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 یمقاله پژوهش
 

پلوئیدی بر برخی خصوصیات مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی و سین و القای پلیاثر تیمار کلشی

 (Camellia sinensis cv. Kashefفیتوشیمیایی رقم کاشف چای )
 

 روو کوروش فلک *کارییصنم صفائی چا

 تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، لاهیجان، ایران سسه تحقیقات علوم باغبانی، سازمانؤپژوهشکده چای، م
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 چکیده 

ترین گیاهان اقتصادی جهان دارای خواص درمانی عنوان یکی از مهم( متعلق به خانواده تئاسه و بهCamellia sinensis L. O. Kuntzeچای )

های زا یکی از روشپلوئیدی با استفاده از مواد شیمیایی جهشگیرد. القا پلیعنوان نوشیدنی مفرح مورد مصرف قرار میفراوانی بوده و به

پلوئیدی و سین بر القا پلیثیر تیمار کلشیأمنظور بررسی تهای ثانویه است. بهمنظور افزایش قابلیت تولید متابولیتنژادی گیاهان دارویی بهبه

صورت فاکتوریل در قالب ات صفات مختلف در گیاهان تتراپلوئید حاصله و دیپلوئید )شاهد( رقم کاشف چای، پژوهشی بهمقایسه تغییر

 سهروز متوالی( در  0و  2درصد( و مدت زمان ) 2و  4/4، 1/4سین )صفر، های مختلف کلشیتصادفی با دو فاکتور غلظت طرح کاملاً

های مورفولوژیکی، میکروسکوپی و شمارش کروموزوم انجام شد. تعداد کروموزوم در یدی، بررسیتکرار انجام شد. برای تعیین سطح پلوئ

 % 4/4ها نشان داد که غلظت ( ثبت گردید. نتایج بررسی2n=4x=60) 04( و 2n=2x=30) 24گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید به ترتیب برابر با 

پلوئیدی باعث ترین تیمار برای تولید گیاهان تتراپلوئید است. القای پلیمناسب %21/21روز متوالی با بازدهی  ششسین در مدت زمان کلشی

فنل، کافئین و فعالیت های فیتوشیمیایی مانند پلیدار در اندازه برگ، محتوی کلروفیل و کاروتنوئید و افزایش ترکیبایجاد تغییرات معنی

همچنین شاخص تراکم روزنه در گیاهان تتراپلوئید نسبت به دیپلوئید  .دیپلوئید گردیدهای تتراپلوئید نسبت به اکسیدانی در شاخسارهآنتی

اکسیدانی و برخی های آنتیداری را نشان داد. براساس نتایج این آزمایش، افزایش سطح پلوئیدی موجب افزایش ترکیبکاهش معنی

 ترکیبات فیتوشیمیایی در گیاه دارویی چای گردید. 

 

 فنل، تتراپلوئیدی، کافئیناکسیدان، چای، پلیتیکلیدی: آن کلمات

 

 مقدمه

گیاهی  Camellia sinensis L. O. Kuntze چای با نام علمی

که دارای  Theaceaeاست چند ساله و همیشه سبز از خانواده 

عنوان نوشیدنی مفرح مورد خواص دارویی فراوانی بوده و به

عنوان یکی از به(. چای Lv et al., 2021گیرد )مصرف قرار می

ترین گیاهان اقتصادی جهان، نقش مهمی در توسعه مهم

روستایی، کاهش فقر و امنیت غذایی کشورهای در حال توسعه 

های شمالی کشور )گیلان کند. در ایران، چای در استانایفا می

و مازندران( به دلیل جایگاه و اهمیت بالایی که در بخش 

ست، از جمله محصولات کشاورزی، صنعت و بازرگانی دارا

(. میزان 5831رود )غلامی و همکاران، استراتژیک به شمار می

هزار تن چای خشک  83تولید چای در کشور، سالانه حدود 
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و با توجه به اینکه مصرف سرانه چای خشک در کشور  است

کیلوگرم است، این میزان تولید، بخشی از مصرف  4/5ایران 

(. چای دارای 5811نام، )بیکند مین میأسرانه کشور را ت

درصد  83-81ها فنل، پلیاستفنلی )فلاونوئید( ترکیبات پلی

 Chaturvedula andشوند )ماده خشک چای را شامل می

Prakash, 2011فنلی موجود در چای ترین ترکیبات پلی(. مهم

(، که دارای Labbe and Bazinet, 2006ها هستند )کاتچین

 سرطانی و میکروبی، ضدضد اکسیدانی،خاصیت آنتی

زایی بوده و اثرات مفیدی در بدن انسان دارند جهشضد

(Hara, 2001; Banon et al., 2007 .)یموجود در چا کافئین 

ی که در کنترل کیفیت نوشیدنی چا استمهمی  یاز فاکتورها

المللی مورد در سطح ملی و بین (خصوصیات چشایی چای)

 Sinija and) است یاویژه اهمیتی و دارا گیردبررسی قرار می

Mishra, 2009 نتایج مطالعات سیتوژنتیکی انجام شده روی .)

ها نشان داده که تعداد کروموزوم Camellia sinensisگونه 

 (. Chaudhuari, 1992است ) 2n=2x=30برابر 

نژادی پلوئیدی، ابزار توانمندی در بهالقا مصنوعی پلی

 Niazian andگیاهان دارویی است ) بسیاری از گیاهان از جمله

Nalousi, 2020پلوئیدی با استفاده از (. روش القای پلی 

شود و گیاهان می DNAسین باعث افزایش محتوی کلشی

 Dhawanدهد )های ثانویه را افزایش میپتانسیل تولید متابولیت

and Lavania, 1996 .) به دلیل اهمیت گیاهان دارویی و

های ثانویه ای داروهای مبتنی بر متابولیتافزایش تقاضا بر

تواند ابزار مفیدی برای افزایش تولید پلوئیدی میگیاهی، پلی

 ,.Madani et alهای ثانویه در گیاهان دارویی باشد )متابولیت

پلوئید های پلیهای ثانویه در ژنوتیپمیزان متابولیت(. 2021

گزارش شده است گیاهان دارویی بیشتر از والدین دیپلوئیدشان 

(Salma et al., 2017; Pradhan et al., 2018پ .)پلوئیدی در لی

 Centellaبسیاری از گیاهان دارویی از جمله آب بشقابی )

asiatica( بذرالبنج مشبک ،)Hyoscyamus reticulatus نعنا ،)

