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Considering the low amount of important bioactive compounds such as 

glycyrrhizin and glycyrrhetinic acid in licorice and their complex biosynthesis, in vitro 

production of hairy roots is an efficient method for licoric secondary metabolites 

production. Therefore, this experiment aimed to investigate the efficiency of licorice 

hairy roots in the presence of Agrobacterium rhizogenes and the effect of methyl 

jasmonate (MeJA) at 100 µm, as an elicitor, on inducing glycyrrhizin and 

glycyrrhetinic acid production.. After inoculation, two kinds of the cefotaxime were 

used to eliminate the bacterium. The hairy roots were then harvested after one, two, 

three, and five days of elicitation. Overall, The results showed that the amount of 

glycyrrhizin, glycyrrhetinic acid and total flavonoids decreased in all treatments 

compared to the control, and the magnitude of this reduction in hairy roots treated with 

one inoculation of cefotaxime sodium salt and no MeJA was the highest in terms of 

glycyrrhizin (0.959 times) and glycyrrhetinic acid (0.925 times) production. In 

addition, the amount of total phenol (31.22 GAE/g D.W) and antioxidant activity 

(90.85%) was highest in in the hairy roots subjected to MeJA for two days and the 

control. MeJA had negative or no effect on production of glycyrrhizin and 

glycyrrhetinic acid, which can be related to type of species, ecotype, and antibiotics as 

well as the number of subcultures after inoculation, the concentration of the elicitor, 

and a period of time at which hairy roots exposed to a given elicitor. Based on our 

findings, cefotaxime is recommended to omit the bacteria from culture media. Overall, 

our findings could be used as an economically method to increase bioactive 

compounds, especially glycyrrhizin and glycerethnic acid, at a short time and low cost. 
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Extended Abstract 

Introduction 

    Licorice, belonging to Fabaceae, is well known for its medicinal properties. Glycyrrhizin and glycyrrhetinic 

acid are of the most important bioactive compounds mainly accumulated in Licorice roots and stolons. 

Glycyrrhizin possesses a wide array of pharmacological activities including anti-inflammatory, liver protective, 

gastric ulcer, antiallergic, and antiviral activities against various RNA or DNA viruses, such as human acquired 

immunodeficiency virus (HIV) and acute respiratory syndrome. Likewise, glycerhethnic acid has numerous 

medicinal properties, such as anti-inflammatory, antitumor, and so on. Plants generally contain low amount of 

above-mentioned compounds; therefore, using hairy roots and eliciting them by an appropriate substance has 

attracted the attentions in order to produce such compounds (as secondary metabolites) at in vitro condition. 

Many studies have concentrated on inducting hairy roots production in licorice. Hairy roots generally are able 

to produce glycyrrhizin. The greatest advantage of hairy roots, as compared to other parts of a plant, is 
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contributed to their biosynthetic capacity for producing secondary metabolites. Recently, the beneficiary 

effects of methyl jasmonate (MeJA) on inducing secondary metabolites have been documented in different 

reports, because of its role in the biosynthesis of flavonolignans. This study aimed to investigate the effect of 

MeJA, as an elicitor, on in vitro production of glycyrrhizin and glycyrrhetinic acid in hairy roots of licorice.  

 

Materials and Methods 
    Licorice seeds were initially collected from the Semiram region of Isfahan Province and soked in MS media 

for germination. Hypocotyls and cotyledons were used as explants for producing bioactive compounds. In this 

context, Agrobacterium rhizogenes A4 strain was used to induce hairy roots. The two types of antibiotics were 

also employed to remove bacteria including cefotaxime and cefotaxime sodium salt. After emerging, the 21-

day-old roots were immersed in a liquid ½ MS medium for 35 days. In our research, MeJA (100 µM) was used 

as an elicitor. Hair roots were harvested at one, two, three, and five days after elicitation. In this experiment, 

numerous traits were measured including glycyrrhizin, glycyrrhetinic acid, total phenol, total flavonoid, and 

antioxidant activity. In order to analyze the data and draw graphs, SAS (ver. 9.2) and Excel softwares were 

used, respectively.  

 

Results 
    The results of this research showed that the content of glycyrrhizin and glycyrrhetinic acid was higher in the 

control (bacteria eliminated using general cefotaxime and no MeJA). The lower amount of glycyrrhizin and 

glycyrrhetinic acid was produced using MeJA. The total flavonoid content was lower in all treatments than in 

the control, but the extent of this decrease was less than the decrease in glycyrrhizin and glycyrrhetinic acid. 

The roots that were exposed to MeJA for two days contained the highest amount of total phenol, followed by 

the roots of the control group, as indicated by the results of the mean comparisons. Hairy root in other 

treatments had the lowest amount of phenolic compounds. Furthermore, the activity of antioxidants declined 

in all the treatments, except for hairy roots exposed to MeJA for two days as well as control. These roots 

showed the highest percentage of free radical inhibition as 90.85 and 88.75, respectively, whereas the lowest 

was recorded in hairy roots treated with MeJA for five days. The percentage of free radical inhibition in hairy 

roots were derived in media containing sodium salt cefotaxime for bacteria elimination, and without elicitation, 

as well as those were subjected to Me JA for five day showed 78.9 and 77.34, respectively. 

 

Conclusion 
     The results of this research showed that the lack or negative effects of MeJA on bioactive compounds, 

especially glycyrrhizin and glycyrrhetinic acid, are different based on type of species, ecotype, and antibiotic 

used to remove bacteria as well as the number of sub culture after inoculation, the concentration of given 

elicitor, and the duration of time subjecting to the elicitor(s). In a vast majority of previous studies, the rate of 

secondary metabolites produced by elicited hairy roots was lower or approximately close to the amount 

recorded in our work. Overall, our findings could be used as an economically method to increase bioactive 

compounds, especially glycyrrhizin and glycerethnic acid, at a short time and low cost. 
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  ها:واژهکلید
. دیاس کیتنیسریگل ن،یزیریسیگل

 .میسد مینمک سفوتاکس

با توجه به میزان اندک ترکیبات زیست فعال مهم، مانند گلیسیریزین و گلیسریتنیک اسید در شیرین بیان و 
تولید آنها با استفاده از الیسیتورها  ریشه موئین و تحریکپیچیدگی سنتز شیمیایی آنها، تولید درون شیشه ای

