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 چکيده

 باه . شود عنوان منبع غنی از آپوكاروتنوئيدها در جهان محسوب می ای ارزشمند متعلق به خانواده زنبق و به و ادويه زعفران گياه دارويی

ياابی   توالی ،يابی نسل بعد های توالی با ظهور تکني . عنوان چالش مطرح است يابی آن به دليل سايز بزرگ و پيچيدگی ژنوم زعفران توالی

RNA های كوتااه منبعای    شمار خوانش از تعداد بی هابندی ترنسکريپتوم سرهم. است  توسعه يافتهمنبع غنی مطالعات بيولوژيکی  عنوان به

ها و رسيدن باه نتيجاه مطلاوب    بندی قرائت اما سرهم. كند ها در دسترس نيست فراهم می هايی كه ژنوم مرجع آن مطالعه گونه غنی برای

بندی با توجه باه   در اين مطالعه كارايی ابزارهای ملتل  سرهم. شود یپلوئيد همواره ي  چالش بزرگ محسوب مبرای گياهان پلی يژهو به

عنوان  به Bridgerنتاي  نشان داد كه . رديفی مورد مقايسه قرار گرفتند ها و درصد هم ژنيونی، تعداد كل N50چون طول فاكتورهايی هم

هاا،  تعداد ترنساکريپت پارامترهای  بر اساس بندیسرهمتواند های ترنسکريپتوم زعفران است كه میبندی قرائت ابزاری بهتر جهت سرهم

-باالاترين درصاد درهام    Velvet/Oases. فاراهم آورد  ها به ترنساکريپتوم يفی قرائترد همبندی و درصد ، اندازه كل سرهمN50طول 

شود اعضای ملتل  ي  خانواده ژنی كه شباهت بالايی باه يکاديگر دارناد در يا  ترنساکريپت      دهد كه منجر میريلتگی را نشان می

بنادی و توساعه ابزارهاای موجاود      نتلاب بهتر ابازار سارهم  تواند به محققان در جهت ا نتاي  حاصل از اين تحقيق می. شوند بندیسرهم

 . راهکارهايی را ارائه نمايد

 

 . BinPacker ،Bridger ،Trinity ،Velvet/Oasesی، بند زعفران، سرهم :کلمات کليدی
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 مقدمه

( Iridaceae)از خانواده زنبق .Crocus sativus L زعفران 

كاه كشات آن از    از جمله گياهان دارويی و ارزشمند دنياا اسات  

يش در اياران رواج داشاته اسات    بهاا  گاران ديرباز به علت كلاله 

(Fernandez, 2004; Kafi et al., 2006; Izadpanah et 

al., 2014; Nemati et al., 2014 .)هااای نتاااي  آناااليز

 ماؤثره فيتوشيميايی و تجزيه شيميايی زعفران حضور ساه مااده   

های كروسين نعتی به ناممهم و ارزشمند در مصارف دارويی و ص

پيکروكروسااين   ،(هااای كاروتنوئياادی محلااول در آب رنگياازه)

را نشاان  ( مسائول عطار و باو   )و ساافرانال  ( مازه  تلخگليکوزيد )

 (. Yilmaz et al., 2010)دهد  می

ی ژناوم گياه زعفران به همراه وجاود  بودن و عقيم تريپلوئيد 

کای در خصاوص   ژنتي تحقيقات Gb 1/00بزرگ با اندازه تقريبی 

 ,.Fiore et al)اين گياه محدود و با مشکل مواجه ساخته است 

ها در ايجاد اطلاعات تاوالی، توصاي     كاهش محدوديت(. 2010

ها و مطالعه بيولوژی گياه باا ظهاور    ها، عملکرد ژن ها و ژنوم ژن

ياابی   تاوالی . تسهيل شد( 0NGS)يابی نسل بعد  تکنولوژی توالی

های نوين امکاان   به كم  تکني ( RNA-Seq)ها ترنسکريپت

هاای درگيار در    شناسايی، بررسی بياان و مطالعاه رونوشات ژن   

های تنظيمی و متابوليکی را باا دقات و حساسايت باالايی     شبکه

 & Wang et al., 2009; Marguerat)فاراهم آورده اسات   

Bahler, 2010 .) و  تاارينهااا مهاام  آناااليز و پااردازش داده

 كاه  یطاور  باه  شود محسوب می حوزهبلش در اين  ترين حساس

، هاای كوتااه   كامل ترنسکريپتوم از تعداد زيادی خوانش یبازساز

 Clarke) داردداشته و را به همراه  های محاسباتی بزرگی چالش

et al., 2013; Zhao et al., 2011; Honass et al., 2016.) 

