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 هاي حاصل از توالي استفاده از داده با شناسي يهست يزي و آنالسرهمبند هايمقايسه برنامه
  ).Dracocephalum kotschyi Boiss( گياه ترنسكريپتوم زرين يابي

 *1منفرد سجاد رشيدي و 2، امين ابراهيمي1ناصر پورصلواتيعبدال

  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، گروه بيوتكنولوژي كشاورزي  1
  شاهرود، دانشگاه صنعتي شاهرود، گروه زراعت و اصلاح نباتات 2

 25/10/97 :تاريخ پذيرش  7/12/96 :تاريخ دريافت

 دهيچك

هزينه براي مطالعات در سطح  يابي نسل جديد امروزه اين تكنيك به ابزاري قدرتمند و كم در تكنولوژي توالي ي سريعپيشرفتها با
گيري  باعث شكل de novo به صورتيابي نسل جديد،  هاي حاصل از توالي ي دادهسرهمبند. ترنسكريپتوم تبديل شده است

با گسترش اين تكنولوژي و افزايش روز افزون . رديده استهاي فاقد ژنوم مرجع گ مسيري نوين در مطالعه و شناخت گونه
يابي ترنسكريپتوم به  هاي حاصل از توالي ي دادهسرهمبندافزار برتر براي  ي، انتخاب مسير و گزينش نرمسرهمبندافزارهاي  نرم

يابي  هاي حاصل از توالي هدر اين پژوهش براي اولين بار داد. آيد ميبه شمار  شناسان در اين زمينه عنوان چالشي براي زيست
به دو  Trinityو  Oases-velvet ،SOAPdenovo-Trans ،Trans-ABySSافزارهاي  گياه با استفاده از نرم ترنسكريپتوم زرين

افزار برتر در اين زمينه مورد ارزيابي  دستيابي به مسير مناسب و نرم به منظور  K=32و  K=25 متغيرصورت مختلف با استفاده از 
-Trans و Trinityبراساس معيارهاي متعددي مقايسه شده كه گوياي برتري  يسرهمبندنتايج حاصل از . و آناليز قرار گرفت

ABySS يزمختلف و آنال يرمهاايزوف يفراوان يبه منظور بررس يسرهمبند ينحاصل از بهتر يخروج ياندر پا باشد، يم 
اين ي ثانويه در متابوليتهاباتوجه به خواص دارويي و مقادير بالاي . قرار گرفت يابيمورد ارز) Gene Ontology( شناسي يهست
  .بود (Metabolic Process)ي متابوليتي فعاليتهامربوط به  ،هاي زيستيفرآيند در بخش مشاهده شده بيشترين فراواني گياه؛

 Trinity ,SOAPdenovo-Trans ,Oases-velvet ,Trans-ABySS ,Gene Ontology :كليدي واژه هاي

  rashidims@modares.ac.ir: پست الكترونيكي ، 02148292357: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
از مراحل  يكيپتوم به عنوان يز ترنسكرير آنالياخ يسالهادر 
ن منظور يا كه بهمطرح شده زيستي در مطالعات  ياديبن

،  (Northern blot)از جمله؛ نورترن بلات يمتعدد يروشها
  معكوس يمراز رونوشت برداريپل يره ايواكنش زنج
(RT-PCR)ها هيزآراي، ر(Microarray)  به  يابي يو توال

توجه به  و با )30(نام برد  مي توان را يسنت يروشها
  دينسل جد يابي يع در تواليسر يپيشرفتها

(Next-generation sequencing: NGS)ن مورد به ي، ا
 30( است ل شدهيپتوم تبديز ترنسكريقدرتمند در آنال يابزار

، امكان NGS ياز تكنولوژ امروزه با استفاده )46و 
در  ژنها از يا ار گستردهيبسف يط ييو شناسا يابي يتوال
 ياهيم گيده و عظيچيپ ژنومان يكوتاه و در م يمدت

 يمتعدد يافزارها نرمگر يد يازسو .)40(است  آمده فراهم
حاصل از  (Raw Read) خام يخوانشها يسرهمبند يبرا
ژنوم يبر رو خوانشها همرديفي به وسيله يابي يتوال

كه عمل   شده يمعرف  (Reference assembly)مرجع
، )11(دهند  يانجام م يافزار ط نرميژن را در مح ييشناسا

گونه مورد جمله  ها از از گونه ياريبس يمرجع برا اما ژنوم
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با . ستيدر دسترس ن )اهيگ نيزر(مطالعه در اين پژوهش 
 يروز و معرفه ب يافزارها از نرم يريگ ن وجود و با بهرهيا

 (Omics)»كيام«امكان مطالعه در سطوح  NGS يتكنيكها

، كه در )7( فراهم آمدهز ين يفاقد نقشه ژنوم يها گونه يبرا
  جاد كردهين امكان را اي، اde novo يسرهمبندن حالت يا

 يژنها و يبازساز موجود پتومياز ترنسكر يكامل يتا توال
 و ي، مقدار سنجييك بافت خاص شناسايشده در  انيب

  .)46( گردد يبند دسته

پتوم با استفاده از يترنسكرن يدر مطالعات نو تلاشهان ياول
ونگ و  به وسيله 2009در سال  RNA-Seq يها داده

در مطالعه  يانقلاب يهمكاران تحت عنوان ابزار
مربوط در  يافزارها نرم. )40(پتوم مطرح شد يترنسكر

 Deمختلف  تميالگور از دو يسرهمبندبراي روش،  نيا

Bruijn graph )45(  وOverlap layout-consensus )13( 
 Deتم يد از الگورينسل جد يافزارها در نرم. كنند يم يرويپ

Bruijn graph از  يسرهمبندن روش ياستفاده شده كه در ا
تر كه  كوچك يتواليهاه، به يق شكستن خوانش خام اوليطر

K-mer ان يم يافتن همپوشانيشوند انجام شده و  يده مينام
K-mer مورد نظر  يافزارها نرم .)14( رديگ يها صورت م

، )v2.4.0)( Trinity )41ن پژوهش شامل يا يبرا
SOAPdenovo-Trans (v1.03) )42( ،Oases-Velvet 

