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Abstract 
Costus pictus D. Don, commonly known as insulin plant, is used for the treatment of 
diabetes in southern India. In recent years this plant is cultivated in some greenhouses in 
Iran and is propagated by cutting. Therefore, the present study was carried out to 
optimization of tissue culture and evaluation of phytochemical compounds in this plant. 
Among different explants including leaf, node and internode and different hormone 
treatments, the best results were observed for node explants and treatments with BA 
(3.5 mg/l) and NAA (0.5 mg/l). To access phytochemical properties of in vivo and in 
vitro leaves, the contents of photosynthetic pigments, soluble sugar, phenol, flavonoid 
and protein were measured. The results showed that all of these parameters with the 
exception of phenol and protein in in vivo leaves were significantly higher than in vitro 
leaves. Also, phytochemical analyses of in vivo leaves and rhizomes revealed that leaves 
were rich in flavonoid, soluble sugar, caffeic acid and quercetin whereas rhizomes were 
rich in phenol and protein. Mineral elements analyses indicated that the concentrations 
of Ca, K, Mn and Sr of leaves were higher while higher concentrations of Al, Fe, Na, Cr 
and Zn were observed in rhizomes. In conclusion, presented micropropagation protocol 
in this study, in addition to accelerate large scale multiplication and conservation of C. 
pictus, would be important economically. Also, leaves of this plant, are rich in 
quercetine (an antidiabetic compound), could be considered as a potential candidate for 
phytochemical and medical studies. 
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 Costus pictus) گیاه انسولین فیتوشیمیایی ۀسازی کشت بافت و مطالعبهینه

D. Don) 
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 چکیده

فاده ب هناد اساتدرماان بیمااری ديابات در جناومنظور هب عروف به گیاه انسولینم Costus pictus D. Don گیاه
 ةمطالعا ها از طريق قلمه تکثیر شده اسات.های اخیر به ايران آورده و در برخی گلخانهاين گیاه در سال ؛شودمی
انجاام  Costus pictus D. Don گیااهسازی کشت بافات و ارزياابی ترکیتاای فیتوشایمیايی بهینه منظوربه حاضر

رای هتارين نتیجاه باو تیمارهای هورمونی مختلف، ب جداکشت مانند برگ، گره و میانگره هایهشد. از میان قطع
لیتار درگرممیلی 5/0و  5/3های ترتیب با غلظتبه اسیداستیکنفتالنو  آمینوپورينبنزيل گره و تیمار واجد ةقطع

هاای ن رنگیزههای درشیشه، میزاهای گلدانی و برگفیتوشیمیايی برگ هایصفتمنظور بررسی مشاهده شد. به
 های يادشادهتصفة همند نتايج نشان داد .گیری شدپروتئین اندازه های محلول، فنل، فلاونوئید و، قندفتوسنتزی

های بررساایهسااتند. داری بیشااتر از باارگ درشیشااه اطور معنااهااای گلاادان بااهجز فناال و پااروتئین در برگبااه
زوم ريا واسید و کوئرساتین ئیکغنی از فلاونوئید، قند، کاف برگ ندشیمیايی برگ و ريزوم گلدان نشان دادفیتو

 ولسایم، پتاسایم، منگناز میازان عناصار کنشاان داد  نیزعناصر معدنی  وتحلیلتجزيه. استغنی از فنل و پروتئین 
وی م، کاروم و رمیزان عناصر آلومینیوم، آهن، سدي وهای گلدان های گلدان بیشتر از ريزوماسترانسیم در برگ

شاده در پاهوه  درمجماو،، روش ريزازدياادی پیشنهاد. استهای گلدان گهای گلدان بیشتر از بردر ريزوم
صارفه اسات؛ بهازنظر اقتصاادی نیاز مقرون ،C. pictusه فظ گیابر تسريع تکثیر در مقیاس انتوه و ححاضر علاوه
هاای ای برای پهوه توان نامزد بالقوههای غنی از کوئرستین )ترکیب ضدديابتی( اين گیاه را میهمچنین برگ

 فیتوشیمیايی و پزشکی در نظر گرفت.

 گیاه انسولین ها،فنل ريزازديادی،وتحلیل فیتوشیمیايی، تجزيه :یدیکل یهاواژه
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 .مقدمه

و  Costaceae ةرا از تیر Costus ةبرخی سرد

؛ اندمعرفی کرده Zingiberaceae ةبرخی از تیر

علت هبکه  ایدار، علفی و چندسالهگل گیاهان

زنجتیل  ةآراي  برگی مارپیچی از سردن داشت

(Zingiber Mill) د و نشوتشخیص داده می

نیز نامیده  (spiral ginger)زنجتیل مارپیچ  رو،ازاين

 ;Hegde et al., 2014)د نشومی

Ramasubramaniyan et al., 2015) گیاه .

بومی ، Costus pictus D. Don انسولین با نام علمی

در  تازگیبهو  استند جنوب کشور ه برزيل و

 ,Jose and Reddy) يافت شده است نیزآمريکا 

2010; Hegde et al., 2014) افراد متتلا به ديابت .