 Abyss (Simpson etهای زيادی از قبيل   افزار نرم تاكنون

                                                                                           
1-Next Generation Sequencing 

2009 al.,) ،Trinity (Grabherr et al., 

2011)،Velvet/Oase  (Schulz et al., 2012) ،

SOAPdenovo-Trans (Xie et al., 2014) ،Bridger 

(Chang et al., 2015 ) وBinPacker (Liu et al., 2016) 

-غالب ايان نارم  . ها توسعه يافته است خوانش بندی سرهمبرای 

هاا اساتفاده   بنادی قرائات  سرهم افزارها از رويکردی مشابه برای

ها دارناد  ها و ژنكنند اما اختلافی بزرگ در تعداد ترنسکريپتمی

(Wang & Gribskov, 2017 .)و  پوشان های همساخت گراف

        هاای فاوق از  افازار دو استراتژی اصلی هستند كه نرم 1دی براين

 et al., Grabherr) كنند   بندی استفاده می ها در ايجاد سرهمآن

Chang et al., 20152011; ) .باا اساتفاده از  دی باراين  گراف 

K-mer  1كه در محل لبه( 0گره)های منفرد (K-merهای هم-

اولاين ابازاری    Trinity. شودساخته می ،يابند اتصال می( پوشان

هاا   ترنساکريپت  بنادی  طور اختصاصی بارای سارهم   است كه به

ابتدا افزار اين نرم .(Grabherr et al., 2011)طراحی شده است 

ساازد و   های بلندتر را مای 7های كوتاه كانتيگ با استفاده از قرائت

 دی باراين ها تعداد زيادی گراف سپس با استفاده از اين كانتيگ

عنوان نماينده  تمامی مسيرهای ممکن به يتنها در. كند اد میجاي

 یاافزارها  بارخلاف نارم  . شاود  ها از هر گراف مشتق می ايزوفرم

بار اسااس     Bridger (Chang et al., 2015) افازار  ديگر، نارم 

هاای اسپلايساينگ را    ، گراف1حداقل پوشش مسير تر روش نوين

 ,.Chang et al) نماياد  هاا ايجااد مای    برای ساخت ترنسکريپت

2015.) BinPacker   (Liu et al., 2016 )  جازء جديادترين 

حصار باه فارد    بندی اسات كاه از دو ويژگای من   های سرهمابزار

                                                                                           
2-Assembly 

3-Overlap graph 
4-De brujin 

5-Node 

6-Edge 

7-Contig 

8-Minimum path cover 
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در فرايناد   0هاا تنهاا اسپلايسانگ جانکشان    -0: برخوردار اسات 