(v0.2.08) )37(  وTrans-ABySS (v1.5.5) )34(  بوده كه
كرده و با يرويپ De Bruijn graphتم ياز الگور يهمگ

 يافزارها و پارامترها ن دست نرميا يتوجه به گستردگ
 ينه برايافزار برتر و روش به مربوط؛ انتخاب نرم

 2012در سال . است يضرور يها امر داده يسرهمبند
 يعني يسرهمبندان سه ابزار مختلف يم ياسهيمقا

SOAPdenovo  ،Oases  وTrinity يخوانشها يبر رو 
افتن پوشش ي به منظورن يريش ينيب زميحاصل از س

 يبر رو نيهمچن. )38( تر انجام گرفتيقو يژنوم
ان يسه ميس، مقايتابيمگس سركه موجود در د يخوانشها

ج حاصل از يصورت گرفته و نتا يسرهمبند يافزارها نرم
سه يموجود مقان يا شده شناخته يژنها با يسرهمبند

 يها داده يسرهم بند يگر برايد يقيدر تحق. )46(د يگرد
از بار  نياول يبرا 454ستم يبا س يابي يحاصل از توال

استفاده شد  De Bruijn graphتم يبر الگور يمبتن يابزارها
سه يمقا يبراقات انجام شده ين همه در تحقيبا ا. )33(

موجودات مدل  يها معمول از داده به طورافزارها  نرم
 ن پژوهشياست كه ا ين در حالياستفاده شده و ا

و بر اساس  de novo به صورترا اه يگ نيزر يخوانشها
. گرفته است درنظر يسرهمبند يبرا Kر مختلف يمقاد

ي اين الگوريتمهاتوجه نمود كه نيز بايستي به اين نكته 
است و مقايسه آخرين ورژن  رساني به روزها درحال برنامه
مطلوب ضروري   ها براي به دست آوردن نتيجهبرنامه
  .نمايد مي

از  يكي Dracocephalum kotschyi ياه با نام علميگ نيزر
ران است كه در شمال، غرب و مركز يك ايندميا يها گونه

شناخته ز ين ييدنا هيبادرنجبوو با نام  )32(شده افت يران يا
 بالقوه، انقراض  خطر داد كم وبا توجه به تع. )31( شود يم

ش از ياه بين گيااصلاح و اهلي كردن ، ضرورت حفاظت
در اه يگ نيزر. )20 و 12( شود ياحساس م يهر زمان

قات يتحقو  مورد توجه بودهز ين يو داروساز يسنت طب
 و 36، 22، 21، 4( است آن صورت گرفته يرو يمتعدد

صورت  يكيوانفورماتيب يپژوهشهازان يم حال،  نيبا ا . )44
ار اندك بوده و يبس يياهان ارزشمند داروينه گيگرفته در زم

و  rRNA يك تواليبه جز  NCBI ياطلاعات  گواه بانكبه 
در  يت و پژوهشيگونه فعال چيه سه توالي كلروپلاستي،

صورت  اهيگ نيزر يبر رو يمولكول يزهايآنال يراستا
  .)48( است نگرفته

بالا و  كارآييبا  نينو يروشهااستفاده از اكنون با 
ل يتبد يبرا يكيوانفورماتيب يافزارها از نرم يريگ بهره
 )In silico )37 يزهايد و آناليخام به اطلاعات مف يها داده

 يبرااه نمود و ين گيهرچه بهتر ا يياقدام به شناسا مي توان
ن گام انتخاب ين هدف، اوليبه ا كارآمدو  مؤثر يابي دست

هدف از  .ستو دقت بالا كارآييافزار مناسب با  ابزار و نرم
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ن يموجود در ا يافزارها نرمن يمهمتر ين پژوهش بررسيا
 يبرا كارآمدقابل اعتماد و  يريمس به يابيدست نه ويزم

 يزهايآنال جهت  de novoبه صورت  خوانشها يسرهمبند
ن پژوهش يج حاصل از اينتا د استيام. باشد يم دست نييپا

در تحقيقات آتي ن يمحقق يگشا در موارد مشابه راه بتواند
  .دقرار گير

  روشهامواد و 
ن يدر ا :mRNAهاي گياهي و استخراج  آوري نمونه جمع

 يكوهها رشتهموجود در ارتفاعات  اهيگ نيزر، از پژوهش
با مشخصات، ( شهرستان الشتر ،استان لرستانزاگرس در 

 :، عرض جغرافياييمتر 3585: ارتفاع از سطح دريا

 يها نمونه) 48,320011: جغرافيايي و طول 33,955996
 .ديشگاه منتقل گرديبه آزما عيدر ازت ما و يآور برگ جمع

گرم بافت  يليم 100ت بالا از يفيباك RNAمراحل استخراج 
 RNAت استخراج يبا استفاده از ك ياهيمنجمد شده گ

 :.RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN., Cat No اژنيك

استخراج شده  RNAت يت و كميفيك. انجام گرفت (74904
شده و  يو نانودراپ بررس درصد 1توسط ژل آگارز 

 يابي يحاصل از استخراج جهت توال RNAمجموعه 
 به طول ون خوانشيليم20با  (paired end)دوطرفه 

 Illumina HiSeqTM 2000دستگاه  به وسيلهباز  جفت150
 .شدارسال  توپازشركت  يبرا

و  Trimmingيابي،  بررسي كيفيت نتايج توالي
Normalization: 47شامل  يابي يحاصل از توالج ينتا 

ل يدر قالب فاباز،  جفت 150ون خوانش به طول يليم
 نيا. دياز طرف شركت ارسال گرد (FASTQ) ويك فست

آنها  يآداپتور از ابتدا يو توال بودندشده  Trim خوانشها
افزار  با استفاده از نرمخام  يهات دادهيفيك. برش خورده بود

FastQC (Version 0.11.5; Simon Andrews)  مورد
صحت و دقت بالاتر دن به يرس يبراو  تسنجش قرار گرف

يي با كيفيت كمتر با استفاده از تواليهاي، سرهمبنددر 
 )8( AfterQCو  )Trimmomatic )6  (v0.36)افزارهاي نرم

 يبر رو Normalization در ادامه عمل . گرديدحذف 
 با استفاده از ابزار مرحلهن ياه ك ديخام اعمال گرد يها داده

In Silico Normalization يافزار كه در بسته نرم Trinity 
براساس   Normalization فرآيند .قرار دارد صورت گرفت

كه در اين  )17(صورت گرفته  P=min(1 T/C) فرمول
در تنظيمات  T (Max Target Coverage)پژوهش پارامتر 

در  .درنظر گرفته شد (max_cov 30-) 30افزار برابر با  نرم
تكرار از هر  30ي پرتكرار حداقل خوانشها اين حالت براي

. )18(خوانش حفظ شده و مابقي حذف خواهد شد 
و همكاران به عنوان مقدار  Haasهمچنين اين مقدار توسط 

توصيه شده است  خوانشها يسرهمبندبهينه در هنگام 
)17(  .  

