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ت تمايز بین جه (Decision tree) ريگیدرخت تصمیمآنالیز متابولومیکس با استفاده از 

 و تحت تنش ديازينونبدون آلودگی  گیاهان برنج
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 .ایران ،آملکشاورزی،  ترویج و آموزش، تحقیقات

 

 25/10/99تاریخ پذیرش:                            01/4/1399تاریخ دریافت: 

  چکیده:

 ،کشقرار گرفته در معرض آفتهای نمونهو گیاهان بدون آلودگی  نیب در جهت تمایزموثر  یبندروش طبقه کیارائه 

 یشنهادیروش پ .مهم و کارآمد باشد اریبس ییمواد غذا یمنیو ا یدر محصولات کشاورز تیفیکنترل ک شیافزا یتواند برایم

کش با حشرهشده تیمارو  بدون آلودگی (.Oryza sativa L) برنج گیاه یهانمونه نیب زیتما یبرا ییالگو در این مطالعه،

در پاسخ  (رانیرقم در ا نیترجیرابرنج ) یرودیش رقم یتیمتابول راتییتغ یبررس ،هدف از این مطالعهبنابراین . است نونیازید

 ،برای این منظور.استها در طول زمان تیمتابولتغییرات سطوح غلظتی  (یکینامایدپویا ) یابیو ارز نونیازیکش دبه حشره

سازی به فرم فرار و قابل آنالیز با کروماتوگرافی گازی مشتقهای غیر فرار گیاه با بولیت، متانونیازید باتیمار گیاه برنج پس از 

 قرار یمورد بررس (GC−MS) یجرم یسنج فیط -یگاز یکروماتوگرافبا استفاده از لیتی حاصل، بوو پروفایل متا درآمد

با استفاده  ،بار نخستین یبرا ؛در معرض تنش دیازینون ترین تغییربیش دارای ،برنج اهیگ هایمتابولیت شناسایی پیروگرفت. 

 تنشبرنج تحت  اهیگ یهاتیمتابول راتییتغ ینیبشیو پ یسازمدل یبرا ، (CART)بندی و رگرسیونطبقهدرخت از تجزیه 

ه بود نیو پرول نیآلانلیفن ویژه، بهنهیآم یدهایمربوط به اس ،راتییتغ نیترشیبنتایج آنالیز نشان داد . استفاده شد نونیازید

 کشآفتدر معرض  اهانیگ نیب زیتما یبرا یقدرتمند اریابزار بس تواندمی CARTکه  حاکی از این استنتایج چنین هم. است

 گیاهان به دور از تنش باشد.و 

  .و رگرسیون متابولومیکس، دیازینون، برنج، درخت طبقه بندی کلیدي: هايواژه

 

 

                                                           

  :وحیده مهدوی مسئول مکاتبات، vahideh.mahdavi@yahoo.com 

mailto:vahideh.mahdavi@yahoo.com
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 مقدمه:

 نیتراز مهم یکی ،(.Oryza sativa Lبرنج )گیاه 

 یدر سراسر جهان است که منبع اصل یمحصولات زراع

 جهان تیاز جمع یمین یمواد مغذ ریو سا نی، پروتئیانرژ

 حال، عملکرد نیبا ا .(Kim et al., 2012) کندیم نیتأمرا 

 شود،میود محد یمحصول توسط عوامل مختلف نیا دیتول

مانند  زیستی  عوامل حاصل از  هایتنشطور عمده به

-می ع تولید برنج در جهان به شمارترین مواناز مهم آفات

 برنج آفات تیریمد یبرا یسنت هایروشیکی از . روند

علی  .(Zhang et al. 2011) است هاکشاستفاده از حشره

و مصرف آن  98رغم ممنوعیت تدارک دیازینون از سال 

، توسط سازمان حفظ نباتات کشور، این 1400ز سال ا

-ساقهغیان کرم در مزارع برنج علیه ط چنانکش همآفت

ابت شده با توجه به اثرات ثرو . از اینشودیممصرف  خوار

سمیت دیازینون و تأثیر آن به عنوان القاکننده تنش 

سهم بسزایی در بروز عوارض  تواندیم ،اکسیداتیو

 Köprücü et) ی مصرفی داشته باشدهاکشآفتناخواسته 

al., 2006). 

 صنایعدر علوم و  سکومیمتابول نظیرمدرن  قاتیتحق

به سمت  کیکلاس یاز روش ها در حال گذار ییغذا

 یها کیتکن با کاربردای تجزیه شرفتهیپ یهایاستراتژ

از  .(Fiehn, 2002) است اسپکترومتری جرمیبر  یمبتن

  رقابلیغ راتییتغ یبررس یبرا سکیش متابولومور

استفاده  یطیمح یهااز تنش یناش یکیمتابول ینیبشیپ

 اریسب یهایآوراز فن یکی تحقیقاتی، نهیزم نی. اشودمی

 است شناسی محیطیسم حوزهدر  ژهیبه و و جذاب مهم

(Kim et al., 2007). 