تنظیم  برایبرگ گیاه انسولین  از در جنوب هند

و در طب سنتی کنند می استفادهسطح قند خون 

؛ گیاه ضدديابت معروف استبه  هندی

به نام گیاه انسولین  های اين سردهگونه ،علتهمینبه

 .اندشدهگذاری نام

اهداف تجاری و نیاز  ایرويه بربرداری بیبهره

با خطر انقراض و را  C. pictusگیاه  ،صنايع دارويی

رويشی است. تولید و تکثیر  رو کردهروبهنابودی 

بودن کمضعیف بذر،  مانیزندهعلت بهگیاه انسولین 

های قلمهضعیف زايی و ريشه بذر زنیجوانه درصد

استفاده از  رو،است و ازاينرويشی مشکل 

 رایهای تکثیر جايگزين ازجمله کشت بافت بروش

بهتود و  و تکثیر در مقیاس وسیعبه بخشیدن سرعت

 Bakrudeen Ali Ahmad)است حفظ گیاه مفید 

and Arun Kumar, 2009) پهوهشگران . برخی

های کنندهمبا استفاده از تنظی C. pictusريزازديادی 

آمینوپورين بنزيل -6مختلف رشد گیاهی مانند 

(BAP) کینتین ،(KIN) اسید استیک -3و ايندول

(IAA) جداکشت مختلف مانند نوک  هایهو قطع

اند کردهبررسی را ساقه، برگ، گره و ريزوم 

.(Punyarani and Sharma, 2012; Jadhav et 

al., 2015) یفردبهروش منحصررا کشت بافت  و 

 C. pictusحفاظت از  برای کشت سريع و

به اينکه گیاه دارويی اند؛ بنابراين باتوجهدانسته

انسولین بومی ايران نیست، کشت بافت و 

های سنتی عنوان مکملی برای روشريزازديادی به

زدن( تکثیر اين گیاه در مقیاس انتوه ضروری )قلمه

میايی و های بیوشیهمچنین بررسیرسد؛ نظر می به

 C. pictusگیاه  در زمینة شدهفیتوشیمیايی انجام

گیاه زينتی رشد  شکلتنها بهد نهندهنشان می

مکمل غذايی استفاده رای های آن ببرگ ،کندمی

 ,.Jayasri et al) دند و اثر ضدديابتی دارنشومی

وجود  ،فیتوشیمیايی مختلف هایدر پهوه  .(2008

ها، دها، پروتئینترپنوئیها، تریکربوهیدرای

ها، فلاونوئیدها، ها، ساپونینآلکالوئیدها، تانن

و مقادير مناستی از عناصر کمیاب در  هااستروئید

 ,.Hegde et al) است شده اين گیاه نشان داده

2014).  

تازگی از هند به ايران گیاه دارويی انسولین به

 ةمحدود در چند گلخان بسیارطور آورده و به

ازآنجاکه روش تکثیر  .است هکوچک کشت شد

زدن است و تعداد قلمه ،در ايران شدهاستفاده

، استفاده از شوده میمحدودی قلمه از هر گیاه گرفت

است؛ از کشت بافت جايگزين بسیار مناستی  روش

تازه طور های اين گیاه دارويی بهبرگ سوی ديگر،

تولید گیاهان سالم و  رو،و ازاين شوندمصرف می

روش کشت بافت  هب تنهاويروس که  بدون
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به باتوجهرسد. نظر می پذير است، ضروری بهامکان

 سازی کشت بافت گیاهبهینه مطالب يادشده،

 هدف پهوه انسولین و تولید آن در مقیاس وسیع 

ة برخی ترکیتای و مواد مؤثراست؛ همچنین  حاضر

ها، بیوشیمیايی مانند قندهای محلول، پروتئین

ی، فلاونوئیدها و همچنین عناصر معدنی ترکیتای فنل

در گیاهان گلدانی و گیاهان حاصل از کشت بافت 

 .شوندمیبررسی 

 

 هامواد و روش

گلدانی از  شکلگیاه انسولین به کشت بافت:

ل شخصی در کرج تهیه و به آزمايشگاه منتق ةگلخان

گیاه گلدانی حاصل از کاشت قلمه برای کشت  شد.

 بافت استفاده شد. 

آزماي  در  نتخاب قطعۀ جداکشت مناسب:ا

جداکشت مناسب  ةمنظور انتخاب قطعاول که به

برگ، گره و میانگره انتخاب  هایه، قطعشدانجام 

ها از کردن سطحی، برگاستريل منظورهشدند. ب

از قطعه شدند و پسها نیز قطعهو ساقه ها جداساقه

 درصد 10در وايتکس ، شستشو با آب جاری

بار با آب مقطر استريل زير  سهو سپس  ورغوطه

 هانمونهکشت برگ،  منظورهلامینار شستشو شدند. ب

 1کوچک حدود  هایهبا اسکالپل استريل به قطع

قطعه و میانگره و ها قطعهساقهيده، مترمربع برانتیس

 6/1، شدهتیمار استفادهگره کشت شدند. 

آدنین يلآمینوپورين يا بنزبنزيل -6درلیتر گرممیلی

(BA)  اسیداستیکنفتالن درلیترگرممیلی 2/0و 

(NAA) ها لهبود که بر اساس مقا(Jadhav et al., 

2015; Ramasubramaniyan et al., 2015) 
 انتخاب شد.

انتخااااب ایماااار هورماااونی مناساااب بااا ای .

