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 چکیده
ها در  آن نر و کارگر با مقایسه تفریقی، ی شاخص در تمایز و تکامل ملکهها ژناین پژوهش با هدف مطالعه پروفایل بیان ژن و تعیین 

 .A. m)نمونه از زنبور عسل نژاد ایتالیایی  15( mRNAکل  یلاروی یا همان سن تمایز انجام شد. لذا ترانسکریپتوم )توال 5سن 

ligustica ) های یابی خوانشملکه از طریق همردیفی و مکان 5کارگر و  5، زنبور نر 5شاملRNA-Seq بر روی ژنوم مرجع زنبور عسل 
ایزوفرم بر روی  31231ژن و  15322سپس آنالیز بیان افتراقی ژن صورت گرفت و در نهایت مرتب شد.  Amel_4.5نسخه 

ژن بین تیمارهای کارگر و ملکه و  535، ژن با بیان متفاوت بین تیمارهای نر و ملکه 525 مشخص شد و نهایتاً ها نمونهترانسکریپتوم این 
ی ها ، ژنبیشترین تفاوت بیان ژنی بین تیمارهای کارگر و نر ( و>000005/0p<( ،)0001/0p) ژن بین تیمارهای نر و کارگر بود 125

GB45614 و GB42053  2با لگاریتم fold change ی نر و ملکه تیمارهادر مقایسه  و دست آمدند هب 5/11و  -10 با مقادیر ترتیب به
و  GB43508ی ها ژن کارگرهای ملکه و و در مقایسه تیمار 8/11 و 1/11با مقادیر  ترتیب به GB48020 و GB45614 یها ژن

GB42053 3و  2/2با مقادیر  ترتیب به- ( با بیشترین تفاوت بیان ژنی مشاهده شدند. آنالیز ماهیت ژنGOو مسیرهایی که در آن ) ها
ی ها ژنزیادی از این ولی تعداد  ،انجام نشده است ها ژنکه بررسی دقیقی و جامعی بر روی تعداد زیادی از این ، درگیر هستند نشان داد

های تریپسین،  ناپذیر غشا، پردازش متابولیکی کیتین، بازدارنده ساختاری و جدایی یملکه و نر مرتبط با اجزا شاخص در مقایسه تیمارهای:
که  ستند درصورتیهای کوتیکول شفیره ه ها، پروتئین های دفاعی نسبت به باکتری فعالیت گیرنده گاسترین، باندشونده با هورمون جوانی، پاسخ

ها، متابولیسم لیپیدها، های شاخص متمایز در تیمارهای ملکه و کارگر مرتبط با مسیرهای متابولیکی، متابولیسم داروها و سایر آنزیم در مقایسه ژن
ها و  و سایر ترپنوئید کینون های متابولیکی کیتین، بیوسنتز یوبیکینون دهنده کلسترول داخل سلولی، پردازش باندشونده با نوکلئیک اسید، انتقال

متابولیسم و انتقال آمینو اسیدها، باند شونده با یون  یناپذیری از غشا جدایی ساختاری و یا اجزابهای متمایز در مقایسه کارگر و نر مرتبط  ژن
 دهنده کلسترول کیتین درون سلول، متابولیسم بودند. کلسیم، باندشونده با فلز یون، انتقال

 
 .RNA-Seq، ماهیت ژن، زنبورعسل، پتومیترانسکر، بیان افتراقی ژن لیدی:های کواژه
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ABSTRACT 
The aim of this study was to investigate the gene expression profile and find the important genes in the differentiation and 
evolution of the queen, worker and drone honey bee at Stage 5 Larvae. Therefore, transcripts (total mRNA sequence) of 15 
samples of Italian honey bee (A. m. ligustica) including 5 drone, 5 worker and 5 queen bees were aligned to the reference 
genome of the honey bee. In gene expression analysis of RNA-Seq data, 15962 genes and 31297 isoforms were identified. 
In our differential gene expression analyses, 465 genes between drone and queen bees, 495 genes between worker and 
queen bees and 764 genes between drone and worker bees, were expressed differently (P <0.000005). The largest difference 
in expression of genes was observed between drone and workers were for GB45614 and GB42053, with log2 fold change 
that was -10 and 11.5, respectively. In drone and queen bees comparison, GB45614 and GB48020 genes with log2 fold 
change 7.11 and 8.11, and in queen and worker bees comparison, GB43508 and GB42053 with log2 fold change 6.6 and -9, 
had the largest difference in gene expression, respectively. The analysis of the gene ontology (GO) and the pathways 
involved showed that the function of many of these genes has yet to be found. However, a large number of the genes 
expressed defiantly in drone and queen bees were related to integral component of membrane, calcium ion binding, 
carboxypeptidase, cholecystokinin receptor, chitin metabolic process, chymotrypsin inhibitor, haemolymph juvenile 
hormone binding and pupal cuticle protein, while differentially expressed genes in queen and worker bees comparison were 
related to metabolic pathways, enzymes metabolism, Pyrimidine metabolism, lipid metabolism, protein kinase, ATP binding 
and nucleic acid, intracellular cholesterol transport, chitin metabolic process, nitrogen compound metabolic process, 
hydrolase activity and chitin binding. The genes expressed at different levels in worker bees and drones were related to 
structural elements, the metabolism membrane and transfer of amino acids, calcium-ion-bound, ion-binder, intracellular 
cholesterol transport and chitin metabolism. 
 
