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 ادویه ترینمحبوب و ارزشمندترین )،.Crocus sativus L( زعفران

 با گونه این باشد.می Iridaceae خانواده از تریپلوئید ايگونه جهانی،

با  .است متمایز خانواده این هاي گونه سایر از معطر، و بلند قرمز، هاي کلاله

 RNAیابی یابی، توالیهاي سریع بوجود آمده در نسل دوم توالیپیشرفت

)RNAseq.تري در مطالعات ترانسکریپتوم شده و ارزان تر) ابزار قدرتمند

هاي ترانسکریپتوم، راه حل مناسبی براي توالیاست. گردآوري مجدد 

ها در دسترس مطالعه ترانسکریپتوم موجوداتی است که توالی ژنوم آن

 ترانسکریپتوم، هايداده در اعتماد قابل مونتاژ و دقیق یابیتوالینیست. 

در این مطالعه با جداسازي و  باشد.می ضروري دستپایین آنالیزهاي براي

نسکریپتوم کلاله زعفران زراعی با استفاده از نسل دوم تعیین توالی ترا

 افزار نرمیابی نتایج عملکرد تجزیه و تحلیل داده ها بوسیله دو توالی

این  نتایجمقایسه شد.  Trinity و SOAPdenovo هاينام به پرکاربرد

 دستب هايژنیونی تعداد و هاتوالی طول میانگین که داد نشانپژوهش 

 براي 689 (میانگین باشدمی SOAPdenovo از بیشتر Trinity در آمده

Trinity براي 624 و SOAPdenovo(.  نتایج مونتاژ بهتر توسط مونتاژگر

داري در شود منجر به افزایش معنیمناسب وقتی به پروتئین ترجمه می

تعداد شود و هاي اطلاعاتی میدست آمده در پایگاهتعداد رکوردهاي به

هاي مهم امکان شناسایی مسیرهاي بیوسنتزي متابولیتن ژیونی بیشتر

 فاصله فاقد Trinity در شده مونتاژ هايژنیونیکند. بیشتري را فراهم می

 وسیلههاي مونتاژ شده بژنیونی برابر دو حدود آن میانگین وبوده 

SOAPdenovo طور کلی انتخاب ابزار و پارامترهاي مناسب براي . بهبود

مونتاژ ترانسکریپتوم بدون درك کاملی از عملکرد ابزارهاي مختلف و 

هاي مختلف  افزار نرمها کار مشکلی است. با مقایسه عملکرد تنظیمات آن

ها هایی در زمینه استفاده از آنتوان توصیهبر روي موجودات مختلف می

  تر را انتخاب کرد.مناسب افزار نرمارائه داد و 
  

، Trinityژن، زعفران، ترانسکریپتوم، مونتاژ، یونی کلیدي: هايواژه
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Saffron (Crocus sativus L.), is the most valuable and 

popular spice in the word. It is a triploid species of the 

Iridaceae family. Its long, red, and aromatic stigma 

distinguishes this species from others in its family. With the 

rapid advances in next generation sequencing technology, 

RNA sequencing has risen as a cost-effective and powerful 

method for transcriptome study. De novo assembly of 

transcripts provides main solution to transcriptome analysis 

for organisms without reference genome. Precise sequencing 
and assembly of transcriptome reliable data are necessary for 

the downstream analysis. Accordingly, this work was analyzed 

by two of the most popular software's Trinity and 

SOAPdenovo for saffron stigma transcriptome to study the 

effective programs for transcriptome assembly. The results 

showed that the mean sequence length and the number of 

unigenes obtained by Trinity were more than SOAPdenovo 

(Trinity: 689, SOAPdenovo: 624). Translation of the better 

results produced by the appropriate assembler to protein led to 

a significant increase in the number of its records obtained at 

databases.  Furthermore, these unigenes might help to identify 

more metabolite pathways. Assembled unigenes by Trinity 

had no lacking distance and were about twice the unigenes 

assembled by SOAPdenovo. As a general conclusion, it seems 

that selection of an appropriate software and its parameters is 

not easy without comprehension understanding of different 

software operation and their setting. Thus, comparison of the 

different softwares efficiency on the different organisms could 

provide some practical suggestions and choose an appropriate 

software. 

 
 
Keywords: Saffron, Transcriptome, Assembly, Unigenes, 
Trinity, SOAPdenovo 

  

  

 هايافزار نرمبا استفاده از  (.Crocus sativus L)تجزیه ترانسکریپتوم کلاله زعفران زراعی 

SOAPdenovo   وTrinity  
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 مقدمه

 و ارزشمندترین )،.Crocus sativus L( زعفران

 از تریپلوئید ايگونه جهانی، ادویه ترینمحبوب

 هاي کلاله با گونه این باشد.می Iridaceae خانواده

 خانواده این هاي گونه سایر از معطر، و بلند قرمز،

 نظر از گیاه این که شده موجب و است متمایز

 Fernández and)یردگ قرار توجه مورد نیز اقتصادي

Pandalai, 2004). ایرانهاي گذشته طی سال در 

 و زیرکشت سطح هکتار هزار 74 حدود داشتن با

تن زعفران در سال بزرگترین تولیدکننده و  254 تولید

 تا 85 از بیش و است جهان در زعفران کنندهصادر

 ایران به گرانبها محصول این جهانی تولید درصد 90

 زعفران تن 8 بر بالغ 1392 سال در دارد. اختصاص

 است شده صادر کشور از دلار میلیون 200 ارزش به

میزان تولید زعفران در ایران در  .)1392 نام،(بی

 1مقایسه با سایر کشورهاي تولید کننده آن در جدول 

  نشان داده شده است.
  