 ةعنوان قطعاگره به تنها ،در آزماي  دوم زنی:جوانه

ی هورماااونی جداکشااات انتخااااب شاااد و تیمارهاااا

کشاات . محیط(1جاادول شاادند )مقايسااه  مختلااف

 MS (Murashige ،در هر دو آزمااي  شدهاستفاده

and Skoog, 1962)  لیتر سااکارز درگرم 30بود که

 2تنظیم شد و با  8/5آن روی  اسیديتةبه آن اضافه و 

 .جامد درآمدشکل لیتر ژلريت بهدرگرم

 
 زنیبرای جوانهفته رکاریمارهای هورمونی بهت -1جدول 

IAA (mg/l) NAA (mg/l) BA (mg/l) کد تیمار 

5/0 0 5/3 T1 

5/0 0 5/2 T2 
0 5/0 5/3 T3 

0 5/0 5/2 T4 

 

ماه  دو زایی:ها به محیط ریشهانتقال جوانه

هايی که به تیمارها پاسخ از کشت، ريزنمونهپس

دارای  MSزايی به محیط ريشهبرای داده بودند 

 اسیدتیريکبو -3ايندول درلیترگرممیلی 1/0

(IBA) های فراوان، از ايجاد ريشهمنتقل شدند. پس

شت ريشه و ساقه از شرايط ک دارایهای گیاهچه

از شستشو با آب جاری و حذف کامل پسخارج و 

 محیط سازگاری وارد شدند.  به کنندهایمواد ژله

 هاگیاهچه ها با محیط:سازگاری گیاهچه

دار های درپوشدر لیوان سازگاری با محیط منظورهب

. کشت شدند 30به  70پیت و پرلیت به نستت  دارای

روزی چند ساعت در ظرف برداشته  ،يک هفته بعد

تا  يافتافزاي  میاين زمان هر سه روز و  شدمی

به  ، انتقالآنازپس؛ باز گذاشته شد اينکه در کاملاً

و ماه ثتت از دپس هاه. مشاهدانجام شدگلدان 

 .ندشد
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برخی  فیتوشیمیایی: هایگی ی صفتاندازه

 های فتوسنتزی،بیوشیمیايی مانند رنگیزه هایصفت

رگ قند محلول، پروتئین، فنل کل و فلاونوئید در ب

 هایبر صفتگیری شدند. علاوهدرشیشه اندازه

ه در برگ درشیشه، عناصر معدنی، شدبررسی

های در نمونهاسید محتوای کوئرستین و کافئیک

گفتنی  گیری شدند.گلدانی )برگ و ريزوم( اندازه

است گیاهان گلدانی )حاصل از کاشت قلمه( و 

گیاهان درشیشه )حاصل از کشت بافت( که برای 

 وتحلیل فیتوشیمیايی استفاده شدند، تقريتاً تجزيه

 سن بودند.هم

گیری اندازه های فتوسنتزی:گی ی رنگیزهاندازه

ه و کلروفیل کل و کاروتنوئیدها ب a ،bکلروفیل 

( انجام 1983) Wellburnو  Lichtenthalerروش 

گرم بافت تر برگ  2/0 ترتیب کهاين؛ بهشد

 80لیتر استن میلی 20گلدان در  برگ شیشه ودرون

 و محلول حاصل با کاغذ صافیشد ده يیدرصد سا

 .لیتر رسانده شدمیلی 20به آن صاف و حجم نهايی 

های ها به طور جداگانه در طول موججذب محلول

نانومتر برای  a، 645 نانومتر برای کلروفیل 663

با ها نانومتر برای کاروتنوئید 470و  bکلروفیل 

میزان  ،درنهايت؛ شد خواندهاسپکتروفتومتر  دستگاه

، کلروفیل کل و کاروتنوئیدها با a، bکلروفیل 

گرم برگرمحسب میلی بر و استفاده از روابط زير

برابر  A ،در اين روابط وزن تر نمونه محاسته شد.

حجم محلول  Vموج مدنظر،  میزان جذب در طول

 وزن تر نمونه بر W و لیترحسب میلی شده برصاف

 .استحسب گرم 

 
Chl. a (mg/g FW) = (12.25 A663.2 – 2.79 A646.8) V/1000W 

Chl. b (mg/g FW) = (21.50 A646.8 – 5.10 A663) V/1000W 

Chl. T (mg/g FW) = Chl. a + Chl. b 

Car (mg/g FW) = 1000 A470 – 1.82 Chl. a – 85.02 Chl. b /198 

 

 قندهای ول:گی ی میزان قند محلاندازه

اساس  و بر معرف آنترون از استفاده با محلول

مقادير قند محلول و سنجیده Roe (1955 ) روش

ر ب ندارد گلوکزها با استفاده از نمودار استانمونه

 .شدندگرم وزن تر محاسته برگرماساس میلی

 منظورهب میزان پ وائین محلول: گی یاندازه

 ,Bradford)سنج  پروتئین از معرف برادفورد 

 595طول موج  استفاده و جذب عصاره در (1976

دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده شد.  بانانومتر 

ستاندارد آلتومن سرم گاوی برای رسم نمودار ا

برگرم رمگاستفاده و مقدار پروتئین بر حسب میلی

 .شدوزن تر محاسته 

سازی آماده گی ی عناص  معدنی:اندازه

گیری عناصر با اندازه برایهای گیاهی نمونه

سوزانی و انحلال خاکستر گیاهی در خشک

و همکاران  Walingاسید به روش کلريدريک

گیری ی اندازهبرا ICP( انجام شد. دستگاه 1989)

غلظت عناصر استفاده و مقدار آنها بر حسب 

 گرم وزن خشک محاسته شد.برگرممیلی

گی ی میزان کل ا کیبات فنلی و اندازه

منظور استخراج فنل و فلاونوئید به فلاونوئیدی:

 گرم پودر خشک برگ گلدان، برگ 1/0 کل،

مدی شیشه و ريزوم گلدان بهدر حاصل از کشت

متانول خالص در دمای اتاق ساعت با  48
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 و گیری شد. حلال در دمای اتاق تتخیر شدعصاره

متانول لیتر میلی 4خشک در ة عصار ،در ادامه

سنج  فنل و فلاونوئید کل رای خالص حل و ب

محتوای  .(Pourmorad et al., 2006)استفاده شد 

گیری و سیوکالتو اندازه -فنل کل با معرف فولین

مقدار ة اسید برای محاستگالیکنمودار استاندارد 

آلومینیوم سنجی کلريدروش رنگفنل استفاده شد. 