(، یکی CARTی و رگرسیون )بندطبقهدرخت  الگوریتم

نظارتی است که نخستین بار توسط ی یادگیری هاروشاز 

. این روش یک ( et alBreiman ,.1986)شد  ارائه 1بریمن

                                                           
1 L Breiman 
2 Binary tree 
3 Methoxyamine hydrochloride 

(، xی )رهایمتغفن آماری است که از میان تعداد بسیار زیاد 

انتخاب  را( yروی پاسخ ) ترین تأثیربیش متغیرهای دارای 

شود رشد ساختار درختی انجام میپیرو . این عمل کندیم

 کندیمی انحصاری )گره( تقسیم هاگروهرا به  هاداده و

پارامتر خروجی  نظرنقطه ازهایی کاملاً یکنواخت بخش که

چنین درختی از یک ریشه شامل تمامی  واقع در .هستند

با ی موجود، آغاز به رشد کرده و سپس هانمونه

ی دیگر رشد پیدا هاگرهیی، به دوتاشدن  شاخهشاخه

 . کندیم

 ونیرگرس یبرا این روش راتوان یها، مداده تیبسته به ماه

 به دلیل ،اصطلاح درخت. ها استفاده کردداده یبندطبقه ای

حاصل از تجزیه و تحلیل آماری، به شکل نمایش نتایج 

 شود.می اطلاق 2شکل درخت باینری

رنج ب اهیگ یتیمتابول راتییتغ یبررس حاضر، مطالعهدف از ه

(Oryza sativa L.در پاسخ به حشره )و  نونیازیکش د

ر ها دتیمتابولتغییرات سطوح غلظتی  یکیناماید یابیارز

بر  ینمبت یتیمتابول لیبا استفاده از روش پروفا و طول زمان

GC−MS در این راستا از الگوریتماست . CART ، به

 شد. ستفادهاقدرتمند  یبندروش طبقه کیعنوان 

 

 :هامواد و روش

 مواد 

از  3استاندارد دیازینون و متوکسی آمین هیدروکلراید

 ,Sigma-Aldrich (Fluka, St. Louis, MOشرکت 

)USA، 4، استاندارد سوربیتولMSTFA ،5TMCS  و

تهیه  Merck (Darmstadt, Germany)از شرکت  6تولوئن

درجه  بادر فرایند استخراج  ازین موردو آب  متانولشدند. 

 ,Merck (Darmstadt، از شرکت HPLCخلوص 

4 N-methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide 

5 Trimethylchlorosilane 
6 Toluene 
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Germany)  .فرموله شده دیازینون  کشحشرهتهیه شدند

(G 10%)  .از شرکت گل سم گرگان تهیه شد 

 هاي برنجتهیه نمونه

ها برای فراهم ساختن توده سازی نمونهبه منظور آماده 

ی کشت ها، جوانههایتمتابولمناسب برگی برای استخراج 

ی خاک منتقل هاگلدانبه محیط  شده بذور رقم شیرودی

گلدان سفالی، روزانه  20ها پس از انتقال به جوانه شدند.

رطوبت حدود . شدند یاریآبدر دو نوبت صبح و عصر 

درجه  27 گلخانه در روز یو دمای نسب 70%

  .شدمی کنترلسانتیگراد

 روي گیاه برنج ديازينون بر کشحشرهتنش 

سازمان حفظ نباتات جهت مصرف  شدههیتوصدز  

 است kgha 15-1 در مزارع برنج، %10دیازینون گرانوله 

(Arshad et al., 2006)  که با در نظر گرفتن قطرcm20 

شود که می 2m 0314/0، مساحت هر گلدانگلدانبرای هر 

سم  2m 10000 ،gr0471/0به ازای هر  Kg 15با احتساب 

ریخته  هاگلدانگرانوله دیازینون توزین و در هر یک از 

خوار برنج، جایی که زمان طغیان آفت کرم ساقهشد. از آن

ی برنج است و این مرحله از رشد در زنپنجهدر مرحله 

، زمان افتدیمروز پس از کشت نشا اتفاق  50فاصله تقریبی 

روز پس از کشت  50ی گیاهان در گلخانه نیز پاشسم

و نتایج به شرایط واقعی که در  هایبررسانتخاب شد تا 

 grباشد. پس از  افزودن  ترکینزد افتدیممزارع اتفاق 

ی حاوی آب، هاگلدانگرانول دیازینون در  0471/0

 ی مشخصی انجام گرفت.هازمانی در بردارنمونه

  جهت مطالعات متابولومیکس دارينمونه بر

افزودن برای مطالعات متابولومیکس، تا پنج روز پس از 

انجام شد و با هفت تکرار  روزانه یبردارنمونه کش،آفت

در سه  شده، تیماری هاگلدانی به موازات بردارنمونه

در مرحله  انجام گرفت.شاهد  یهاگلداناز  تکرار

بلافاصله  هانمونهی برای مطالعه متابولومیکس، بردارنمونه

ی بسته ومینیآلومی هاورقپس از جدا شدن از خاک، در 

بندی شده و به مخزن نیتروژن مایع منتقل شدند و پس از 

توقف فرایندهای متابولیکی، تا زمان شروع آزمایش در 

 نگهداری شدند. درجه سانتیگراد -80ی فریزر دما

جهت استتتتخراج متابولوم از گیاه برنج ابتدا همه نمونه در  

مایع  مک نیتروژن  به ک خت  کاملاًهاون  پودر و یکنوا

توزین گردید. مراحل  شدهخشکاز نمونه  mg50گردید. 