 واساطه  باه  pell-mellهای قرائت - . بندی دخيل هستندسرهم

-های اتصال در يا  گاراف سارهم   ای در طول لبهحركت شانه

 .شوندبندی می

پارامترهای زيادی برای ارزيابی ترنسکريپتوم رفارنس وجاود   

 N50كاامپيوتر،    ميزان استفاده از حافظه،  زمان محاسبات. دارد

N50  (هاا كانتياگ )ها ها، تعداد ترنسکريپتتوالی 1یپوشان همو ،

هاا باه ترنساکريپتوم مرجاع، ميازان خطاای       يفی خاوانش رد هم

ترين پارامترهايی هستند بندی از مهمسرهم1و دقت 0بندیسرهم

افازار در   بندی و كارايی نارم  هستند كه برای ارزيابی نتاي  سرهم

گيرناد   جاد ي  نتيجه مطلوب مورد بررسی و مقايسه قرار مای اي

(Zhao et al., 2011; Honaas et al., 2016 .) پارامترهايی از

ين تر مهمو طول كانتيگ جز  N50ها، ارزش قبيل شمار كانتيگ

 Baker et)اين پارامترها در ارزيابی ي  ترنساکريپتوم هساتند   

al., 2012 .)لتلفاای دارد كااه بناادی انااواع مهاامخطااای ساار

زمانی كه اعضای يا   ) 7ريلتگیها شامل درهمآن ينتر متداول

 1، كيمريسم(شوندبندی میخانواده ژنی داخل ي  كانتيگ سرهم

ادغاام دو ياا تعاداد بيشاتری ترنساکريپت در يا        ) 1كيمريسم

، 3هاای حمايات نشاده   ، اضاافه (بنادی كانتيگ در طاول سارهم  

ارزش آمااری  . اسات   0و افزونگای  00شادن  تکاه  تکه، 01ناتمامی

بنادی اطالاق    درصد كل سرهم 01ترين توالی در به طول كوتاه

-ترين پارامترهاای ارزياابی سارهم   شود كه جزء يکی از مهم       می

نشاان از   N50تار باودن طاول     طويال . شود بندی محسوب می

                                                                                           
1-Splicing junctions 

2-Computation time 
3-RAM usage 

4-Coverage 

5-Assembly error rate 

6-Accuracy 

7-Collapse  
8- Chimerism 

9- Unsupported insertion  

10- Incompleteness  

11- Fragmentation  

12- Redundancy  

 Lin)بندی بهتر است  افزار در ايجاد ي  سرهم كارايی بالاتر نرم

et al., 2011 .)دهاد  ين وجاود برخای مطالعاات نشاان مای     با ا

و  N50بناادی از قبياال هااای ارزيااابی كيفياات ساارهمشاااخ 

بندی ژنوم اساتفاده  بندی كه در سرهمهمچنين اندازه كل سرهم

بنادی ترنساکريپتوم مناساب    شود برای بررسی كيفيت سرهممی

بنادی  سارهم  تر بزرگتر يا اندازه های طويلنيستند چرا كه توالی

هاا  ايان شااخ    درواقاع بندی نيسات  بهتر بودن سرهم منزله به

 Wang)ممکن است سط  بالای كيمريسم را در پی داشته باشد 

& Gribskov, 2017 .)   از آنجااايی كااه ارزيااابی برخاای از

بناادی ترنسااکريپتوم ماننااد شاامار  پارامترهااای كيفياات ساارهم

ها با طول كامال در مقايساه باا    ها و شمار ترنسکريپتكيمريسم

و اندازه كال   N50ير است پارامترهايی چون پا امکانمرجع  ژنوم

. شودبندی استفاده میبندی نيز برای بررسی كيفيت سرهمسرهم

( 0)پارامترهاای،  ( Honaas et al., 2015)هنااس و همکااران   

طاول  (  )ي  شاده باه ترنساکريپتوم،    رد همهای نسبت خوانش

N50  ترهای مورد بررسای  پارام ازجملهرا  ها ژن تعداد يونی(  )و

 .بندی معرفی كردنددر ارزيابی سرهم

تركيباات  مسير بيوسنتزی اطلاعات چندانی از  101 تا سال 

های و ابزارهاای فاوق    وجود نداشت تا آنکه تکني  زعفرانمهم 

های درگير  محققين را بر آن داشت اطلاعات نسبتاد جامعی از ژن

 و همکااران  ين رو بابااز هم، در توليد اين تركيبات فراهم آوردند

(Baba et al., 2015)     با اساتفاده از تکنياIllumina   اولاين

ز در ايان مطالعاه ا  . كاوش در ترنسکريپتوم زعفران را رقم زدناد 

ها اساتفاده شاد كاه     خوانش بندی سرهمبرای  Trinity افزار نرم

باه    0ياونی ژن  11   . شاد  ترنسکريپت 1 111 منجر به توليد

متوساط  . شادند  یبند طبقه 01سينگلتون 00   كلاستر و   310

درصاد و    GC  33/1ميازان    جفت باز، 07/113 باطول كانتيگ 

N50   ديگر پارامترهای محاسبه شده برای جفت باز   70با طول

                                                                                           
13- Unigene 
14- Singleton 
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دومين مطالعه در . بندی در اين مطالعه بودند ارزيابی نتاي  سرهم

انجاام   (Jain et al., 2016)توسط جين و همکاران  101 سال 

ا بافات  با يابی ترنسکريپتوم پن  اندام  از توالیدر اين مطالعه . شد

، از بندی با ابزارهاای متفااوت اساتفاده شاد     برای سرهم ملتل 

بهتارين خروجای را باا      Oases، افزارهای مورد مطالعه ميان نرم

جفات بااز و    0 1 كانتيگ با متوسط طول ترنسکريپت 7 1 00

N5001 0 جفت باز داشت . 

هاايی باا طاول    لاش برای به حداكثر رساندن ترنساکريپت ت

بندی از چهار ابزار سرهم Nicotiana benthamianaكامل در 

-TransAbyss ،Trinity ،SOAPdenovoملتلااا  شاااامل 

Trans  وOases  با مقادير متفاوتی ازK-mer   ها اساتفاده شاد .

می يابی به ترنسکريپتونتاي  اين بررسی نشان داد كه برای دست

-با بالاترين كيفيت، تركيب كردن نتاي  تعداد زيادی ابزار سرهم

 ت  ت تواند نتاي  بهتری نسبت به بندی ي  مزيت است و می

كابااو و همکاران (. Nakasugi et al., 2014)ابزارها فراهم كند 

(Cabau et al., 2017 )      نشان دادند كاه تركياب كاردن نتااي

Trinity  وOases ي  بهتری نسبت به ديگر ابزارهاا  تواند نتامی

 . فراهم كند

بنادی   بررسی كارايی ابزارهای سارهم  باهدفپژوهش حاضر 

. های توليدی از نمونه زعفران اياران انجاام گرفات   برای خوانش

چاارا كااه توانااايی در تصااحي  بازسااازی و تشاالي  ميااان     

هاای هومولاوگ و   هايی با شباهت بالا حاصل از ژنترنسکريپت

-بندی ترنسکريپتوم گياهان پلای  لشی ديگر در سرهمپارالوگ چا

تر ها پيچيدهی كه اين پديده با حضور ايزوفرمطور به. پلوئيد است

تواناد معيارهاای    نتاي  حاصال از ايان تحقياق مای    . شودنيز می

بنادی را مشال  نماياد و     اصولی برای مقايسه ابزارهای سرهم

بناادی  همياات بهتاارين و قدرتمناادترين اباازار باارای ساار  درنها

های كوتاه گياه زعفران در حجم وسايع داده را پيشانهاد     خوانش

 .كند

 

 ها  مواد و روش

 RNAمواد گیاهی و استخراج 

درجه  -11فريز شده در كلاله و كالوس از  ،RNAاستلراج 

هاا  هاون. شد با سه تکرار بيولوژيکی و تکنيکی انجام گراد یسانت

 باا  سارعت  باه هاا  كلالهبا ازت مايع سرد شدند و سپس ساييدن 

هاای اساتريل، بافات    به كم  اسپاتول. كم  ازت انجام گرفت

ليتری از قبال  ميلی  گرم به تيوپ ميلی 011پودر شده به ميزان 

كيات اساتلراج   توساط   RNAاساتلراج  . سرد شده منتقل شاد 

RNA دستورالعمل شركت ساازنده انجاام    شركت سيگما مطابق

هاای اساتلراج   RNAكيفيات   منظور بررسی بهيت درنها .گرفت

دستگاه ناانودراپ   وكل استلراج شده  RNAالکتروفورز ه از شد

 1  باه   11 ناانومتر،   11 به  11 موج  نسبت جاب در طولبا 

يد نهايی كميت و كيفيت تائ. استفاده شدRNA نانومتر و غلظت 

RNA انجام شد 011 ها با استفاده از دستگاه بايوآنالايزر. 