 Chang)برای تعیین مقدار فلاونوئیدها استفاده شد 

et al., 2002)های متانولی . هرکدام از عصاره

 5/1جداگانه با  طور( بهلیترمیلی 5/0گیاهی )

 10آلومینیوم لیتر کلريدمیلی 1/0لیتر متانول، میلی

 8/2مولار و  1پتاسیم لیتر استایمیلی 1/0درصد، 

ها سپس محلول ولیتر آب مقطر ترکیب میلی

دقیقه در دمای اتاق قرار داده شدند.  30مدی به

نانومتر با  415جذب هر ترکیب واکنشی در 

کوئرستین  وگیری دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

دار فنل . مقشدبرای رسم نمودار استاندارد استفاده 

گرم وزن خشک برگرمو فلاونوئید بر حسب میلی

 .شدگزارش 

اسید و کوئ ستین با استخ اج و ب رسی کافئیک

HPLC:  دستگاه کروماتوگرافی مايع با کارايی بالا

(HPLC) اسید و گیری غلظت کافئیکاندازه رایب

استفاده شد.  کوئرستین برگ و ريزوم گلدان

گرم  2/0 مقدار اسید،یککافئ گیریمنظور اندازههب

لیتر متانول میلی 6نمونه با  هر بافت خشک از

 و فراصوی حمام در ساعت 2مدی سايیده و به

. داده شد قرار شیکر روی دقیقه 30، آنازپس

 دقیقه، 10مدی به 13000با دور  وژیاز سانتريفپس

روشناورها جدا و درظرف درباز ريخته شدند و 

 .انول زير هود قرار گرفتندخروج )تتخیر( مت برای

گرم بافت  2/0 مقداراستخراج کوئرستین،  منظورهب

 40لیتر متانول اسیدی میلی 2با  نمونه هر خشک از

اسید( سايیده و درصد استیک 5/0درصد )حاوی 

از . پسداده شدساعت روی شیکر قرار  4مدی به

دقیقه،  10مدی به 13000وژ با دور یسانتريف

ا و درظرف درباز ريخته شدند و روشناورها جد

 .خروج )تتخیر( متانول زير هود قرار گرفتند برای

میکرولیتر متانول  500ها در نمونه ،تزريق منظورهب

HPLC های حاصل برای عصاره. ندحل شد

به  و کوئرستیناسید سنج  غلظت کافئیک

و غلظت  ندتزريق شد HPLC (Knauer)دستگاه 

. شدمحاسته  استاندارد کمک کروماتوگرام بهآنها 

، يک Knauer-K1001شامل پمپ  HPLCسیستم 

و يک دتکتور  C18 (4.6×250 mm)ستون 

Knauer-UV K2501  استفاده  وتحلیلتجزيهبرای

اسید به روش ايزوکراتیک شد. جداسازی کافئیک

 -درصد 1/0با استفاده از فاز متحرک فسفريک 

با دقیقه درلیترمیلی 1( و جريان 20-80استونیتريل )

انجام شد. نانومتر  280 در UVتعیین جذب 

کوئرستین هم به روش ايزوکراتیک با استفاده از 

 3/0اسید فسفريک –Bمتانول فاز متحرک 

 3/1و جريان  A( 2اسیديتة لیتر )برگرم

 370در  UVبا تعیین جذب دقیقه درلیترمیلی

 ,.Ahmadi-Sakha et al)شد جداسازی نانومتر 

2018). 

ها و میانگین ةمحاست آماری: واحلیلاجزیه

، SPSSافزار با نرم هاداربودن اختلافابررسی معن

های میانگین داده ةمقايس. شدانجام  17 ةنسخ

مربوط به کشت بافت با آزمون دانکن در سطح 

های مربوط به میانگین ةمقايس درصد و 5احتمال 
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. شدام انج t-testفیتوشیمیايی با آزمون  هایصفت

 انجام شد. Excel 2013افزار رسم نمودارها با نرم

 نتایج

در آزماي   نتایج آزمایش اول کشت بافت:

جداکشت مختلف شامل برگ، گره  هایهقطع ،اول

کشت شدند تا  یدر تیمار هورمونی مشابه نگرهو میا

پاسخگويی آنها به تیمار هورمونی بررسی  شیوة

گونه ره هیچگانبرگ و می ندشود. نتايج نشان داد

بیشتر ولی گره در  ،ددهنمینشان ن را زايیاندام

؛ (A ،1 )شکل ددهمینشان  را زنیجوانه هانمونه

گره برای های هاز قطع تنهابنابراين تصمیم گرفته شد 

 .سازی ريزازديادی گیاه انسولین استفاده شودبهینه

نشان  نتايج آزمایش دوم کشت بافت:نتایج 

زنی در جوانه ار هورمونی بر درصداثر تیم ندداد

دار ادرصد معن 1گیاه انسولین در سطح  ةکشت گر

مشاهده داری بین دو نو، اکسین ااختلاف معناست. 