استتتخراج باید ستتریع و در دمای پایین انجام گیرد. به این 

 C°4خالص در دمای  %100متانول  µl1400مقدار نمونه 

استتتاندارد  عنوانبهستتوربیتول  µl50د. ستتپس اضتتافه شتت

در  mg2داخلی به نمونه اضتتافه شتتد. ستتوربیتول با غلظت 

ml1  آب مقطر تهیتته شتتتتده بود. این مخلوط بته متدت

min15  در دمایC°70  ورتکس شتتد. در ادامه به محلول

افزوده و در دور موتور   C°4آب مقطر  µl1400فوق 

rpm4500   به مدتmin 5  .سانتریفوژ شدml 1  از محلول

کتته مخلوطی از آب و متتتانول استتتتت بتته میکرو لولتته 

به  C°30و دمای  خلأمنتقل شتتتد و در آون  ستتتانتریفوژ

 خشک شد.  ساعت 16الی  6مدت 

شتقبرای  شده از مرحله سازی متابولیتم شک  ها مانده خ

 mgاز متوکسی آمین هیدروکلراید حل شد.  µl80قبل در 

ید در از متو 20 یدروکلرا یدین  ml 1کستتتی آمین ه پیر

حل شده بود. علت اضافه کردن این ترکیب حفظ  آبیب

 minساختار خطی قندهای کاهنده است. مخلوط به مدت 

قرار داده شد تا واکنش تکمیل گردد.  C°30در دمای  90

از  µl80به هر نمونه  ،هامشتتتتق ستتتازی متابولیت منظوربه

MSTFA  اضتتافه شتتد. جهت افزایش بازده فرایند مشتتتق

 %1معادل   µl8/0 ،TMCS ،(Kind et al., 2009) سازی

در دمای   min 30اضتتتافه شتتتد و به مدت  MSTFAاز 

C°37 تکمیل فرایند مشتتتتق ستتتازی  ان ازاطمین منظور به

 .(Roessner et al., 2000)شد  نگهداری

 اسپکترومتري جرمی-دستگاه کروماتوگرافی گازي

(GC-MS)  
از کروماتوگرافی گازی  هایتمتابولبرای مطالعه مشتقات 

CP-3800  شرکتVarian   مجهز به ستونDB-5  به طول



 مهدوی و نوری                 114

 
 

m30 قطر داخلی ،mm25/0  و ضخامت فیلمµm25/0 

 MS-Ion 4000متصل به اسپکترومتری جرمی به تله یونی 

Trap  با قابلیت مطالعه در دامنه جرمیDa 40-1000 

و دمای منبع  250 ℃دمای محفظه تزریق استفاده شد.

تنظیم شد. برنامه دمایی مورد استفاده به این  200 ℃یونی

ثابت ماند   70℃در دمای  min 5صورت بود که به مدت 

افزایش یافت و  310℃تا دمای  min 5/℃و سپس با شیب 

 در این دما ثابت ماند لذا زمان آنالیز   min 10به مدت 

min58   گاز حامل، با فلوی  عنوان بهبود. گاز هلیم 

ml/min1  در محدوده جرمی  هاکیپاستفاده شد و اسکن

m/z50-650  انجام گرفت. مطالعات تکمیلی با همین

 GC-MSشرایط دمایی و ستون با استفاده از دستگاه 

با آنالایزر جرمی  6890Nمدل  Agilentکمپانی 

Quadropole .انجام گرفت 

 VARIAN MSDاز  GC-MS یهاردازش دادهپبرای 

WorkStation  به قالبnetCDF پردازش  یصادر شد. برا

 ییخودکار شناسا ستمی)س AMDIS 2.6ها از نرم افزار داده

قله با  ییاستفاده شد. شناسا( ستمیس ییانبوه و شناسا یفیط

و  NIST 8.0)استاندارد  یجرم یفیاستفاده از کتابخانه ط

 .دانجام ش (6/0 یلیو

ها، مرحله میانی بین طیف خام و تجزیه و پردازش داده 

 هاآنها تبدیل است. هدف از پردازش داده هادادهتحلیل 

های آماری مورد به فرمی است که بتواند به وسیله روش

ها به جداول یا تجزیه و تحلیل قرار بگیرد. داده

ها مربوط به شوند که ردیف آنیی تبدیل میهاسیماتر

در روزهای مختلف  هانمونهیک نمونه مجزای تحلیلی )

پس از تیمار( و هر ستون مربوط به سیگنال )سطح زیر پیک 

ی هاشکستی مختلف بازداری یا شدت هازماندر 

ی جرمی هافیطباشد. پردازش جرمی( یک متابولیت می

 شودیمی مختلفی انجام هاروشی متابولومیکس به هاداده

ی بکار که در این بررس هاآن نیترمتداولو  نیترمهمکه 

                                                           
1 Mean Centering 

کردن مرکزهمباشد، می 1کردنمرکزروش هم ه است،رفت

 های متابولومیکس بکار فرایندی است که برای نمونه

هایی است که توانایی مقایسه مستقیم رود و شامل روشمی

دهد. کاربرد رایج این روش ها را با یکدیگر میهمه نمونه

در برداشتن و یا کاهش اثرات متغیرهای تصادفی و یا عدم 

ی دستگاه در اثرات نوسانات برقی و نظایر آن، ریتکرارپذ

 .ستدر هر نمونه ا

کردن مرکزهمگیرد. ها انجام میاین فرایند بر روی ستون

. دینمایمها را به نوسانات حدود صفر تبدیل همه غلظت

 مقدار میانگین هر متغیر محاسبه  کردن،مرکزمهبرای 

بدین  .شودیها کم مشود و سپس این مقدار از دادهمی

این شود. ترتیب میانگین هر ستون از ماتریس صفر می

در این  گذارد.تری را در اختیار میتفسیر راحت ،عملیات

جهت مطالعات  GC-MSهای بررسی پردازش طیف

 کردن انجام شد.رکزمهممتابولومیکس، به روش 

 استفاده موردي افزارهانرم

:MATLAB  باشد، که یمیک زبان سطح بالا نرم افزار متلب

توسعه داده شد. واژه  Cیسی نوبرنامهدر ابتدا بر اساس زبان 

متلب هم به معنی محیط محاسبات رقمی و هم به معنی 

 است که از ترکیب دو واژه نویسی مربوطهخود زبان برنامه

. این نام حاکی از شده استماتریس و آزمایشگاه ایجاد 

است، که در آن حتی اعداد رویکرد ماتریس محور برنامه 

اجرای  .شونددر نظر گرفته می ماتریس عنوان بهمنفرد هم 

 در محیط این برنامه انجام گرفت. CART برنامه

2AMDIS : ی حاصل از هادادهچالش اصلی در تحلیل-GC

MS  ی هاکیپی پیچیده، تشخیص هاطیمحبه خصوص در

 حلراهمربوط به ترکیبات موردنظر از نویز زمینه است. 

