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گیاهی است که رنگ  (Hydrangea macrophylla)گیاه ادریسی 

کند. از این رو های آن در حضور آلومینیوم از صورتی به آبی تغییر میگل

های متابولیکی درگیر تواند به عنوان یک گیاه مدل برای شناسایی شبکهمی

ق آنالیز پروفایل رد. در این تحقیدر تشکیل رنگ آبی مورد بررسی قرار گی

با استفاده از کروماتوگرافی یونی جفت شده با اسپکترومتری ها متابولیت

به  (UPLC)و کروماتوگرافی مایع در فشار بالا (IC-MS/MS)جرمی 

ها در زمان تغییر رنگ گل از های تنظیمی بین متابولیتمنظور بررسی شبکه

 ر گیاه صورتی به آبی، در حضور و عدم حضور آلومینیوم، د

H. macrophylla به ها منجر به انجام شد. تعیین پروفایل متابولیت

قند  2قندفسفات،   ۴ ،قند محلول 2نوع متابولیت شامل  53شناسایی 

یک همچنین آمینواسید شد.  71و  نوکلئوتید ۴اسید آلی،  ۴نوکلئوتیده، 

ر در نشانگر تغییشد که  یافتتغییر هماهنگ در متابولیت های گلیگولیز 

زمان تغییر رنگ بود. همچنین در شار متابولیت ها در یک مسیر بیوشمیایی 

دار از قبیل گلوتامین، آسپارتات،  همبستگی بالا بین ترکیبات نیتروژن یک

بیانگر نقش مهم متابولیسم  د داشت کهووج گلوتامات، گلایسین و ترئونین

جامع بر روی  ها مطالعاتنیتروژن در تشکیل رنگ آبی است. این یافته

خواهد را تسهیل  H. macrophyllaهای تنظیمی تغییر رنگ در گل شبکه

 . کرد
 

هیدرانژیا  لومینیوم،آ رنگ آبی،تشکیل متابولیسم اولیه،  کلیدی:های واژه

 .ماکروفیلا
 

Hydrangea macrophylla is a plant that its blooms turn 

from pink to blue in the presence of aluminum (Al) and 

thereby could be considered as a model plant for 

studying blue color formation. In this study, the 

metabolite profiling analysis has been performed 

using ion chromatography coupled to mass 

spectrometry (IC-MS/MS) and Ultra Performance 

Liquid Chromatography (UPLC) to investigate the 

regulatory connected network among metabolites 

during color turning from pink to blue in full bloom of 

H. macrophylla in the presence and absence of 

aluminum. The metabolite profiles resulted in 

identification of 35 metabolites including two soluble 

sugars, six sugar phosphates, two sugar nucleotides, 

four organic acids, four nucleotides and 17 amino 

acids. Further, a coordinated change was found in 

glycolytic metabolites showing changes in flux through 

a pathway during color formation. Moreover, there was 

a strong correlation among nitrogenous compounds 

including glutamine, aspartate, glutamate, glycine and 

threonine indicating the important role of nitrogen 

metabolism during blue color formation. These 

findings will facilitate comprehensive research on the 

regulatory networks of color change in full bloom in H. 

macrophylla. 
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های متابولیکی تنظیمی درگیر اولیه به منظور شناسایی شبکه یهاای متابولیتآنالیز مقایسه

 رنگ آبی در گیاه هیدرانژیا ماکروفیلا در تشکیل
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 مقدمه
ان زينتی در گل و گیاه صنعتگردش مالی کل 
. بهبود کیفیت برآورد می شودیارد دلار میل 933 جهان

تواند افزايش چند برابری و ظاهر گیاهان زينتی می
 Chandler) قیمت اين گیاهان را بهمراه داشته باشد

and Sanchez 2012.)  در اين میان رنگ گل يکی
ی از مهمترين معیارها و خصوصیت تعیین کننده

زينتی  کیفیت گیاهان زينتی است که نه تنها بر ارزش
طور مستقیم بر ارزش  هگذارد بلکه بمی تأثیريک گیاه 

 .(Zhao and Tao, 2015) اقتصادی آن مؤثر است
ای ها، رنگ آبی از اهمیت ويژهدر میان رنگ گل

ن از گیاها برخوردار است. اين رنگ، در تعداد زيادی
 پر فروش میخک زينتی از قبیل سه گل شاخه بريدة

(Dianthus caryophyllus)، داوودی 
(Chrysanthemum )و رز (Rosa hybrid)  وجود

  (.Chandler and Tanaka, 2007) اردند
-9دلفینیدين انینیآنتوس وسیلهرنگ آبی به

گلیکوزيد و از طريق مسیر فنیل پروپانوئید تولید 
تاکنون،  (.Zhang et al., 2014) شود می

 های جديد باهای زيادی برای تولید کولتیوار پژوهش
رنگ آبی مطلوب در گیاهان زينتی پرفروش، از 

کاری ژنتیکی مسیر بیوسنتزآنتوسیانین  طريق دست
ژن از  et al Meyer (1987)., انجام شده است.