بیشتر از  NAAزنی در حضور و درصد جوانه شد

IAA داری بین دو غلظت ااختلاف معن ، ولیبود

 (.2وجود نداشت )شکل  سیتوکینین

 

جداکشت گره در  ةزايی قطعجوانه. A ؛کشت تا سازگاری در گلداندر محیط C. pictus ةزنی گرجوانه مراحل -1شکل 

 های شفافسازگاری در لیوان. Cزايی، ها در محیط ريشهها از نوساقهايجاد ريشه. Bکشت، محیط

 

 
 BA (3.5 mg/l), IAA (0.5 mg/l) ،2. BA (2.5 .1؛ C. pictus ةزنی میاانگراثر تیمارهای هورمونی مختلف بر درصد جواناه -2شکل 

mg/l), IAA (0.5 mg/l) ،3. BA (3.5 mg/l), NAA (0.5 mg/l) ،4. BA (2.5 mg/l), NAA (0.5 mg/l) .متفااوی هاایفحر، 

 دهند.نشان میبا آزمون دانکن را درصد  1دار در سطح احتمال ااختلاف معن

   

A B C 
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 هايی کااه بااهاز کشاات، ريزنمونااهماااه پااس دو

 بااارای (A ،1 تیمارهاااا پاساااخ داده بودناااد )شاااکل

لیتار درگرممیلی 1/0 دارای MSزايی به محایط ريشه

IBA هايی کاه باه محاایط منتقال شادند. تماام نمونااه

زود شااارو، باااه  بسااایار ،زايی منتقااال شااادندريشاااه

از حدود ياک ( و پسB ،1 زايی کردند )شکلريشه

 انتقااال بااه شاارايط سااازگاری )لیااوانة آماااد ،ماااه

از طای شارايط (. پسC ،1 دار( بودند )شکلدرپوش

ها باه گلادان منتقال شادند و باه گیاهچاه ،سازگاری

 رشد خود در شرايط معمولی ادامه دادند.

های مقايسة میزان رنگیزه های فتوسنتزی:رنگیزه

فتوساانتزی باارگ درشیشااه بااا باارگ گلاادان گیاااه 

انساااولین اخاااتلاف معناااادار آنهاااا را نشاااان داد؛ 

که بیشترين میزان در برگ گلادان مشااهده یطوربه

 (.3شد )شکل 
های فیتوشیمیایی ب گ درشیشه و ب گ صفت

میزان  ةبرای مقايس t-testنتايج آزمون  گلدان:

فیتوشیمیايی برگ گلدان و برگ  هایصفت

درصد  5پروتئین در سطح  نددرشیشه نشان داد

شده گیریاندازهی هاصفت سايراما است، دار امعن

(. نتايج نشان 2 )جدول نددارادرصد معن 1سطح  در

داری اطور معنمیزان قند محلول و فلاونوئید به ندداد

که میزان فنل درحالی است؛در برگ گلدان بیشتر 

 .استکل و پروتئین در برگ درشیشه بیشتر 

 
 C. pictusو برگ درشیشه گ گلدان بر یفیتوشیمیاي هایتروی برخی صف t-testهای میانگین ةآزمون مقايس -2جدول 

 Df t P برگ درشیشه برگ گلدان 

 144/0 ± 629/8 105/0 ± 879/5 4 407/15 000/0 (FW 1-mg g)قند محلول 

 015/0 ± 032/0 007/0 ± 089/0 4 329/3- 029/0 (FW 1-mg g)پروتئین 

 194/0 ± 292/7 110/0 ± 049/15 4 822/34- 000/0 (DW 1-mg g)فنل کل 

 124/0 ± 119/5 053/0 ± 860/1 4 169/24 000/0 (DW 1-mg g)د فلاونوئی

 

 
 هایفحر. C. pictus( گیاه in vitro) و برگ درشیشه (in vivoهای فتوسنتزی در برگ گلدان )قايسة میزان رنگیزهم -3شکل 

 .دهندنشان می t-testن فاده از آزموبا استرا  (Carدرصد ) 5( و ChlTو  Chla ،Chlb) 1ح احتمال ودار در سطااختلاف معن، متفاوی
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 فیتوشیمیایی ب گ و ریازوم گلادان: هایصفت.