 Citrus(، پرتقال ماندارین )Pogostemon cablinهندی )

reticulataزمینی و( و سیب( حشیSolanum commersonni )

 Kaensaksiriهای ثانویه شده است )منجر به افزایش متابولیت

et al., 2011; Madani et al., 2015; Widoretno, 2016; 

Fasano et al., 2016; Tan et al., 2017 .)پلوئیدی پلی

آمیزی منجر به افزایش محتوی فنل در طور موفقیتمصنوعی به

شواهد (. Madani et al., 2021دیده است )گیاهان مختلف گر

دهد پلوئیدها نشان میدست آمده از آنالیزهای شیمیایی پلیبه

تر بوده و تنوع آنزیمی بیشتری که از لحاظ ترکیبات فنولی غنی

پلوئیدها را دهند. تغییرات در پروفیل متابولیتی پلینشان می

کننده بیوسنتز های تنظیمبرهم خوردن مکانیسم خاطرتوان بهمی

(. به عنوان Chen and Gao, 2007ترکیبات منفرد، توجیه نمود )

پلوئیدی موجب افزایش میزان فنیل پروپانوئید در مثال پلی

( شده است Solanum commersoniiزمینی وحشی )سیب

(Caruso et al., 2011 .)Ghotbi Ravandi  (4358)و همکاران 

ید فنولیک و کلروژنیک در دار در محتوی کل اسافزایش معنی

( را گزارش Cichorium intybusهای تتراپلوئید کاسنی )برگ

 Papaverپلوئیدی در خشخاش ایرانی )نمودند. القای پلی

bracteatum Lindl.های فیتوشیمیایی ( سبب افزایش ترکیب

 اکسیدان کل در گیاهان مانند فنل کل، فلاونوئید کل و آنتی

 ,.Madani et alد )شگیاهان دیپلوئید پلوئید نسبت به پلی

2019 .) 

پلوئیدی در گیاهان، بزرگ شدن ترین اثر پلیشدهشناخته

 اندازه سلول است. با توجه به افزایش اندازه سلول، 

شناسی با دیپلوئیدها پلوئیدها از نظر مورفولوژیکی و ریختپلی

هایی دامها اندازه انپلوئیدعنوان مثال در پلیتفاوت دارند. به

تر ها از همتای دیپلوئیدشان بزرگها و میوهها، گلنظیر برگ

پلوئیدها روزنه (. اتوپلیand Edgar, 2018 ovrebOاست )

عنوان یکی از تری نسبت به دیپلوئیدها دارند و بهبزرگ

 های اصلی تغییرات در سطوح پلوئیدی استفاده شاخص

و همکاران   Corneillie(. اخیرا  Salma et al., 2017شوند )می

( انجام Arabidopsis thalianaوی )با تحقیقی که ر( 4351)

پلوئیدی منجر به تغییر دادند، به این نتیجه دست یافتند که پلی

 بر تواندمی تغییرات شود. ایندیواره سلولی و ترکیب قندی می

 ها،اسانس سازیو ذخیره تولید، ترشح در درگیر ساختارهای

 بگذارد.  تأثیر آنها دازهان از مستقل
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ممکن است منجر به  Camelliaهای پلوئیدی در گونهپلی

پلوئیدها نسبت به کلی در چای، تریطورتنوع فنوتیپی گردد. به

 Simura) هستندتر و متحمل به سرما تر، سختدیپلوئیدها قوی

and Osone, 1956 مطالعات مورفولوژیک و آناتومیک .) 

، محدوده وسیعی از تنوع فنوتیپی و پلوئیدهای چایپلی

خصوصیات آناتومیکی نظیر فراوانی و اندازه روزنه را نشان 

میانگین تعداد روزنه در  (.Chaudhuari, 1992)داده است 

، 1/45پلوئید و دیپلوئید چای به ترتیب گیاهان تتراپلوئید، تری

 ,Ahmed and Singhگزارش گردیده است ) 2/25و  1/84

( تعداد 5131) Depengو  Shiyanگزارش  (. طبق1993

های دیپلوئید، تریپلوئید و های محافظ گونهکلروپلاست سلول

در اکثر  بیان گردید. 84و  42، 51تتراپلوئید چای به ترتیب، 

پلوئیدی در چای میزان عملکرد را موارد نشان داده شده که پلی

 ;Jayasuriya and Govindarajulu, 1975دهد )افزایش می

Sharma and Ranganathan, 1986; Gunasekera and 

, 2015and RazaqRanatunga, 2003; Alam  ولی این مورد )

 کند و مواردی وجود دارد که افزایش همیشه صدق نمی

 ,Banerjeeپلوئیدی منجر به کاهش تولید گردیده است )پلی

1992b; Wachira, 1994داری بین (. هر چند، تفاوت معنی

تواند ها در سطوح پلوئیدی مشابه از لحاظ عملکرد میپژنوتی

وجود نداشته باشد. در موارد خاص، که تریپلوئیدها عملکرد 

بالاتری از دیپلوئیدها دارند، به پتانسیل برای گزینش و یا 

پلوئید با عملکرد بالا دلالت دارد. با این توسعه ارقام پلی

وزن خشک برگ دهی، اندازه برگ و اوصاف، توانایی ریشه

که حالیتریپلوئیدها و تتراپلوئیدها بیشتر از دیپلوئیدها است در

 ,Baberjeeدر پنتاپلوئیدها و آنیوپلوئیدهای چای کمتر است )

1992b .) سطوح مختلف پلوئیدی، اثرات متفاوتی را بر

پلوئید گذارد. گیاهان تتراپلوئید و تریفیزیولوژی گیاه چای می

اندازه سلول، قدرت و سختی بیشتری  چای به دلیل افزایش

پلوئید به دلیل افزایش اندازه که، گیاهان تریدارند، حال آن

توانند قدرت بیشتری داشته باشند. القا ها و عقیمی، میسلول

 بهبود برای مهمی ابزار شیمیایی مواد از با استفاده پلوئیدیپلی

گیاهان  ین،بنابرا است، شده شناخته گیاهان تولید و فیزیولوژی

 و پایین عملکرد مشکل بر غلبه پلوئید چای باید برایپلی

 and Alamشوند ) تولید کاریچای مناطق در محدود بارندگی

, 2015Razaq.) 