برای ذرت  (DFR) هیدروفلاونول ردوکتاز دی
کاری ژنتیکی مسیر بیوسنتز آنتوسیانین اطلسی  دست

 Tanaka .(Meyer et al., 1987) استفاده کردند

et al., (1966)  از طريق انتقال ژنF3'5'H  بنفشه
تولید  به میخک سفید، میخک متمايل به رنگ بنفش

 7335. در سال (Tanaka et al., 1998) کردند
بنفشه به گل رز منجر به تولید  F3'5'Hانتقال ژن 

های با پايه هايی شد که با وجود تولید آنتوسیانینگل
 دلفینیدين، رنگ آبی مطلوبی را تولید نکردند

(Tanaka et al., 2009) اخیراً، مهندسی ژنتیک .

های گل داوودی از طريق رويکردی مشابه با واريته
 F3'5'Hق انتقال ژن يمهندسی میخک و رز از طر

های اغوانی و بنفش  انجام شد که منجر به تولید گل
. با وجود تمام (Noda et al., 2013) گرديد
 های صورت گرفته، همچنان دستیابی به تلاش
های زينتی جديد با رنگ آبی مطلوب، ناموفق واريته

 .(Noda et al., 2017) بوده است
مختلف امیکس از قبیل  های در زمینهپیشرفت 

ژنومیکس، ترانسکريپتومیکس و متابولومیکس در 
های اخیر، منجر به شناسايی هزاران ژن، سال
ن و متابولیت مختلف شده است. ادغام ئیپروت
مختلف امیکس از  های زمینهز های حاصل ا داده

ای، امکان ايجاد شناسی سامانه طريق رويکرد زيست
تصويری جامع و روشن از نحوه فعالیت ژنوم، را 

های فراهم آورده است و بدين ترتیب شناسايی ژن
ورزی ژنتیکی و مهندسی گیاهان  کانديدا برای دست

 پذير شده است در جهت بهبود صفات موردنظر، امکان
(Gupta et al., 2013).  

ها  کس، بررسی جامع پروفايل متابولیتمتابولومی
 ( استدر يک سیستم )سلول، بافت و يا موجود زنده

(Horgan & Kenny, 2011.) گیری کمی و اندازه
لی، با استفاده های سلوکیفی تعداد زيادی از متابولیت

 HPLCهای مختلف گروماتوگرافی از قبیل از روش
ها با و ترکیب اين روش (IC) ی يونیو کروماتوگراف

، ديد (Mass spectrometry) سنجی جرمی طیف
ای از وضعیت بیوشیمیايی موجود زنده فراهم  گسترده

تواند همراه با ساير  ها میآورد. پروفايل متابولیتیم
های درگیر در ها، برای بررسی فعالیت ژنهددا

  .(Fiehn, 2002) کار رود به مسیرهای متابولیکی
منظور بررسی مسیرهای شیمیايی منجر به تولید  به

رنگ، مطالعات مختلفی با رويکرد متابولومیکس در 
 .Lou et alعنوان مثال  بهگیاهان انجام شده است. 

منظور يافتن دلیل عدم تشکیل رنگ در  ( به2013)
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سفید،  (grape hyacinth) های موسکاریگل
ری سفید و آبی های موسکاهای گلپروفايل متابولیت

اين بررسی، حضور  را با يکديگر مقايسه کردند.
های  های دلفینیدين و سیانیدين را در گلآنتوسانین

های سفید با وجود فقدان آبی نشان داد. همچنین گل
واسط مسیر  های حدآنتوسیانین، حاوی متابولیت

بیوسنتز آنتوسیانین بودند. اين نتايج بیانگر بلوکه 
ايین دست مسیر بیوسنتز آنتوسیانین های پشدن ژن