 زعفران سالانه تولید نسبت مقایسه -1 جدول

)Fernández, 2007(  

  تن 254  ایران

  تن 25  اسپانیا

  تن 10-8  هندوستان

  تن 8  یونان

  تن 3  مراکش

  کیلوگرم 600  ایتالیا

  کیلوگرم 10  ترکیه
  

که  است داده نشان مختلف هاي پژوهشنتایج 

 نشاط از جمله توجهی قابل دارویی خواص زعفران

 ايرب فشار خون ، کاهش چربی وبخشی آرام ي،آور

 عمده خواص .(Wani et al., 2011) اردد انسان

سه متابولیت  وجود دلیل به و آن کلاله در گیاه این

و  2، پیکروکروسین1در آن شامل کروسینمهم موجود 

                                                                     
1. Crocin 
2. Picrocrocin 

 ترتیب به متابولیت سه این باشد.می 3سافرانال

 وجود با باشند.می زعفران بوي و مزه رنگ، مسئول

 با و مهم ادویه این فراوان دارویی و اقتصادي اهمیت

-پایگاه در آن مورد در اندکی ژنومی اطلاعات ارزش،

 هايپروتئین تعداد دارد. وجود اطلاعاتی هاي

 آن وحشی هايگونه انواع و زعفران از شده شناسایی

 هايپایگاه در موجود هايEST تعداد و 1571

 6768تعداد  Crocus sativus گونه براي اطلاعاتی

 لزوم و گیاه این اهمیت به توجه با باشد. می عدد

 مهم هايمتابولیت بیوسنتز مسیرهاي دقیق بررسی

 تردقیق اطلاعات به دستیابی  که رسد می نظر به آن

  باشد.می ضروري ترانسکریپتومی و ژنومی ترکامل و

 یا هاکریپت ترانس از کامل سري به ،ترانسکریپتوم

 مرحله یک، سلول یک در شده رونویسی هايتوالی

 شرایط یک تحت یا و نمو و رشد از خاص

 ,.Cahais et al) شودمی گفته خاص فیزیولوژیک

 عملکرد تفسیر براي ترانسکریپتوم آنالیز .(2012

 ملکولی اصلی اجزاء سازي آشکار و ژنومی عناصر

این اساس بر  است. ضروري ها بافت و ها سلول

 یک EST یابیتوالی یا کریپتوم ترانس ارزیابی

 در اطلاعاتی آوردن بدست براي مناسب رویکرد

 غیر موجودات براي ژنومی عملکردي سطوح زمینه

  .(Liu et al., 2013) باشد می مدل

 عنوان به ترنسکریپتوم آنالیز اخیر، هايسال در

 مطرح بیولوژیک مطالعات در بنیادي مراحل از یکی

 آنالیز براي مختلفی هايروش است. شده

 توان:می جمله آن از که دارد، وجود ترانسکریپتوم

اي پلیمراز ، واکنش زنجیرهبلات نورترن

 ، ریزآرایه(RT-PCR) برداري معکوس رونوشت

(Microarray) نام سنتی هايیابی به روش و توالی 

 .(Morozova and Ma Marra, 2008) برد

 مشکلات و هاسختی شده ذکر هايروش از هریک

 به توان می جمله آن از دارند، را خود به مربوط

                                                                     
3. Safranal 
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 کارایی بلات، نورترن در رادیواکتیو مواد از استفاده

اي پلیمراز زنجیره واکنش روش در پایین

 هايرونوشت شناسایی عدم معکوس، برداري رونوشت

ینه، زمان و پیچیدگی هز و ریزآرایه توسط جدید

 مقابل در. کرد اشاره سنتی یابیبالاي توالی

 در یابیتوالی جدید نسلهاي سنتی ذکر شده،  روش

 دوم نسل شد. مطرح انسان ژنوم یابیتوالی پروژه طی

 بالاي پوشش کردن فراهم منظور به یابی،توالی

 و 2پذیري در حد تک تک جفت بازهاتفکیک ،1ژنومی

 ،)سنگر یابیتوالی( یابیتوالی اول نسل معایب رفع

براي آنالیز اطلاعات  با کارایی بالا روشیک 

 مقایسه در یابینسل جدید توالی است. کریپتومترانس

 کوتاه شده یابیتوالی قطعات ،٣(سنگر) سنتی روش با

 هزینه کاهش به منجر که کنندمی تولید زیادي بسیار

 شودمی آزمایشگاهی هايپیچیدگی و یابیتوالی

(Morozova et al., 2009) .مختلفی هايدستگاه 

-شده کاربردهیابی معرفی و ب توالی دوم نسل براي نیز

 Wu et( 4آنالیزر ژنوم به توانمی جمله آن از که اند

al., 2010 (20005 هایسک و )Xu et al., 2012( 

از شرکت  7اف.ال.ایکس -جی.اس ،6ایلومینا شرکت از

 یابیتوالیاشاره کرد. ) Bai et al., 2011( 8روشه

در کنار  جدید هاي فناوري از استفاده با ترنسکریپتوم