ج حاصل ينتا :يابي سرهمبندي خوانشهاي حاصل از توالي
 يتواليهال يو تشك يسرهمبنداز مراحل قبل به منظور 

 ،v2.4.0)( Trinity يافزارها پتوم با استفاده از نرميترنسكر
SOAPdenovo-Trans (v1.03) ،Oases-Velvet (v0.2.08) 

ر قرا يابيز و ارزيمورد آنال Trans-ABySS (v1.5.5)و 
ل در يدخ يپارامترها تأثير يبه منظور بررس .گرفت

 يبرا 32و  25دو مقدار مختلف  بافرآيند  نيا، يسرهمبند
-Oasesافزار  جز نرمه ب(افزارها  نرم يدر تمام Kپارامتر 

Velvet يبرا 33 رفته و مقداريفرد را پذ يرهايكه فقط متغ 
براساس مطالعات  .دياستفاده گرد) آن در نظر گرفته شد

كه  شود ميهنگامي ايجاد  N50براي  اندازهبالاترين  پيشين؛
و در نظر گرفته شده  K-merبراي  35تا  25بازه عددي 

نيز مورد استفاده ديگر در اكثر مطالعات  32و 25مقادير 
به  25مقدار  همچنين. )47 و 41، 9، 5(است قرار گرفته 

 ،افزارهاي مورد بررسي نرم برخي ازدر  ،فرض پيش عنوان
نيز  Trinityافزار  و از سوي ديگر در نرماستفاده شده 

 32، مقدار K-mer متغير بيشترين عدد مورد پذيرش براي
ن پژوهش تا ياستفاده در امورد  يافزارها نرم .)15( بود

 ين نسخه منتشر شده از سويرن مقاله، آخيزمان نوشتن ا
، يطيط محياثر كردن شرا يب يدهندگان بوده و برا توسعه
ط مشابه ينوكس و در شرايعامل ل ستميدر س زهايآنال يتمام
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 ,Ram=40GB( يستمياز نظر مشخصات س

CPU=2.4GHz×16, OS=Ubuntu Linux 16.04 LTS (
 يسرهمبندخروجي  يفايلها همهه در ادام .صورت گرفت

حداقل اساس  بر مورد مطالعه، يافزارها نرم ياز تمام شده
با استفاده از ابزار فيلتر طول  ،يطول توال

)fasta_filter_by_min_length(  از مجموعهTrinity به 

جفت باز، با  200مقدار  .لتر گرديديفباز  جفت 200مقدار  
مقادير درنظر گرفته و  150ي اوليه خوانشها توجه به طول

تواند مبناي مناسبي براي  ، مي)32و  K )25شده براي متغير 
با توجه به اين  همچنين. ي باشدسرهمبندفيلتر كردن نتايج 

نكته كه در اين حالت كوچكترين پروتئين حاصل از 
 .آمينواسيد خواهد داشت 66ي، طولي در حدود سرهمبند

ي خروجي از نظر حداقل طول فايلها  اين ترتيب همه به
و تر  ي كوتاهتواليهااز گرديد و بازسازي شده، يكسان 

و  الگوريتمهامعمول حاصل از ضعف  به طوركه  معني بي
بعد  در مرحله .پوشي شد چشمي بوده، سرهمبندابزارهاي 

تعداد  يها پارامتر بر اساس يسرهمبندحاصل از  يفايلها
 يتواليهان طول يانگيم ، طول بيشينه و كمينه،N50 توالي،

 يبررس  (RunTime)اجرا ياز برايمورد ن  جاد شده، زمانيا
  . ديگرد

 :سرهمبنديهمرديفي خوانشهاي اوليه روي خروجيهاي 
فرآيند  قبل از(ه يخام اول يخوانشها ادامهدر 

Normalization( افزار با استفاده از نرم(v2.3.2)  Bowtie2 
با  يسرهمبند؛ شامل يخروج يفايلها يتمام يبر رو )23(

و  200لتر ياز اعمال فقبل  همچنين K=32و   K=25ريمقاد
 همرديفيرخ ناين ترتيب  به. گرديد همرديف بعد از آن،

(Alignment rate) زان پوششيو م (Coverage values) 
و  يبررسمختلف مورد  يافزارها ان نرميمجاد شده يا

 . گرفت سه قراريمقا

 :برآورد ميزان فراواني رونوشتهاي حاصل از سرهمبندي
ي حاصل از رونوشتها فراوانيبراي بررسي ميزان 

 فرآيند اينكه بهره برده  )RSEM )24ي، از ابزار سرهمبند

براي هر  خوانشها ي و شمارش تعدادهمرديفبا استفاده از 
 .گرديد محاسبه رونوشتطول  با در نظر گرفتنرونوشت 

با استفاده از اسكريپت  سپس
filter_low_expr_transcripts  مجموعه ازTrinity به ،

 داراي بيشترين فراواني كه ايزوفرمازاي هر ژن تنها يك 
  .شدير انتخاب براي ادامه مس بود

 ):GO )Gene Ontologyسازي نتايج و آناليز  مستند
 استفاده ازدر ابتدا با  ،مورد مطالعهي رونوشتهاتمامي 

BLASTX  )3(  گياه آرابيدوپسيس داده   پايگاهدر برابر
اختصاصي به شماره  (Arabidopsis thaliana) تاليانا