 

 یابیه و توالیساخت کتابخان

-SMARTشاده   ينهبهساخت كتابلانه با استفاده از پروتکل 

Seq (Zhu et al., 2001)  در آزمايشااگاهAureliano 

Bombarely  واقع در دانشگاهVirginia Tech    آمريکاا انجاام

يت بعد از كنتارل كميات و كيفيات توساط دساتگاه      درنهاشد و 

دانشاگاه دوک ارساال    يابی باه بايوآنالايزر، كتابلانه جهت توالی

باا خاوانش    IlluminaHiseqفارم   يابی از پلات جهت توالی. شد

 .استفاده شد bp001دوطرفه به طول 

 

 آنالیز بیوانفورماتیک

 هاکنترل کیفیت داده

افازار   ها باا اساتفاده از نارم    در مرحله اول كنترل كيفيت داده

FastQC v0.11.2 ر افااازا ساااپس از نااارم. گرفااات انجاااام

Trimmomatic v0.32 (Bloger et al., 2014 ) حااف  برای
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هااای و حاااف خااوانش 0ʹو   ʹهااای آداپتااوری ساامت   تااوالی

 يفيات هاای باك  در همين راستا خاوانش . استفاده گرديدكيفيت  یب

تر  كوتاهطولی هايی كه بعد از پيرايش  و خوانش 1 پايين كمتر از 

هاای  ايان مقاادير آساتانه   . نوكلئوتيد داشتند، حاف شادند  01از 

. شااوندهااا محسااوب ماایحااداقل باارای كنتاارل كيفياات تااوالی

 FastQC افازار   های پيارايش شاده باا اساتفاده از نارم      خوانش

v0.11.2مورد كنترل كيفيت مجدد قرار گرفتند . 

 

 هابندی قرائت سرهم

، Trinity-2.0.6 (Grabherr et al., 2011)افزارهای  از نرم

Bridger v2014-12-01  (Chang et al., 2015) ،

BinPacker v1.0 (Liu et al., 2016) وVelvet 

v1.2.10/Oases v0.2.0  (et al., 2012 Schulz ) باارای

باارای  Trinityاز اباازار . هااا اسااتفاده شاادبناادی تااوالی ساارهم

اين در حالی است . استفاده شد K-mer-25بندی با اندازه  سرهم

رهااای افزاباارای ناارم K-mer-27و  K-mer-25كااه دو اناادازه 

Bridger  وBinPacker انتلاااب شااد .Velvet/Oases  باارای

 bp1 بافاصاله  K-mer-105تا  K-mer-25با اندازه  بندی سرهم

 . مورد استفاده قرار گرفت

آماده باا اساتفاده از     دستبههای  یبند سرهمارزيابی كيفيت 

يفای  رد همو درصد  N50ها، هايی چون شمار ترنسکريپتپارامتر

، Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012)بااه كماا  

هاا و تعاداد   بنادی، مياانگين طاول كانتياگ    سارهم  0اندازه كال 

بارای  . كامل يا نزدي  به كامل انجام شاد  اندازهها با ترنسکيپت

بندی باه  ها و بررسی بهترين نتاي  حاصل از سرهمشناسايی ژن

با اطلاعاات موجاود در بانا      BlastXكم  ارزيابی كيفيت از 

 . استفاده شد UniProtاتی اطلاع

 

 نتايج و بحث

                                                                                           
1 Total size 

 یابی ترنسکریپتومتوالی

جهت ايجاد ترنسکريپتومی  cDNAهای يابی كتابلانهتوالی

قرائات بارای     1007 013جامع از كلالاه و كاالوس زعفاران،    

و ( ميلياون قرائات بارای ساه تکارار      1/07تاا   1/01از )كالوس 

ميليون قرائت  7 /0تا  1 /1از )قرائت برای كلاله  111111 07

%   هاا بارای كاالوس و    قرائت% 1 . توليدكرد( برای سه تکرار

-های آداپتاوری و قرائات  ها برای كلاله با فيلترينگ توالیقرائت

ياات درنها. يفياات پااايين و طااول كوتاااه حاااف شاادندباكهااايی 

قرائات از كلالاه    1171371 0قرائت از كاالوس و  70131  01

 . ده قرار گرفتبندی مورد استفا جهت سرهم

 