ن باا فیتوشیمیايی برگ و ريزوم گلداهای صفتمیزان 

میزان قناد  ندبررسی شد. نتايج نشان داد t-testآزمون 

و درصااد  1در سااطح  فلاونوئیااد و محلااول، پااروتئین

اساات  دارادرصااد معناا 5میاازان فناال کاال در سااطح 

 میزان فنل کل و پاروتئین، 3(. مطابق جدول 3)جدول 

گلاادان باارگ داری در رياازوم بیشااتر از اطور معناابااه

فلاونوئیاد در  و که میازان قناد محلاولحالیدر است؛

 .استدار اازنظر آماری معن وبرگ گلدان بیشتر 

اسید )اسید فنلی( و نتايج بررسی میزان کافئیک

م گلدان گیاه کوئرستین )فلاونوئید( برگ و ريزو

اسید تنها نشان داد کافئیک HPLCانسولین به روش 

شود و وجود آن در در برگ گلدان مشاهده می

( و میزان A، 4شود )شکل ريزوم ديده نمی

کوئرستین در برگ گلدان در مقايسه با ريزوم 

 (.B، 4گلدان بیشتر است )شکل 

 
 C. pictusگ گلدان و ريزوم گلدان بر یفیتوشیمیاي هایتصف روی برخی t-testهای میانگین ةآزمون مقايس -3جدول 

 Df t P ريزوم گلدان برگ گلدان 

 144/0 ± 630/8 030/0 ± 725/1 4 755/46 000/0 (FW 1-mg g)قند محلول 

 015/0 ± 032/0 012/0 ± 212/0 4 289/9- 001/0 (FW 1-mg g)پروتئین 

 194/0 ± 292/7 065/0 ± 147/8 4 183/4- 014/0 (DW 1-mg g)فنل کل 

 124/0 ± 119/5 026/0 ± 480/1 4 731/28 001/0 (DW 1-mg g)فلاونوئید 

 

 
ر در سطح احتمال دانااختلاف مع ،متفاوی هایفحر برگ و ريزوم گلدان. (B)و کوئرستین  (A)اسید مقايسة میزان کافئیک -4شکل 

 .دهندنشان می t-testبا آزمون  درصد را 1

 

عناصاار معاادنی در باارگ  ةنتااايج مقايساامطااابق 

عنصار  24عنصار از  12تنهاا  ،گلدان و ريزوم گلدان

تنهاا  و نددر هار دو انادام شناساايی شاد شدهبررسی

دار باود امعن t-testبه آزمون عنصر باتوجه 9اختلاف 

( و اختلاف سه عنصر باريم، مس و منیزيم 4)جدول 

ناصاار دار نتااود. میاازان عادرصااد معناا 95بااا اطمینااان 

کلسیم، پتاسیم، منگنز و استرانسیم در بارگ گلادان 

بیشتری  که میزاندرحالی ؛بیشتر از ريزوم گلدان بود

عناصر آلومینیوم، آهن، ساديم، کاروم و روی در  از

 (. 4)جدول  مشاهده شدريزوم گلدان 
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 C. pictusزوم گلدان برگ و ري (DW 1-mg g) میزان برخی عناصر معدنیبر  test-tهای میانگین ةآزمون مقايس -4جدول 

 Df t p ريزوم گلدان برگ گلدان 

093/4 ± 482/0 موآلومینی  156/0 ± 52/6 4 424/5- 006/0 

 573/0 612/0 4 017/0 ± 0006/0 018/0 ± 0006/0 باريم

 000/0 606/14 4 76/19 ± 536/1 82/47 ± 155/1 کلسیم

 162/0 -715/1 4 199/0 ± 003/0 192/0 ± 003/0 مس

 002/0 -348/7 4 007/0 ± 0003/0 004/0 ± 0003/0 کروم

 007/0 -078/5 4 937/1 ± 115/0 204/1 ± 086/0 آهن

 011/0 448/4 4 98/45 ± 866/0 40/52 ± 155/1 پتاسیم

 908/0 -122/0 4 89/13 ± 866/0 74/13 ± 866/0 منیزيم

 000/0 288/16 4 097/0 ± 001/0 240/0 ± 009/0 منگنز

 000/0 -719/12 4 29/14 ± 577/0 085/6 ± 289/0 ديمس

 002/0 375/7 4 140/0 ± 014/0 334/0 ± 022/0 استرانسیم

 000/0 -496/16 4 273/2 ± 115/0 366/0 ± 006/0 روی

 

 بحث

جداکشت های هاز میان قطع ندنتايج نشان داد

ترين اندام برای کشت مناسب، گره شدهاستفاده

و همکاران  Biradar .ین استبافت گیاه انسول

 ريزوم،ة مقايس بهمشابهی  ةنیز در مطالع (2013)

را گره  پرداختند و س ساقه و گرهأچشم ريزوم، ر

زنی معرفی جداکشت برای جوانه ةترين قطعمناسب

 کشت ريزوم ،های تکمیلیالتته در آزماي  ؛کردند

خاک ون ها درريزومازآنجاکه ولی  شد،انجام  نیز

 د، باوجودارند زيادیو آلودگی بسیار  رندقرار دا

، هر بار کردناستريلهای مختلف کارگیری روشهب

 ها آلودگی نشان دادند.تمام نمونه

اين گونه و  کشت بافت که روی هايیهدر مطالع

تنو،  اند،انجام شده Costus ةهای ديگر سردگونه

. شده استزيادی از انوا، اکسین و سیتوکینین ديده 

Jadhav ( ترکیتی از سه نو، 2015و همکاران )

و موفق  ندکار برد اکسین و دو نو، سیتوکینین را به

و  Ramasubramaniyanزنی شدند. به جوانه

مشابهی روی گونه  ة( نیز در مطالع2015همکاران )