)taxid:3702( هدف از اين كار؛  .مورد ارزيابي قرار گرفت
در برابر ) 1e-5(با حساسيت بالا  رونوشتهامستندسازي 

به اطلاعات فراوان پروتئيني در گياه آرابيدوپسيس تاليانا 
باشد كه در غير اين صورت امكان  گياه مدل مي عنوان

شناسي در ادامه فراهم نخواهد بود، زيرا براي  بررسي هستي
استفاده از ابزارهايي  شناسي با وتحليل هستي  انجام تجزيه

ي شناخته ژنها تنها بررسي AgriGOيا  PANTHERمانند 
در گياهان محدودي از جمله  GOشده و داراي شناسه 

پذير  امكان... آرابيدوپسيس تاليانا، برنج، كاهو، گندم و غيره
بيشترين  تاليانا بوده كه در اين ميان گياه آرابيدوپسيس

ميان ساير گياهان به خود را در  منحصر به فرد GOشناسه 
پيش از اين، در  فرآيند اين. اختصاص داده است

شناسي  سازي و هستي ي مشابه براي مستندپژوهشها
براي افزايش  .)29 و 16(صورت پذيرفته است  رونوشتها

هرچه بيشتر دقت و اطمينان از نتايج حاصل از اين ارزيابي 
 مقدار

5 -10 E-value ≤ سپس با طراحي  .در نظر گرفته شد
 به منظور BLASTXاسكريپت مجزايي نتايج حاصل از 

 براي هر رونوشت پاسخمعتبرترين يابي و جداسازي  دست

؛ كه در طراحي اين اسكريپت ابتدا مورد بررسي قرار گرفت
به براي هر رونوشت  BLASTXتمامي نتايج حاصل از 

تر و امتياز بالاتر  پايين E-valueمجزا بر اساس مقدار  طور
مرتب گرديده و سپس بهترين نتيجه به ازاي هر رونوشت 

با  در آخر. گرديددر فايل خروجي نهايي ذخيره و ثبت 
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 ،نتايجاز  به هريكمرتبط استفاده از شماره اختصاصي 
(Gene Ontology) ژنها  شناسي هستي فرآيند

ابزار در  
 .شد انجام )PANTHER  )27 آنلاين

  جينتا
يابي دوطرفه با  پس از دريافت خوانشهاي حاصل از توالي

  ، كيفيت نتايج Illumina HiSeqTM 2000استفاده از دستگاه 

و با ) 1شكل (بررسي گرديد  FastQCيابي توسط  توالي
 توجه به كيفيت قابل قبول خوانشها، سه نوكلئوتيد از انتهاي

و Trimmomatic برخي خوانشها با استفاده از ابزار  ′3
AfterQC حذف شد.  

  
مقدار ، (c) خوانشها ي تكراري درتواليهاميزان ، Phred (b))از يامت( براي هر نوكلئوتيد خوانشها تيفيك، (a) توالي هربراي  خوانشها تيفيك -1شكل 

GC خوانشها يدر توال (d)  

 يخوانشها و وجود FastQCج يتوجه به نتا بادر ادامه 
و سهولت  به منظورخام؛  يها فراوان در داده يتكرار

گر به يد يو از سو يسرهمبندفرآيند  سرعت بالاتر در
لازم ها،  ز دادهيآنال يبرا يستميت در منابع سيعلت محدود

. اعمال شود خوانشها يبر رو Normalizationفرآيند  است
 23،599،495 يه كه داراياولخام ل يفا يبرا به اين ترتيب

 GCبا درصد  دينوكلئوت 3،539،924،250طول خوانش به 

بدون از دست دادن  باشد؛ يت ميگابايگ 5/8حجم  و 48
ل ياز فا يتكرار يخوانشها ،30كمتر از با تكرار  خوانشها

ز ينرمالال يجاد فايل از آن، اجه حاصيه حذف شده و نتياول
 979،477،950خوانش به طول  6،529،853با  يينها شده

 بود تيگابايگ 4/2حجم  به GC 45و درصد  دينوكلئوت
  .)قرار دارند FASTQذكر شده در قالب  يفايلها يتمام(
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 زينرمالا يخوانشها با استفاده از يسرهمبندفرآيند  سپس
. ذكر شده صورت گرفت يافزارها نرم و مرحله قبل ازشده 
 يهمگ Trinityبه جز  مورد استفاده يافزارها رمن يتمام

ن صورت كه يا اند، به جاد شدهياآنها  ينسخه ژنومبراساس 
SOAPdenovo-Trans ارچوبهتحت چ (Framework) 

SOAPdenovo ،Trans-ABySS ارچوب هدر چABySS  و
Oases  يعنيآن  ينسخه ژنوم ازبا استفاده Velvet  نوشته
 يبرا يبه طور اختصاص Trinityكه  ي، در حالشده

پتوم يترنسكر يابي يحاصل از توال يها داده يسرهمبند
ن يا يكه تمام يگر درحاليد ياز سو. توسعه داده شده است

 De Bruijnتم يو الگور K-merجاد يافرآيند  افزارها از نرم

graph يول ،كنند ياستفاده م خوانشها يسرهمبند يبرا 
 يبرا يمتفاوتفرآيند  خود، يرهايها و متغ نهيتوجه به گز با
نظر درها  K-mer يسرهمبندو  يينها رونوشتل يجاد فايا
 به عنوان يسرهمبندل يك فايتنها  Trinityدر   .رنديگ يم

ژنها   يونيو  ايزوفرمهاو شامل جاد شده يا يخروج
افزارها علاوه بر  ر نرمياست كه سا يحالن درياباشد؛  يم
جاد سطح يه؛ قادر به اياول  (Contig) گيل كانتيجاد فايا

براساس  (Scafold) به نام اسكفولد يسرهمبنداز  يبالاتر
بوده كه اگرچه  Overlap layout-consensusتم يالگور

ن ييت پايبا اختصاص همپوشان يممكن است براساس نواح
 يزهايدر مراحل بعد و آنال يل شده باشد وليتشك
   .رديد مورد استفاده قرار گمي توان دست نييپا