 بندی ها و اندازه کل سرهمشمار کانتیگ

آمده از ابزارهای ملتلا ،   دستبههای ارزيابی شمار كانتيگ

هاا  بنادی قرائات   عملکرد متفاوت اين ابزارها را در ايجاد سارهم 

اختصاصای   طاور  باه ، اولين ابزاری است كه Trinity . نشان داد

 ايجااد ترنساکريپتوم  های كوتااه جهات   بندی قرائت برای سرهم

ياژه در  و باه رفرنس طراحی شده است و در بسياری از مطالعاات  

حوزه گياهی از كارايی بالايی نسبت باه برخای ديگار از ابزارهاا     

 ,.Grabherr et al., 2011; Haas et al)برخوردار بوده اسات  

آمااده از اياان اباازار در  دسااتبااهبااا اياان وجااود نتاااي  (. 2013

ی ترنسااکريپتوم زعفااران چناادان   هااابناادی قرائاات  ساارهم

بنادی  ترنسکريپت دسته  11711بلش نيست زيرا تعداد  يترضا

حصول شامار  . ژن عدد بسيار بالايی است يونی 001313شده در 

در اين مطالعاه   شده استفادهها در ديگر ابزار بالايی از ترنسکريپت

دسات آماده باه    های باه شمار ترنسکريپت .خوردنيز به چشم می

بااه bp 7و  0 بااه طااول  K-merبااا پااارامتر  Bridgerكماا  

 Bridgerاباازار . بودنااد 11 1 1و  1 1 1 ترتيااب براباار بااا  

 طاور  به bp 0به طول  K-merها را در توانست شما ترنسکريپت

. كاهش دهد Trinityی به بيش از نص  در مقايسه با توجه قابل

BinPacker  و Velvet/Oases   نتوانسااتند نتااايجی بهتاار از
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Bridger هاای  افازار از ديدگاه مقايساه مياان نارم   . فراهم كنند

-هاای باه  ی در اين مطالعه كمترين تعداد ترنساکريپت موردبررس

 باه طاول    K-merباا   Bridgerافازار  دست آمده محصول نارم 

bp 0 های ها با بيشترين و كمترين ترنسکريپت یبندسرهم. بود

 (.0 جدول)يدشده به اين ترتيب قرار گرفتند تول

Trinity>Velvet/Oases-K-mer-25< 

Velvet/Oases-K-mer-27<BinPacker-K-mer-

25<BinPacker-K-mer-27>Bridger-K-mer-

25<Bridger-K-mer-27 
 

در  BinPackerو  Trinity ،Bridgerافزارهای های حاصل از کتابخانه، توسط نرمبندی از مجموع خوانشهای مربوط به سرهمشاخصه -1جدول 

 گياه زعفران
Table 1- Assembly statistics from library reads by Trinity, Bridger and BinPacker softwares in saffron plant 

BinPacker Bridger Trinity 
افزار نرم  

Software 

27 25 27 25 25 
(جفت باز)ااندازه كامر   

K-mer length )bp( 

439676 442603 434340 262024 647803 
هاتعداد ترنسکريپت  

Transcripts counts 

374.32 385.47 265.61 159.08 294.13 
هامجموع كل باز  

Total base (million) 

1330 1360 860 884 461 
(جفت باز)   N50 طول    

  N50 Length (bp) 

851.36 870.93 611.54 607.12 454.05 
(جفت باز) ها ژن یونميانگين طول ي  

Average length of uigene (bp) 

19114 18510 23320 16500 17066 
(جفت باز) ژن یونطول بلندترين ي  

Maximum length of unigene  (bp) 

200 200 201 201 224 
 (bp) ژن یونترين يطول كوتاه

Minimum length of unigene (bp) 

 

يا    Velvet/oasesتوساط   شاده  خلاق هاای  بنادی سرهم

-Kها را با افازايش انادازه   ر ترنسکريپتكاهش تدريجی در شما

mer از ميان . نشان دادندK-mer های مورد بررسیK-mer   باا

هاا را باا حجام    توانست شمار پايينی از ترنسکريپت bp10اندازه 

در كال  (.  جادول  )را ايجاد نماياد  ( اندازه كل)قابل قبولی داده 

 0باودن  تکاه  تکاه دسات آماده،   های باه شمار بالای ترنسکريپت

هاا را  ترنسکريپتوم مرجع و شباهت بالای بسياری از ترنسکريپت

يکی از دلايال اصالی     پايين بودن ميزان پوشش. دهدنشان می

(. Smith-Unna et al., 2016)بندی است بودن سرهم تکه تکه

بندی موفق  ياز برای ي  سرهمموردنتلمين ي  حداقل پوشش 

داقل عماق بارای   رسيدن به ي  ح درواقع. سلت و دشوار است
                                                                                           
1- Fragmentation 

2- Coverage 

 مثاال   عناوان  باه )يان باالا آساان اسات    بابهايی بندی ژن سرهم

Mbp011 ) هايی باا  ياز برای پوشش ژنموردندر حالی كه عمق

هاا نشاان   نتاي  بررسای . پاير نباشدامکان عملادبيان پايين شايد 

تواند نمايناده  اطلاعات می Gbp0-1دهد كه چيزی در حدود می

با اين وجود توجه باه ايان   . وم گياهی باشدمناسبی از ترنسکريپت

 طاور  باه تواناد  نکته بسيار مهم است كاه اطلاعاات بيشاتر مای    

هايی با بيان پاايين را بهباود بلشاد در    بندی ژن سرهم زمان هم

دهاد  هايی با بيان باالا را نياز افازايش مای    حالی كه فراوانی ژن

(Honaas et al., 2016 .) 