باشد. لذا در این پژوهش، با استفاده از اگروباکتریوم ای میروشی کارآمد برای تولید در شرایط درون شیشه
رایزوژنز اقدام به تولید ریشه موئین شد. جهت حذف باکتری، بعد از تلقیح ازدو نوع آنتی بیوتیک سفوتاکسیم 

م سدیم، و برای افزایش تولید ترکیبات زیست فعال از الیسیتور متیل جاسمونات با معمولی و نمک سفوتاکسی
ها در یک، دو، سه و پنج روز بعد از تیمار انجام شد. نتایج میکرومولار استفاده شد. برداشت ریشه 100غلظت 

به تیمار شاهد  نشان دادکه محتوای گلیسیریزین، گلیسریتنیک اسید و فلاونوئید کل در تمام تیمارها نسبت
بدون الیسیتور ، حذف باکتری با یک واکشت با نمک سفوتاکسیم  کاهش داشت. میزان این کاهش در تیمار

ترتیب برای گلیسیریزین و گلیسریتنیک اسید( بود. میزان فنل کل برابر به 925/0و  959/0سدیم بیشترین )

هایی که دو روز ، در ریشه(درصد 85/90نی )گالیک اسید بر گرم وزن خشک( و فعالیت آنتی اکسیدا 22/31)

های شاهد بیشترین مقدار بود. در این تحقیق، میزان گلیسیریزین و تحت تاثیر الیسیتور بودند و و ریشه
تواند به اثر گونه و گلیسریتنیک اسید تحت تاثیر الیسیتور متیل جاسمونات قرار نگرفت و یا کاهش یافت که می

های موئین تحت ، غلظت الیسیتور و مدت زمانی که ریشهبعد از تلقیح، نوع آنتی بیوتیکاکوتیپ، تعداد واکشت 
 طیمح از یحذف باکتر یبرا میاستفاده از سفوتاکس ج،یاساس نتا براند نسبت داده شود. تاثیر الیسیتور قرار گرفته

 .شودیم هیتوصکشت 
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 مقدمه

صورت خودرو در کشورهای آسیای غربی و ویتنام متر است که بهسانتی 60بیان گیاهی چند ساله، با طول تقریبیشیرین
صورت خودرو و علف هرز در مزارع در ایران نیز به Glycyrrhiza glabra. گونه (Amagaya et al., 1984)کند رشد می

ها (. ریشهGhahraman,1999های کرمانشاه، ایلام، فارس، اصفهان و اراک پراکنش دارد )زارهای استانگندم و نخود در دیم
ها حاوی روند. این گونهشمار میا بهاز مهمترین داروهای خام در دنی G. inflataو  G. glabra ،G. uralensisهای و استولن

باشند. )دو تا هشت درصد از ماده خشک(، که یک نوع تریترپنوئید ساپونین است، می مقادیر زیادی از ماده موثره گلیسیریزین
و التهابی، محافظت از کبد، درمان زخم معده، ضد حساسیت گلیسیریزین طیف وسیعی از کاربردهای دارویی، نظیر خاصیت ضد

انسان و سندرم حاد  (HIV)اکتسابی دار مانند ویروس نقص ایمنی DNAیا  RNAهای مختلف ویروس در برابر ویروس ضد
 (. گلیسیریتنیک اسید et alSeki,.2011باشد )تنفسی را شامل شده و در سراسر دنیا به عنوان یک ماده داروئی در دسترس می

 Glycyrrhetinicو  Glycyrrhetinic acid-18αبیان است که به شکل دو ایزومر فعال شیرین یکی دیگر از ترکیبات زیست

acid- 18β ( وجود داردLi et al., 2014 ( این ترکیب دارای خواص دارویی، مانند ضد التهاب .)and Kalinowska-Lis, 

2019 Kowalska( ضد تومور ،)Zhou et al., 2019( و اثرات دارویی دیگر )Ding et al., 2020که اینباشد. با توجه به( می
شود، این گیاه داروئی در بسیاری مناطق در معرض خطر انقراض قرار استخراج گلیسیریزین از ریشه گیاه سبب نابودی گیاه می

 .(Spollansky et al., 2000گرفته است )
است. بر خلاف کالوس و کشت  یضرور یستیفعال ز باتیترک دیتول یموارد برا یاندام در برخ لیو تشک یسلول زیتما

باعث فعال  هاآن زیتما نی، بنابرا باشندیم اهیبه گ هیشب فعال ستیز باتیترک دیتول نظر از نیموئ یهاشهیر ،یسلول ونیسوسپانس
 یباکتر کی Agrobacterium rhizogenesباکتری  (.Alcalde et al., 2022) شودیم هیثانو سمیمتابول میشدن مستق

مستقل  یدو توال یدارا این باکتری T-DNA (.Thwe et al. 2016کند )یم لیرا تسه یینمو شهیر یالقا زی است کهخاک
ادغام  در آن منتقل و زبانیم اهیبه طور مستقل به ژنوم گ شده و)راست( مشخص  TR)چپ( و  TL یاست که با مرزها

نشان داده  TL-DNA یتوال لیو تحل هیاست. تجز یو کاف یضرور یینمو یهاشهیر جادیا یبرا TL-DNAا شوند، اما تنهیم
 (.Yordanova et al., 2017) هستند یضرور یینمو یهاشهیر یالقا یبرا rol Dو  rol A، rol B ،rol Cژن چهار  است که

 تیتوده بالا و ظرف ستیز دیتول ،یکیژنت یداریمانند پا ییهایژگیو لیدلبه های موئینریشه ،خاص یهاتیمتابول دیتول یراب
 یهاتیمتابول دیقادر به تول های موئینریشه ن،ی. علاوه بر امی باشندکالوس  ای یتر از کشت سلولکارآمد مناسب یوسنتزیب

 هاجاسمونات نیب اختلال جادیباعث ا سازیتحریک ندیفرآ (. et alHäkkinen ,.2016هستند ) یمدت زمان طولان یبرا خاص
 ،هادر سلول یدفاع یهااز پاسخ یآبشار جادیباعث ا نیهمچنسازی، تحریکشود. یم ییپلاسما یآنها در غشا یهارندهیو گ