 Contigشامل  يخروج يفايلها SOAPdenovo-Transدر 
ل يفا دوداراي ز ين Oases-Velvetافزار  نرم و ScafSeqو 

-Trans اما. بود Transcriptsو  Contigs ينامهابا  يخروج

AbySS ينامهال با يسه فا  Transabyss.jn، 
Transabyss.ref و  Transabyss.final  توجه  با .نمودتوليد
 يخروج يفايلهامختلف در  يتواليها  به حداقل طول

 يتواليها تأثيراثر كردن  يب به منظورافزارها و  ك از نرميهر
 يبرا يسرهمبندحاصل از  يفايلهان پژوهش، يكوتاه در ا

باز قرار  جفت 200زان يلتر طول به ميف تأثيرادامه كار تحت 
حداقل طول توالي بازسازي ، Trinityافزار  نرمدر . گرفت

به اين ترتيب  بوده وباز  جفت 200فرض  پيش به طور شده
فيلتر طول، به ابزار افزارها با استفاده از  ي ساير نرمخروجيها

  .نوكلئوتيد فيلتر گرديد 200ميزان 

بر  خوانشها زان صحت و پوششيدن به ميرس يدر ادامه برا
ز يقبل از نرمالا(ه ياول يخوانشها ،يخروج يفايلها يرو

حاصل از شده  يسرهمبند يفايلها يتمام يبر رو) شدن
شده و نرخ  همرديف Bowtie2توسط مختلف  يافزارها نرم

 يبررس در هر فايل خروجي افزار هر نرم يبرا همرديفي
قبل و افزارها؛  مختلف تمام نرم يخروجيها .)39( ديگرد

 يسرهمبندل يفا 30كه در مجموع شامل  200لتر يبعد از ف
به  .سه شده استيهم مقابا 1در جدول باشد  يمختلف م

كه بيانگر  N50، متغير K=25اين ترتيب با در نظر گرفتن 
ي شده سرهمبندي تواليهادرصد از  50حداقل طول 

افزار  از نرم transcriptsبراي خروجي  )28( باشد مي
Oases-Velvet ) bp1976 ( ،خروجي  transabyss.ref  از
Trans-ABySS )bp1193(  خروجي  همچنينوTrinity ) 

bp1585 (توجه به  در مقدار قابل قبولي قرار دارند و با
، فايل Trinityي ايجاد شده، خروجي تواليهاتعداد 

transcripts افزار  از نرمOases-Velvet در وضعيت بهتري 
در نظر  K=32 متغيردر حالتي كه  همچنين. قرار دارند

 ( Oases-Velvetافزار  از نرم transcriptsگرفته شد، فايل 
bp2147 ( خروجي ،transabyss.ref افزار  از نرمTrans-

ABySS ) bp1312 (  و خروجيTrinity ) bp1647 (
 )1جدول ( را به خود اختصاص داده N50بيشترين مقدار 

و  Trinity ، SOAPdenovoروي  در مطالعات قبلي كه و
Trans-ABySS  به دستصورت گرفت نيز نتايج مشابهي 

به  N50، ميزان K-merآمد؛ همچنين در اثر افزايش مقدار 
به  افزايش يافته كه در اين پژوهش نيز نتايجطور محسوس 

  .)25 و 9(بيانگر اين مورد است  آمده دست

 N50توجه به ميزان  بيني شده با  بر اساس تعداد توالي پيش 
، K=25 و  K=32در هر دو حالت  ،خروجيهاهريك از 

را بازسازي بيشتري توالي تعداد  transabyss-final فايل 



 1399، 2، شماره 33جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

161 

شامل K=32 توالي و  390072شامل  K=25( نموده
نيز اين  Gribskovو  Wangكه در مطالعه ) توالي 286004

. )41( را ايجاد نمود) 1070887(مورد بالاترين تعداد 
در ي بازسازي شده در اين پژوهش تواليهاپارامتر طول 

در فايل  Oases-Velvetدهنده برتري  نشان K=25حالت 
transcripts با ميانگين طول bp 1051  و در حالتK=32 

توجه به  ولي باداراي برتري بوده  bp 1363 نيز با ميانگين
تشكيل شده توسط ي تواليهادر  )43( (gaps) فواصل خالي

Oases-Velvet ، آيدبه شمار  ي منفيتواند امتياز مياين امر. 
 bpبا ميانگين طول  Trinityصورت فايل خروجي  در اين
از اين نظر ، K=32در  bp 1066 طولو   K=25در  1036

و اين مورد در ) 1جدول ( داشتهموفقيت بيشتري به همراه 
 Zhao( مورد توجه قرار گرفته استنيز ي پيشين پژوهشها

 Gribskovو  Wangو  bp604 و همكاران ميانگين طول 
را براي ميانگين طول بهتر به  Oases-velvetنيز برتري 

  K=31براي  bp 1710و  K=25براي  bp1593 ميزان 
اساس ميزان منابع سيستمي،  بر  .)47 و 41() گزارش كردند

از جمله مقدار رم و زمان مورد نياز براي اجرا، 
SOAPdenovo-Trans ترين زمان يعكمترين مقدار رم و سر 

ي را به خود اختصاص داده و سرهمبندبراي  )دقيقه 35(
يك گيگابايت ( علاوه بر مقدار بالاتر رم Trinityدر مقابل، 

 15( ، زمان بالاتري))19(به ازاي هر يك ميليون خوانش 
البته  .كند صرف مي خوانشها يسرهمبنداي نيز بر )ساعت

افزار  هر نرمدر آناليز  كارآيي بايد به اين نكته توجه نمود كه
ي با دقت و مستقيم ، ارتباطخوانشها يسرهمبندبراي 

  . )47(ي ندارد سرهمبندصحت 

ي خام اوليه بر روي خروجي هر خوانشها كردن همرديف
گيري مبناي مناسبي براي مقايسه ميان  افزار موجب شكل نرم

با  1ي گرديده كه براساس نتايج جدول سرهمبندنتايج 
محسوس افزايش  به طور همرديفينرخ  Kار افزايش مقد