ها و اندازه كال  مار ترنسکريپتقطع ش طور بهاز طرفی ديگر، 

هاای اساتفاده   آمده متناسب با تعداد خوانش دستبهبندی سرهم

بندی بايش   هممحصول سر(. Chang et al., 2015)شده است 
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ميلياون قرائات كلالاه،     00ميليون قرائت از نمونه گال و   11از 

در مطالعااه بابااا و  Trinityترنساکريپتوم بااا اسااتفاده از   1 111

اين درحاالی اسات كاه از    . بود( Baba et al., 2015) همکاران

ميليون قرائت استفاده شده در مطالعه جاين و همکااران    0  /1

(Jain et al., 2016) ،  331  ترنسااکريپتوم بااا اناادازه كاال

Mp17/ 7 يله وساا بااهTrinity ارتباااط  هرچنااد. آمااد دسااتبااه

دازه كل ها و انها، تعداد ترنسکريپتمستقيمی ميان تعداد خوانش

عموم تعداد ترنساکريپ باالاتر    طور بهبندی وجود ندارد اما سرهم

بنادی  بندی، اندازه كال باالاتری در سارهم   ايجاد شده در سرهم

 . كندايجاد می

 

 اندر گياه زعفر Velvet/Oasesافزارهای های حاصل از کتابخانه، توسط نرمبندی از مجموع خوانشهای مربوط به سرهمشاخصه -2جدول 
Table 2- Assembly statistics from library reads by Velvet/Oases softwares in saffron plant 

طول کامر 

(جفت باز)  
K-mer 

length )bp( 

ها تعداد کانتيگ  
Number of 

contigs 

مجموع کل 

 بازها
Total base 

)million( 

 طول

N50 
N50 

length 

ميانگين طول يونی 

(جفت باز) ها ژن  
Average length of 

unigene )bp( 

 طول بلندترين يونی ژن

(جفت باز)  
Maximum length of 

unigene )bp( 

 ترين يونی ژنطول کوتاه

 (جفت باز)
Minimum length of 

unigene )bp( 

25 403510 248.24 868 615.2 17665 100 

29 409192 253.92 897 620.54 16378 97 

33 412643 261.57 940 633.89 19973 110 

37 410550 265.19 983 645.96 29372 122 

41 405021 267.54 1030 660.57 65452 126 

45 399338 268.09 1072 671.33 19998 132 

49 390892 264.75 1108 677.31 30841 152 

53 383433 263.45 1169 687.09 40300 138 

57 373488 261.04 1231 698.94 41100 155 

61 362547 256.02 1269 706.18 33283 191 

65 388176 364.09 1773 937.95 41480 200 

69 353441 360.23 1927 1019.22 18565 200 

73 303519 328.2 1978 1081.34 16457 200 

77 264298 298.91 2029 1130.97 33836 200 

81 230623 265.26 2036 1150.22 20685 200 

85 196262 231.51 2020 1179.61 20834 200 

89 158164 137.88 1411 871.78 22601 200 

93 133824 118.7 1394 887.05 21641 200 

97 112600 99.61 1341 884.67 20690 200 

101 112738 95.167 1211 844.14 14415 200 

105 91609 76.37 1161 833.7 13987 200 
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و  Trinityسات آماده از   با اين حال ايان الگاو باا نتااي  بد    

BinPacker  در تناق  است، زيراBinPacker    با تولياد تعاداد

توانست اندازه كل بالاتری  Trinityكمتر نسبت به  ترنسکريپت

 Bidgerبا  BinPackerبندی ايجاد كند امّا مقايسه برای سرهم

به طاول   K-merبا اندازه  Bridger. كنديد میتائالگوی فوق را 

bp 0 بنادی  كمتر همراه با اندازه كال سارهم   د ترنسکريپتتعدا

 .كمتری ايجاد كرد

 

 N50ها و طول ترنسکریپت

در  Trinityافازار  ها در خروجای نارم  ژن ميانگين طول يونی

باالاترين مقادار بارای ايان     . تلمين زده شاد  bp10/101حدود 

آماد   دسات به bp 7به طول  K-merبا  Bridgerپارامتر توسط 

(bp 0/117)     كه تنها در چناد نوكلئوتياد بااK-mer    باه طاول

bp 0  تارين  با اين وجود طول كوتااه (. 01/100)اختلاف داشت

. باود  K-merدر هار دو   Bridgerبيش از  Trinityژن در  يونی

مياانگين   Velvet/Oasesآماده از   دسات بههای  یبند سرهمدر 

ش افازاي  bp10تاا   K-merها با افزايش اندازه طول ترنسکريپت

 bp10/0073ماااكزيمم ميااانگين طااول ترنسااکريپت )تاادريجی 

-Kتر شدن انادازه  و با طويل )bp10با طول  K-merمتعلق به 

mer كاهش نشان داد. 