 کارآمد، منابع فراوان و مناسبی 9یک روش گردآوري

 کندمی فراهم ژن بیان پروفایل مطالعه براي

)Morozova and MA Marra, 2008(. در 

 اطلاعاتی هايپایگاه از زیادي تعداد ،اخیر هاي سال

EST دسترس در مدل غیر و مدل موجودات براي 

 این در زعفران مثل گیاهانی سهم اما اند،گرفته قرار

                                                                     
1. Deep coverage 
2. Single base-pair resolution 
3. Sanger sequencing 
4. Genome analyzer 
5. HiSeqTM2000 
6. Illumina 
7. GS-FLX 
8. Roche 
9. Assembly 

 هايپیشرفتبه  توجه با است. اندك نسبتاٌ ها پایگاه

 ابزار بهاین تکنولوژي  NGS درتکنولوژي سریع

 شده تبدیل ترانسکریپتوم مطالعات در قدرتمندي

 متفاوتی هايافزار نرم .)Zhao et al., 2011( است

 خام یابیتوالی از حاصل هايقرائت مونتاژ براي

 روي بر هاقرائت همردیفی بوسیله که اندشده معرفی

 انجام را آن بیان میزان و ژن شناسایی، رفرنس ژنوم

 رفرنس ژنوم اما ،)Duan et al., 2012دادند (می

 یا و بزرگ ژنوم با گیاهانی ویژهبه گیاهان همه براي

 نیست. دسترس در گیاهی) هاي(ژنوم پلوئیدپلی

 خام هايقرائت de novo مونتاژ تئوري از استفاده

 را امکان این ترانسکریپتوم، به )10مجدد(گردآوري 

 کامل توالی که کرده ایجاد محققین براي

 بیان هايژن تمام کنند، بازسازي را ترانسکریپتوم

 بنديدسته و شناسایی را خاصی مرحله در شونده

 و کنند تفکیک هم از را مختلف هايایزوفرم کنند،

 رغم. علیبگیرند اندازه را هاترانسکریپت بیان میزان

 را هاییبحث de novo مونتاژ از استفاده، مزایا این

 در که را شرایطی باید مونتاژگر و است داشته همراه

 نبودنونتاژ ژنوم وجود ندارد، حل کند. یکسان م مورد

 آنالیز زمان در مختلف هايترانسکریپت براي بیان

 ژن، یک مختلف هايایزوفورم بیان ترانسکریپتوم،

 هايدشواري بر پوشانهم نواحی بدون ژن یک بیان

 با ).Zhao et al.,2011( افزایدمی مونتاژ روش این

 یابیتوالی روش اهمیتعلاوه بر  موارد، این به توجه

 ترانسکریپتوم، یابیتوالی در استفاده مورد تکنولوژي و

 (مونتاژ) گردآوري در استفاده مورد هايافزار نرم

 برخوردار بالایی اهمیت از شده ایجاد هايقرائت

 براي متعددي هايافزار نرم، اخیر دهه درهستند. 

 به توانمی آنها میان از که اندشده معرفی مونتاژ

SOAPdenovo )Li et al., 2010(، trans-ABySS 

(Simpson et al., 2009)، Oases (Schulz et 

                                                                     
10. de novo Assembly 
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al., 2012) و Trinity (Grabherr et al., 2011) 

 Velvet نسخه از Oases افزار نرم کرد. اشاره

)Zerbino and Birney, 2008 (و شده طراحی آن 

 ترانسکریپتوم هايداده براي اختصاصاً Trinity مثل

 ،trans-ABySS هايافزار نرم است. شده ساخته

SOAPdenovo و Velvet ژنوم مونتاژ براي 

، شده معرفی هايافزار نرم میان در شدند. ساخته

Trinity و SOAPdenovo نتایج مونتاژ براي 

اند، و به همین شده استفاده بیشتر ایلومینا دستگاه

استفاده  افزار نرمدلیل در مطالعه حاضر نیز از این دو 

 گسترده طور به SOAPdenovo افزار نرم .شده است

 که حالی در ،طالعات مختلف استفاده شده استم در

 برو  شد معرفی 2012 سال در Trinity افزار نرم

 هايقرائت مونتاژ براي که هاییافزار نرم سایر خلاف

 اختصاصی طور به شوند،می استفادهژنومی  کوتاه

الیز ترانسکریپتوم طراحی شده است آن براي

)(Grabherr et al., 2011 .هايتفاوت به توجه با 

 هايروش و هاافزار نرم ژنوم، به نسبت ترانسکریپتوم

 هايداده آنالیز براي که مجددي گردآوري

ها و افزار نرم با شوندمی استفاده ترنسکریپتوم

 متفاوت ژنوم هايداده آنالیز براي موجود هاي روش

ویژه در موجوداتی با به RNAیابی در توالی هستند.