 SOAPdenovo-Trans به غير ازافزارها  ي نرم و همهيافته 
 ي و تعدادهمرديفافزايش قابل توجهي را در مقدار 

اين صورت كه  دهند، به شده نشان مي همرديفي خوانشها

ي مربوط به همرديفبيشترين  K=25با در نظر گرفتن 
transabyss.final )87/70 و خروجي  )درصدTrinity 

خروجي نيز  K=32در حالت  همچنين )درصد 71/67(
transabyss.final )49/75 درصد(  وTrinity )98/72 

جدول ( بيشترين مقادير را به خود اختصاص داده )درصد
نتايج مشابهي  روي دروزوفيلا 2012در مطالعه سال كه ) 1

موجود  در برابر ژنوم مرجع خوانشها براي پوشش ژنومي
درصد و  6/78با  Trinity( حاصل آمد داده پايگاهدر 

Trans-ABySS  در مطالعه  همچنين .)47( )درصد 3/64با
افزارهاي مطرح در اين زمينه و  اخير بر روي نرم

 رويآنها  همرديفيي آرابيدوپسيس و خوانشها يسرهمبند
 Trans-ABySS 44/93( آمد به دست، نتيجه مشابهي ژنوم

  .)41( )درصد Trinity 21/90درصد و 

، تعداد تواليهاي تشكيل K-merهمچنين با افزايش مقدار 
و در 165697به  165125از  Trinityافزار  شده در نرم

 68979از ) scafseqفايل ( SOAPdenovo-Transافزار  نرم
افزار ديگر يعني  عدد افزايش يافته و در دو نرم 76223به 

Oases-Velvet ) فايلtranscripts ( به  124813از
فايل (  Trans-ABySSافزار  و در نرم100048

transabyss.final ( عدد كاهش  286004به  390072از
تواند با الگوريتمهاي متفاوت اين  يافته كه اين امر مي

از سوي ديگر . ها در سرهمبندي در ارتباط باشد افزار نرم
به  K-merار طول تواليهاي بازسازي شده با افزايش مقد

طور محسوس افزايش داشته و تنها در مورد 
SOAPdenovo-Trans  با افزايش مقدارK-mer ميانگين ،

توجه  كاهش يافته و با bp 405به  bp 441طول تواليها از 
به كوتاه شدن تواليهاي حاصل از سرهمبندي، اين امر 

در  K=32تواند علت كاهش نرخ همرديفي در وضعيت  مي
ايجاد ترنسكريپت بلندتر . را توجيه كند scafseqخروجي 

و بدون فاصله، نقش مهمي در تشكيل نواحي همپوشان 
دست به منظور شناسايي و  براي آناليزهاي پايين

و ژنهاي اين  (Open Reading Frame)ها  ORFبيني پيش
  ). 1جدول (گياه دارد 
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سازي شده در  اي كه با استفاده از خوانشهاي شبيه در مطالعه
انسان  22 كنار خوانشهاي واقعي روي كروموزوم شماره

افزار سرهمبندي از جمله  جهت بررسي كارآيي چند نرم
Trinity ،Oases  وABySS  صورت گرفت، نتايج از برتري

Trinity   در زمينه نرخ پوشش ژنومي و پارامترهاي آماري

حكايت داشته و از طرفي در مقايسه  N50مرتبط از جمله 
، به برتري ABySSو  Oasesبزار ديگر يعني ميان دو ا

تواند با به  اشاره شده كه علت اين امر مي Oasesافزار  نرم
روزرسانيهاي متعدد از زمان انتشار مقاله مذكور در ارتباط 

  .)10(باشد 
حاصل از  يخوانشها يسرهمبنددر  Trans-ABySSو  Trinity  ،SOAPdenovo-Trans ،Oases-Velvet يافزارها نرم مقايسه -1جدول 

 گياه زرينترنسكريپتوم يابي  توالي

 Oases-Velvet SOAPdenovo-Trans Trans-ABySS Trinity 

File names contigs Transcripts contig scafSeq Transabyss.jn Transabyss.ref Transabyss.final Trinity 

K=25 

N50 bp 
264 
(98) 

2028 
(1976) 

606 
(355) 

1273 
(999) 

654 
(642) 

1302 
(1193) 

955 
(676) 

1585 

Sequence 
number 

99102 

(1354622) 

94910 

(124813) 

89318 

(304772) 

68979 

(144075) 

55382 

(60063) 

57038 

(90319) 

112242 

(390072) 
165125 

Average 
Length bp 

9/282  
( 9/91 ) 

8/1336  
(1051) 

8/505  
( 2/219 ) 

778 
( 2/441 ) 

5671 
(536) 

7/833  
( 1/536 ) 

8/684  
(248) 

88/1036  

Max length 
bp 

Min length 

2400 
200 (49) 

15429 
200 (100) 

8552 
200 (26) 

15035 
200 (100) 

5276 
200 (48) 

14730 
200 (26) 

14730 
200 (25) 

13250 
201 

Alignment 
Rate % 

72/0  
( 79/0 ) 

41/58  
( 43/58 ) 

55/39  
( 59/39 ) 

45/44  
( 48/44 ) 

36/15  
( 38/15 ) 

56/67  
( 58/67 ) 

87/70  
( 91/70 ) 

71/67  

Mapped 
Reads 

170815 
(185459) 

13784614 

(13790068) 

9332805 
(9344184) 

10490889 
(10496146) 

3624599 

(3628502) 

15944148 
(15949403) 

16725570 
(16733450) 

1597918
5 

RunTime 
00:05' 

(00:13') 

00:58' 
(2:20') 

00:22' 
(00:29') 

00:59' 
(00:29') 

00:39' 
(00:41') 

00:32' 
(00:33') 

00:39' 
(00:45') 

1:50' 

K=32 

N50 bp 
264 

(123) 

2170 
(2147) 

581 
(332) 

1288 
(955) 

791 
(784) 

1365 
(1312) 

1050 
(830) 

1647 

Sequence 
number 

114503 

(1010046) 

89623 

(100048) 

95826 

(305136) 

76223 

(182956) 

55597 

(57949) 

59322 

(72971) 