 ها نشان داد كه در ترنساکريپتوم ارزيابی توزيع طول كانتيگ

ها طولی كمتر از كانتيگ%  Trinity ،0/3آمده از  دست بهمرجع 

Kb0 تا  0 طولی مابين% 0/1وKb0     داشتند در حالی كاه نتااي

Bridger  باK-mer  به طولbp 0 0/0و % 0/11ترتياب  به  %

و % 1/10ترتيااب بااه bp 7بااه طااول  K-merبااا  Bridgerو 

و  1/0ها در اين توزياع در حادود   نرر تعداد كانتيگ. بود%  3/0

 . بود bp 7به طول  K-merبا  Bridgerبرابر به سود  7/0

-بايست تعاداد قرائات  های بهتر میبندیسرهمتئوری  ازنظر

باالاتر   N50 بااارزش تار  های طويلهای بيشتری را در كانتيگ

بسياری از  موردبحثهنوز  N50با اين وجود اهميت . داشته باشد

-مطالعات نشان مای (. Salzberg et al., 2012)محققين است 

 يا تعيين حاداقل  K-merبر پايه استراتژی  N50دهد كه ارزش 

نتااي  ايان   . تواناد افازايش ياباد   طول كانتيگ توسط كاربر مای 

متعلاق   N50بالاترين ارزش  چراكهمطالعه اين امر را اثبات كرد 

با انادازه   Velvet/Oasesآمده از  دست بهمرجع  به ترنسکريپتوم

K-mer  به طولbp10 های كوتاه با كانتيگ. بودK-mer  هاای

هاايی باا فراوانای    ساکريپت های كوتاه ترنبسيار طويل كه قرائت

هاا كوتااهی كاه    K-merكناد ياا   بنادی نمای   هام پايين را سار 

باه دليال فقادان همپوشاانی را      تکه تکههای كوتاه ترنيسکريپت

 ;Chopra et al., 2014)شاود  كند ايجاد مای بندی نمی سرهم

Surget-Groba et al., 2010 .) بررسی اثر طولK-mer  با دو

تار  های كوتااه K-merنشان داد كه  Oasesو  SOAPافزار نرم

N50 پاارامتر   00با ايان وجاود ارزياابی    . كنندبالاتری ايجاد می

ير بيشاتری در ايجااد   تأثافزار نشان داد كه خود نرم ترنسکريپتوم

  كه با نتااي   K-merمرجع بهتر دارد تا متغير  ي  ترنسکريپتوم

 ;Chopra et al., 2014; Chang et al., 2015)هايی پژوهش

Surget-Groba & Montoya-Burgos, 2010 )   كاه مزاياا و

را برجسته كردند در تضاد  K-merهای بالا و پايين معايب ارزش

 (. Rana et al., 2016)بود 

 

 یفیرد درصد هم

مرجاع   هاا باا ترنساکريپتوم   رديفی قرائتميانگين درصد هم

 برای كالوس و 0 به طول  K-merبا  Bridgerآمده از  دست به

-Kباا   Bridgerدرصد و بارای    3/ و  11/ 7كلاله به ترتيب 

mer  درصاد تلماين زده    1/31و  11/30ترتياب  به 7 به طول

 بنادی  سارهم رديفای بارای   در حالی كه ميانگين درصد هم. شد
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 30و  30برای كالوس و كلاله بيش از  Trinityآمده از  دست به

-بوط به سارهم يفی مررد همترين نرر پايين. درصد محاسبه شد

باه طاول    K-merباا   Velvet/Oasesآماده از   دسات  بهبندی 

bp10  يا  شاده   رد هام هاای  نسبت پايين قرائت(.  جدول )بود

تواناد نمايناده   مرجع مربوطه نمی دهد كه ترنسکريپتومنشان می

 .كامل و جامعی برای انجام آناليزهای بعدی باشد

 

 بندی شده در زعفران ترنسکريپتوم سرهم ها در برابررديفی قرائت درصد هم -3جدول 
Table 3- Alignment percent of reads to assembled transcriptome in saffron 

Velvet/Oases  BinPacker  Bridger  Trinity  افزارنرم  

Software 

81 85 27 25 25 
(جفت باز)طول كامر   

K-mer length (bp) 

72.01 65.57 90.61 87.4 93.58 
6تكرار  -زا كالوس جنين  

Embryogenic callus- Rep 1 

75.06 67.79 92.35 90.04 94.9 
2تكرار  -زا كالوس جنين  

Embryogenic callus- Rep 2 

73.43 64.25 92.15 89.67 94.51 
5تكرار  -زا كالوس جنين  

Embryogenic callus- Rep 3 

74.14 64.6 92.93 90.92 94.05 
6تكرار  -زا جنين كالوس غير  

Non embryogenic callus- Rep 1 

72.01 65.34 90.75 87.56 93.82 
2تكرار  -زا جنين كالوس غير  

Non embryogenic callus- Rep 2 

71.33 63.69 90.08 86.74 93.16 
5تكرار  -زا جنين كالوس غير  

Non embryogenic callus- Rep 3 

76.32 67.74 93.82 92.22 95.10 
6تكرار  -ا سه كلالهگل نرمال ب  

Normal flower with 3 stigmata- Rep1 

75.07 63.8 95.07 94.06 95.7 
2تكرار  -گل نرمال با سه كلاله  

Normal flower with 3 stigmata- Rep 2 

76 66.47 94.17 92.65 94.31 
5تكرار  -گل نرمال با سه كلاله  

Normal flower with 3 stigmata- Rep 3 

76.32 65.31 95.45 94.22 96.04 
6تكرار  -گل موتانت با چهار كلاله  

Mutant flower with 4 stigmata- Rep 1 

74.62 66.51 94.14 92.53 94.92 
2تكرار  -گل موتانت با چهار كلاله  

Mutant flower with 4 stigmata- Rep 2 

74.39 67.31 94.97 93.66 96 
5تكرار  -گل موتانت با چهار كلاله  

Mutant flower with 4 stigmata- Rep 3 

 