حداقل اطلاعات ژنتیکی بزرگترین چالش در این 

 در که هاییتلاش بیشتر وجود این باباشد. زمینه می

 در تغییراتی اساس بر شده انجام زمینه این

 گردآوري براي موجودهاي افزار نرم هاي فناوري

   است. بوده ژنوم مجدد

 هايقرائت مونتاژ براي استفاده مورد هايافزار نرم

 استفاده مختلف الگوریتم دو از یابیتوالی از حاصل

 .de bruijn graph و overlap graph کنند:می

 سنگر هايتوالی قرائت براي که مونتاژگرهایی اکثر

 ,.Zeng et al( هستند اول نوع از شدند استفاده

 پوشان هم هايجفت همه هاافزار نرم این در .)2013

 روش این در و شوندمی داده نشان نمودار صورت به

 نمودار انهزار نیز ساده موجودات مورد در حتی

 دیگر معایب از دارد. زیادي حجم که شودمی کشیده

 هاقرائت تعداد افزایش با که است این مونتاژگرها این

 و رود،می بالا آنها اشتباه میزان و کنندنمی کار خوب

 جدید نسل مونتاژگرهاي اکثر دلیل همین به

 )de bruijn graph( دوم الگوریتم از یابی توالی

 طریق از مونتاژ روش این در کنند.می استفاده

 k-mer که کوچکتر؛ هايتوالی به توالی شکستن

 روش این در شود.می انجام شود؛می نامیده

  بین اصلی خام هايقرائت جاي به را پوشانی هم

k-mer شده استفاده افزار نرم دو هر گیرند.می نظر در 

 de bruijn graph الگوریتم از مطالعه این براي

  کنند.می استفاده

 کارایی بررسی هدف با حاضر پژوهش 

 انتخاب و SOAPdenovo و Trinity هايافزار نرم

 ترانسکریپتوم هايقرائت مونتاژ براي مناسب مونتاژگر

 از ،تحقیق این براي است.شده انجام زعفران کلاله

 کلاله نمو و رشد آخر مرحله در زراعی زعفران کلاله

 دهش بردارينمونه ماهآبان اواسط در رنگ)، (قرمز آن

 تکنولوژي از استفاده با استخراج از پس آن RNA و

 (Illumina paired-end) اایلومین طرفه دو یابیتوالی

 از حاصل نتایج .است شده بررسی سپس و یابیتوالی

 گردآوري براي خام هايقرائت صورت به یابیتوالی

 در و شد استفاده مذکور افزرا نرم دو توسط مجدد

 بررسی و مقایسه افزار نرم دو این مونتاژ نتایج نهایت

 بررسی اولین ،پژوهش این ما، اطلاعات برطبق شد.

-توالی مجدد گردآوري و زعفران ترانسکریپتوم کامل

 و یابیتوالی استراتژي از استفاده با خام هاي

  .باشدمی افزار نرم با مجدد گردآوري

  

  هاروش و مواد

 RNA استخراج و گیاهی مواد

 هايافزار نرم کارایی بررسی براي مطالعه این در

 کلاله از ،زعفران ترانسکریپتوم آنالیز در مونتاژگر

 زعفران ترینمرغوب عنوان (به قائن زراعی زعفران

 در زعفران) مهم ثانویه هايمتابولیت نظر از ایرانی
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 استفاده رنگ)، (قرمز آن کلاله نمو و رشد آخر مرحله