C. igneus ، ترکیتی ازBAP ،KIN ،IAA  وNAA 

اينکه به ها مؤثر دانستند. باتوجهزنی گرهرا در جوانه

تکثیر اين گیاه در سطح  پهوه  حاضر،هدف 

ترين هزينه به بهترين کمو بايستی با  استتجاری 

های کمتر و رسیدن نتیجه رسید، استفاده از هورمون

صرفه خواهد بهزنی مقروناز جوانه زيادیبه درصد 

بر  NAAو  BAتیمار واجد که مطابق نتايج،  بود

همکاران  و Robinsonزنی مؤثر است. جوانه

 .Cة ( نیز با کشت جداکشت گره از گون2009)

igneus کشت در محیطMS  با استفاده از و

از پسهای رشد مختلف مشاهده کردند کنندهتنظیم

هفته از کشت با هر تیمار هورمونی، ساقه  5گذشت 

های غلظت دارایکشت محیط . درشودمیايجاد 

 های زيادی تشکیلساقه، Kinو  BAPمختلف 

، کالوس هم سیتوکینینبا افزاي  غلظت  ند وشد

 زيادغلظت  دارایکشت افزاي  يافت. در محیط

IAA ها متوقف و تعداد کمتری شد رشد ساقه ديده
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های زايی در غلظتاما ريشه شود،میساقه تولید 

و طول ريشه تا شود میبیشتر  IBA و IAAمختلف 

 2/0. در غلظت يابدمیحد زيادی افزاي  

در  و طول ريشه کاه  يافت، IBAلیتر درگرمیمیل

ها سه هفته زودتر از ، ريشهIBAکشت حاوی محیط

و  Jadhavايجاد شدند.  IAAکشت حاوی محیط

 .C(، گرة ساقه را برای ريزازديادی 2015همکاران )

pictus  مناسب دانستند و بیشترين میزان ريزازديادی

و  BAPدرصد( را در تیمار هورمونی واجد  80)

IAA لیتر درگرممیلی 5/0و  3های ترتیب با غلظتبه

Sharma (2012 )و  Punyaraniگزارش کردند. 

 .Cبیشترين تولید جوانه از قطعة جداکشت گرة 

pictus  میکرومولار  6/0را در تیمار حاویNAA  و

گزارش کردند. نتايج پهوه   BAPمیکرومولار  3

ترتیب با به NAAو  BAحاضر نیز ترکیب هورمونی 

ر با درصد لیتدرگرممیلی 5/0و  5/3های غلظت

درصد را بهترين تیمار برای  3/93زنی جوانه

 زنی معرفی کردند.جوانه

برگ گلدانی و برگ  ةمقايسکه  ار استبنخستین

و تنها يک  شودانجام می C. pictusدرشیشه 

و  C. igneusگزارش وجود دارد که گیاه وحشی 

آن را باهم مقايسه کرده است  کالوس حاصل از

(Ramasubramaniyan et al., 2015) .

 يافته در شرايط درشیشه معمولاً های رشدگیاهچه

شناسی، فیزيولوژی و متابولیسم غیرطتیعی را ريخت

ای از شرايط کشت درشیشه دهند که نتیجهنشان می

های کم هوايی، مانند رطوبت زياد هوا، آشفتگی

نوری، وجود  ةطی دورکم  2COتاب  کم، 

های و هورمون (منتع کربن)های زياد قند غلظت

 استژنتیکی تغییرای ژنتیکی و اپیو گیاهی 

(Kozai and Smith, 1995; Isah, 2015) .

فلاونوئیدها( در ها )ها و آنتوسیانینمحتوای کلروفیل

نستت های ريحان رشديافته در شرايط درشیشه بافت

کاه   شرايط گلخانه درگیاهان رشديافته  به

که مطابق نتايج  (Kiferle et al., 2011)يابد می

 ناشی ازاين کاه   احتمالاً  پهوه  حاضر است؛

يافته تاب  کاه  وکشت وجود قندها در محیط

 ,.Kiferle et al) استکشت  هایفظر روند

، محتوای زای سوکروز. کاربرد برون(2011

را کاه   Solanum tuberosumکلروفیل در گیاه 

. (Kovač and Ravnikar, 1998) دهدمی

ها قادرند آسیب اکساي  نوری را در آنتوسیانین

غلظت  زمانی ،کلیطورها کاه  دهند و بهبرگ

تاب  کم رشد  دريابد که گیاهان آنها کاه  می

. کاه  (Neill and Gould, 2003)شوند داده 

 ممکن است بهکشت  هایفرتتادل گازی در ظ

 ةشود که تجزيمنجر  2COاشتگی اتیلن و انت

کند های فتوسنتزی را تحريک میرنگیزه

(Lucchesini et al., 2006) توان بیان و بنابراين می

های فتوسنتزی و شدی نوری در کرد کاه  رنگیزه

شرايط درشیشه به کاه  شدی فتوسنتز و 

شود؛ های فتوسنتزی مانند قند منجر میفرآورده

حاضر نیز کاه  قند محلول برگ نتايج پهوه  

درشیشه را در مقايسه با برگ گلدانی نشان دادند؛ 

محتوای فنل کل در برگ  همچنین مشاهده شد

. مطابق نتايج استدرشیشه بیشتر از برگ گلدان 

، محتوای فنل کل در گیاهان پهوه  حاضر

Cucumis anguria L. شده در شرايط باززايی

است  (in vivo) زيوهدرشیشه بیشتر از گیاهان در

(Thiruvengadam and Chung, 2015).  متابولیسم



 33 (Costus pictus D. Don) گیاه انسولین فیتوشیمیايی ةو مطالعسازی کشت بافت بهینه

 

 

ثانوی ممکن است از طريق شرايط محیطی 

شده با کشت مصنوعی و ترکیب مصنوعی فراهم

 (.Kiferle et al., 2011محیط رشد تغییر يابد )