 BlastXها به کمک تفسیر ترنسکریپت

آماده جساتجوی    دست بههای برای تفسير جامع ترنسکريپت

در مقابال پايگااه داده    BlastXها به كما   شباهت برای توالی

UniProt ذكرشاده بر اساس پارامترهاای بررسای و   . انجام شد ،

باا   Trinityو  Bridger ،BinPackerآماده از   دسات  بهاسمبل 

بارای انجاام ايان آنااليز انتلااب       bp 0به طول  K-merاندازه 

% 71بايش از   BlastXآماده از   دسات  باه بر اساس نتاي  . شدند

هاای موجاود در   باه تاوالی  % 11ها با شباهتی بالای ترنسکريپت

% 01دهد بايش از  نتاي  نشان می. بان  اطلاعاتی بلاست شدند

بندی مقايسه شده باا يکاديگر   سرهم  شده در  يیشناساهای ژن

باالاترين تعاداد ژن    Trinityدر ايان مياان   . پوشاانی دارناد  هم

از . ها موجود نبودندرا نشان داد كه در ديگر اسمبلی فرد منحصربه

تنهاا   Trinityبنادی  در سارهم  فارد  منحصربهژن  11031ميان 
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درصد % 71هزار ترنسکريپت درصد شباهت بالای  1 نزدي  به 

 دسات  باه بنادی  دهدسرهمنشان می BlastXنتاي  . نشان دادند

بالاترين تعداد ترنسکريپت با طول را دارد  Bridgerآمده از ابزار 

-ها با طول كامل برای ساه سارهم  تعداد ترنسکريپت(. 0شکل )

، 1 17ترتيااب بااه Trinityو  Bridger ،BinPackerبناادی 

 . بود 311 و  1 11

 

 
 دست بههای بندیسرهم BlastXسه نتايج حاصل از مقاي -1شکل 

  BinPackerو  Trinity ،Bridgerآمده از سه ابزار 
Figure 1- BlastX comparisons of produced assembled from 

Trinity, Bridger and BinPacker tools.  

 

 گيری نتيجه

در حااال حاضاار اسااتانداردی طلاياای باارای انجااام ياا     

هاای كوتااه ترنساکريپتوم در    اساتفاده از قرائات  بندی باا   سرهم

اثباات شاده   . گياهان غير مدل و بدون ژنوم مرجع وجاود نادارد  

های يکساان و  افزارهای متفاوت با استفاده از قرائتاست كه نرم

 Moreton et. )كنناد كاربرانی مشابه نتاي  متفاوتی را توليد می

al., 2014; Chopra et al., 2014; He et al., 2015; 

O'Neil et al., 2013 .)    هدف اصلی اين مطالعاه ارزياابی چناد

هاای ترنساکريپتوم گيااه    بندی قرائت افزار پركاربرد در سرهمنرم

تريپلوئيد زعفران با پارامترهای مشل ، جهت تعيين اساتراتژی  

مطالعات متعددی حکايت از عملکارد  . بهتر و با كارايی بالاتر بود

و   SOAPيی از قبيال ابزارهاا ديگار   نسابت باه   Bridgerبهتر 

Trinity ها، انادازه  بر اساس پارمترهای تعداد ترنسکريپتN50 ،

هاا باا طاول كامال دارد     رديفای و تعاداد ترنساکريپت   درصد هم

(Rana et al., 2016 .)  مورد ديگری كاهBridger  وTrinity 

هاا  بنادی قرائات   كرد زمان لازم برای سارهم را از هم متمايز می

ی قرار ناداديم  موردبررسما در اين مطالعه سرعت را  اگرچه. است

تار  به علت سريع Bridgerدهد كه ها نشان میاما نتاي  بررسی

 عناوان  به Bridgerهم رفته  روی. بودن محبوبيت بيشتری دارد

های ترنساکريپتوم زعفاران   بندی قرائت ابزاری بهتر جهت سرهم

پارامترهاای بهتار فاراهم    بندی با تواند سرهمشناخته شد كه می

 .آورد
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Abstract 

Saffron (Crocus sativus L.) belonging to the Iridaceae family as a source of apocarotenoids is 

one of the most valuable spices and medicinal plants in the world. Because of the large size and 

high complexity of saffron genome, its sequencing remains a challenge. The arrival of next-

generation sequencing technologies (NGS) has allowed rapid and efficient development for RNA 

sequencing. De novo assembly of transcriptome from short-read RNA-Seq data provides a great 

resource for the study of species without a reference genome. De novo assembly of the 

transcriptome has some unique challenges, particularly in the case of plants, which possess a large 

amount of paralogs, orthologs, homoeologs and isoforms. In this research, we attempted to 

compare the performance of de novo assembly tools including BinPacker, Bridger, Oases-Velvet 

and Trinity through consideration of quality metrics such as N50 length, the total number of contigs 

and alignment scores. The results of these analyses revealed that assembly using Bridger had a 

superior performance for saffron transcriptome, Oases suffered from relatively high chimera rates 

and redundancies which causes genes family with high similarity to be assembled into one 

transcript, Trinity performs worse than Bridger in the increase of false positives. Our comparison 

study will assist researchers in selecting a well-suited assembler and offer essential information for 

the improvement of existing assemblers.  
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