 1390سال  ماهآبان اوایل در بردارينمونه .است هشد

 شده کشت قائن زعفران از زعفران گلدهی زمان در و

 بیوتکنولوژي پژوهشکده تحقیقاتی مزرعه در

 .دش انجام کرج آبادکمال در واقع ایران کشاورزي

 مایع ازت در بلافاصله هاکلاله برداري،نمونه از پس

 زمان تا آزمایشگاه به انتقال از پس و شدند داده قرار

 شدند. نگهداري -  ºC80 دماي در RNA استخراج

 )TRIZOL )invitrogen روش با RNA استخراج

 DNaseI با تیمار ،RNA استخراج از پس شد. انجام

 و کیفیت د.ش انجام دقیقه 30 براي º C37 دماي در

 و %1 آگارز ژل توسط شده استخراج RNA کمیت

 کیفیت و کمیت تاٌیید از پس شد. بررسی 1پنانودرا

RNA، کروگرمما (یک ماکروگرم 30 مناسب مقدار 

   شد. استفاده یابیتوالی براي میکرولیتر) در

 وسیله به یابیتوالی و  cDNAکتابخانه ساخت

  Illumina HiSeq™ 2000 فناوري

 هاي mRNA جداسازي براي یابی،توالی در

 زمان در .شد استفاده Oligo (dT) از آپلی دم داراي

 به کنندهتجزیه بافر توسط هاcDNA، mRNA سنتز

 شدند. شکسته نوکلئوتیدي 200- 700 کوچک قطعات

 اول رشته سنتز براي الگو عنوان به قطعات این

cDNA تصادفی هگزامرهاي توسط )N6( آنزیم و 

 دومین .شد استفاده سنتز 2معکوس ترانسکریپتاز

 آنزیم و RNase H از استفاده با  cDNAرشته

DNA پلیمراز I کوچک قطعات این شد. ساخته 

cDNA افزودن منظور به و شده سازيخالص 

EB بافر درون آ پلی زنجیره
 این سپس شدند. حل 3

 شده متصل یابیتوالی آداپتورهاي به کوچک قطعات

 به مناسب قطعات ،آگارز ژل الکتروفورز از بعد و

 ند.شد انتخاب پی.سی.آر در تکثیر براي الگو عنوان

                                                                     
1. NanoDrop 
2. Reverse Transcriptase 
3. Elusion Buffer 

 توسط آمده بدست سی.دي.ان.آ کتابخانه نهایت، در

 از استفاده با Illumina HiSeq™ 2000 دستگاه

 کمپانی دستورالعمل طبق Paired-end فناوري

   .شد یابیتوالی

  یابیتوالی نتایج آنالیز

 Illumina یاب توالی دستگاه از حاصل نتایج

HiSeq™ 2000 بنابراین باشد. می عکس بصورت 

 تبدیل آمده بدست هاي داده آنالیز در مرحله اولین

 باز فراخوانی طریق از که است توالی به ها عکس این

 نامیده 4خام قرائت آمده بدست هاي توالی شد. انجام

 این در اند. شده ذخیره 5فستکیو قالب در که شوند می

 خطوط شود. می شروع @ یک با خام قرائت هر قالب

 توسط که دهد می نشان را توالی نام سوم و اول

 شامل دوم خط است. شده ایجاد یاب توالی دستگاه

 چهارم خط و است آمده بدست خام قرائت توالی

 قرائت نوکلئوتیدهاي کیفیت بیانگر که هستند حروفی

 خط از حرف هر واقع در باشند. می توالی هر در شده

 ارزش است. دوم خط بازهاي از یکی به مربوط چهارم

 خام داده دارد. قرار 2-35 دامنه در یابی توالی کیفی

 در تواند می که است 6نامطلوبی هاي قرائت حاوي

 باشد. داشته منفی اثر بعدي بیوانفورماتیکی آنالیزهاي

 شامل که نامطلوب هاي قرائت این است لازم بنابراین

 خود، طول %5 از بیش که هایی قرائت آداپتورها،

 کیفیت با هاي قرائت و دارند ناشناخته نوکلئوتیدهاي

 با ماندهباقی هايتوالی شوند. حذف هستند، پائین

 ها)،توالی کیفیت سنجش براي (معیاري Q20 معیار

 براي مناسب کیفیت با خام هايتوالی و شده سنجیده

 Trinity هايافزار نرم از شدند. استفاده مونتاژ

)trinityrnaseq.sourceforge.net( و 

SOAPdenovo )soap.genomics.org( براي 

 با کار نحوه شدند. استفاده خام هايقرائت این مونتاژ

                                                                     
4. Raw Read 
5. Fastq 
6. Dirty Read 
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 فایل و ١خطی فرمان صورت به افزار نرم دو هر