 . (Lou et al., 2014) های سفید بوددر گل
منظور درک بهتر از فرايند تشکیل رنگ طی  به

( پروفايل 2014) .Hyun et alرسیدن میوه، 
ها را طی مراحل مختلف رسیدن میوه در گیاه  متابولیت

Rubus coreanun Miquel  .مورد بررسی قرار دادند
دهنده افزايش تجمع  تحقیق نشان نتايج اين
ها و کاهش میزان ساکاروز و آمینواسیدها،  آنتوسیانین

همزمان با افزايش در میزان تشکیل رنگ بود. همچنین 
بررسی ترانسکريپتوم در اين تحقیق، وجود ارتباط مثبت 

های بیوسنتز آنتوسیانین و تجمع آنتوسیانین بین بیان ژن
  .(Hyun et al., 2014) را آشکار کرد

با استفاده از رويکرد  تحقیق حاضر،در 
 متابولومیکس هدفمند، تغییرات مسیرهای متابولیکی

، در زمان تشکیل رنگ آبی در گیاه هیدرانژيا اولیه
ماکروفیلا مورد بررسی قرار گرفت. در اين تحقیق از 

بررسی تغییرات  برای به عنوان مدل گیاه هورتنسیا
درگیر در تشکیل رنگ گل، های متابولیکی متابولیت

در حضور و عدم حضور آلومینیوم در مرحله تشکیل 
گل کامل استفاده شد. نتايج حاصل از اين بررسی 

های ای می تواند به درک بهتر مکانیسممقايسه
و  کردهتشکیل رنگ آبی کمک  متابولیکی درگیر در

مورد  در گیاهانرنگ تشکیل در تحقیقات مرتبط با 
 گیرد.استفاده قرار 

 

 ها مواد و روش
 گیاهانای  کشت گلخانه

های هورتنسیا از کمپانی آلمانی درختچه
Kötterheinrich (Lengerich, Germany)  تهیه

قیقات علوم تح شدند و در موسسه ژنتیک گیاهی و
ماس و از پیت آلمان، در بستری (IPK)زراعی 

ای  شرايط گلخانه تحت ،8به  8کوکوپیت به نسبت 
میکرومول بر  733روشنايی با شدت نور ساعت  81

درصد و دمای  03مترمربع بر ثانیه، رطوبت نسبی 
گراد قرار گرفتند.  درجه سانتی 78و روزانه  83شبانه 

صورت هفتگی از محلول يک  رای تمام گیاهان بهب
با ترکیب  Universol Weiβ گرم بر لیتر کود

ت ترتیب با نسب عناصر نیتروژن، فسفر و پتاسیم به
 استفاده شد.   (87، 3، 83)

گیاهان به دو گروه کنترل و تیمار تقسیم شدند. 
برای گروه تیمار، آلومینیوم به صورت يک گرم بر لیتر 
 آلومینیوم سولفات يکبار در هفته به محلول مذکور

دوم پس از  اضافه گرديد. تیمار آلومینیوم از هفته
انجام  مدت شش هفته بهها به گلخانه، انتقال گلدان

روز پس از آغاز کشت،  53ها برداری از گلشد. نمونه
ها باز شده و رنگ آن ها کاملاًدر شرايطی که گل

برای گروه کنترل، صورتی و برای گروه تیمار، آبی 
 شده فوراً آوریهای جمعرنگ بود، انجام شد. کاسبرگ

در نیتروژن مايع قرار داده شده و برای استفاده در 
گراد  سانتیدرجه  13دی در دمای منهای آزمايشات بع

صورت  بهدرون فريزر نگهداری شدند. اين آزمايش 
 تصادفی و در شش تکرار انجام شد.  طرح کاملاً

 
 هاها و آمینواسیدگیری قند اندازه

 .Höller et al ها بر اساس روشها و قندمینواسیدآ
ترتیب با استفاده از کرواتوگرافی فاز  به (2014)

گیری شدند. به اين آنزيمی اندازه س و روشمعکو
 03 مدت بهدرصد  13ها در اتانول ترتیب که نمونه

گراد انکوبه شدند و سپس  درجه سانتی 13دقیقه در 
درجه  7در دمای  rpm 87333دقیقه در  83مدت  به

دستگاه  گراد سانتريفیوژ شدند. فاز رويی درسانتی



 (75-75) 8931 بهار، وپنجم بیستشماره  ،هشتم سال، فناوری گیاهان زراعیعلمی ـ پژوهشی زيست مجله 73

 

 