ثیر آن بر برخی أپلوئیدی و تدر رابطه با القای پلی

خصوصیات مورفولوژیک، فیزیولوژیک و فیتوشیمیایی چای 

ت. این تحقیق با هدف بررسی ایران اطلاعاتی در دسترس نیس

پلوئیدی در رقم کاشف چای و در سنجی القای پلیامکان

های گیری آن برای تولید گیاهان تتراپلوئید با ویژگینهایت بهره

 اکسیدانی بالاتر اجرا گردید. فیتوشیمیایی و آنتی

 

 هامواد و روش

های نهال: تهیه مواد گیاهی، طرح آزمایشی و اعمال تیمارها

جنسی( رقم کاشف چای از ایستگاه و ساله )تکثیر غیرد

تحقیقات چای شهید افتخاری فشالم به ستاد پژوهشکده چای 

ها در فضای های پلاستیکی کشت و گلدانانتقال و در گلدان

های چای نگهداری گردیدند. در بان( نهالمخصوص )سایه

ا سین بهای فعال، تیمار کلشیبرگی شاخساره 8تا  4مرحله 

-درصد )وزنی/حجمی( و زمان 5و  1/3، 4/3، صفرهای غلظت

-روز متوالی با اعمال بر مریستم انتهایی شاخساره 1و  8های 

ای انجام گردید های فعال توسط تکنیک گلوله پنبه

(Sebasthiampillai, 1976; Goswami and Sharma; 1979) 

حل سین در ممنظور استقرار و جذب بهتر کلشیبه (.5)شکل 

قطره  2-1مریستم، به تمامی تیمارهای مورد استفاده مقدار 

منظور جلوگیری از تبخیر افزوده شد. پس از تیمار، به 43توئین 

های ای، شاخسارههای پنبهسین و خشک شدن گلولهکلشی

های پلاستیکی مشبک پوشانده شد و در پایان مورد نظر با پاکت

صورت این آزمایش به ها برداشته شدند.دوره تیمار، پاکت

-تصادفی با سه تکرار طی سال فاکتوریل در قالب طرح کاملا 

 انجام شد.  5811-5233های 

پس از رشد : یافتههای تغییرشناسایی مقدماتی شاخساره

برگی، بررسی  2-1های زنده و رسیدن به مرحله جوانه

 شده با های تیمارمقدماتی سطح پلوئیدی کلیه شاخساره

ن ابتدا از طریق بررسی و مقایسه مشخصات و سیکلشی

های شاهد )تیمار نشده( انجام های ظاهری با شاخسارهویژگی
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 ایسین توسط تکنیک گلوله پنبههای مختلف کلشیهای فعال با غلظتتیمار مریستم انتهایی شاخساره -2شکل 

 

-ویژگیبا پلوئیدی ترتیب که گیاهان مشکوک به پلیشد. بدین

خیر در رشد پس از اعمال تیمار، تفاوت در اندازه برگ أهای ت

 تر شدن، شکل و رنگ برگ )کهتر یا کوچکصورت بزرگبه

تر از گیاهان شاهد بودند( در مقایسه با گیاهان تیره معمولا 

  ;Ng’etich and Wachira, 1992شاهد گزینش شده )

Banerjee, 1992) ند.گیری شدهای مختلف اندازهو ویژگی 

گیاهانی که در مرحله اول از : بررسی خصوصیات روزنه

طریق بررسی صفات ظاهری گزینش شده بودند، در مرحله 

دوم با استفاده از روش میکروسکوپی بررسی و غربال شدند. 

ها، برگ سوم هر یک از گیاهان مشکوک برای مشاهده روزنه

با و سپس اپیدرم زیرین برگ پلوئیدی انتخاب و جدا به پلی

 این منظور بخشی از برگ استفاده از لاک ناخن جدا شد. به

(10 mm5 mm که ترجیحا  فاقد رگبرگ اصلی هستند، با )

دقیقه خشک  53تا  1ناخن پوشانده، پس از استفاده از لاک

های نمونه را به شده، سپس با استفاده از یک تیغ تیز حاشیه

آن شکل چهارگوش درآورده، نوار چسبی شفاف روی 

چسبانده، و با انگشت شست فشار داده تا اپیدرم کاملا  به 

صورت لایه چسب متصل شود. سپس چسب که اپیدرم به

شفاف بسیار نازکی به آن چسبیده است، جدا و روی لام 

ها های روزنه نمونه(. ویژگیSmith et al., 1989چسبانده شد )

( با Nikon eclipse 50iبا استفاده از میکروسکوپ نوری )

بررسی شدند. با استفاده از این روش تعدادی  x 40بزرگنمایی 

 پلوئیدی تفکیک شدند. از گیاهان مشکوک به پلی

ابتدا حدود : ارزیابی سطح پلوئیدی از طریق سیتوژنتیک

متر از جوانه شاخساره فعال، جدا و در داخل سانتی 5تا  1/3

اده و مقطر و یخ قرار دگیری حاوی مخلوط آبظرف نمونه

پس از انتقال به آزمایشگاه، قسمت انتهایی مریستم توسط تیغ 

تیمار آلفا ساعت به محلول پیش 3اسکالپل جدا و برای مدت 

 و ؛ عاشوری5831برومونفتالین منتقل شدند )عاشوری، 

 ها از محلول . پس از خارج کردن جوانه(5811 همکاران،

قسمت  5ارنوی )کننده کتیمار، شستشو و در محلول تثبیتپیش

اسید استیک و سه قسمت اتانول( در یخچال نگهداری 

دقیقه در آب  83ساعت برای مدت  42گردیدند و با گذشت 

 و ؛ عاشوری5831جاری شستشو داده شدند )عاشوری، 

( HClها در محلول اسید کلریدیک ). جوانه(5811 همکاران،

گراد تیدرجه سان 13دقیقه در حمام آبی  43یک نرمال به مدت 

آمیزی با رنگ استواورسئین هیدرولیز و پس از شستشو رنگ

 و ؛ عاشوری5831درصد صورت گرفت )عاشوری،  1/5

ها روی لام قرار داده . در مرحله آخر نمونه(5811 همکاران،

شد و بعد از اسکواش، شمارش کروموزوم توسط 

 x 100( با بزرگنمایی Nikon eclipse 50i) میکروسکوپ نوری

  ام شد.انج
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شده با استفاده از دوربین های تهیهبرداری از نمونهعکس