ی خالص از هاکیپاستفاده از الگوریتمی برای استخراج 

2 Automated Mass spectral Deconvolution and 

Identification System 
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ی افزارنرم AMDISاست.  1هاونکروماتوگرام مجموعه ی

ی خالص هافیطو  کندیماست که بر این اساس کار 

ترکیبات و اطلاعات وابسته به آن مانند شکل پیک و زمان 

بازداری را از کروماتوگرام پیچیده استخراج کرده و با 

  2ی موجود در کتابخانه مرجع که کتابخانه هدفهافیط

اولین بار در  AMDIS. دهدیم، تطبیق شودیمنیز نامیده 

ی شیمیایی و هاسلاحبرای شناسایی اتوماتیک  1996سال 

ترکیبات وابسته به آن طراحی شد. اما امروزه برای آنالیز 

 هاونی جرمی کروماتوگرام مجموعه یسنجفیطی هاداده

 .رودیمو شناسایی ترکیبات موردنظر نیز بکار 

 نسخه AMDIS افزارنرمی جرمی به وسیله هافیطهمه 

 )NIST(3ی آورفناز مؤسسه ملی استانداردها و  66/2

ی با نسبت سیگنال به هاکیپمورد بررسی قرار گرفتند. 

 حذف شدند. 10کمتر از  (S/N)نویز 

 

 :نتايج

ستخراج  ستگاه  هایتمتابولا در این : GC/MSو تزريق به د

پایش  هدف  تابولبررستتتی،  با هایتم یاه برنج  ی قطبی گ

ستگاه  ستفاده از د که  یبود. تنها ترکیبات فرار GC-MSا

قابل  توستتط این دستتتگاهدارای فشتتار بخار بالایی هستتتند

ی قطبی از هایتمتابولهمه از آنجایی که  .هستندشناسایی 

با  توانیماین ویژگی برخوردار نیستند، این محدودیت را 

به ترکیبات فرار، برطرف نمود.  هایتمتابولستتازی مشتتتق

شتقهاروشبدین منظور از بین   سازی، روشی مختلف م

یلمشتتتتق خاب شتتتتد دار کردنستتتتازی ستتتیل بین از . انت

ها نیز، واکنش با MSTFAستتتتاز گر مشتتتتقواکنشگر  ،

شتقدر ترین بازده بیش شدسازی م  Tsugawa) برگزیده 

et al., 2014; Frank et al., 2012). ( شمایی از 1شکل )

دار شتتتدن استتتیدهای آمینه، ستتتازی ستتتیلیلفرایند مشتتتتق

 .دهدیماسیدهای آلی و قندها را نشان 

H3C N

O

CH3

Si(CH3)

R NH2

R OH

O

R OH

+

R NH

R O

O

R O

Si(CH3)

Si(CH3)

Si(CH3)

(CH3)3SiCl

 
 

 .قندهادار کردن اسیدهای آمینه، اسیدهای آلی و سازی سیلیلی مشتقهاواکنش -1شکل

Fig. 1. Silanization derivative reactions of amino acids, organic acids and sugars.  

 
و سپس  هادادهقبل از شروع پردازش : هادادهتهیه ماتريس 

نالیز  تدا هاتمیالگوربا  هاآنآ ی مختلف، لازم بود در اب

گردد. به منظور تهیه ماتریس  یآورجمع هادادهماتریس 

 داده، توجه به برخی موارد ضروری است:

  ی کنترل هانمونهنمونه کنترل بدون استاندارد داخلی: از

                                                           
1 Total Ion Chromatogram 
2 Target Library 

برنج بدون استاندارد داخلی استفاده شد تا با مقایسه 

ی تیمار شده حاوی استاندارد داخلی، از عدم هانمونه

در شناسایی  همپوشانی طیفی و مزاحمت استاندارد داخلی

 اطمینان حاصل شود. هایتمتابول

  استفاده از نمونه تنها شامل استاندارد داخلی با طی کردن

3 National Institute of Standards and Technology 
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استاندارد داخلی  Rtکامل روش: برای تعیین زمان بازداری 

و اطمینان از مشتق شدن آن انجام شد علاوه بر این که 

ی نمونه، سازآمادهاستاندارد داخلی تکرارپذیری روش 

ی متوالی و عملکرد دستگاه را نشان هاقیتزراستخراج، 

 .دهدیم

 ی شده آورجمعی برنج هانمونهی کنترل: شامل هانمونه

در روزهای  و نشدهی پاشسمدر روزهای مختلف بود که 

ند، شدی آورجمعی تیمار شده هانمونهمختلف همزمان با 

یر روز در دم تأثیر متغها برای اطمینان از عنتایج این مقایسه

 .دی تیمار استفاده شهانمونهبین 

 برای اطمینان از تکرارپذیری دستگاه  :1تکرار تزریقات

را  2که سنجش نویز دانجام ش هادادهی آورجمعدر طی 

 .دهدیمنشان 

 ی هاستونی موجود در پیک زمینه: هاونتوجه به ی

  3بر مبنای سیلیل هاآنکروماتوگرافی که فاز ساکن 

 غیرهو  207، 147، 73ی زمینه هاونمستعد ی باشدیم

برای جلوگیری از خطای  هاونکه توجه به این ی باشندیم

 .باشدیممثبت کاذب ضروری 

ه ی فوق و مقایسهایبررسبا لحاظ نمودن نتایج حاصل از 

 ،هایتمتابولجهت استخراج اطلاعات مرتبط با  هاآن

 مود. ماتریس مورد نظر برای مرحله بعد را آماده ن توانیم

 هادادهپردازش 

ی آورجمعآمده در یک ماتریس  به دستی هادادههمه 

ی مختلف کنترل و هانمونهی این ماتریس هاستونشدند، 

ی هازمانی ماتریس هافیردتیمار در روزهای مختلف و 

بود  =10S/N بازداری تشخیص داده شده توسط دستگاه با

ی هازمانسطح زیر پیک در هر یک از ، 4هاهیدراو 

 .دادندیمبازداری را نشان 

ابتدا سطح زیر پیک هر نمودار به سطح زیر پیک استاندارد 

                                                           
1 Repeat Injection 
2 Drift 
3 Silyl 

زکردن انجام مرکلی همان نمونه تقسیم شد و سپس همداخ

، ابتدا میانگین هر هانمونهکردن همه مرکزگرفت. برای هم

 تکتکآمده، به  به دستی هانیانگیمتکرار محاسبه شد. 