عنوان محافظت کننده در برابر شده که به ییهامیآنز ی( و القاRNSو  ROS) تروژنیو ن ژنیفعال اکس یهاگونه دیاز جمله تول
منجر به سنتز و تجمع  هاهای دفاعی در سلولبدین جهت، پاسخ. (Giri & Zaheer, 2016)نمایند عمل می ویداتیاکس تنش

های درگیر در ژن انیب میتنظ نیزو  لنیو ات کیترین دیاکس ،دیاس کیلیسیسال د،یاس کیجاسمونمانند  ،نگیگنالیس یهامولکول
 (.Baenas et al., 2014) شودیم هیثانو تیمتابول وسنتزیب مسیر

 پیشینۀ پژوهش

 .Mehrotra et al)امکان القای ریشه موئین در گیاه شیرین بیان توسط محققین مختلف مورد بررسی قرار گرفته است 

2008; Tenea et al., 2008; Shirazi et al. 2012) .آورد های موئین تولید پایدار گلیسیریزین را فراهم میکشت ریشه
(Tenea et al.,2008ب .)سهیدر مقا ،هیثانو تیمتابول دیتول یبرا شتریب ای کسانی وسنتزیب تی، ظرفیینمو شهیر تیمز نیزرگتر 

                                                                                                                                                                 
1 Glycyrrhizin 

2 Glycyrrhetinic acid 

3Elicitation 
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های ثانویه با استفاده از الیسیتورها (. علاوه براین، تحریک تولید متابولیتKim et al., 2002باشد )می مادر آنها اهانیبا گ
های کلیدی در فرایند تحریک سازی ها مولکولهای ثانویه است. جاسموناتمتابولیتروشی کارآمد برای تولید درون شیشه ای 

 Gundlachشوند )های ثانویه در شرایط درون شیشه ای میبوده و با تحریک رونویسی یا ترجمه سبب افزایش بیوسنتز متابولیت

et al., 1992 سلولی گیاه خار مریم شده است )(، چنانچه متیل جاسمونات سبب افزایش تولید سلیمارین در کشتSa´nchez-

Sampedro et al., 2005ها عمل نموده و اثر محرک آن (. متیل جاسمونات در برخی از مراحل مسیر متابولیکی فلاونولگنان
 (. Sa´nchez-Sampedro et al., 2005بستگی به سنتز پروتئین دنوو دارد )

وتیل و کوتیلدون گیاه شیرین بیان، با استفاده از اگروباکتریوم رایزوژنز سویه های مویین از هیپوکدر این پژوهش ابتدا ریشه
A4 عنوان یک الیسیتور در تولید ترکیبات زیست فعال گلیسیریزین و گلیسیریتینیک ، تولید شد، سپس اثر متیل جاسمونات به

اسید ارزیابی شد. همچنین، برای اولین بار اثر دو نوع آنتی بیوتیک سفوتاکسیم و نمک سفوتاکسیم سدیم  روی میزان ترکیبات 
 گرفت. زیست فعال این گیاه مورد بررسی قرار

 

  شناسی پژوهشروش
از استان اصفهان، شهرستان سمیرم جمع آوری گردید. استانداردهای Glycyrrhiza glabra بذرهای شیرین بیان گونه 

( از شرکت CAS No:64485-93-4گلیسیریزین و گلیسیریتینیک اسید، متیل جاسمونات و آنتی بیوتیک سفوتاکسیم سدیم )
 یمیایی از شرکت مرک خریداری شدند. سفوتاکسیم تزریقی نیز از داروخانه تهیه گردید.سیگما آلدریچ و سایر مواد ش

 نییموئ شهیر یالقا

دقیقه در اسید سولفوریک غلیظ ، شکسته شد. سپس، بذرها با هیپوکلریت  15در ابتدا خواب بذرها با قرار گرفتن به مدت 
ل آن دوبار با آب مقطر استریل هر بار به مدت یک دقیقه شستشو دنبادقیقه ضد عفونی شدند و به 20درصد به مدت  10سدیم 

درجه سلسیوس، و  25و نگهداری درشرایط دمایی  MS 1/2های استریل با کشت بذرها در در محیط شدند. تولید گیاهچه
 عنوان ریز نمونههروزه ب 25های ساعت تاریکی انجام شد. از هیپوکوتیل و کوتیلدون گیاهچه 8ساعت روشنایی و  12فتوپریود 

. برای آماده سازی باکتری جهت تلقیح به ریزنمونه ها، ابتدا (Srivastava et al., 2019جهت القای ریشه موئین استفاده شد )
کشت شد و در داخل انکوباتور  LBدر محیط کشت  A4، سویه Agrobacterium rhizogenesکلنی از باکتری یک تک

دور در دقیقه  4000با   داری شد سپسساعت نگه 48دور در دقیقه  به مدت  200درجه سلسیوس و  28±5/0شیکردار با دمای 
ها بار دیگر سانتریفیوژ انجام شد. مایع به سلول MSجدا شد. بعد از اضافه نمودن محیط کشت  یباکترهای سلول و وژیفیسانتر

 سلسیوس درجه 0/28±5 یدما دریک ساعت  ه مدتب منتقل، و  MS 1/2کشت  طیمح ی حاصل بههاسلولدر مرحله بعد 
های هیپوکوتیل و کوتیلدون با استفاده از سوزن زخم شدند و در نمونهند. ریزشد انکوبه دور در دقیقه 150با دور  کریش یرو

های هقرار گرفتند. ریزنمون دور در دقیقه، روی شیکر 80دقیقه، با سرعت  25محتوی سلولهای باکتری به مدت  MSمحلول 
 250ها با آب مقطر حاوی ور شده و روی شیکر قرار گرفتند. جهت حذف باکتری، نمونهآب مقطر استریل غوطه درشاهد نیز 

جامد  MS 1/2ها روی کاغذ صافی خشک شدند و به محیط کشت گرم بر لیتر سفوتاکسیم شستشو داده شدند. نمونهمیلی
داری درجه سلسیوس نگه 28ساعت در محیط تاریک با دمای  48گرم بر لیتر سفوتاکسیم منتقل و به مدت میلی 500محتوی 

 300جامد محتوی  MS 1/2هفته در محیط کشت  3ها، با وجود ظهور ریشه موئین، تا حذف کامل باکتری به مدت. نمونهشدند
جامد محتوی نمک  MS 1/2 ها نیز، بعد از تلقیح به محیط کشت. تعدادی از نمونهگرم بر لیتر سفوتاکسیم واکشت شدندمیلی

گرم درلیتر( انتقال داده شدند. این آنتی بیوتیک باعث حذف کامل باکتری از محیط می شود. بعد از میلی 5سفوتاکسیم سدیم )
ها به آرامی جدا و با انتقال به ریزنمونه از ظهور ریشه موئین، تنها یک واکشت در این محیط کشت انجام شد. سپس، ریشه

درجه سلسیوس در محیط تاریک قرار  28در دقیقه و دمای  150مایع و فاقد هورمون روی شیکر با دور  MSمحیط کشت 
 گرفت.  