115274 

(286004) 
165597 

Average 
Length bp 

6/268  
(117) 

8/1501  
(1363) 

6/490  
( 2/232 ) 

1/791  
( 5/405 ) 

6/662  
( 7/642 ) 

7/881  
( 8/739 ) 

2/741  
( 8/353 ) 

4/1066  

Max length 
bp 

Min length 

2562 
200 (65) 

15857 

120 (200) 

6858 
200 (34) 

15075 
200 (100) 

4877 
200 (73) 

16150 
200 (33) 

16150 
200 (32) 

12331 
201 

Alignment 
Rate % 

05/1  
( 14/1 ) 

92/65  
( 94/65 ) 

17/40  
( 22/40 ) 

53/43  
( 56/43 ) 

59/21  
( 60/21 ) 

82/71  

( 83/71 ) 

59/75  
( 52/75 ) 

98/72  

Mapped 
Reads 

248768 
(269193) 

15557224 
(15561648) 

9479314 
(9491360) 

10273837 
(10280241) 

5094996 

(5097866) 

16949044 
(16951093) 

17814817 
(17822511) 

1722387
6 

RunTime 
00:25' 

(00:36') 

1:28' 
(1:20') 

00:29' 
(00:48') 

00:32' 
(00:36') 

00:11' 
(00:16') 

00:50' 
(00:56') 

00:48' 
(00:50') 

2:08' 

  .اند محاسبه شده يحداقل طول توال يبرا 200لتر يف ر داخل پرانتز بدونيمقاد* 
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 Oases-Velvetو  Trinity، اين تحقيقبراساس مشاهدات 
همان داشته و  يتر تر عملكرد مناسب بزرگ يهاK-merدر 
، Kش مقدار يشود با افزا يمشاهده م 1كه در جدول  گونه

ن دو يا يخروجيها يبرا يبالاتر همرديفيزان پوشش يم
از  Trinityصورت كه  به اين .است دهيجاد گرديار اافز نرم
 43/58از  Oases-Velvetدرصد و  98/72 درصد به 71/67

ن يو ارسيده است  K=32درصد در  94/65درصد به 
 K=25حالت در SOAPdenovo-Transاست كه  يدرحال

 K=32درصد و در  48/44( د نموديتول يتر ج مناسبينتا
  .)درصد كاهش يافت 56/43ي به همرديفنرخ 

از سه  باز بوده و رايگان و متن يافزار نرم، Trinityابزار 
براي  Inchworm, Chrisalis) و  (Butterflyماژول مختلف 

كه اين عمل از  استفاده كردهي سرهمبند فرآيند انجام
يابي به صورت  ي تواليخوانشها يسرهمبند :طريق

 رونوشتهااين بندي  ، دستهInchwormدر  ي اوليهرونوشتها
درنهايت پردازش و Chrisalis دربروين  و تشكيل گراف دي

با طول كامل و  رونوشتهاگزارش تمام  به منظورگراف 
صورت  Butterflyدر ي حاصل از پيرايش ثانويه ايزوفرمها

ي در قالب سرهمبندفايل نهايي حاصل از . گيرد مي
FASTA (.fa)  شامل  مگابايت؛ 240تقريبي با اندازه و

. بود GC 64/42رونوشت با درصد  165597ژن و  67859
 برابر با به ترتيب ژنها و رونوشتهابراي نيز  N50ميزان 
بيشتر در آماري بوده، همچنين اطلاعات  1353و  1647

قابل  2ي شده در جدول سرهمبندارتباط با ترنسكريپتوم 
 (Mapping)ي همرديفبا توجه به نرخ  كه استمشاهده 

، )2جدول (و اطلاعات آماري مناسب ) 1جدول ( 98/72
قرار  خوبيدر وضعيت  )Trinity )K-mer=32خروجي 

براي آناليزهاي پايين دست  مناسبينقطه شروع  و هداشت
فراواني هريك  RSEMبا استفاده از ابزار  در ادامه  .باشد مي
محاسبه  FPKMو  TPMبر مبناي دو پارامتر  رونوشتهااز 

  . شده استضميمه  S1فايل كه نتايج اين بررسي در شد 
  

   Trinityي با ابزار سرهمبنداطلاعات آماري فايل خروجي  -2جدول 

  Trinity 67859ي ژنهاتمام
  Trinity 165597ي رونوشتهاتمام

  GC  64/42درصد
  رونوشتهااطلاعات آماري بر اساس تمام 

Contig N10  bp3325 

Contig N20 bp 2621  
Contig N30 bp 2188  
Contig N40 bp 1867  
Contig N50 bp 1647  

  bp 742  طول ميانه
  bp 88/1036  طول متوسط 
  171215531  ي شدهسرهمبندتعداد بازهاي 

  اطلاعات آماري بر اساس بلندترين ايزوفرم در هر ژن
Contig N10  bp 3275  
Contig N20 bp 2521  
Contig N30 bp 2065  
Contig N40 bp 1693  
Contig N50 bp 1353  

  bp 446 طول ميانه
  bp 62/795  طول متوسط 
  53989972  ي شدهسرهمبندتعداد بازهاي 

  

به سپس به منظور جداسازي رونوشت داراي بيشترين بيان 
استفاده  filter_low_expr_transcriptsاز ابزار  ،ازاي هر ژن

مگابايت و داراي  65با حجم  fastaكرده كه در نتيجه فايل 
 bp به طول N50با ميزان  منحصر به فردتوالي  67859
براي  bp11820 و حداكثر طول  bp 683 ، ميانگين1021

، BLASTXانجام  س ازپ. دايجاد ش BLASTXانجام آناليز 
از مجموع  رونوشت 24887خروجي براي  454399 تعداد

از  BLASTX فرآيند عدد رونوشت اوليه توسط 67859
. استخراج شد ي گياه آرابيدوپسيس تالياناپروتئينهاميان 
با استفاده از اسكريپت طراحي شده براي اين  سپس

بالاتر و اساس ميزان امتياز برنتايج معتبرترين پژوهش، 
 مقدار

5 -10 E-value ≤  به ازاي هر رونوشت جدا سازي
پايگاه داده در  پروتئينهاشماره اختصاصي اين يد كه گرد