اعداد تقسیم شدند بدین ترتیب دامنه همه اعداد بین صفر 

 به شدت کاسته شد.  هادادهو یک شد و از پراکندگی 

 CARTبا استفاده از  هادادهآنالیز 

مجموعه  عنوانبهها داده MATLAB ،70%ابتدا در فضای 

مجموعه تست مدل  عنوان بهباقیمانده  درصد 30آموزش و 

استفاده شدند. این الگوریتم به منظور وجود تنوع یکسان 

. در شودیمدر دو مجموعه تست و آموزش بکار گرفته 

گام اول، این الگوریتم، دو نمونه که بیشترین فاصله 

کند. سپس دو نمونه را از هم دارند انتخاب می 5اقلیدسی

ت قرار داده دیگر با بیشترین فاصله اقلیدسی در گروه تس

ها در بین دو . این مراحل تا آنجا که تمامی نمونهشوندیم

 .(Snee, 1977) ابدییممجموعه توزیع گردد، ادامه 

-طبقه CARTبا استفاده از  trainingهای مجموعه نمونه

 عنوان بهها ایجاد شده، متابولیتشدند. در مدل بندی 

کننده و طبقه یا گروه هر نمونه یعنی کنترل یا تیمار توصیف

شد، دیاگرام بودن هر نمونه به عنوان پاسخ در نظر گرفته 

CART ( نشان داده شده است. متغیرهای 2در شکل )

، به ترتیب فنیل آلانین و پرولین بودند که 50و  49شماره 

که  طورهماننحوه شناسایی آن ها شرح داده خواهد شد. 

اگر سطح متابولیت فنیل آلانین  شودیمدر شکل مشاهده 

باشد، نتیجه مربوط به نمونه کنترل است  11624/1کمتر از 

افتد، اگر باشد دو حالت اتفاق می 11624/1و اگر بالاتر از 

باشد مربوط به نمونه  484965/0سطح پرولین کمتر از 

کنترل و اگر بیشتر از این مقدار باشد مربوط به نمونه تیمار 

 است.

4 Elements 
5 Euclidean Distance 
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 .49xو  50xگر متغیرهای نمونه با دو توصیف 35درخت رگراسیون بدست آمده برای  -2شکل 
Fig. 2. Regression tree trained on a sample data set consisting of 35 training cases with 2 predictor variables 

x50 and x49. 

 

 نلیپروین و آلان(، متغیرهای فنیل 1با توجه به جدول )

هستند که دو دسته کنترل و تیمار  ییهایتمتابول نیترمهم

. در این جدول زمان بازداری هر کندیمرا از همدیگر جدا 

نسبت به زمان  هاآندو متابولیت و نسبت زمان بازداری 

ی جرمی هاشکستبازداری استاندارد داخلی سوربیتول و 

شاخص به عنوان فاکتورهای اصلی تعیین و تشخیص نوع 

 آمده است. هایتمتابول

ای ارزیابی مدل ایجاد شده، در مرحله دوم جداسازی بر

. مشخصات شوندیمی بندطبقهمجموعه تست توسط مدل 

( نشان 2ی در جدول )سازمدلماتریس کانفیوژن برای این 

داده شده است.

 

 .کانفیوژن ماتریس برای مجموعه آموزش و تست -2جدول 

Table 2. Confusion matrix for training and test sets. 

 
                      Predicted 

Observed                          Exposed class                Control  class 

Training set 
Exposed class                          26                                      0 

Control class                             0                                       9 

Test set 
Exposed class                           8                                       1 

Control class                             0                                       5 

 .های قطبی در برنج(متابولیت TMSن مشتقات تری)مهم CARTگرهای انتخاب شده توسط ویژگی توصیف -1جدول 
Table1. Specifications of the selected CART descriptors (The most important TMS-derivatives of polar 

metabolites in rice) 
Descriptors Assignment RT RRT Mass fragment 

phenylalanine N,O 2NO11H9C 20.956 0.971 73,102,103 

proline N,O 2NO9H5C 20.861 0.967 73,144,218 

RT: Retention Time (min) 

RRT: Relative Retention Time (retention time of analyte/retention time of sorbitol) 

Mass fragment: The first three ions with highest intensities. Ions in bold mean the most intense product ion. 
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( صحت و حساسیت برای مجموعه 3با توجه به جدول )

. سایر پارامترهای باشندیمدرصد  100و  93تست به ترتیب 

 . این نتایج نشان شودیمی در این جدول دیده بندطبقه

تواند شانس بزرگی در تشخیص می CARTدهند که می

ی تحت تنش قرار گرفته هانمونهی تیمار نشده و هانمونه

 باشد.

 

  .ی برای گروه آموزش و تستبندطبقهسرعت خطا و سرعت غیر خطا و سایر پارامترهای  -3جدول 
Table 3. Calculated error and non-error rates of the classification index and the classification 

performances of training and test sets. 

 Error rate Non-error rate Specificity Sensitivity Accuracy 

Training set  0 1 1 1 1 

Test set 0.07 0.93 0.83 1 0.93 

 

نیز برای مجموعه آموزش و تست رسم  ROCمنحنی 

گردید و مساحت زیر منحنی برای هر دو دسته  علت 

در تشخیص  CARTدیگری برای بهینه بودن مدل 

ی تیمار شده است. منحنی هانمونهی کنترل از هانمونه

ROC ( نشان داده شده است.3برای گروه تست در شکل ) 

 

 حساسیت )مثبت واقعی( بر حسب گزینش پذیری )مثبت کاذب(  ROCمنحنی  -3شکل 
Fig. 3. Receiver Operating Characteristic (ROC) curve plotting sensitivity (true positive) against 1 – 

specificity (false positive). 