    7ران       اله دو و دیگ /...انیب نیریش نیموئ شهیدر ر فعالستیز باتیترک دیتول زانیجاسمونات برم لیاثر مت (پژوهشی –)علمی 

 

 توریسیالبا  ماریت

اقد فمایع  MS روز در محیط کشت 35ها به مدت فعال و رشد ریشه، ریزنمونهمنظور افزایش غلظت ترکیبات زیستبه
رون استریل شد. متیل میک 45/0تهیه و با فیلتر  DMSOهورمون قرار گرفتند. استوک متیل جاسمونات با حل شدن در محلول 

های موئین تحت تیمار های شاهد )ریشهونهها اضافه شد. به نممیکرومولار به محیط کشت ریشه 100جاسمونات در غلظت 
های موئینی که فقط یکبار تحت تیمار نمک سفوتاکسیم الی در این آنتی بیوتیک(، و ریشهسفوتاکسیم معمولی و واکشت متو

ها در فواصل زمانی یک، دو، سه و پنج روز، بعد از تیمار با سدیم قرار گرفته بودند، آب مقطر استریل اضافه شد. سپس، ریشه
 100اسمونات با غلظت جبررسی اثر الیسیتور )متیل  ساعت خشک شدند. در این 72الیسیتور برداشت شدند و در سایه به مدت 

) سفوتاکسیم معمولی و سفوتاکسیم سدیم سالت ( در محیط کشت روی رشد ریشه های موئین و میکرومولار( و آنتی بیوتیک 
یم معمولی دارای سفوتاکس ترکیبات زیست فعال مورد بررسی قرار گرفت. تیمارها عبارت بودند از: محیط کشت بدون الیسیتور و

ها یک روز بعد از شت ریشه(، حاوی الیسیتور و بردا2تیمار یک، شاهد( ، بدون الیسیتور تحت سفوتاکسیم سدیم سالت )تیمار (
روز  ها دو روز بعد از تیمار )تیمار چهار(، حاوی الیسیتور و برداشت ریشه ها سهتیمار )تیمار سه(، حاوی الیسیتور و برداشت ریشه

 پنج روز بعد از تیمار. ها)تیمار پنج(، حاوی الیسیتور و برداشت ریشه بعد از تیمار

 مرازیپل یا رهیو واکنش زنج DNA استخراج

قل شدند. جهت رشد منت عیما MSکشت  طیمتر طول داشتند، انتخاب و به محیسانت 7تا  5 های موئین، که تقریباریشه
 یکمورفولوژ اتیصوصکه از رشد و خ ییهاشهیر. قرار گرفتند عیما طیدر مح هروز 35 یهاشهیر ،نیزیریسیگلو تجمع  شهیر

 TL (Srivastavaمنطقه  یمرهایاپر با PCR زیآنال. فتندمورد استفاده قرار گر ونیترانسفورماس اثبات جهتبرخوردار بودند  یمناسب

et al., 2019) مورد استفاده قرار گرفت. ونیترانسفورماساثبات  منظوربه 
با  DNAخوبی پودر شدند. استخراج های موئین شاهد )فاقد الیسیتور( در مجاورت ازت مایع قرار گرفته و بهریشهدر ابتدا 

رایمرهای اختصاصی پژنومی با  DNAژنومی، مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد.  DNAاستفاده از کیت استخراج 
TL-DNA  با توالیForward- 5′-AAG TTG AAT GAG TAT GAC TGCC-3′  وReverse- 5′-GGA CGA 

CAT GGC ACT CTG GGAG-3′ درجه 94ت زیر انجام شد: ای پلیمراز به صوریرهچرخه دمایی واکنش زنج. شد تکثیر 
مدت یوس بهدرجه سلس 58 ثانیه، 30سیلسیوس به مدت  درجه 94 یدما با چرخه 36به دنبال آن یقه و سه دق مدتسلسیوس به

 Srivastava et ) قهیدق 5 به مدت سلسیوس رجهد 72 ثانیه و یک چرخه نهایی 45مدت درجه سلسیوس به 72ثانیه و  30

al., 2019 .) 

 ییایمیوشیب یزهایآنال

اعت در درجه حرارت اتاق د( به مدت نیم سدرص 98میلی لیتر متانول ) 10ابتدا نیم گرم ریشه موئین خشک و پودر شده با 
تا زمان استفاده نگهداری  درجه سلسیوس -20با دستگاه سوکسله عصاره گیری شد. سپس، عصاره صاف، خشک و در دمای 

 شد.

 کل  دیفلاونوئ وفنل کل  یمحتوا

( و محتوای فلاونوئید کل با  et alWojdyło ,.2007) سیوکالتیو-ها با استفاده از روش فولینمحتوای فنل کل در نمونه 
 = 0.1427y  +0.0029 (. معادله منحنی استاندارد )  et alChang .2002شد )  یینتع  روش رنگ سنجی کلرید آلومنیوم

x, r2 = 0.999( و )y = − 0.065 + 0.0088 x, r2 = 0.939گیری محتوای فنل کل و فلاونوئید کل ( به ترتیب برای اندازه
 گرم معادل گالیک اسید و کوئرسیتین ، به ازای گرم ماده خشک بیان شد. های میلیترتیب با واحدو داده ها به به دست آمد

  2y = 0.1427 + 0.0029 x  (r (0.999 =         (1 رابطه

                                                                                                                                                                 
1. Folin–Ciocalteu 

2. aluminum chloride colorimetric 
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 2y = − 0.065 + 0.0088 x  (r (0.939 =      (2رابطه 