های نمونهخشک شود.  تبخیر شد تا کاملاً خلاء
 moliQ) حاصل در آب با درجه خلوص بسیار بالا

water)  حل شدند. قبل از آنالیز باUPLC ها نمونه
-AQC (6با استفاده از عامل فلورسنت 

aminoquinolyln-

hydroxysuccinimidylcarbamatسازی  ( مشتق
(derivatized) از  گرم شدند. سه میلیAQC  در

هفته در  7شد و برای لیتر استونیتريل حل  يک میلی
 80/3گراد نگهداری شد. به  درجه سانتی 73منهای 

 pHمولار با  7/3میلی لیتر از بافر حاوی بوريک اسید 
 37/3لیتر از هر نمونه و  میلی 37/3، 1/1معادل 

اضافه شد. محلول حاصل  AQCلیتر از محلول  میلی
گراد انکوبه شد  درجه سانتی 77دقیقه در  83 مدت به

ای جداسازی با کروماتوگرافی مورد استفاده قرار و بر
  .(Holler et al., 2014) گرفت

 UPLC (AcQuity H-Class, Watersسیستم

GmbH, Germany)  روی يک ستون فاز معکوس
C18 (ACCQ-Tag UltraC18)  با سرعت جريان

دقیقه برای  7/83لیتر بر دقیقه و زمان  میلی 5/3
 ستفاده شد. ها اگیری امینواسیداندازه

های محلول از همان محلول گیری قندبرای اندازه
مینو اسیدها استفاده شد. گیری آتهیه شده برای اندازه

 Synergy) گیری با استفاده از میکروپلیت ريدر اندازه

HT, Tecan, Crailsheim, Germany)  انجام
 فسفات دهیدروژناز-0های کمکی گلوکزنزيمشد. آ

(Leuconostoc mesenteroides, 1 U) ،
 8و ( U 0.3) ، فسفوگلوکزايزومراز(1U) هگزوکیناز

 833گرم در  میلی 83میکرولیتر از بتافروکتوزيداز )
صورت پشت  به ATPو  NADمیکرولیتربافر بدون 

-imidazoleمولار  میلی 833سر هم به بافر محتوی 

Hcl  3/0باpH= ،7 مولار میلی MgCl2 ،7 
افزوده شد  ATPمولار  یمیل 8و  NADمولار  میلی

ترتیب غلظت گلوکز، فروکتوز و سوکروز  تا به

 .(Holler et al., 2014) گیری شود اندازه
 
 های اولیه گیری متابولیت اندازه

های اولیه بر طبق روش گیری متابولیتاندازه
Ghaffari et al. (2016)  با اندکی تغییرات انجام

گرم از بافت  میلی 833شد. به اين ترتیب که میزان 
لیتر بافر استخراج شامل نسبت مساوی  میلی 8تر به 

 درجه 7از کلروفرم و اتانول اضافه شد و در 
 933دقیقه ورتکس شد. سپس  73 مدت بهگراد  سانتی

به هر نمونه اضافه  HPLCمیکرولیترآب مخصوص 
کامل ورتکس شد و  طور بهيک دقیقه  مدت بهشد و 

 rpmدقیقه در  83 برای گراد سانتی درجه 7در 
درجه  73سانتريفیوژ شد. فاز بالايی در دمای  87333

ها در قرار گرفت و تبخیر شد. نمونه خلأدر دستگاه 
حل شدند. کروماتوگرافی  HPLCآب مخصوص 

 (IC-MS/MS) يونی متصل به اسپکترومتری جرمی
متصل  ICS-5000 (Dionex)با استفاده از سیستم 

 Agilentی سه گانه شده به يک ستون چهار قطب

6490 Triple Quadrupole LC/MS 

(Agilent) گرافی با انجام شد. جداسازی کروماتو
 7×773با ابعاد  AS11-HCاستفاده از ستون 

با  AG11-HCمتر متصل به يک ستون محافظ  میلی
 anion) دام آنیونی و يک ستون متر میلی 83×7ابعاد 

trap) ا و ستون هانجام شد. اين ستون، بین محول
های آنیونی موجود در جداسازی قرار گرفت تا آلودگی

ستون، به وسیله مخلوطی از آب محلول را حذف کند. 
با سرعت  KOHدرصد  7( و HPLCدرصد )آب  30

لیتر بر دقیقه متعادل شد. يک  میلی 91/3جريان 
دقیقه  7صورت زير برقرار شد.  شیب برای محلول به