  بدين. ضميمه شده است S2، در فايل تاليانا آرابيدوپسيس
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نتيجه  24887شناسي با استفاده از  هستي فرآيند ترتيب
عدد  7684 وصورت گرفته  PANTHERابزار در  نهايي
اين بررسي ثبت گرديد كه نتايج  منحصر به فرد GOپاسخ 

در  GOنهايي بررسي  خروجي. شود مشاهده مي 2در شكل 
  .قرار دارد S3فايل 

  

 
 (Cellular Component)سلول دهنده يلتشك اجزاي

  
 )Mollecular Function( يمولكول يفعاليتها

  
 (Biological Process)زيستي فرآيندهاي
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nucleoid 
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تعداد ژن ها
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  پروتئينهابندي  دسته

 Cellular)دهنده سلول  اجزاي تشكيل: PANTHERدر سيستم ي شده سرهمبندي رونوشتهاعدد از  24888 (GO)شناسي  نتايج هستي -2كلش

Component) ،مولكولي  يفعاليتها)Mollecular Function(، زيستي  هايفرآيند(Biological Process) بندي  و نتايج حاصل از دسته
  ي شناسايي شدهپروتئينها

 بحث

افزار  از نرم scafSeq يخروج ن پژوهشيج ايبراساس نتا
SOAPdenovo-Trans يو خروج transcripts افزار  از نرم

Oases-Velvet افزار  در نرم همچنينTrans-ABySS  دو
با  Transabyss.finalو  Transabyss.ref يل خروجيفا

ر ينسبت به سابالاتر  N50زان يتوجه به پوشش بهتر و م
گر يد ياز سو. قرار دارند يتر ت مناسبيدر وضع خروجيها

و  همرديفيدر نرخ  يرات محسوسييتغ Kزان يش ميافزابا 
د مقدار مي توان K=32جاد شده كه يا خوانشها پوشش
در . ديآبه شمار  پژوهشهادست  نيانجام ا يبرا يمناسب
ن يو همچن Trinityافزار  نرم يخروج مي توان تينها

Transabyss.final  افزار   نرمازTrans-ABySS ن يرا بهتر
كه . نمود يدست معرف نييپا يزهايانجام آنال ينه برايگز

-Transافزار  تر در نرم باتوجه به سرعت بالاتر و زمان كوتاه

ABySSآن  يبرا يگرياز ديد امتمي توان ن موردي، ا
 يتنها مورد Trinity ين حال خروجيا  با. محسوب شود

 يتواليهاتواند  مي ،ترنسكريپتها تشكيل است كه علاوه بر
ژن را تحت عنوان يك   ايجاد شده و مشابه به هر يوني

ن عمل تنها يكه ابندي و مشخص نمايد  ايزوفرم دسته
 افزار بوده و براي بررسي ميزان بيان ن نرميابه مخصوص 

يكي در محيط تغييرات ژنت همچنينو  رونوشتهاو  ژنها
شناسي در ميان  هستي فرآيند در ادامه. افزاري مفيد باشد نرم

ي داراي بيشترين فراواني نشان دهنده فعاليت رونوشتها
ي دخيل در پروتئينهاحضور بسيار بالاي  بالاي كاتاليتيك و

ي آنتي فعاليتهاي داراي پروتئينها همچنين اتصال و
و ي مولكولي اين گياه بوده فعاليتهااكسيداني در ميان 

ي متابوليتهاباتوجه به دارويي بودن اين گياه و اهميت 
ها و رزمارينيك اسيد  ؛ از جمله متوكسي فلاونثانويه در آن

هاي زيستي با بيش فرآيند ، بيشترين فراواني در بخش)1(
در هاي متابوليتي فرآيند ، مربوط به)2شكل ( ژن 2500از 

هاي  گونههاي مشابه در  كه با يافته شدبا اين گياه دارويي مي
ي پروتئينهابندي  كلاس. )26و  2(نزديك مطابقت دارد 
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ي ترنسفراز پروتئينهاشناسايي شده نيز حاكي از بيان بالاي 
و اكسيدو ردوكتازها بوده كه با توجه به استخراج نمونه 

توسعه و  همه؛با اين  .گردد اوليه از برگ گياه توجيه مي
ي براي سرهمبندي الگوريتمهافزارها و ا گسترش نرم

تر  رسيدن به مسير و ابزاري با قابليت بسيار بالاتر و دقيق
يك چالش مهم در دنياي بيوانفورماتيك  به عنوانهمچنان 

و  ژنها از سوي ديگر براي بررسي دقيق بوده و مطرح 

و  وشتهارون، مستندسازي تمامي نيز اين گياه پروفايل بيان
ي روشهاتوسط آنها  ترين بيان برخي از فراوانميزان بررسي 

افزاري  ي نرمروشهامعمول آزمايشگاهي و مقايسه با 
ي با اهداف افزايش بيان تواند در يافتن مسيرهاي متابوليت مي

مندان قرار  ، راهگشاي محققين و علاقهسودمندمتابوليت 
  .گيرد
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Abstract 

With fast advances in next generation sequencing technologies, they have become 
powerful and low-cost tools for transcriptome studies, Nowadays; de novo assembly of 
transcriptome data, has caused the formation of the new pathway in the study of non-
model genome species. With the expansion of this technology and increasing the 
number of assembly softwares, choosing the best software for assembling transcriptome 
sequencing data has become a challenge for biologists. For the first time in this study, 
we used transcriptome sequencing data of Dracocephalum kotschyi in order to reach the 
appropriate parameters and superior software; so here we used Oases-velvet, 
SOAPdenovo-Trans, Trans-ABySS and Trinity softwares with two different values of K 
parameter; K=25 and K=32. The results of assembly by each software were compared to 
others in the term of several criteria. The result suggests the superiority of Trinity and 
Trans-ABySS softwares. Finally, the output of the best assembly was used to estimate 
abundance of various isoforms and Gene Ontology analysis as regards to the 
pharmaceutical properties of this plant and the high amount of secondary metabolites, 
the highest frequency of sections in the biological processes was related to the 
metabolic activity. 
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