 به خام هايقرائت باشد.می فستکیو فرمت به ورودي

  پارامترها با افزار نرم دو توسط de novo صورت

(k-mer) ٢(رم مشابهی کامپیوتر سیستم شرایط و 

G32، ٣یوپیسی  Core i82/3 سیستم و 

) مونتاژ شدند. در  Linux SUSE v12عامل

 de Bruijnیابی که از الگوریتم هاي توالیافزار نرم

 به که باشد.می پارامتر مهمترین K کنند،می استفاده

 دستگاه توسط مونتاژ براي شده خرد قطعات اندازه

 Kتکرارهاي با اندازه بزرگتر از  شود.می گفته

نمودارها را به هم ریخته و باعث خرد شدن در 

تر انتخاب تر و یا بزرگشوند. کوچکمی 4هاکانتیگ

بر  Kدر عمل مزایا و معایبی دارد، در نهایت  kکردن 

هاي داده اساس تجربیات و مشاهدات قبلی با سري

 ,Chikhi and Medvedevشود (مشابه انتخاب می

 اجرا k-mer تک یک اساس بر افزار نرم هر). 2013

 صورت به k یک فقط Trinity در شوند.می

 و ):25k( دارد وجود دستگاه اجراي براي زمینه پیش

 را k تعداد SOAPdenovo در اما نیست، تغییر قابل

 نتایج و 5داد تغییر توانمی نتیجه بهترین کسب براي

 در خروجی کرد. مقایسه هم با را آمده بدست

SOAPdenovo تولید: و مونتاژ مرحله سه اساس بر 

 حالیکه در باشدمی 7ژنو یونی 6اسکفولد کانتیگ،

 شامل: و داشته کمتر مرحله یک Trinity درخروجی

 SOAPdenovo در باشد.می ژنیونی و کانتیگ

 Trinity در اما شودمی دیده هاتوالی در ٨خالی جاي

 دلیلبه مسئله این که ندارند خالی جاي هاتوالی

 افزار نرم دو این در استفاده مورد متفاوت الگوریتم

                                                                     
1. Command line 
2. RAM 
3. CPU 
4. Contig 
5. Multiple K 
6. Scaffold  
7. Unigene 
8. Gap 

 به مسقل افزار نرم سه از Trinity افزار نرم باشد.می

 به Butterfly و Inchworm، Chrysalis هاينام

 استفاده خام هايقرائت مونتاژ براي متناوب صورت

 در که را هاییقرائت ابتدا ،افزار نرم دو هر کند.می

 تا کندمی ترکیب دارند همپوشانی مشخصی طول

 نامیده کانتیگ قطعات این که بسازد بزرگتري قطعات

 هاکانتیگ روي مجدداً هاقرائت سپس شوند.می

 از که شوند ساخته هاییژنیونی تا شوندمی برگردانده

 هاقرائت بودن طرفه دو شوند. برزگتر نتوانند طرف دو

 رونوشت یک به مرتبط هاي کانتیگ شناسایی امکان

 با کند.می فراهم را هاکانتیگ بین فاصله همچنین و

 هم به را هاکانتیگ افزار نرم اطلاعات، این به توجه

 هیچ از که کندمی ایجاد هاییتوالی و کرده متصل

 هاتوالی این نیستند، گسترش قابل انتها دو از یک

 به دستگاه دو هر خروجی شوند.می نامیده ٩یونیژن

 اکسل فایل به که باشدمی ١٠اي فست فایل صورت

 کار به آماري محاسبات براي و شده داده انتقال

ژن مونتاژ شده، میانگین طول آنها، رود. تعداد یونی می

50N هاي با کیفیت پایین و تعداد ژن، درصد یونی

 افزار نرم) در دو ≤kb1هاي با اندازه بلند (ژنیونی

  اند.بررسی و مقایسه شده

 به افزار نرم دو هر توسط آمده دستهاي بژنیونی

 NCBIاطلاعاتی  پایگاه در جداگانه صورت

BLASTx (Nr) )www.ncbi.nlm.nih.gov(،  و

 ,.Conesa et alبررسی شد ( Blast2GO  افزار نرم

به صورت  NCBI). نتایج بررسی در پایگاه 2005

Similarity  وe-Value  6(حد آستانه-
e1  براي

انتخاب  NCBIهاي موجود در پایگاه تشابه با توالی

بررسی و مقایسه شد. علاوه  افزار نرمشد) براي هر دو 

 دو این مونتاژ نتایج کارایی بررسی برايبر آن 

 ١١بیان سلول در همیشه که ییهاژن، افزار نرم

                                                                     
9. Unigene 
10. Faft A 
11. Housekeeping genes 
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 دو هر از آمده دستبه هايژنیونی در شوند می

 هايتوالی با شباهت درصد نظر از و شناسایی افزار نرم

هم مقایسه  با اطلاعاتی هايپایگاه در موجودمشابه 

  .شدند

  

  بحث و نتایج

 بررسی براي یابیتوالی جدید نسل از استفاده

ترانسکریپتوم موجودات زنده مدل و غیرمدل از 

پس از تجاري شدن  2006و  2005هاي  سال

 Illuminaهاي مختلف مثل هاي شرکتدستگاه

/ABI/ SOLiD ،Science Roch/454Life  و

Solexa  زیادي تعداد کنون تا و است شده آغاز 

 فناوري این از استفاده با مدل غیر و مدل موجود

 یابیتوالی از حاصل هايداده آنالیز اند.شده یابیتوالی

 یا ژنوم وجود عدم یا وجودبر اساس  ترنسکریپتوم

ه مورد بررسی، زند موجود براي مرجع ترنسکریپتوم

 ترنسکریپتوم هايداده آنالیزمتفاوت خواهد بود. براي 

 وجود هاآن براي مرجعی ژنوم که ايزنده موجودات

 گردآوري روش ازاند  نشده تکمیل هنوز یا ندارد

 افزار نرم دو از مطالعه این در. شودمی استفاده مجدد

Trinity و SOAPdenovo هايقرائت مونتاژ براي 

 فناوري توسط زعفران کلاله شده یابیتوالی خام

Illumina HiSeq™ 2000 دو این شد. استفاده 

 de novo مونتاژ در افزار نرم ترینرایجهاي افزار نرم

 یکسان شرایط با کامپیوتر با افزار نرم دو هر هستند.

 520،761،686،4 تعداد  نهایت در شدند. اجرا

 bp90 طول به خام قرائت 128،075،52 و نوکلئوتید

 یابیتوالی این در GC درصد .)1(جدول  آمد بدست

ها نشان داد نتایج مونتاژ داده ).2 (جدولبود  22/44%

 از بیشتري حجم مونتاژ براي کلی طورکه ب

هاي خام در موجودات با ترانسکریپتوم بزرگتر  قرائت

به حافظه بیشتري نیاز است، در  افزار نرمدر هر دو 

مطالعات پیشین نیز نتیجه مشابهی بدست آمده بود 

(Zhao et al., 2011) .طول زمان مورد نیاز  مقایسه

 در که داد اننش افزار نرم دو اینبراي مونتاژ در 

 Trinity اجراي براي لازم زمان، یکسان شرایط

 باشدمی SOAPdenovo از بیشتر برابر 20 حداقل

که دلیل بالاتر بودن زمان طولانی بودن مرحله اول 

باشد که نصف بیشتر ) میInchworm( افزار نرمکار 

بیشتر  زمان مدت .دهد زمان را به خود اختصاص می

 Tirnityآنالیز و بدست آمدن نتایج در  براي نیاز مورد

و  Zhaoدیگر در مطالعه  افزار نرمنسبت به چندین 

  .)Zhao et al., 2011همکاران تایید شده بود (

  

یابی کلاله زعفران زراعی توسط نتایج توالی -2جدول 

  Illumina HiSeq™ 2000 فناوري

 52075128 هاتعداد کل قرائت

 nt( 4686761520تعداد کل نوکلئوتیدها (

 90bp هامیانگین قرائت

 GC 44.22%درصد 

 Q20 99.67%درصد 

  