دقیقه برای  7-83 درصد، 7با غلظت  KOHبرای 
دقیقه  87-77درصد،  77دقیقه  83-87درصد، 87
درصد و در  7دقیقه بازگشت به  77-93درصد،  13

با  KOHدقیقه متعادل سازی در  93-73پايان 
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 95درصد انجام شد. دمای ستون روی  7غلظت 
گیری با گراد نگهداری شد. اندازه درجه سانتی

ماتوگرافی اسپکترومتری جرمی، در يک سیستم کرو
با  (LC/MS) مايع متصل به اسپکترومتری جرمی

 Agilentاستفاده از يک ستون چهار قطبی سه گانه 

 نجام شد. روش اسپری الکترون، ا6490
(electrospray )های منفی برای يون دار کردن  يون

آمده با استفاده  دست ههای بها استفاده شد. دادهنمونه
نسخه  MassHunterافزار آنالیز کمی  از نرم

B.07.01 کردن  منظور نرمال محاسبه شدند. به
به  -C13ها، قبل از آنالیزها، به هر نمونه پیروات داده

 عنوان استاندارد داخلی اضافه شد. 
 
  هاداده آنالیز

ها گیری پروفايل متابولیت های حاصل از اندازهداده
و رسم نمودار به  های آماریجهت انجام آنالیز

وارد شدند. قبل  7نسخه  Metaboanalystر افزا نرم
ها با محاسبه از انجام محاسبات آماری، تمام داده

log2  و معیارpareto (Pareto_sacaled) 
های آماری چند متغیره سازی شدند. آنالیز نرمال

(multivariate) تفکیکی حداقل مربعات شامل آنالیز
 اهمیت انجام شد. همچنین (PLSDA) جزئی
با ،  PLSDAدر مدلها ها و آمینواسیدیتمتابول

 دست آمد. هب VIP>1استفاده از حد آستانه معناداری 
با  شده گیریهای اندازههمبستگی بین متابولیت

و تحلیل  metaboanalystافزار استفاده از نرم
 همبستگی پیرسون محاسبه شد. 

 

 و بحثنتایج 

ها و ها، آمینواسیدگیری پروفایل متابولیتاندازه

 قندهای محلول

ها و آمینواسید ها،گیری پروفايل متابولیتندازها
های های کنترل و نمونهی محلول، در نمونههاقند

ترتیب با روش  تیمار شده با آلومینیوم، به
IC/MS/MS ،UPLC  وElisa Reader  منجر به
ها  اين متابولیتنوع متابولیت شد.  97 شناسايی جمعاً

های فسفريله،  ولیتاز انواع متابمتابولیت  80 شامل
 85قندها، -ها و نوکلئوتید، نوکلئوتیدهای آلیاسید
های قند محلول بودند. لیست متابولیت اسید و دوآمینو
 است.  آورده شده 8شده در جدول  گیری اندازه

 
آنالیز تفکیکی پروفایل متابولیکی با استفاده از 

PLSDA  
های وتیپی بین نمونهمنظور تعیین درصد تغییرات فن به

 ةیوم در مرحلهای تیمار شده با آلومینکنترل و نمونه
تفکیکی حداقل مربعات  تشکیل رنگ آبی، آنالیز

 PLSDA (partial least squares جزئی

discriminant analysis)  که يک آزمون آماری
های نمونه .(8 )شکل متغیره است، انجام شد چند

های کنترل در یوم و نمونهکاسبرگ تیمارشده با آلومین
 .آسانی قابل تفکیک بودند به PCA1طول 

PCA1  وPCA2 درصد تغییرات  73، در مجموع
منظور اعتبارسنجی و تايید آزمون را شامل شدند. به

PLSDA مقادير ،R2x  وQ2y  و نیز میزان
 .(7 )جدول آزمون، محاسبه شد  (accuracy)دقت

ها با سازگاری داده ةدهندنشانآمده، دستهمقادير ب
 مدل مربوطه است. 