 (DPPHی )دانیاکس یآنت تیفعال زانیم

 یهاغلظتدر  های نمونهمتانولاز عصاره  تریلیلیم 1/0( مقدار DPPHری میزان فعالیت آنتی اکسیدانی )گیبرای اندازه
شدت تکان داده . مخلوط بهدیافزوده گرد مولاریلیم 1/0 با غلظت DPPH یمتانولمحلول  تریلیلیم 5 آنهاو به  هیمختلف ته

در طول موج  اسپکتروفتومتردر دستگاه  هاجذب نمونه ،شد. سپس یاتاق نگهدار یو دما یکیدر تار قهیدق 30و به مدت  ،شد
محاسبه  1رابطه با استفاده از  هانمونه یاستفاده شد. درصد بازدارندگ بلانکعنوان درصد به 80 متانولنانومتر قرائت شد.  517
 .شد

 = ×                                                               100 (             3 رابطه             
𝐴𝑐−𝐴𝑠

𝐴𝑐
 یبازدارندگ درصد 

 . دنباشیم کنترل نمونه و یاهیگ یهاعدد جذب مربوط به نمونه بیترتبه Acو  As در این رابطه

از  ،تیفعال نیبهتر ا یبررس منظوربهاستفاده شد.  DPPH کالیراد یکنندگحذف تیفعال یبررس یبرا IC50شاخص  از
 (.Huang et al., 2005) دیعنوان کنترل مثبت استفاده گردبه BHT یسنتز دانیاکسیآنت

 دیاس کیتنیریسیگلو  نیزیریسیگل یریگاندازه

درجه سلسیوس عصاره  45الی  40ساعت در دمای  18الی  16درصد به مدت  70های خشک و پودر شده، با متانول ریشه 
های انجام شد. محلول Nasrollahi et al. (2014)استفاده از روش   با HPLCها و آنالیز گیری شدند. آماده سازی نمونه

ها برای بررسی میزان گرم بر لیتر آماده شد. آنالیز نمونهغلظت یک میلیاستاندارد گلیسیریزین و گلیسیریتنیک اسید در 
(  انجام شد. Agilent 1260 infinity II HPLC system) HPLCبا استفاده از دستگاه  گلیسیریزین و گلیسیریتنیک اسید

 به C18 ستون شاملنانومتر، فاز معکوس  254طول موج  با VWD UV-VIS  کتوریتد شامل HPLCدستگاه  مشخصات
. ( بود6:34:60) کیاست دیاس: آب: متانول شامل متحرک فاز ، وکرومتریم 5انتگرال  هیبا ستون اول مترمیلی 250×6/4طول 

 5ها لیتر بر دقیقه و حجم تزریق نمونهدرجه سلسیوس و شدت جریان حلال در ستون یک میلی 40درجه حرارت ستون 
 میکرولیتر بود.

 هاداده لیتحل و هیتجز

ها و آزمون مقایسه میانگین دانکن کلیه آزمایشات با سه تکرار در قالب طرح کاملا تصادفی انجام شد. تجزیه واریانس داده 
های موئین تیمار شده در سطح پنج درصد انجام شد. کلیه های مویین شاهد و ریشهدار بین ریشهبرای بررسی تفاوت معنی

کمک های ثانویه و فعالیت آنتی اکسیدانی نیز بهانجام و نمودارهای بررسی میزان متابولیت 9.2نسخه ، SASآنالیزها با نرم افزار 
 ترسیم گردیدند. 2016، نسخه Excelنرم افزار 

 

 های پژوهشیافته

 تولید ریشه موئین و تایید آن با واکنش زنجیره ای پلیمراز 

که حالیها در ریزنمونه هیپوکوتیل و بعد از دو روز مشاهده شد، درهای ظهور ریشهبراساس نتایج این بررسی اولین نشانه
دهی، هردو ریزنمونه هیپوکوتیل و کوتیلدون در ریزنمونه کوتیلدون بعد از چهار روز مشاهده گردید. صرفنظر از زمان ریشه

را  bp 650قطعه  کی ریتکث PCR جیتان(. A, B-1های فراوانی تولید کردند بیشترین فراوانی تولید ریشه را داشتند )شکل ریشه
 (. C-1)شکل  نمود دییرا تا ونیترانسفورماسنشان داد و 
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جفت  650تکثیر قطعه  ،A4سویه   Agrobacterium rhizigenes، گونهانیب نیریش اهی( گA) لدونیکوت و( B) لیپوکوتیدر ه شهیر یالقا .1شکل  

 .در چهار لاین ترانسژنیک گیاه شیرین بیان TL (C)بازی مربوط به پرایمر اختصاصی منطقه 

 

 تاثیر الیسیتور متیل جاسمونات بر میزان گلیسیریزین و گلیسیریتنیک اسید

در  دیاس کیتنیریسیگل و نیزیریسیگلتجزیه واریانس صفات نشان داد که بین تمام تیمارهای مورد بررسی از نظر تولید 
بیوتیک و تعداد واکشت، جهت حذف باکتری آنتی نوع(. مشاهده شد که 1دار وجود دارد )جدول سطح یک درصد اختلاف معنی

خصوص گلیسیریزین ، بعد از القای ریشه موئین تاثیر بسزایی در میزان ترکیبات زیست فعال، بهA4اگروباکتریوم رایزوژنز سویه 
هایی که بعد از تلقیح از نمک سفوتاکسیم سدیم استفاده شد، به دلیل قدرت بالای این مونهو گلیسیریتینیک اسید دارد. در ن

باعث  میسفوتاکسآنتی بیوتیک در حذف باکتری، در اولین واکشت باکتری حذف و نیازی به واکشت مجدد نبود. استفاده از 
لید ریشه موئین، جهت حذف کامل باکتری انجام حذف کامل باکتری از محیط نشد، لذا چندین واکشت متوالی، حتی بعد از تو

ها در مجاورت باکتری افزایش یافت که منجر به افزایش ترکیبات گرفت. در طی این مراحل، مدت زمان قرار گیری ریشه
 زیست فعال شد. 