 افزار نرم دو توسط شده مونتاژ هاژنیونی مقایسه

  مطالعه مورد

 بهآنها  نهایی خروجی، افزار نرم دو مقایسه براي

 این در k تعداد ژن با هم مقایسه شد.یونی صورت

 داده قرار 25 زمینهپیش صورت به Trinity افزار نرم

را  kکه قابلیت تغییر  SOAPdenovo براي اما شد،

 و شد اجرا افزار نرم مختلف k سه تعداد بادارد مونتاژ 

مقایسه  Trinity نتایج با آمده دستبه نتایج بهترین

  .)2شد (جدول 

 حدود Trinity توسط شده مونتاژ ژنیونی تعداد

 طول بررسی .بود SOAPdenovo از بیشتر برابر دو

 دو توسط شده مونتاژ هايژنیونی و هاکانتیگ

 و هاکانتیگ طول میانگین که داد نشان افزار نرم

 در و 689 و 608 ترتیب به Trinity در هاژنیونی

SOAPdenvoباشدمی 624 و 604 ترتیب به 

هاي ). بین وجود رکورد در پایگاه2و جدول  1(شکل

مونتاژ شده ارتباط هاي ژناطلاعاتی و طول یونی

هاي بلندتر امکان ژن مثبتی و جود دارد و در یونی
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هاي اطلاعاتی مشابه بیشتري در پایگاه وجود توالی

ها و ژندارند. علاوه بر آن بین طول یونی

ها رابطه عکس هاي مونتاژ شده و تعداد آن کانتیگ

). بیشتر بودن میانگین طول 1وجود دارد (شکل 

نسبت به  Trinityژ شده توسط هاي مونتاتوالی

SOAPdenovo  در گیاه بامبو نیز گزارش شده بود

)Liu et al., 2012(. هاي بالاي ژنتعداد یونیkb1 ،

ژن مونتاژ شده و ترین یونی ترین و کوچک طول بزرگ

ژن منحصر به فرد مونتاژ شده توسط هر تعداد یونی

  اند.مقایسه شده 2در جدول  افزار نرمدو 

  

  SOAPdenovoو  Trinity افزار نرمهاي مونتاژ دو مقایسه ویژگی -2جدول 

SOAPdenovo Trinity  

 هاژنتعداد یونی 118075 68723

 کل بازها 4686761520 4686761520

 میانگین طول ترانسکریپت 689 624
875 951 N50 

 )≤kb1( هاژنتعداد یونی 245 285

 GCدرصد  42.2  42.2

  )bpژن (طول بزرگترین یونی  7696  7541

  )bpژن (طول کوچکترین یونی 201  226

  هاي اطلاعاتیژن با تفسیر در پایگاهتعداد یونی 66171  20822

  هاي منحصر به فردژنتعداد یونی  3154  1725

  

  
. در هر دو مورد SOAPdenovoو  Trinityهاي (شکل پایین) مونتاژ شده توسط ژنها (شکل بالا) و یونیمقایسه طول کانتیگ - 1 شکل

  شود.ها کمتر میها تعداد آنژن بدست آمده و طول آن وجود دارد و با افزایش طول کانتیگها و یونیارتباط منفی بین تعداد کانتیگ
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

مورد  افزار نرم دو از آمده دستبه هايژنیونی

 اطلاعاتی پایگاه در تفسیر و شناسایی برايمطالعه 

BLAST (Nr)، و %56 )66171( که داد نشان 

 توسط شده مونتاژ هايتوالی از 30% )20822(
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Trinity و SOAPdenovo در رکورد داراي 

هاي اطلاعاتی هستند. همچنین، تعداد  پایگاه

هاي منحصر به فرد شناسایی شده در ژن یونی

Trinity  بیشتر ازSOAPdenovo  2(جدولبود( .