 
 کروماتوگرافی و آنزيمی های مختلف شده با استفاده از روش گیری های اندازه لیست متابولیت .8جدول 

Analysis method Metabolite type Name of metabolites Metabolic pathway 

IC/MS/MS 
Phosphorylated 

metabolites 

Fructose-6-P, Glucose-6-P, Manose-6-P, 

Ribulose-5-P, 

3-phosphoglycerate, 

Phosphoenolpyruvate 

Glycolysis, 

Penthose Phosphate 

nucleotides AMP, UDP, ATP, NADPH Energy metabolism 
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Organic acids Malate, Citrate, Cis-Aconitate, 

Oxoglutarate 
TCA Cycle 

sugar nucleotides ADP-Glucose, UDP-Glucose 
Sucrose and Starch 

metabolism 

Elisa Reader Soluble sugars Glucose, Fructose Carbon metabolism 

UPLC Amino acids 

Ala, His, Asn, Asp, Gln, Glu, Gly, Thr, 

Pro, Orn, Lys, Tyr, Val, GABA, Ilu, 

Leu, Phe 

Nitrogen metabolism 

 
 PLSDAدهنده آنالیز ها. گراف، نشانها و آمینواسید( متابولیتPLSDA) آنالیز تفکیکی حداقل مربعات جزئی . گراف8شکل 

( PC2و  PC1) های اصلیهای کنترل )قرمز( و تیمارشده با آلومینیوم )سبز( است. مولفههای نمونهی کاسبرگهاها و آمینواسیدمتابولیت
 ات فنوتیپی محاسبه شد.درصد از تغییر 73برای 

 
برای هر يک از  Q2yو  R2xمیزان دقت،  .7جدول 

 PLSDAهای اصلی حاصل از آنالیز  مولفه
Component 2 Component 1  

1 1 Accuracy 
0.96 0.98 R2x 
0.87 0.87 Q2y 

 

تری  هايی که اثرات قویشناسايی متابولیتبرای 
آلومینیوم  های کنترل و تیمارشده باتفکیک نمونهبر 

ريزی  اهمیت متغیر در طرح اشتند، مقاديراز يکديگر د
(Variable importance in the projection )

(VIP)  محاسبه شد. مقاديرVIP تر و يا  بزرگ
دار در نظر گرفته  عنوان مقادير معنیبه 8مساوی 

حاصل از آزمون  (. بر اساس نمودار7)شکل  شدند
VIP لوکزمشخص شد که به ترتیب، گ (Glc) ،

ADP-گلوکز (ADP-Glc) ،UDP0-، گلوکز 
اکسوکتوگلوتارات  -7، فروکتوز، (Glc6-P) فسفات

(2-Oxo)فسفات 0-، فروکتوز (Fru6-P) ،9-
، (Asn) ، آسپاراژين(3PGA) فسفوگلیسرات

-Cis) آکونیتات-، سیس(Gly) گلايسین

Aconitate)ترئونین ، (Thr)مالات ، (malate) ،
 تأثیرتوانند  یم (Orn) اورنیتین و (Asp) آسپارتات

های کنترل و تیمارشده با بیشتری در تمايز نمونه
 باشند. آلومینیوم داشته

Control 

Al treatment 
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ها و اسیدهای بررسی فراوانی پروفايل متابولیت
 در بیانگر تفاوت نقشه حرارتیآمینه با استفاده از 

های کنترل و تیمار بود بین نمونه متابولیت هافراوانی 
های مرتبط با متابولیسم کربن از ابولیت(. مت9)شکل 

-0فسفات، گلوکز-0قبیل گلوکز، فروکتوز، فروکتوز
فراوانی  OxO-2گلوکز، -3PGA ،ADPفسفات، 

نسبت به ( A) های کنترلبیشتری را در نمونه

که برخی از  نشان دادند. در حالی (B) های تیمارنمونه
تات، تین، والین، آسپاراورنی ها از قبیلآمینواسید

گلايسین، گلوتامات، گلوتامین، ترئونین، فراوانی 
 (C) های تیمار شده با آلومینیومبیشتری را در نمونه

 نشان دادند.  (D) های کنترلنسبت به نمونه
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
دهندة غلظت ست نشانهای رنگی در سمت راها. مربعها و آمینواسیدبرای متابولیت، (VIP)ريزی  اهمیت متغیر در طرح مقادير. 7شکل 

تر اين  دهنده اثر قوی تر، نشانبزرگ VIPمقدار  ( است.7شده با آلومینیوم )( و تیمار8های کنترل )نسبی متابولیت مربوطه در نمونه
 ها است.ترکیبات در جداسازی نمونه
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های کنترل و تیمار شده با آلومینیوم. در بالای شکل رنگ قرمز ا در نمونههها و آمینواسیدنقشه حرارتی پروفايل متابولیت .9شکل 