  

دلیل دیگری درصد  95، برابر با ROCمساحت زیر منحنی 

تواند به درستی گروه می CARTبر این ادعاست که مدل 

 ها را تشخیص دهد.و طبقه نمونه

 دهد که به عنوان یرا نشان م تیدو متابول (4)شکل 

شدند.  ییشناسا CARTبرنج مطابق با  راتییتغ نیترعمده

نسبت  تیدر رابطه با سطح اوج سطح آنال یمحاسبات کم

 ( انجام شده است.IS) یبه استاندارد داخل
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  .استخراج شده از گیاه برنج TMS کروماتوگرام یون انتخابی مشتقات-4 شکل

Fig. 4. Selected ion chromatograms of TMS-derivatives of metabolites extracted from rice (Oryza sativa). 

 

 CART جیبر اساس نتا (6)و  (5) که از شکل طورهمان

در طول دوره  راتییتغ نیدتریبارز بدست آمده ، شد

 نیو پرول نیآلان لیفن ژهیبو نهیآم یدهایتابش مربوط به اس

بود.

 

 

 

 .دار زمانتغییرات بر حسب زمان فنیل آلانین )به عنوان اولین متابولیت مهم( تحت تاثیر معنی -5شکل 
Fig. 5. Time-course changes of phenylalanine (as the first most important metabolite) significantly affected 

by the time factor. 
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 .دار زمانغییرات بر حسب زمان پرولین )به عنوان دومین متابولیت مهم( تحت تاثیر معنیت -6شکل 

Fig. 6. Time-course changes of proline (as the second most important metabolite) significantly affected by 

the time factor. 

 

 :بحث

 با استفاده از اختلاف یاصل تیدو متابول یهاپاسخ

شد و  یریگبا گروه کنترل اندازه تیمار یهاشدت گروه

ن نشا یبرداردوره نمونه یآنها در ط یمشخصات دوره زمان

 .داده شد

استراز  نیکول لیارگانوفسفره به عنوان بازدارنده است سموم

(AChE) عیسر زیدرولیمسئول ه میآنز نیا ،اندشناخته شده 

 امیانتقال پ ندیفرا یاست. در ط یعصب یهاانتقال دهنده

به  نیکول لیاست ،cholinergic یهاناپسیدر س یعصب

. از (Wang et al., 2009) شودیم لیو استات تبد نیکول

 یدانیاکسیو آنت یدانیاکس یهاستمیس رونیا

(2008., et al Büyükokuroǧ lu)، 1عنصر یستیز سطوح 

(Cemek et al., 2010)، یمنیا ستمیس (Neishabouri et 

al., 2004)، یتناسل ستمیس (Joshi et al., 2003)  و

 تیسم ریتحت تأث توانندیم ییایمیوشیب یپارامترها

 ،یعیطب طی. تحت شرارندیارگانوفسفره قرار گ باتیترک

 د،یپروکسا دروژنیه ،2تک ژنیاکس مانند هاROS لیتشک

در  لهیدروکسیه یهاکالیو راد دیسوپراکسا یهاونیآن

 دیمانند سوپر اکس زیردرون یهامیآنز لهیوسبه سمیمتابول

-S ونیکاتالاز، گلوتات د،یپراکسا ونیگلوتات سموتاز،ید

                                                           
1 Bio Element Level 

 یدفاع یهاستمیس ایو  شوندیترنسفراز کنترل م

 کیتوکوفرول، اسکورب- αمانند یمیآنز ریغ دانیاکسیآنت

وارد  GSHو  نیکاروتن، سرولوپلاسم-β نول،یرت د،یاس

 .Büyükokuroǧlu et al., 2008)) شوندیعمل م

 تیاز ظرف شیب سمیدر متابول ROSکه سطح یهنگام

توازن  شود،یم زیردرون یدانیاکسیآنت یدفاع ستمیس

مختل شده و  دانت،یاکسیو آنت دانتیاکس نیب یبحران

 ROS. ابدییم شیافزا ROSالقا شده توسط  بیآس

و  واکنش دهد یکیولوژیب یهابا ماکرو مولکول تواندیم

 بیسآ ای میفعال شدن آنز ریغ د،یپیل ونیداسیمنجر به پراکس

DNA مانند تنش ویداتیمشخصاً استرس اکس  .شود  

 یکیمتابول ریچند مس یبر رو یقیعم ریتأث ها،کشآفت

 یدهایاز قندها، اس یاگسترده یهاشامل بخش ،یمرکز

منجر به  تواندیدارد که م دیپروپانوئ لیفن سمیو متابول نهیآم

 .شود عیوس یکیمتابول راتییتغ

از  یاریوجود دارد که بس یادیز اریبس شواهد

 یهابا تنش اهیدر تطابق گ یدینقش کل هادانیاکسیآنت

 یطور متداول گروه متنوع به اهانیگ .دارند رزندهیزنده و غ

در برابر  یحفاظت سمیعنوان مکانبه  هادانیاکسیاز آنت

 جادیمختلف ا یهاکه در پاسخ به تنش ویداتیاکس باتیترک

از  یتوجه. بخش قابلکنندیم دیتول ،اندشده

2 Single Oxygen 
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 دیتول اهیگ لهیوس که در پاسخ به تنش به ییهادانیاکسیآنت

