخه 3NO4NHن، میکرو و آه
همانطور که بزرای   3NO4NHد. دهنشان می ʽشکریʼگلابی رقم 
های گلابی گاارش شده است فاکتور موثر بزر تولیزد شزاخه    اکثر گونه

بود در االیکه فاکتورهای موثر بر طول شاخه عبارت از آهن، میکرو و 
بزرای   MSماوز بودند. عناصر میکرو در غلظت معادل محزیط کشزت   

لاً بزدلیم  بهینه بوده و در مقادیر بالاتر ااتمزا  ʼشکریʼگلابی رقم 
بررسزی  منظور آزمایشات تکمیلی بهبروز سمیت بر رشد اثر منفی دارد. 

سازی های ریامغذی، ماوزها و سایر عناصر ماکرو و سپآ بهینهنمک
هزای گلابزی   شاخه های رشدی برای بهبود پاسخترکی  تنظیم کننده

 شود. پیشنهاد می ʽشکریʼرقم 
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Introduction: Micropropagation is important for both multiplication and preservation of a wide range of 

nursery plants, including many fruit crops. A number of studies exist on optimization of growth in in vitro 
condition for one or two cultivars, but often these results cannot be used for the other genotypes because 
individual cultivars may differ greatly in their requirements. Therefore, genotype-specific medium are usually 
empirically developed for many plants including pear. Pear cultivars and species are often recalcitrant to tissue 
culture manipulations and Murashige and Skoog (23) (MS) basal nutrient medium at full or half strength or with 
slight modifications is the most media were used. The QL, DKW, and WPM media are also used and they differ 
mostly in types or amounts of calcium and nitrogen in compared with MS. Developing growth media for specific 
and unique cultivars is complex and time-consuming. Currently, improved experimental design and using 
statistical softwares allow much more efficient approaches to be utilized for the improvement of 
micropropagation media and conditions. Improving of growth medium for in vitro propagation of plants depends 
on type and quantities of mineral nutrients and plant growth regulators as important ones. The existence of 
statistical softwares to manage effective factors is very needed to access an optimized growth medium for in 
vitro propagation of plants. Design Expert is used as auxiliary software to identify essential factors in in vitro 
culture. Since the in vitro proliferation parameters of Pyrus communis cv. ʽ Shekariʼ  need to optimize for 
growth better, we were designed and performed a multifactor surface response experiment by Design Expert 
software to following two goals. First, to find optimized amount of some elements in medium and second, to 
show the response surface method can be useful for improving in vitro culture. 

Materials and Methods: One experiment was designed by Design Expert software and was performed to 
improve in vitro proliferated shoots of Pyrus communis cv. ʽ Shekariʼ . Shoots were grown in a modified MS 
medium (supplement with 1 mg l-1 of N6-benzyladenine) were used for this experiment. The experiment was 
included 20 model points randomly based on three nutritional factors: NH4NO3 (0.5-1.5×), Fe (0.5-1.5×) and 
micro nutrients (1-2×) in different concentration of their MS amounts. Media enriched with sucrose (30 g l-1) and 
agar (8 g l-1) after pH adjustment at 5.7. Cultures were grown at 25°C under a 16-h photoperiod with 70–90 μM 
m-2 s-1 irradiance provided by a combination of cool- and warm-white fluorescent bulbs and were transferred to 
new medium every 3 weeks. Several responses were recorded after two months: Proliferated shoot number, 
proliferated shoot length (cm), total leaf number, leaf chlorophyll a (mg g-1), leaf carotenoids (mg g-1), and 
vegetative growth (cm). Responses for each point were the mean of 5 replicates. Experimental design, model 
evaluation, and analysis were done by Design-Expert® 8 (2010) software and the highest-order polynomial 
model that was significant for each response was used for ANOVA.  

Results and Discussion: Factors statistically were significant for responses according to ANOVA in linear, 
2FI and quadratic models. Reduced NH4NO3 (×0.5) and enhanced Fe (×1.5) induced the higher number of 
proliferated shoots up to 4.43 folds of control according a quadratic model. NH4NO3 and Fe×Micro had negative 
liner relationships with shoot length, while leaf number negatively was affected by micros. Fe and NH4NO3 were 
effective factors on leaf chlorophyll a and carotenoids contents. Increasing Fe (×1.5) and decreasing NH4NO3 
(×0.5) led to 2 folds higher production of chlorophyll a and carotenoids. Vegetative growth of Pyrus communis 
cv. ʽ Shekariʼ   in a quadratic-order method (negatively controlled by NH4NO3 and micros) increased by high 
values of proliferated shoot number and shoot length induced by reduced NH4NO3 (×0.5). Optimized amount of 
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three studied factors based on two important responses, maximum amount of proliferated shoot number and 
length, were 0.9, 1 and 0.5× for Fe, micro and NH4NO3 in MS medium, respectively.  

Conclusions: Design Expert software and response surface method were used successfully for in vitro 
optimizing of Pyrus communis cv. ʽ Shekariʼ  regenerated shoots. Fe, Micro and NH4NO3, were the effective 
factors for shoot regeneration responses in linear, 2FI and quadratic models. The multifactor investigation in 
surface response design will enable us to predict an optimal medium for several effective factors and estimate 
suitable responses. Outputs of these types of experiments provide a suitable background to increase optimization 
accuracy for future experiments. 

 
Keywords: In vitro propagation, Pear, Response surface method, Micro, Fe. 
 