دهندة گروه تیمارشده با آلومینیوم است. تعداد شش تکرار در هر گروه مورد استفاده قرار گرفت. نشاندهندة گروه کنترل و رنگ سبز نشان
دهد. حروف ای( به فراوانی کم )آبی( نشان می فراوانی زياد )قهوهفراوانی نسبی هر ماده را به ترتیب از  -9+ تا 9محدودة شدت رنگ از 

A  تاD ی کنترل و تیمار است.هاها در نمونهای از متابولیتشدههای تفکیکبیانگر گروه 
 
 
 
 ج

 ها و آمینواسیدها بین متابولیت آنالیز همبستگی

، گلوکز (VIP) که بر اساس مقدار اهمیت متغیرازآنجا
ها رترين متابولیت در جداسازی نمونهعنوان مؤثبه

ها و شناسايی شد، همبستگی آن با ساير متابولیت
 80ها مورد بررسی قرار گرفت. از میان آمینواسید

شده، گلوکز گیریآمینواسید اندازه 85متابولیت و 
 7دار در سطح احتمال  و معنی دارای همبستگی مثبت

 (، گلوکز38/3با ضريب همبستگی ) Oxo-2با  درصد
(، 17/3فسفات ) -0 (، فروکتوز18/3فسفات )-0

3PGA (51/3 ،)UDP (15/3 ،)ADP-گلوکز 

( و همبستگی منفی با 37/3(، فروکتوز )37/3)
(، -07/3(، گلوتامین )-15/3آکونیتات )-سیس

(، ترئونین -07/3(، آسپارتات )-51/3گلايسین )
درصد بود. همچنین، ( -08/3( و اورنی تین )-03/3)

نتايج آنالیز همبستگی نشان داد که گلوکز با 
های مرتبط با مسیر گلیکولیز و سنتز نشاسته متابولیت

ها همبستگی همبستگی مثبت و با برخی از آمینواسید
منفی دارد. نتايج بررسی همبستگی جفتی، در شکل 

 است. شده آورده 7
 

 

A B 

C D 
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 های هورتنسیا. شده در کاسبرگگیری نوع متابولیت اندازه 97تگی پیرسون برای نقشه حرارتی ضريب همبس .7شکل 

 دهد.ها را نشان میها و يا آمینواسیددهندة همبستگی مثبت و رنگ آبی همبستگی منفی بین متابولیتای نشان رنگ قهوه
 
 
 
 
 
 
 

های مرتبط با  مقايسة میزان متابولیتهمچنین 
 -0 فسفات، فروکتوز -0وکز گلیکولیز از قبیل گل مسیر

گلوکز که در -ADPفسفوگلیسرات و نیز -9فسفات، 
متابولیسم نشاسته نقش دارد، بیانگر مقدار بیشتر اين 

های های کنترل نسبت به نمونهها در نمونهمتابولیت
تیمارشده با آلومینیوم بود. همچنین محتوای قندهای 

نسبت به های کنترل محلول گلوکز و فروکتوز در نمونه
نشان  که های تیمارشده با آلومینیوم بالاتر بودنمونه

ا های تیمارشده بمصرف بیشتر کربن در نمونه دهنده 
های هورتنسیا که رنگ آبی درگل. ازآنجااستآلومینیوم 

واکوئول و تشکیل کمپلکس  با تجمع آلومینیوم در
 شود گلیکوزيد ايجاد می-9آلومینیوم با دلفینیدين 

(Schreiber et al., 2011)،   افزايش مصرف قند در

دلیل نیاز به تولید انرژی  تواند به های تیمارشده می گل
برای نقل و انتقال آلومینیوم به داخل واکوئل باشد. 
تاکنون چندين تحقیق، نحوه انتقال آلومینیوم به داخل 

 ,.Negishi et al) اند واکوئول را مورد بررسی قرار داده

2012; Negishi et al., 2013). ها،  اين بررسی
و  HmPALT1 ،HmVALT1چندين ناقل از قبیل 

HmPALT2ها و آنیون ، را که از انواع آکواپورين
های هورتنسیا جهت نقل و  پرمئازها هستند، در کاسبرگ

اند، اما چگونگی انتقال  شناسايی کرده آلومینیومانتقال 
 آلومینوم توسط اين ناقلین همچنان ناشناخته است

(Negishi, et al., 2013.)  با توجه به نتايج بدست
رسد تجمع آلومینیوم در آمده از اين آزمايش به نظر می

و تولید واکوئول توسط ناقلین، نیازمند شدت مصرف قند
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 باشد. انرژی می