 از یاهستند که گستره هیثانو یهاتیمتابول شوند،یم

 وهله در که رندیگیم بر در را دهیچیپ تا ساده یفنل باتیترک

 باتیترک ،شوندیم دیتول یدیپروپانوئ لیفن ریمس از اول

باشند که  یقو یهادانیاکسیآنت توانندیم یفنل

 باتیترک نیلذا ا کنندیم یآورآزاد را جمع یهاکالیراد

تحت  .اندشدهشناخته  اهیگ یدفاع یهاستمیبه عنوان س

در  یشتریب تیبرنج فعال اهیگ نون،یازیکش دتنش آفت

 دهایاس کیانجام داده لذا سنتز فنول یدیپروپانوئ لیفن ریمس

 را یفنل باتیترک ییزداتیسم تیتا فعال افتهی شیافزا

 .(Baxter et al., 2007) دینما دیتشد

 یها و ساختارهامیآنز تیتحت استرس به تثب نیتجمع پرول

 نیشود که پرولیتصور م نیکند. همچن یکمک م ییغشا

 کند که یعمل م نگیگنالیمولکول س کیبه عنوان 

ژن  انیکرده و بر ب لیرا تعد یتوکندریم دتواند عملکریم

را در  اهیگ ییتوانا قیطر نیبگذارد و از ا ریدر هسته تأث

 یحس یب یها. در پاسخ به تنشدهد شیتحمل استرس افزا

اتفاق  توزولیبه طور معمول در س نی، تجمع پرولاهانیدر گ

به طور قابل  یتوپلاسمیس یاسمز میافتد که در تنظیم

 کند.یکمک م یتوجه

 دیتول هیاول ماده کیال گلوتام دیاس وسنتزی، باهانیدر گ

سنتتاز  لاتیکربوکس-5- نیرولیپ میاست. دو آنز نیپرول

(P5CSو پ )لاتیکربوکس-5-نیرولی ( ردوکتازP5CR )

 (7دارند )شکل  نیپرول وسنتزیب ریدر مس ینقش اصل

(Bandurska, 2001). 

 

 

  .اهانیگ در نیپرول وسنتزیب ریمس -7 شکل
Fig. 7. Biosynthetic pathway of proline in plants. 

 

ه ب زندهریتحت استرس غ اهانیدر گ نی، تجمع پرولنیبنابرا

 ثبت شده است. یخوب

 استفاده که است یابرجسته یایمزا یدارا CART روش

 گروه دو نیب هاتفاوت نیترمهم عیسر صیتشخ یبرا آن از

 هیتوص ومارکرها،یب عیسر صیتشخ بخصوص سهیمقا مورد

  یندهایفرا و پارامتر به ازین CART روش. شودیم

 خود یخودبه CART تمیالگور. ندارد یسازنهیبه

 حذف را موارد ریسا و ییشناسا را رهایمتغ نیترمهم

 مستقل یرهایمتغ لیتبد به نسبت CART جینتا. دینمایم

 به ریمتغ چند ای کی لیتبد مثال عنوان به. کندینم رییتغ آن

 در یریتأث هاآن دوم شهیر ای هاآن تمیلگار ریمقاد

 رییتغ را شکاف هر ریمقاد فقط ندارد  CARTجینتا

 یبنددسته را پرت یهاداده تواندیم یآسان به. دهدیم

 .دهدیم انجام عیسر را محاسبات یفرض چیه بدون و دینما

 

 

 

 

 

 

 



 مهدوی و نوری                 122

 
 

References: 

Arshad, U., Aliakbar, A., Sadeghi, M., 

Jamalzad, F. and Chubian, F. 2006. 

Pesticide (diazinon and butachlor) monitoring 

in waters of the Shahid Beheshti Sturgeon 

Hatchery, Rasht, Iran. J. Appl. Ichthyol. (22): 

231–233.  

Aydin, R. and Köprücü, K. 2005. Acute toxicity 

of diazinon on the common carp (Cyprinus 

carpio L.) embryos and larvae. Pestic. 

Biochem. Physiol. (82): 220–225. 

Bandurska, H. 2001. Does proline accumulated 

in leaves of water deficit stressed barley plants 

confine cell membrane injuries? II. Proline 

accumulation during hardening and its 

involvement in reducing membrane injuries in 

leaves subjected to severe osmotic stress. Acta 

physiologiae plantarum. 23(4): 483-490. 

Baxter, C. J., Redestig, H., Schauer, N., 

Repsilber, D., Patil, K.R., Nielsen, J., 

Selbig, J., Liu, J., Fernie, A. R., Sweetlove, 

L. J. 2007. The metabolic response of 

heterotrophic Arabidopsis cells to oxidative 

stress. Plant Physiol. (143): 312–325. 

Buyukokuroglu, M. E., Cemek, M., Yurumez, 

Y., Yavuz, Y. and Aslan, A. 2008. 

Antioxidative role of melatonin in 

organophosphate toxicity in rats. Cell Biol. 

Toxicol. (24): 151–158. 

Breiman, L. 1986. Classification and regression 

trees: CRC press. 

Cemek, M., Büyükben, A., Büyükokuroǧlu, M. 

E., Aymelek, F. and Tür, L. 2010a. 
Protective roles of vitamin E (α-tocopherol), 

selenium and vitamin E plus selenium in 

organophosphate toxicity in vivo: A 

comparative study. Pestic. Biochem. Physiol. 

(96): 113–118.  

Cemek, M., Emin Büyükokuroǧlu, M., 

Yürümez, Y., Yavuz, Y., Aslan, A., 

Büyükben, A., Aymelek, F. 2010b. Tissue 

trace and major element levels in 

organophosphate insecticide fenthion toxicity 

in rats: Prophylactic and therapeutic effect of 

exogenous melatonin. Ecotoxicol. Environ. 

Saf. (73): 206–212. 

Fiehn, O. 2002. Metabolomics–the link between 

genotypes and phenotypes. Plant molecular 

biology. 48(1-2): 155-171. 

Frank, T., Rohlig, R., Davies, H. V, Barros, E. 

and Engel, K. H. 2012. Metabolite Profiling 

of Maize Kernel - Genetic Modification versus 

Environmental Influence. J. Agric. Food 

Chem. (60): 3005–3012. 

Isik, I. and Celik, I. 2008. Acute effects of 

methyl parathion and diazinon as inducers for 

oxidative stress on certain biomarkers in 

various tissues of rainbowtrout 

(Oncorhynchus mykiss). Pestic. Biochem. 

Physiol. (92): 38–42. 

Joshi, S.C., Mathur, R., Gajraj, A. and 

Sharma, T. 2003. Influence of methyl 

parathion on reproductive parameters in male 

rats. Environ. Toxicol. Pharmacol. (14): 91–

98.  