نتایج مونتاژ بهتر توسط مونتاژگر مناسب وقتی به 

داري شود منجر به افزایش معنیپروتئین ترجمه می

هاي دست آمده در پایگاهدر تعداد رکوردهاي به

شود و علاوه بر آن با افزایش تعداد  اطلاعاتی می

ها امکان دارد که ها تعداد بیشتري از آنژنونیی

هاي اطلاعاتی باشند.  تعداد داراي رکورد در پایگاه

 Trinity توسط شده مونتاژ هاي توالی از بیشتري

 در شده ثبت هايتوالی با درصد 80 بالاي شباهت

NCBI ژن منحصر به فرد . که این تعداد یونیدارند

در شناخت کامل مسیرهاي  Trinityمونتاژ شده در 

هاي مهم ممکن است کمک نمایند بیوسنتز متابولیت

)Shi et al., 2011.(  

 نشان زعفران هايژنیونی تفسیر نتایج مقایسه

، 1داد که (در هر دو مونتاژگر) به ترتیب انگور قرمز

 بیشترین میزان رکورد مشابه با 3ودرخت صنوبر 2سویا

 نظر از هايتوالی مقایسه. دارد را زعفران هايتوالی

e-Value شده مونتاژ هايتوالی از %55 داد نشان 

 e-Value داراي SOAPdenvo و Trinity توسط

 مقایسه نتایج). 2(شکل باشندمی e 1-40بالاي

 در شده ثبت هايتوالی با هاتوالی شباهت میزان

 در که داد نشان) NCBI( اطلاعاتی هايپایگاه

 25806 تعداد Trinity توسط شده مونتاژ هايتوالی

 درصد، 100 تا 80 بین شباهتی هاتوالی از %)39(

 با درصد 80 تا 40 بین شباهتی %)51( 33747 تعداد

 در د.دارن اطلاعاتی هايپایگاه در موجود هايتوالی

 تعداد SOAPdenovo توسط شده مونتاژ هايتوالی

 100تا 80بین شباهتی هاتوالی از %)30( 20610

 بین شباهتی هاتوالی از %)64( 44669 تعداد و درصد،

                                                                     
1. Vitis vinifera 
2. Glycine max 
3. Populus trichocarpa 

 در موجود شده ثبت هايتوالی با درصد 80تا 40

همانطور که  .)2(شکلهاي اطلاعاتی داشتند پایگاه

در شکل نیز مشخص است درصد بالاتري از 

شباهت بیشتري با  Trinityهاي مونتاژ شده با  توالی

  اطلاعاتی دارند.هاي هاي موجود در پایگاهتوالی

 Tirnity در شده مونتاژ هايتوالی طول میانگین

 تعداد و باشدمی SOAPdenovo از بلندتر

 برابر دو آن با شده مونتاژ هاي ژن یونی

SOAPdenovo ها ژن، تفسیر یونیباشدمی

ها  سیر علمکردي آنتف و بیان از مهمی اطلاعات

امکان  ژنیونیکند و تولید تعداد بیشتري  فراهم می

هاي بیشتري در مسیرهاي مهم شناسایی ژن

 نتایج اینکند. شناسایی نشده در زعفران را فراهم می

 گیاهان روي افزار نرم دو این توسط مشابه بررسی با

  .Cahais et al., 2012)( دارد مطابقت دیگر

دار مونتاژ شده توسط هاي خانهنتایج بررسی ژن

 بیشتر تعداد ودوج با کهنشان داد  افزار نرمدو 

 دردار هاي خانهژن به مربوط شده مونتاژ هايژن یونی

 از %)41( کمتري درصد اما، SOAPdenvo نتایج

 در مشابه هايتوالی ORF با کامل شباهت هاآن

 درصد این که حالی در داشتند اطلاعاتی هايپایگاه

هاي ژن(تعداد یونی %)74(بود  بالاتر Trinity براي

هاي ژنمیزان شباهت کامل/ تعداد کل یونیداراي 

هاي تعداد در واقع توالی ).3 (جدولدار) هاي خانهژن

 Trinityها در نتایج مونتاژ بیشتري از این ژن

ها در شباهت کاملی با توالی رفرنس این ژن

دار در هاي خانه هاي اطلاعاتی دارد. ژن پایگاه

ثابتی  موجودات مختلف توالی حفاظت شده و نسبتاً

هاي ژندارند، شباهت کامل تعداد بیشتري از یونی

تواند تاییدي بر ها میمونتاژ شده با توالی این ژن

هاي مورد افزار نرممناسب بودن نتایج گردآوري توسط 

  استفاده در این مطالعه باشد.
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در نتایج  e-Valueهاي بالا: مقایسه . شکلSOAPdenvoو  Trinity افزار نرمدر دو  Similarityو  e-Valueمقایسه  - 2شکل 

ها با ژنهاي پایین: مقایسه میزان شباهت (به درصد) یونی؛ شکل10- 5کمتر از  e-Valueهاي با ژنبراي یونی افزار نرمگردآوري دو 

  . NCBIهاي موجود در پایگاه توالی

  

  هاي اطلاعاتیهاي موجود در پایگاهژن هاي با بیان دائم در سلول از نظر درصد تشابه با توالیژن ORFمقایسه ناحیه  - 3جدول 

       Trinity         SOAPdenovo    

  نام ژن
  تعداد

 ها ژن یونی

ها  ژن تعداد یونی

 کامل ORF با

  تعداد

 ها ژن یونی

ها  ژن تعداد یونی

 کامل ORF با

actin 7 6 11 7 
histone 11 11 30 11 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2 1 4 1 
phosphofructokinase 4 3 11 1 
tubulin 19 12 22 13 
ubiquitin 3 3 25 10 

 (%41) 43 103 (%74)36 46 کل

  

 نیازمند واقعی هايداده تا توالی مونتاژ مرحله از

 است. نتایج بهترین تولید براي مناسبی هايالگوریتم

 براي ثابتی حل راه و الگوریتم یک حاضر حال در

طور کلی انتخاب ابزار و به ندارد. وجود هاداده همه

پارامترهاي مناسب براي مونتاژ ترانسکریپتوم بدون 

درك کاملی از عملکرد ابزارهاي مختلف و تنظیمات 

ها کار مشکلی است. با مقایسه عملکرد آن

هایی در زمینه استفاده از هاي مختلف توصیهافزار نرم

  توان ارائه داد. ها در گیاهان مختلف میآن
  

 سپاسگزاري

 نویسندگان مقاله از آقایان احمد موسوي و بابک

نژاد که در انجام آنالیزهاي مورد نیاز همکاري عارف

پژوهش  نماید. هزینهداشتند تشکر و قدردانی می

پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي ایران حاضر توسط 

  مین شده است.أت
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