آلومینیوم بر متابولیسم  تأثیربر روی  اندکیمطالعات 
در  .(Silva, 2012) ها انجام شده استکربوهیدرات

تیمار آلومینیوم  افزايش گلیکولیز تحت اين مطالعات
از گیاهان گزارش شده است.  د محدودیدر تعدا

دربررسی ترنسکريپتوم ريشه گیاه هورتنسیا تحت 
 فسفوفروکتوکیناز 0تیمار آلومینیوم، افزايش بیان ژن 

علاوه در به. (Chen et al., 2015) شد مشاهده
تحقیقی که بر روی پروتئوم ريشه برنج تحت تیمار 

-ینآلومینیوم انجام شد، مشخص شد که اغلب پروتئ

از جمله پیروات کیناز، در ، های مرتبط با گلیکولیز
 Wang) ه با تیمار آلومینیوم افزايش بیان داشتندمواج

et al., 2014.)  که تحت  دهدمیاين نتايج نشان
بیشتری از طريق مسیر  ATPتیمار آلومینیوم، 

 شود میگلیکولیز در پاسخ به آلومینیوم تولید 
همبستگی  يک دوجو همچنین آنالیز همبستگی،

های قندها منفی بین میزان گلوکز، فروکتوز و ساير فرم
فسفات، با -0فسفات و فروکتوز-0از قبیل گلوکز

گلوتامین، گلايسین، آسپارتات و  امینواسیدهای
های تیمار شده با آلومینیوم نشان ترئونین را در نمونه

تواند ها میها در اين نمونهداد. کاهش محتوای قند
منظور تولید اسکلت کربنی مورد ف قندها بهبر مصر

نیاز برای تولید آمینواسیدها دلالت داشته باشد. در 
تطابق با اين نتايج، افزايش محتوای آمونیوم و 
آمینواسیدها در اثر تیمار آلومینیوم در برگ های دو 
  رقم ذرت مشاهده شده است

(de Souza et al., 2016). 
 نیتروژن  -همچنین کاهش میزان نیترات

(NO3-N)  و آسپاراژين و افزايش غلظتN- آمینواسید 
آوند چوبی رقم سورگوم متحمل و گلوتامین در شیره 

(. Gomes et al., 1985) به آلومینیوم مشاهده شد

تواند به افزايش محتوای افزايش آمینواسیدها می
آمونیوم در گیاه در زمان تیمار آلومینیوم نسبت داده 
 شود. افزايش آمونیوم نیازمند فعالیت آنزيم گلوتامین

د برای انتقال آمونیوم به گلوتامات و تولیسنتتاز 
. به (de Souza et al., 2016) گلوتامین است
اسید آلی  -سازی کمپلکس آلومینیومعلاوه اثر فعال

ها و در ريشه (GS)روی فعالیت گلوتامین سنتتاز 
 ,Kertész) گزارش شده استهای گندم برگ

2002; Pécsváradi et al., 2009). 
آلومینیوم بر  تأثیردر مورد  هاگزارشاگرچه 

گ تعداد محدودی از آمینواسیدها بر ريشه و بر
اند اما نتايج حاصل از اين تحقیق  گیاهان متمرکز شده

می تواند بیانگر افزايش بیوسنتز برخی از آمینواسیدها 
های هورتنسیا تحت  همزمان با کاهش قندها در گل

 که قسمت تیمار آلومینیوم باشد. با وجود اين
ها به گل منتقل اعظم آمینواسیدها از ريشه و برگ

های  شده بر روی گلوند اما مطالعات انجامشمی
دهندة گیاهان مدل آرابیدوپسیس و اطلسی نشان

 Borghi) بیوسنتز آمینواسیدها در اين اندام است

and Fernie, 2017 .)کلی نتايج حاصل از طور به
اين تحقیق، بیانگر تغییر متابولیسم مرکزی 

صورت کاهش نسبت کربن هورتنسیا به های کاسبرگ
به نیتروژن با افزايش مصرف قندها و افزايش میزان 
آمینواسیدها در زمان تشکیل رنگ آبی در حضور 

 است.  در شکوفه کامل آلومینیوم
 

 سپاسگزاری
جهت ايران  ژی کشاورزیپژوهشگاه بیوتکنولو از

 IPKسسه تحقیقاتی ؤهمچنین م و پروژه ن مالیتأمی
آلمان جهت فراهم کردن امکانات لازم برای 

 . دشومیتشکر و قدرانی  ،تحقیقات متابولومیکس
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