افت. میزان این ( کاهش یمیسفوتاکسمیزان گلیسیریزین در تمام تیمارها نسبت به تیمار شاهد )محیط بدون الیسیتور، تحت 
برابر و در تیمارهای  959/0کاهش در تیمار بدون الیسیتور و حذف باکتری با یک واکشت با نمک سفوتاکسیم سدیم به میزان 

برابر تیمار شاهد  680/0و  857/0،  878/0، 644/0حاوی الیسیتور در روزهای یک، دو، سه و پنج روز بعد از تیمار به ترتیب 
میزان کاهش گلیسیریتینیک اسید نسبت به شاهد در تیمار بدون الیسیتور و حذف باکتری با یک واکشت  مشاهده شد. همچنین،

برابر، و در تیمارهای حاوی الیسیتور در روزهای یک، دو، سه و پنج روز بعد از تیمار به ترتیب  925/0با نمک سفوتاکسیم سدیم 
 میسفوتاکسسه میانگین صفات نیز نشان داد که تیمار شاهد حاوی برابر بود. نتایج مقای 855/0و  865/0، 776/0، 769/0

A B C 

C 
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که تیمار بدون الیسیتور و حذف باکتری با یک واکشت بیشترین مقادیر  گلیسیریزین و گلیسیریتینیک اسید را دارا بود، در حالی
متیل جاسمونات میزان گلیسیریزین کمترین میزان این ترکیبات را به خود اختصاص داد.. استفاده از  سالتبا سفوتاکسیم سدیم 

 الف(.-3و شکل  2و گلیسریتنیک اسید را نسبت به شاهد حاوی سفوتاکسیم معمولی کاهش داد )شکل 

 تاثیر الیسیتور متیل جاسمونات بر میزان فلاونوئید کل، فنل کل و فعالیت آنتی اکسیدانی

رد بررسی از نظر تاثیر روی میزان فنل، فلاونوئید و فعالیت نتایج تجزیه واریانس صفات نشان داد که بین تمام تیمارهای مو
(. میزان فلاونوئید کل در تمام تیمارها نسبت به شاهد کمتر بود ، اما میزان 1آنتی اکسیدانی اختلاف معنی دار وجود دارد )جدول 

وئید کل در تیمار بدون الیسیتور این کاهش نسبت به کاهش در گلیسیریزین و گلیسیریتنیک اسید کمتر بود. میزان کاهش فلاون
برابر، و در تیمارهای حاوی الیسیتور در روزهای یک، دو،  2337/0و حذف باکتری با یک واکشت با نمک سفوتاکسیم سدیم 

برابر ثبت شد. بیشترین میزان فلاونوئید کل به ترتیب  146/0و  121/0، 037/0، 166/0سه و پنج روز بعد از تیمار به ترتیب 
دست آمد، کمترین میزان فلاونوئید نیز در تیمار بدون مار شاهد  و پس از آن تیمار برداشت دو روز بعد از اعمال الیسیتور بهدر تی

ب(. میزان فنل کل نیز در تمام تیمارها، بجز تیمار برداشت دو -3الیسیتور و حاوی نمک سفوتاکسیم سدیم مشاهده شد )شکل 
نسبت به تیمار شاهد کاهش نشان داد. میزان این کاهش در تیمار بدون الیسیتور و حذف باکتری روز بعد از تیمار با الیسیتور، 

برابر، و در تیمارهای حاوی الیسیتور در روزهای یک، دو، سه و پنج روز بعد  126/0با یک واکشت با نمک سفوتاکسیم سدیم 
هایی که دو روز بعد از تیمار با الیسیتور ن فنل کل در ریشهبرابر بود. میزا 146/0و  140/0، 073/0، 155/0از تیمار به ترتیب 

هایی که برابر نسبت به شاهد افزایش داشت. بر اساس نتایج، بیشترین میزان فنل کل از ریشه 0516/0برداشت شدند به میزان 
دست آمد، به میسفوتاکسوی دو روز بعد از تیمار با الیسیتور برداشت شدند و پس از آن در تیمار شاهد بدون الیسیتور و حا

 که در بین سایر تیمارها تفاوت معنی داری مشاهده نشد.درحالی
های برداشت شده در روز دوم بعد از تیمار با الیسیتور، نسبت به میزان فعالیت آنتی اکسیدانی نیز در تمام تیمارها، بجز ریشه
( و پس از 85/90تیمار برداشت دو روز بعد از تیمار با الیسیتور ) تیمار شاهد کاهش داشت. بیشترین درصد مهار رادیکال آزاد در

) پنج روز بعد از تیمار با الیسیتور(  6 یها( مشاهده شد و کمترین درصد مهار رادیکال آزاد متعلق به  تیمار75/88آن تیمار شاهد )
 بود.  9/78و  34/77ترتیب )فاقد الیسیتور تحت تیمار نمک سفوتاکسیم سدیم( به 2و تیمار 
 

 نتایج تجزیه واریانس صفات مورد بررسی در ریشه موئین شیرین بیان تحت تیمار الیسیتور متیل جاسمونات. .1جدول 
 میانگین مربعات یآزاد درجه منابع تغییرات

 دیاس کینیتیسریگل نیزیریسیگل  

 

 فنل  دیفلاونوئ

 

DPPH 

 

 02/89** 612/18** 407/34** 932/42** 661/16** 5 تیمار

 064/1 255/0 176/0 00000001/0 000003/0 12 خطا

 237/1 833/1 694/1 0001/0 0892/0  ضریب تغییرات %
 نشان دهندهتفاوت معنی دار در سطح یک درصد. **
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با  کنترل: ب استاندارد، نمودار: الف) HPLCی گلیسیریزین و گلیسریتینیک اسید از عصاره ریشه مویین شیرین بیان با استفاده از جداساز کروماتوگرام. 2شکل 

 لیمتبا  ماریروز بعد از ت پنج: حو   ماریروز بعد از ت سه: ز مار،یروز بعد از ت دو: و مار،یروز بعد از ت کی: د م،یسد میسفوتاکس نمک با کنترل: ج ، میسفوتاکس
 (.جاسمونات
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، میزان فلاونوئید کل)ب( ، میزان فنل )الف(  (GT( و گلیسیریتینیک اسید )GAگلیسیریزین ) زانیم بر میکرومولار( 100متیل جاسمونات ) اثر. 3شکل 