Nikon  مدلE-100  که بر روی میکروسکوپ نوری مدل

Nikon eclipse 50i  نصب شده بود به مانیتور منتقل و ذخیره

 پنجاسلاید و از هر اسلاید تعداد  51شد. از هر تیمار تعداد 

ام شد و به این سلول انتخاب و شمارش کروموزوم آنها انج

های دیپلوئید سلول -5بندی شدند: صورت در دو گروه طبقه

های سلول -4که تغییر تعداد کروموزوم را نشان ندادند و 

تتراپلوئید که تعداد کروموزوم آنها دو برابر تعداد کروموزوم 

های هر گروه دیپلوئید و های دیپلوئید بود. در ادامه دادهسلول

س درصد محاسبه شد )اکبری و همکاران، اساتتراپلوئید بر

5813 .) 

ارزیابی برخی خصوصیات مورفولوژیک، فیزیولوژیک و 

پس از تعیین بهترین غلظت و مدت زمان اعمال : فیتوشیمیایی

روز متوالی(  ششدرصد و مدت زمان  1/3سین )غلظت کلشی

پلوئیدی که با انجام عمل اسکواش و شمارش برای القا پلی

حاصل شد، برخی صفات مورفولوژیک، کروموزومی 

های تکثیری، مورد بررسی فیزیولوژیک و فیتوشیمیایی در نهال

 قرار گرفتند. 

طول و عرض برگ سوم با : طول و عرض برگ سوم

 گیری شد.کش اندازهاستفاده از خط

 گیری اندازه: گیری کلروفیل و کاروتنوئیداندازه

( و Arnon, 1949به روش آرنون ) bو  aهای کلروفیل

( انجام 5115) Hendryو  Priceکاروتنوئید کل به روش 

  53گرم نمونه برگی ساییده در ازت مایع،  4/3گرفت. به 

دقیقه در  51اضافه گردید، سپس  %33لیتر استون سرد میلی

دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند. قسمت رویه شناور  1333

دار های دربتیوپ ها به آرامی با سمپلر برداشته و بهنمونه

به حجم  % 33لیتر استون سرد میلی 1منتقل و پس از افزودن 

لیتر رسانده شد و با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر میلی 53

 233های موجمیزان جذب در طولساخت چین  Hanonمدل 

نانومتر ( a)کلروفیل  118و ( b)کلروفیل  121)کاروتنوئید(، 

به  % 33نظیم دستگاه، از استون سرد شدند. برای ت خوانده

 عنوان بلانک استفاده شد. 

خشک  برگ سبزگرم  4/3: فنلگیری مقدار پلیاندازه

درجه  13ماری آسیاب شده توزین و در لوله آزمایش در بن

 13تا  ل که قبلا ولیتر متانمیلی 1 شد و باگراد قرار داده سانتی

مخلوط  .گردیدگرم شده است، مخلوط  گراددرجه سانتی

دقیقه حرارت داده و در این مدت دو بار  53مدت حاصل به

پس از خنک شدن،  .شددقیقه تکرار  53 و 1زدن در عمل هم

لیتری میلی 53مدرج  فاز رویی از کاغذ صافی عبور و به لوله

تکرار شده و عصاره حاصل از  این عملیات مجددا  یافت.انتقال 

لیتر میلی 53در دمای اتاق به حجم ل ودو مرحله با محلول متان

مقطر به حجم لیتر از این عصاره با آبیک میلی .شدرسانده 

شده چای، لیتر از عصاره استخراجیک میلی رسید.لیتر میلی 533

لیتر محلول میلی 2لیتر معرف فولین سیوکالتوفنل و میلی 1

آزمایش مخلوط  دقیقه در لوله 3تا  8کربنات سدیم در مدت 

و استاندارد گالیک اسید پس از  جذب محلول تهیه شده .شدند

نانومتر  111 موجیک ساعت نگهداری در دمای اتاق در طول

ساخت کشور چین  Hanonمدل وفتومتر رتوسط دستگاه اسپکت

 2رابطه با استفاده از  (.5831استاندارد ملی ایران، ) خوانده شد

 (5831لی ایران، )استاندارد م آمددست فنل کل بهدرصد پلی

   2رابطه 

 × Asample × Vsample × d × 100 / )Sstd= درصد پلیفنل کل

msample × 1000000(  

sampleA: نانومتر؛  111موج میزان جذب نمونه در طول

sampleV حجم نمونه؛ :d ضریب رقت؛ :stdS شیب خط منحنی :

 جرم نمونه : samplemاستاندارد و 

خشک آسیاب  برگ سبزگرم  5/3: اکسیدانیفعالیت آنتی

 13دقیقه در دمای  53ل به مدت ومتان لیترمیلی 53شده با 

 ،پس از رسیدن به دمای محیط .شدگراد قرار داده درجه سانتی

لیتر از محلول رویی یک میلی شد.صافی عبور داده کاغذ از 

 338/3محلول  شد.رقیق  5:53ل به نسبت وصاف شده با متان

ل( تهیه شده و جذب آن بلافاصله در ومتان)در DPPH  درصد

شده میکرولیتر از محلول صاف 833.خوانده شدنانومتر  151

لیتر میلی 8شده با میکرولیتر از محلول رقیق 833اصلی و 

)در متانل( به شدت مخلوط شده  DPPH درصد 338/3محلول 
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نانومتر  151ها در عصاره ماند.دقیقه در دمای اتاق باقی  83و 

درصد فعالیت  .خوانده شدندل ومقابل شاهد متان در

 Pripdeevech) آمدبه دست  1استفاده از رابطه اکسیدانی با آنتی

and Machan, 2011). 