های کنندهنو، و غلظت تنظیم اندداده نشان هامطالعه

 ها واکسینويهه به (PGRs) رشد گیاهی

 را پروپانوئیدها، مسیرهای شیکیمای/فنیلسیتوکینین

تغییر  ،شوندکه به سنتز اسیدهای فنلی منجر می

از طريق تنظیم فعالیت  اين تغییر احتمالاً ود ندهمی

 استسنتاز آمونیالیاز و چالکونآلانینآنزيم فنیل

(Thiruvengadam and Chung, 2015).  نتايج

محتوای پروتئین محلول  ندداد نشان پهوه  حاضر

طور و به گیردمیثیر شرايط درشیشه قرارأتتحت

پهوه  نتايج . برخلاف يابدمیداری افزاي  امعن

، محتوای پروتئین در آواکادوهای حاضر

يابد میداری کاه  اطور معنشده بهريزازديادی

(Premkumar et al., 2001) رسد به نظر می و

 . ردای داگونه ةیر ويهثأشرايط کشت درشیشه ت

های ها و اندامترکیتای شیمیايی مختلفی در بافت

علت تفاوی تواند بهمختلف گیاه وجود دارند که می

در سنتز و انتاشتگی وابسته به بافت مواد شیمیايی، 

شرايط فیزيولوژيکی بخ  گیاهی و سطوح 

 ,.Manivannan et al)زا باشد های درونهورمون

به وجود مواد  هاگزارشی در برخ. (2015

های مختلف های مختلف گونهفیتوشیمیايی در اندام

گیاه انسولین مانند برگ، ريزوم و ساقه اشاره شده 

 Thomas and Devi, 2013; Waisundara)است 

et al, 2015)فیتوشیمیايی ريزوم  هایصفت . بررسی

الکلی  -آبی ةعصار ه استنشان داد C. pictusگیاه 

ها، ها، فیتواسترولکربوهیدرای حاویآن 

 استها های گلیکوزيدی، فلاونوئیدها و تاننساپونین

(Thomas and Devi, 2013) همچنین گزارش ؛

 اديرمق C. pictusهای ها و ريزومشده است برگ

کافی از پتاسیم، کلسیم، کروم، منگنز، مس و روی 

که مطابق با نتايج  (Jayasri et al., 2008)دارند 

. فلاونوئیدها و مشتقای فنلی در است ه  حاضرپهو

. اندشناسايی شده C. igneusها و ريزوم برگ

ترکیتای ضدديابتی مانند کوئرستین )فلاونوئید( و 

 C. igneusديوزژنین )ساپونین استروئیدی( از ريزوم 

 ؛(Hegde et al., 2014)اند جداسازی شده

توای مح ندنشان داد پهوه  حاضرکه نتايج درحالی

. استکوئرستین در برگ نستت به ريزوم بیشتر 

 C. igneusهای همچنین گزارش شده است برگ

مانند  پاداکسايندهغنی از پروتئین، آهن، اجزای 

اسید، آلفا توکوفرول، بتاکاروتن، آسکوربیک

 Devi) هستندترپنوئیدها، استروئیدها و فلاونوئیدها 

and Urooj, 2010; Shankarappa et al., 2011)  و

بنابراين، میزان فلاونوئیدها به گونة گیاهی، اندام و 

 .(Petrussa et al., 2013)مرحلة نموی بستگی دارد 

گیاه انسولین  ستب ارزشمندی وجود فلاونوئیدها

اين گروه از است زيرا مشخص شده شود؛ می

و اثر ضدديابتی  پاداکسايشیهای فعالیت ،ترکیتای

نیروی کاهشی و از  يشیپاداکسافعالیت دارند و 

توانايی روبشگری پراکسیدهیدروژن فلاونوئیدها 

فعالیت  است همچنین مشخص شده شود؛ناشی می

وجود  علتهآنزيم آلفاآمیلاز ب درصدی 1/81مهاری 

 .(Waisundara et al., 2015)است فلاونوئیدها 

بر فعالیت پاداکسايشی و روبشگری فلاونوئیدها علاوه

و  UVاد، در حفاظت در برابر اشعه های آزراديکال

 Gill)کنند دهنده ايفای نق  میهای علامتمولکول

and Tuteja, 2010). 
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 گی ینتیجه

ن سازی کشت بافت گیاه انسولین نشانتايج بهینه

 شدهجداکشت استفاده هایهاز میان قطع ندداد

)برگ، گره و میانگره( و تیمارهای هورمونی 

و  BAو تیمار واجد  ن اندامتريمختلف، گره مناسب

NAA 5/0و  5/3ترتیب با غلظت های به 

های . بررسیاست ترين تیمارمناسبر لیتدرگرممیلی

میزان  ندنشان داد نیزشده فیتوشیمیايی انجام

ترين عامل ضدديابتی گیاه فلاونوئیدها که مهم

، در برگ گلدان بیشتر از برگ استانسولین 

عناصر معدنی  وتحلیلجزيهت. استدرشیشه و ريزوم 

رگ میزان کلسیم، منگنز و استرانسیم ب ندنشان داد

روی  برابر بیشتر از ريزوم و میزان 5/2گلدان حدود 

ان میزان برگ گلدبیشتر از برابر  3/6ريزوم حدود 

 . است

 

 سپاسگزاری

نويسندگان از معاونت پهوه  و فناوری 

ا دانشگاه زنجان که حمايت مالی پهوه  حاضر ر

 کنند.برعهده داشت، سپاسگزاری می
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