 های آزاد )د( در ریشه موئین شیرین بیان.کل)ج(، درصد مهار رادیکال

Cefotaxim :میسفوتاکس ریتحت تاث شاهد ، Cefotaxim Sodium Salt :میسد مینمک سفوتاکس ریتحت تاث شاهد ، day1، لیمت ماریتحت ت روز کی 

 .جاسمونات لیمت ماریت تحت روز پنج: day 5 وجاسمونات  لیمت ماریتحت ت روز: سه day3 ،جاسمونات  لیمت ماری: دو روز تحت تday2 ،جاسمونات 

 

 بحث
آید. این روش، محققان سیستم ترانسفورماسیون ریشه موئین با استفاده از باکتری گرم منفی اگروباکتریوم رایزوژنز بدست می

 ,.Castellanos-Arévalo et al)نماید ای میلپهلپه و تعدادی از گیاهان تکرا قادر به استفاده از این باکتری در گیاهان دو

2020) .T-DNA  در پلاسمیدRi ( این باکتری، که ژنهای دارای لوکوس چندگانهrol را رمزیابی کرده و تمایززدایی داخل ریشه )
های متعدد در محل القای ریشه مویین با شاخه باعث ، و پس از ادغام با آنشده اهیوارد ژنوم گ آلودگی کند، بر اثررا تقویت می

اگروباکتریوم رایزوژنز جهت تلقیح استفاده  A4این تحقیق نیز از سویه . در (Qu and Christ, 2007)شود زخم در گیاه آلوده می
رسد بعد از فرایند تلقیح، حذف یکباره باکتری با آنتی بیوتیک نمک سفوتاکسیم سدیم سبب القای ریشه موئین نظر میشد. به

تری بعد از القای ریشه موئین در محیط دلیل حضور باکدر ریزنمونه گردید. در حالتی که از سفوتاکسیم معمولی استفاده شد، به
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 یفناور فعال نیز در آن افزایش یافت.های تراریخت تکرار و به موازات آن ترکیبات زیستکشت، فرایند تلقیح در ریشه
و بالا  یکیژنت یداریاگزوژن، پا یبه مکمل هورمون ازیعدم ن ع،یسرعت رشد سر لیدلبهاگروباکتریوم رایزوژنز  ترانسفورماسیون

زیست شناختی  یهایژگیو و اهیکاربرد در مطالعه عملکرد ژن گ یبرا یادیز لیپتانس ه،یثانو یهاتیدر سنتز متابول یعال ییتوانا
، واکشتزمان  ،ییایباکتر هیسو زنمونه،یسن ر ریتحت تأث. عملکرد تراریختی اگروباکتریوم رایزوژنز (Wang et al., 2023) دارد
. در این تحقیق با در نظر گرفتن یکسان (Sarker et al., 2020) ردیگیکشت قرار م طیمح بیو ترک یروش آلودگ ،یاهیگ گونه

 میسفوتاکس ریتاث تحت که یماریت دربودن تمامی شرایط، زمان واکشت با توجه به نوع آنتی بیوتیک برای دو تیمار متفاوت بود. 
 لیتشک از بعد یحت کهیبطور بوده، شتریب واکشت تعداد ،ییایباکتر یوجود آلودگ لیدل به بود،قرار گرفته  یحذف باکتر جهت

های ها باعث افزایش و تجمع متابولیتاین تفاوت انجام گرفت. یمتعدد یواکشت ها یحذف باکتر یبرا زین نیموئ شهیر
خصوص گلیسیریزین و گلیسریتیک اسید شده است. الیسسیتورهای زیستی و غیر زیستی مختلفی جهت افزایش ثانویه، به

ا غلظت ب است. بیشترین میزان گلیسیریزین با استفاده از الیسیتور مانانشده  استفاده glabra. G گلیسیریزین در ریشه موئین
و کاربرد  (Srivastava et al., 2019گرم بر گرم ماده خشک )میلی 3089/3کشتی، گرم بر لیتر و مدت زمان ده روز همده میلی

میکروگرم بر گرم  91/108میزان به   G. inflataکشتی در گونه میکرومولار در پنج روز هم 100متیل جاسمونات با غلظت 
(. در این تحقیق، بیشترین میزان گلیسیریزین در تیمار شاهد تحت Wongwicha et al., 2011وزن خشک، گزارش شده است )

گرم میلی 890/10گرم بر گرم وزن خشک و میزان گلیسریتنیک اسید به میزان میلی 740/6تاثیر سفوتاکسیم معمولی به میزان 
تواند مربوط به ت نشان داد. علت این افزایش میبر گرم وزن خشک ثبت شد، که افزایش چشمگیری را نسبت به سایر تحقیقا

 انیزن های ثانویه ریشه موئین در اکوتیپدار اکوتیپ بر میزان متابولیتکشتی باشد. اثر معنینوع اکوتیپ، و مدت زمان هم
 (.   et alMoradi ,.2021)نیز گزارش شده است   یروم

گیرد. عوامل مختلفی مانند امل مختلفی در طبیعت تحت تاثیر قرار میوسیله عوهای ثانویه در گیاهان بهتولید متابولیت
. (Zhao et al., 2005)شوند های ثانویه میهای میکروبی باعث تنوع در میزان تولید متابولیتخشکی، درجه حرارت و آلودگی

های ثانویه گردد تواند سبب تغییرات زیادی در عملکرد متابولیتهای کنترل شده میاین عوامل تحت موقعیت هدفمند اعمال
(Torkamani et al., 2014) های موئین با استفاده الیسیتورهای غیر زیستی و در ریشه هاها و فلاوانولفلاونول. افزایش تولید

در برخی  های رشد گیاهی مانند اتفونند متیل جاسمونات و تنظیم کنندههای گیاهی، مانزیستی گزارش شده است. هورمون
 Hussainاند )عنوان الیسیتور غیر زیستی برای تحریک بیوسنتز ترکیبات زیست فعال مورد استفاده قرار گرفتهاز مطالعات به

et al., 2022 فزایش تولید گلیسیریزین در میکرومولار سبب ا 100(. تیمار ریشه موئین با متیل جاسمونات با غلظتG. inflata 
 Scutellaria ، ترانسفورماسیون گیاه(Kuzovkina et al., 2005در یک تحقیق ) .(Wongwicha et al., 2011)شده است 

baicalensis  با باکتری اگروباکتریوم رایزوژنز سویهA4 بر این های موئین با پنج درصد فلاونوئید نمود، علاوه تولید ریشه
برابر افزایش داد. تحقیقات  8/1ساعت بعد به  72میکرومولار میزان این ترکیبات را  100کاربرد متیل جاسمونات با غلظت 