 1رابطه 

 / (ADPPH 0 - Asample) × 100 = درصد فعالیت آنتیاکسیدانی

ADPPH 0   
DPPH 0A:  میزان جذب محلولDPPH ؛sampleA:  میزان جذب

 نانومتر 151موج طولنمونه در 

، ینئافدرصد کگیری اندازهبرای  :گیری میزان کافئیناندازه

لیتر آمونیاک میلی 1یک گرم برگ سبز خشک در دکانتور با 

 چهارلیتر حلال کلروفرم در میلی 533مخلوط شد. استخراج با 

لیتر محلول پتاس در میلی 53مرتبه انجام شد. با استفاده از 

ها از عصاره جدا گردید. سپس عصاره حاصل یدکانتور ناخالص

با عبور از یک گرم سولفات سدیم خشک صاف شد. پس از 

موج عصاره حاصل، میزان جذب محلول در طول تهیه رقت از

نانومتر با اسپکتروفتومتر تعیین گردید. درصد کافئین نمونه  411

از طریق مقایسه با منحنی استاندارد کافئین محاسبه شد 

(Lakin, 1989.) 

 ,SAS 9.4 (SAS-Institute-Incنتایج با استفاده از نرم افزار 

 1ها با آزمون توکی در سطح احتمال تجزیه و میانگین (2014

مقایسه صفات مختلف بین گیاهان درصد مقایسه شدند، 

 انجام گرفت. tدیپلوئید و تتراپلوئید با استفاده از آزمون آماری 

 

 نتایج و بحث

نتایج حاصل : ارزیابی تغییرات پلوئیدی به روش سیتوژنتیکی

 شده با سطوح مختلف پلوئیدی گیاه تیمار از بررسی سطح

سین در دو زمان مختلف با استفاده از شمارش کلشی

برداری از کروموزومی بررسی شد. پس از مطالعه و عکس

اسلاید نمونه شاهد، عدد کرومووزمی در رقم کاشف چای 

2n=2x=30 که مشابه با نتایج سایر  (4)شکل دست آمد به

؛ عاشوری و همکاران، 5831ن، محققین )غلامی و همکارا

های سوماتیکی در های سلول( است. تعداد کروموزوم5811

نتایج  (.4آمد )شکل دست به 2n=4x=60های تتراپلوئید نمونه

تجزیه واریانس در رابطه با اثرات ساده تیمارهای مختلف 

درصد غلظت  5دار در سطح احتمال دهنده اثر معنینشان

تیمار بر درصد احتمالی گیاهان سین و مدت زمان کلشی

همچنین اثر  (.5)جدول تتراپلوئید برای رقم مورد مطالعه بود 

سین و مدت زمان تیمار نیز در سطح متقابل غلظت کلشی

(. نتایج مقایسه میانگین 5دار بود )جدول درصد معنی 5احتمال 

نشان داد که بیشترین میزان تتراپلوئیدی برای رقم کاشف 

 ششسین و مدت زمان درصد کلشی 1/3غلظت  ، در(8)شکل 

( به این نتیجه 4351)و همکاران  Heo .روز متوالی مشاهده شد

ترین مدت تیمار طولانی Lilium leichtliniiدست یافتند که در 

ثر ؤپلوئیدی مسین در القای پلیترین غلظت کلشهمراه با کم

تیمار با است. بسیاری از پژوهشگران دیگر نیز نشان دادند که 

سازی سین یک روش کارآمدتری جهت مضاعفکلشی

سین بسته به اما واکنش به کلشی استکروموزوم در گیاهان 

 ;Sarathum et al., 2010) استهای گیاهی متفاوت گونه

Blasco et al., 2015; Zhang et al., 2008 .) 

Sebasthiampillai (5111از طریق تیمار جوانه ) های

سین و مدت درصد کلشی 1/3و  4/3حلول آبی انتهایی با م

درصدی گیاهان  1/58روز متوالی موفق به تولید  1-1زمان 

( با 5111) Sharmaو  Goswamiتتراپلوئید چای گردید. 

 1 -1سین به مدت درصد کلشی 4و  5های استفاده از غلظت

های انتهایی در محلول ور نمودن جوانهروز به روش غوطه

درصدی دست یافتند. غلظت  1 -51موفقیت سین به کلشی

پلوئیدی در گیاهان مختلف متفاوت است. از ثر برای القا پلیؤم

های آنجایی که منطقه مرکزی مریستم مسئول تولید سلول

های این ناحیه، انتهایی ساقه است، دو برابر کردن کرموزوم

 شده پلوئید انتهایی در منطقه تیمارباعث ایجاد بافت پلی

پلوئید خالص در رسد گیاهان پلینظر میگردد. از این رو بهمی

های تیمار شده در نتیجه دو برابر شدن موفق و مناسب سلول

های بافتی منطقه مرکزی در ناحیه مریستمی بوجود تمام لایه

 های تتراپلوئید تولید آیند که در نهایت گیاهانی با سلولمی

 دهد که در یقات نشان می(. تحقJones et al., 2008شود )می
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 ( رقم کاشف چای2n=4x=60( و تتراپلوئید )2n=2x=30های دیپلوئید )تعداد کروموزوم در نمونه -1شکل 

 

 
 سین بر درصد تتراپلوئیدی در رقم کاشف چایاثر متقابل غلظت و مدت زمان تیمار کلشی -2شکل 

 

 سین در رقم کاشف چای اپلوئیدی پس از تیمار با کلشینتایج تجزیه واریانس القا تتر -2جدول 

درجه  منابع تغییرات

 آزادی

 میانگین مربعات

 درصد تتراپلوئیدی

 11/553** 8 غلظت

 11/51** 5 مدت زمان

 13/51** 8 مدت زمان × غلظت

 43/3 51 اشتباه آزمایشی

 13/55  ضریب تغییرات )%(
ns  2دار در سطح احتمال معنیدار و به ترتیب غیر معنی **و%. 

 

ثری در ؤطور مبسیاری از گیاهان، تیمار مریستم انتهایی به

 ,.Malekzade et alثر است )ؤوجود آمدن گیاه تتراپلوئید م به

2010.) 