Kim, J. K., Bamba, T., Harada, K., Fukusaki, 

E., & Kobayashi, A. 2007. Time-course 

metabolic profiling in Arabidopsis thaliana 

cell cultures after salt stress treatment. Journal 

of Experimental Botany. 58(3): 415-424. 

Kim, J. K., Park, S. Y., Lim, S. H., Yeo, Y., 

Cho, H. S. and Ha, S. H. 2012. Comparative 

metabolic profiling of pigmented rice (Oryza 

sativa L.) cultivars reveals primary 

metabolites are correlated with secondary 

metabolites. Journal of Cereal Science. 57:14–

20. 

Kind, T., Wohlgemuth, G., Lee, D. Y., Lu, Y., 

Palazoglu, M., Shahbaz, S. and Fiehn, O. 

2009. FiehnLib: Mass spectral and retention 

index libraries for metabolomics based on 

quadrupole and time-of-flight gas 

chromatography/mass spectrometry. Anal. 

Chem. (81): 10038–10048. 

Köprücü, S. Ş., Köprücü, K., Ural, M. Ş., Ispir, 

Ü. and Pala, M. 2006. Acute toxicity of 

organophosphorous pesticide diazinon and its 

effects on behavior and some hematological 

parameters of fingerling European catfish 

(Silurus glanis L.). Pestic. Biochem. Physiol. 

(86): 99–105. 

Mallard, W. G. and Reed, J. 1997. Automated 

Mass Spectral Deconvolution & Identification 

System AMDIS - USER GUIDE. Program. 

Neishabouri, E. Z., Hassan, Z. M., Azizi, E. and 

Ostad, S. N. 2004. Evaluation of 

immunotoxicity induced by diazinon in 

C57bl/6 mice. Toxicology. (196): 173–179. 

Ralston‐Hooper, K. J., Adamec, J., Jannash, 

A., Mollenhauer, R., Ochoa‐Acuña, H. and 

Sepúlveda, M. S. 2011. Use of GC× 

GC/TOF‐MS and LC/TOF‐MS for 

metabolomic analysis of Hyalella azteca 

chronically exposed to atrazine and its primary 

metabolite, desethylatrazine. Journal of 

Applied Toxicology. 31(5): 399-410. 

Regoli, F. and Principato, G. 1995. Glutathione, 

glutathione-dependent and antioxidant 

enzymes in mussel, Mytilus galloprovincialis 

exposed to metals under field and laboratory 

conditions: Implications for the use of 

biochemical biomarkers. Aquat. Toxicol. (31): 

143–164. 



123                                                                                                                    (  8139، 8، جلد 2پزشکی )شماره ها در علوم گیاهکشآفت   

 
 

Roessner, U., Wagner, C., Kopka, J., 

Trethewey, R. N. and Willmitzer, L. 2000. 

Simultaneous analysis of metabolites in potato 

tuber by gas chromatography–mass 

spectrometry. The Plant Journal. 23(1): 131-

142. 

Snee, R. 1977. Validation of regression models: 

methods and examples. Technometrics. (19): 

415–428. 

Tsugawa, H., Tsujimoto, Y., Sugitate, K., 

Sakui, N., Nishiumi, S., Bamba, T. and 

Fukusaki, E. 2014. Highly sensitive and 

selective analysis of widely targeted 

metabolomics using gas chromatography/ 

triple-quadrupole mass spectrometry. J. 

Biosci. Bioeng. (117): 122–128. 

Wang, L., Ye, W., Zhou, S., Lin, K., Zhao, M., 

Liu, W. 2009. Acute and chronic toxicity of 

organophosphate monocrotophos to Daphnia 

magna. J. Environ. Sci. Health. B. (44): 38–43. 

Zhang, Y., Hou, Y., Chen, F., Xiao, Z., Zhang, 

J. and Hu, X. 2011. The degradation of 

chlorpyrifos and diazinon in aqueous solution 

by ultrasonic irradiation: Effect of parameters 

and degradation pathway. Chemosphere. 

82(8): 1109-1115.

 



Pesticides in Plant Protection Sciences, 2020, 8(2)   124 

 
 

Metabolomics Analysis Using Decision Tree to Differentiate between Rice Plants 

without Contamination and the Ones under Diazinon Stress  

 

Mahdavi, V. 1 and Nori, M. Z.2 

1. Department of Pesticide Research, Iranian Research Institute of Plant Protection, Agricultural Research, Education and Extension 

Organization (AREEO), Tehran, Iran. 2. Rice Research Institute of Iran-Mazandaran Branch, Agricultural Research, Education and 
Extension Organization (AREEO), Amol, Iran. 

Received: Jun, 21, 2020                                                        Accepted: Jan, 4, 2021  

Abstract: 

Presenting an effective classification procedure that discriminates between unexposed and exposed 

plant samples with pesticide, can be very important and efficient to increase quality control in agricultural 

products and food safety. The proposed method shows a pattern for discriminating between rice plant 

without contamination and those treated with diazinon. The aim of this study was to investigate the 

metabolic changes of shiroodi cultivar rice plant (the most common cultivar in Iran) in response to diazinon 

and to evaluate the dynamic changes in the concentration levels of metabolites over time. For this purpose, 

after treating the rice plant with diazinon, un-volatile metabolites were derivatized to make volatile and 

analyzable compounds with gas chromatography, and the metabolite profile was investigated using GC-

MS. Using Classification and Regression Tree (CART), the metabolites that showed the most changes 

under diazinon stress were identified. For the first time, CART was used to model and predict the 

metabolic changes of control and under diazinon stress rice plant. The results of the analysis showed 

that, the most intensive changes were related to amino acids particularly phenylalanine and proline. The 

results obtained, also, show that CART   can be a very powerful tool for discriminating between exposed 

and un-exposed plants. 
Keywords: Metabolomics, Diazinon, Rice, Classification and regression tree.  
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