اند. افزایش تولید پاکلی های ثانویه در گیاهان را به اثبات رساندهمتعددی نقش موثر متیل جاسمونات در افزایش تولید متابولیت
-Syklowska)میکرومولار متیل جاسمونات  100میکرومولار فنیل آلانین و  100تحت تیمار  تاکسول در ریشه موئین تاکسول

2009., et alBaranek )نسبت به تیمار شاهد بعد از تیمار ریشه موئین گیاه  ، افزایش تولید ریناکانتینnasutus Rhinacanthus 
، افزایش تولید محتوای فنل کل، فلاونوئید کل و مهار (Cheruvathur & Thomas, 2014)میکرومولار متیل جاسمونات  10با 

 Gai)میکرومولار متیل جاسمونات نسبت به تیمار شاهد  179تحت تیمار  Isatis tinctoriaهای آزاد در ریشه موئین رادیکال

et al., 2019) افزایش تولید تری ترپنوئیدها در ریشه موئین ،Centella asiatica  ولار متیل جاسمونات میکروم 400تحت تیمار

                                                                                                                                                                 
1. mannan 

2. Trachyspermum ammi 

3. ethephon 

4. rhinacanthin 
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در تحقیق حاضر، استفاده از متیل جاسمونات سبب افزایش ترکیبات  .است شده گزارش (Baek et al., 2020)نسبت به شاهد 
های ثانویه در برخی گیاهان داروئی نشان داده شده است. در زیست فعال نشد. عدم تاثیر متیل جاسمونات بر میزان متابولیت

ن اسانس و میزان فنل کل در هر بررسی تاثیر متیل جاسمونات بر میزان و نوع ترکیبات موثره نعناع در مزرعه و گلخانه، میزا
کاهش یافتند. علت  و منتوفوران پولگونطور قابل توجهی افزایش، اما نیز به دو محیط افزایش یافت. علاوه بر این، منتون

نظر می رسد غلظت . به(Kandoudi et al., 2023)این تناقض نیز در رابطه با مراحل فنولوژیکی و نموی گیاه گزارش گردید 
های سیتور و مدت زمان در معرض قرار گیری ریشه موئین، عوامل مهمی جهت تاثیر مثبت متیل جسمونات بر میزان متابولیتالی

 کشتی در ریشه موئین گیاه پنیربادمیکرومولار متیل جاسمونات به مدت چهار ساعت هم 15ثانویه باشد. در تحقیقی، کاربرد 
 5میکرومولار متیل جاسمونات و  50. همچنین، کاربرد (Sivanandhan et al., 2013)سبب افزایش مشتقات ویتانولوئید شد 

. به نظر (Ho et al., 2018)گردید  Polygonum multiflorumکشتی سبب افزایش ترکیبات فنلی در ریشه موئین گیاه روز هم
سمونات بر میزان گلیسیریزین، گلیسریتنیک رسد که در تحقیق حاضر صرفنظر از نوع گونه و اکوتیپ، عدم تاثیر مثبت متیل جامی

های کشتی باشد. از سوی دیگر، در گونهاسید و محتوای فلاونوئید کل به دلیل غلظت بالای الیسیتور یا مدت زمان زیاد هم
، میکرومولار متیل جاسمونات گزارش شده است 100افزایش گلیسیریزین در غلظت  (Glycyrrhiza inflata)دیگر شیرین بیان 

همچنین،   (.Wongwich et al., 2011داری بر افزایش گلیسیریزین نداشته است )میکرومولار آن تاثیر معنی 50اما غلظت 
های ثانویه ممکن است مرگ تدریجی ریشه به دلیل غلظت بالای الیسیتور متیل جاسمونات باشد. علت دیگر کاهش متابولیت

در  ATP وسنتزیو کاهش ب یتوکندریم یغشا یکپارچگیاختلال در  جادیانظمی در کلاهک ریشه و کاهش بیومس، بی
لاوه بر میکرومولار( نسبت داده شده است. ع 100به غلظت بالای متیل جاسمونات ) Catharanthus roseusیین مو یهاشهیر
. میزان (Ruiz-May et al., 2011)ه است مشاهده شدهای دخیل در تولید انرژی و متابولیسم ثانویه تغییر در تجمع پروتئین ن،یا

فنل کل و فعالیت آنتی اکسیدانی نیز تحت تیمار الیسیتور متیل جاسمونات دو روز بعد از تیمار نسبت به شاهد افزایش یافت که 
نشان دهنده نقش موثر متیل جاسمونات بر سایر ترکیبات فنلی و همبستگی مثبت بین میزان ترکیبات فنلی و فعالیت آنتی 

 دانی است. اکسی

 نتیجه گیری و پیشنهادات
ه تولید بیشترین میزان ببراساس نتایج این پژوهش، استفاده از آنتی بیوتیک سفوتاکسیم معمولی برای حذف باکتری منجر 

کاهش میزان ترکیبات  میکرومولار سبب 100گلیسیریزین و گلیسریتنیک اسید، گردید، اما کاربرد متیل جاسمونات در غلظت 
شود جهت عملکرد بهتر و تولید بیشتر این ترکیبات، بعد از تلقیح عال از جمله گلیسیریزین و گلیسریتنیک شد. توصیه میفزیست

های متعدد استفاده شود. در واکشت میسفوتاکساز محیط، از  جای حذف یکباره باکتریبه A4اگروباکتریوم رایزوژنز سویه 
های ثانویه در اکوتیپ سمیرم شیرین بیان مورد بررسی ر متابولیتا برای افزایش بیشتبر این استفاده از سایر الیسیتورهعلاوه

 قرار گیرد.
 

 تشکر و قدردانی
باشد. نویسندگان این مقاله از دانشگاه زابل جهت میPR-UOZ99-9 این تحقیق، بخشی از نتایج طرح پژوهشی به شماره 

 ند.نمایهای این طرح تشکر و قدردانی میتامین هزینه

 
  

                                                                                                                                                                 
1. Menthone 

2. pulegone 

3. menthofuran 

4. Withania somnifera 
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