ثیر تتراپلوئیدی بر خصوصیات مورفولوژیکی و أت

های خصوصیات مورفولوژیکی و نتایج بررسی: آناتومیکی

 سین نشانو تحت تیمار غلظت کلشیآناتومیکی گیاهان شاهد 

4x 2x 
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 های مورفولوژیکی و آناتومیکی در گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید رقم کاشف چایمقایسه میانگین برخی از ویژگی -1جدول 

 گیاهان دیپلوئید میانگین گیاهان تتراپلوئید میانگین شدههای بررسیویژگی

 a2/521 b8/555 (mmطول برگ )

 a11/11 b52/21 (mmعرض برگ )

 b48/35 a12/541 (2mmتراکم روزنه )

 a83/13 b13/21 (µmطول روزنه )

 a45/23 b52/81 (µmعرض روزنه )

 .(t)آزمون  هستنددار معنی %2مشابه دارند از لحاظ آماری در سطح احتمال هایی که در هر ردیف حروف غیرمیانگین

 

هایی به شرح ظر برخی خصوصیات دارایی تفاوتنکه از داد 

 :هستندزیر 

بررسی شکل برگ در رقم کاشف چای طول و عرض برگ: 

)جدول های گیاهان تتراپلوئید از نظر اندازه نشان داد که برگ

دارای طول و عرض بیشتری نسبت به گیاهان دیپلوئید  (4

و  Shafaroodi Malekzadehشده توسط نتایج ارائه بودند که با

و  Afshar Mohammadian(، در ریحان،4355)همکاران 
( در گیاه 4351)  Chen( در لیموترش و4358)همکاران 

دارویی درخت چای مشابهت دارد. افزایش چشمگیر در اندازه 

سین، و در برگ با افزایش غلظت و مدت زمان تیمار کلشی

در نتیجه سازگاری بیشتر  پلوئیدی احتمالا نتیجه افزایش پلی

و  Escandonکه با نتایج  تاسپلوئید با محیط گیاهان پلی

( روی گیاه دارویی بنگدانه که انگیزش 4331)همکاران 

های بزرگتر شد هماهنگی دارد. علاوه بر پلوئیدی منجر به برگ

صاف بودند و  های گیاهان تتراپلوئید چین خورده و نااین برگ

)شکل تر از گیاهان دیپلوئید بودند از لحاظ ضخامت، ضخیم

( گزارش شده Omidbaigi et al., 2010رشبو )در گیاه باد (.2

انگیزش تتراپلوئیدی علاوه بر تعداد برگ در بسیاری از موارد 

های بر رنگ، شکل، ضخامت و افزایش عرض و اندازه دندانه

رسد که افزایش سطح نظر میگذارد. بنابراین بهثیر میأبرگ ت

ر پلوئیدی هسته اغلب باعث تغییرات آناتومی و ساختاری د

گردد و هر یک با توجه به نوع گونه با یک فنوتیپ گیاهان می

پلوئیدی ضمن افزایش میزان کند. در کل القای پلیبروز می

DNA برداری و هایی در سلول، نسخهالگو، با تحریک مکانیسم

ثیر قرار داده و با افزایش یا کاهش بیان و یا أترجمه را تحت ت

صفات فیزیولوژیک و  ها، بسیاری ازحتی خاموش شدن ژن

 ,Adams and Wendelدهد )مورفولوژیک گیاه را تغییر می

2005 .) 

-در مقایسه تراکم روزنه در یک میلی خصوصیات روزنه:

 53متر مربع از نقاط مختلف موجود در سطح پشت برگ در 

نمونه از گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید در مرحله توسعه کامل 

 % 5داری در سطح احتمال تلاف معنیها، نشان داد که اخبرگ

در تعداد روزنه در واحد سطح برگ بین گیاهان دیپلوئید و 

های نمونه (.2شکل و  4تتراپلوئید وجود دارد )جدول 

متر در هر میلی 48/35ای کمتری )تتراپلوئید دارای تراکم روزنه

های دیپلوئید تراکم روزنه که نمونهمربع( بودند در حالی

(. 4متر مربع داشتند )جدول در هر میلی 12/541بیشتری 

افزایش سطح پلوئیدی هسته اغلب موجب تغییرات ساختاری 

های روزنه و تعداد نظیر تراکم روزنه، افزایش اندازه سلول

 Hassanzadeh etگردد )های نگهبان میسلولکلروپلاست در 

al., 2020.) ما و ثیر عوامل خارجی مانند دأتراکم روزنه تحت ت

گیرد و شمارش روزنه روشی ها قرار نمیی آب بافتامحتو

تواند برای تعیین سطح مناسب، آسان و قابل اعتماد است که می

تراکم روزنه (. Silva et al., 2000پلوئیدی استفاده شود )

همبستگی منفی شدیدی با افزایش سطح پلوئیدی دارد و این 

ای در گیاهان متمایزکنندهعنوان ابزار تواند بههمبستگی منفی می

با سطوح پلوئیدی متفاوت مورد استفاده قرار گیرد )ایزدی 

(. کاهش تراکم روزنه ممکن است 5233جلودار و همکاران، 
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 455 ...اتیخصوص یبر برخ یدپلوئییپل یو القا نسییکلش ماریاثر ت                                                              روکار و فلکچایی

 

 

      
 

      
 

           
( 4x( دیپلوئید و )2xسین در رقم کاشف چای )ها و تغییرات مورفولوژیکی بعد از اعمال تیمار کلشیتراکم روزنه مقایسه اندازه و -5شکل 

 (40xتتراپلوئید )بزرگنمایی 

 

به دلیل افزایش اندازه سلول در گیاهان تتراپلوئید نسبت به 

(. کاهش Hassanzadeh et al., 2020گیاهان دیپلوئید باشد )

 Sorghumاهان تتراپلوئید سورگوم دو رنگ )تراکم روزنه در گی

bicolor( و جعفری گزارش شده است )Ardabili et al., 

2015; Nasirvand et al., 2018 .) گیاهان تتراپلوئید از لحاظ

تر از همتای دیپلوئید خود بودند و طول و عرض روزنه بزرگ

دلیل افزایش (. 4دار بوده است )جدول اختلاف بین آنها معنی

توان با افزایش سطح ها و کاهش تعداد آنها را میندازه روزنها

ژنوم و تعداد کروموزوم مرتبط دانست. در تحقیقی که روی 

( انجام شده نتایج .Trachyspermum ammi Lگیاه زنیان )
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کی از آن است که افزایش طول و عرض روزنه در گیاهان حا

 Sadatتتراپلوئید ناشی از افزایش سطح برگ بوده است )

Noori et al., 2017 .)دست های بهنتایج این تحقیق با یافته

(، آرابیدوپسیس Omidbaigi et al., 2010aآمده در ریحان )

(Miller et al., 2012( پونه کوهی ،)Ghani et al., 2014 ،)

( و Sajjad et al., 2013(، گل جعفری )Shiga, 2009مارچوبه )

( که نشان دادند گیاهان تتراپلوئید 5831بابونه کبیر )سحرخیز، 

دارای تعداد روزنه کمتر و اندازه روزنه بزرگتری نسبت به 

 مزیت تغییر اندازه گیاهان دیپلوئید هستند، مطابقت دارد. 

پلوئیدی، سازگاری بیشتر لقای پلیهای گیاهی در اثر ااندام

پلوئیدها ممکن است قدرت گیاهان با محیط است؛ در واقع پلی

مانی بیشتری نسبت به اجداد دیپلوئید خود در برابر عوامل زنده

نامساعد محیطی داشته باشند، زیرا با افزایش اندازه سلول 

روزنه، توانایی گیاه در حفظ آب و ایجاد تعادل آبی بیشتر 

 است.

ثیر تتراپلوئیدی بر خصوصیات فیزیولوژیکی و أت

ها گین دادهنتایج مقایسه میان ی کلروفیل:امحتو، فیتوشیمیایی

 در برگ  bو  aکه میزان کلروفیل  (8)جدول نشان داد 

گرم در میلی 4133/3و  28/4های تتراپلوئید )به ترتیب نمونه

های دیپلوئید )به ترتیب گرم وزن تر برگ( نسبت به نمونه

گرم در گرم وزن تر برگ( بیشتر و میلی 513/3و  31/5

های تتراپلوئید همچنین میزان کاروتنوئید در برگ نمونه

های گر در گرم وزن تر برگ( نسبت به نمونهمیلی 3853/3)

در گرم وزن تر برگ( بیشتر بود. از  مگرمیلی 8111/3دیپلوئید )

آنجا که فرض بر آن است که با دوبرابر شدن ژنوم فعالیت 

یابد، این برداری افزایش میو نسخه rRNAمتابولیکی سنتز 

ان تنفس، فعالیت ژنی، تنوع و میزان تواند بر میزافزایش می

ثیر داشته باشد أها و انتقال الکترون در فتوسنتز تفعالیت آنزیم

(., 2017et al lyaNagymih ;., 2014et alRavandi  .) در

تحقیقی گیاهان تتراپلوئید و دیپلوئید آکاسیا از نظر میزان 

کلروفیل با یکدیگر مقایسه شدند، مشاهده شد که میزان 

داری بیشتر از طور معنیوفیل در گیاهان تتراپلوئید آکاسیا بهکلر

(. مطالعه انجام Mathura et al., 2006گیاهان دیپلوئید است )

نشان داد که میزان کلروفیل  Lablab purpureusشده بر روی 

یابد در گیاهان تتراپلوئید نسبت به گیاهان دیپلوئید افزایش می

(Dheer et al., 2014افزا .) یش کلروفیل ناشی از افزایش تعداد

 Bagheri andهای نگهبان است )کلروپلاست در سلول

Mansouri, 2015.) 

در رقم  اکسیدانی:فنل، کافئین و فعالیت آنتیی پلیامحتو

داری را در میزان ثیر معنیأکاشف چای افزایش سطح پلوئیدی ت

های اکسیدانی شاخسارهفنل، کافئین و فعالیت آنتیپلی

بر این اساس، بیشترین  .تتراپلوئید نسبت به دیپلوئید داشت

 11/51های تتراپلوئید با میزان فنل در شاخسارهمیزان پلی

درصد در گیاهان دیپلوئید بوده است  15/52درصد نسبت به 

 DPPHاکسیدانی کل به روش (. سنجش فعالیت آنتی8)جدول 

تراپلوئید های تهای حاصل نشان داد که شاخسارهدر نمونه

درصد در مقایسه با  42/11دارای بالاترین فعالیت با میزان 

درصد بوده است )جدول  53/11همتای دیپلوئید خود با میزان 

درصد  81/8های تتراپلوئید (. محتوی کافئین در شاخساره8

های دیپلوئید بود )جدول درصد در شاخساره 13/4نسبت به 

های وابسته و در ها و ژنبه دلیل افزایش تعداد کروموزم (.8

ها، طی افزایش سطح پلوئیدی، در بسیاری نتیجه میزان بیان ژن

های ثانویه و مواد فیتوشیمیایی دفاعی در موارد غلظت متابولیت

(. زمانی که مانند Ayyobi et al., 2017یابد )گیاه افزایش می

ی هاهای رویشی گیاه منبع متابولیتاکثر گیاهان دارویی، اندام

سازی ورزی سطح پلوئیدی مانند مضاعفثانویه باشند، دست

پلوئیدی روشی پلوئیدی یا آلوپلیمستقیم کروموزومی اتوپلی

 استهای ارزشمند دارویی سریع در بهبود و تولید ترکیب

(Lavania, 1998; Ayyobi et al., 2017). Das  و همکاران

چای، میزان ( به منظور بررسی کیفیت ارقام تریپلوئید 4358)

نتاج در حال تفرق، والدین تتراپلوئید و  11کافئین و کاتچین 

دیپلوئید را مورد بررسی قرار دادند. سطح کافئین و کاتچین 

نتاج تریپلوئید با والدین دیپلوئیدشان مقایسه شدند. بعضی از 

های با کیفیت بهتری نتاج نسبت به والدین دیپلوئیدشان، کلون

و  C. sinensisاصل از تلاقی گونه دیپلوئید بودند. اکثر نتاج ح

 گونه تتراپلوئید، هتروزیس بالایی را از لحاظ کافئین و کاتچین
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 های فیزیولوژیکی و فیتوشیمیایی در گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید رقم کاشف چایمقایسه میانگین برخی از ویژگی -2جدول 

 گیاهان دیپلوئید میانگین گیاهان تتراپلوئید میانگین های بررسی شدهویژگی

 a (mg/g FW) a28/4 b31/5کلروفیل 

 b (mg/g FW) a4133/3 b 513/3کلروفیل 

 a3853/3 b 8411/3 (mg/g FWکاروتنوئید )

 a 11/51 b 15/52 پلی فنل )درصد(

 a 42/11 b 53/11 فعالیت آنتی اکسیدانی )درصد(

 a 81/8 b 11/4 کافئین )درصد(

 .(t)آزمون  هستند دارمعنی %2مشابه دارند از لحاظ آماری در سطح احتمال هایی که در هر ردیف حروف غیرمیانگین

 

 Papaverنشان دادند. در تحقیقی که بر روی گیاه خشخاش )

somniferumپلوئیدی باعث ایجاد ( انجام شده القای پلی

د فنل، های فیتوشیمیایی مانندار در افزایش ترکیبتغییرات معنی

پلوئید اکسیدان کل در گیاهان پلیفلاوونوئید و فعالیت آنتی

کلی طور(. بهMadani et al., 2019نسبت به دیپلوئید گردید )

 پلوئیدی در بسیاری از گیاهان دارویی از قبیل پیچ اتوپلی

( و Lonicera japonica( )Kong et al., 2017الدوله )امین

( سبب افزایش فنل کل، Griesbach and Kam, 1995اطلسی )

 Camelliaاکسیدان کل شد. در گیاه دارویی فلاونوئید و آنتی

sasanqua  افزایش سطح پلوئیدی، افزایش در غلظت 

ها را در پی داشته است ها و کافئینها، اگزتراکینکاتچین

(, 2003Gonzalez and Weathers-Jesus افزایش تعداد .)

تواند در بعضی موارد سته میهای وابها و مقدار ژنکروموزوم

های ثانویه و مواد شیمیایی دفاعی را بیان و غلظت متابولیت

افزایش دهد، با این حال این مورد در همه گیاهان صادق 

نیست و ممکن است در بعضی موارد ارتباط مشخصی بین 

های مقدار، تعداد کپی ژن، خاموش شدن ژن و بیان متابولیت

مکانیسم مولکولی دقیق که مشخص کند ثانویه وجود نداشته و 

های ثانویه اثر در کدام بخش متابولیت پلوئیدی دقیقا القای پلی

 (. Buggs et al., 2009گذارد مبهم است )می

 

 گیری نتیجه

درصد  1/3 در مجموع نتایج این تحقیق نشان داد که غلظت

روز متوالی بهترین تیمار جهت القا  ششسین به مدت کلشی

های . همچنین بررسیاستلوئیدی در رقم کاشف چای پپلی

بیشتر و مقایسه بین خصوصیات مورفولوژیک، فیزیولوژیک و 

فیتوشیمیایی گیاهان دیپلوئید و تتراپلوئید نشان داد که گیاهان 

تتراپلوئید از نظر صفات اندازه برگ، اندازه روزنه، میزان 

 فعالیت فنل، کافئین و ، کاروتنوئید، پلیa ،bکلروفیل 

اکسیدانی نسبت به گیاهان دیپلوئید برتری داشتند، لذا آنتی

پلوئیدی رقم کاشف چای مفید و روش اصلاحی مبتنی بر پلی

پلوئیدی با تغییرات که پلینقابل توصیه است. ضمن ای

ای در ساختاری، نموی، فیزیولوژیک و بیوشیمیایی گسترده

گسترده برای  گیاهان همراه است که نتیجه آن ایجاد تنوع

های محیطی است ویژه برای سازگاری بیشتر به تنشانتخاب به

 تواند کاربردهای بالقوه برای اصلاح گیاهان دارویی بهکه می

طور خصوص آن دسته از گیاهانی که از اندام رویشی آنها به

 شود، داشته باشد.تجاری استفاده می
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 .855-848: 84اکسیدانی زنیان جمعیت پاکستان. فرآیند و کارکرد گیاهی آنتی
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ی آن از یو شناساسین پلوئیدی با استفاده از کلشی( القا پلی5233) ، ر.اصغری زکریا و ، ع. ا.شکوهیان ، ا.،چمنی، ن.، ایزدی جلودار
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 https://www.irantea.org در دسترس .5811( اطلاعات تولید و تجارت چای در سال 5811نام. )بی

ثیر برخی از عوامل اقلیمی و سطح پلوئیدی بر خصوصیات مورفولوژیکی و فیزیولوژیکی گیاه دارویی أت (5831سحرخیز، م. ج. )

 (. پایان نامه دکتری تخصصی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران. .Tanacetum partenium Lزینتی بابونه کبیر )

( در ایران. پایان نامه کارشناسی ارشد، دانشگاه Camellia sinensisهای انتخابی چای )( مطالعه سیوژنتیکی کلون5831عاشوری، ذ. )

 آزاد اسلامی واحد کرج، کرج، ایران.

( در Camellia sinensisهای چای )( بررسی سیتوژنتیکی برخی از ژنوتیپ5811و فلکرو، ک. ) ی کار، ص.یی چایعاشوری، ذ.، صفا

 .421-418: 8نژادی نهال و بذر ایران. مجله به

های چای به کمک مطالعه سیوژنتیک. نهمین کنگره ژنتیک ( بررسی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ5831و گمار، م. ) .رو، کم.، فلکغلامی، 

 ایران، تهران، ایران.
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Abstract 
 
Tea (Camellia sinensis L. O. Kuntze) belongs to the Theaceae family and as one of the most important economic plants 

in the world, it has many medicinal properties and is consumed as a fun drink. Induction of polyploidy using mutagenic 

chemicals is one of the methods of breeding medicinal plants in order to increase the ability to produce secondary 

metabolites. In order to investigate the effect of colchicine treatment on the induction of polyploidy and to compare the 

changes of different traits in tetraploid and diploid plants (control) of Kashef cultivar, an experiment was carried out as 

a factorial in the form of a completely randomized design with two factors contains different concentrations of 

colchicine (0, 0.2, 0.5 and 1%) and duration times (3 and 6 consecutive days) with three replications. Morphological, 

microscopic and chromosomal counts were used to determine the ploidy level. The number of chromosomes in diploid 

and tetraploid plants was recorded as 30 (2n=2x=30) and 60 (2n=4x=60), respectively. The results showed that the 

concentration of 0.5 % colchicine in a period of 6 consecutive days with an efficiency of 12.82 % is the most suitable 

treatment for the production of tetraploid plants. Induction of polyploidy caused significant changes in the leaf size, 

chlorophyll and carotenoid contents and increased phytochemical compounds such as polyphenol, caffeine and 

antioxidant activity in tetraploid shoots compared to diploid. Based on the results of this experiment, increasing the 

ploidy level caused an increase in antioxidant compounds and some phytochemical compounds in tea medical plant.  
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