Keywords: Deferential gene expression, gene ontology, honey bee, RNA-Seq, transcriptome. 
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 مقدمه

زنبور عسل افزون بر تولید محصولات گوناگون مهمترین  

افشانی و  نقش خود را در طبیعت با دخالت در عمل گرده

افزایش تولید محصولات کشاورزی و احیای محیط 

دهد در کشورهای  ها نشان می کند. بررسی زیست ایفا می

تولیدات کشاورزی  مختلف نقش زنبور عسل در افزایش

ها است  برابر تولیدات مستقیم آن 819تا  93

(Tahmasebi et al., 2000.)  بنابراین بررسی این حشره

مفید از جهات مختلف فیزیولوژی، رفتارشناسی، ژنتیک و 

... حائز اهمیت است. یک کلنی زنبورعسل از زنبورهای 

م نر، کارگر و ملکه تشکیل شده است. تفاوت تغذیه در تخ

لقاح یافته باعث ایجاد دو فنوتیپ ملکه و کارگر از یک 

های  ژنوتیپ یا سلول تخم میشود و لاروهای نر نیز از تخم

(. از Barchuk et al., 2007آیند ) نیافته به وجود می لقاح

توان روند  های متفاوت بیان شده می رو با بررسی ژن این

ود. ایجاد این دو فنوتیپ از یک ژنوتیپ را مشخص نم

گر است  شده، پیچیده و تنظیم مکانیسمی حساب بیان ژن

 صورت فنوتیپ ظاهر شود شود ژنوتیپ به که باعث می

(Banabazi et al., 2012a در واقع کدهای ژنتیکی که .)

ها  وسیله بیان ژن اند به هذخیره شد DNAدر مولکول 

نحوه بیان ژن باعث  شوند و خصوصیات وتفسیر می

 Banabazi) تیپ در ارگانیسم خواهد شدبوجود آمدن فنو

et al., 2012b).  مطالعات بیان ژن به تولید حجم زیادی

ها در این زمینه منجر شده است در میان انواع  از داده

به سبب  RNA-seqهای  های بیان ژن داده متعدد داده

شده و  شدن توالی نواحی رونویسی بودن و شامل پربرونداد

واحی دارای مزیت عمده بر سایر پوشش دادن تمام این ن

ای  های اخیر امکانات رایانه باشد. در سال ها می انواع داده

ها را در زمان و با هزینه کم  آنالیز این حجم از داده

های  پذیر ساخته است. از مزایای استفاده از داده امکان

RNA-seq باشد های جدید می شناسایی ژن (Gan 

yagen et al., 2010; Sultan et al., 2008 اساس .)

به قطعات  )ترانسکریپتوم( mRNAروش بر برش کل  این

باشد  یابی همه این قطعات می کوچک و سپس توالی

(Marguerat & Bahler, 2010; Haas & Zody, 2010 .)

شده برای  یابی های مکان رو از روی تعداد خوانش از این

توان یک معیار دقیقی از میزان  یک ناحیه خاص می

 ;Ekbom & Galindo, 2010) رونویسی آن ناحیه رسید

Wilhelm & Landry, 2009)شاخص بیان ژن در این . 

روش محاسبه تعداد خوانش یا قطعات )کیلوباز( به ازای 

 باشد می 8(FPKM) شده یابی هریک میلیون خوانش مکان

(Mortazavi et al., 2008.)  با توجه به این که تمایز

برای کارگر و ملکه تنها تفاوت فنوتیپی حاصل شده 

باشد و  محیطی )تغذیه یا عدم تغذیه با ژل رویال( می

رغم خصوصیات اجتماعی  طورکه مشخص است علی همان

کندو، عملکرد و راندمان کندو تا حد زیادی به ملکه 

های مرتبط با  باشد. لذا شناسایی مجموعه ژن وابسته می

سیار حائز اهمیت روزگی لارو ب 9تا  9این تمایز در سن 

است، به این دلیل در این مطالعه به بررسی پروفایل بیان 

ژن زنبور عسل ایتالیایی نر، ملکه و کارگر پرداخته شد تا 

های دخیل در تمایز جنسیت به  علاوه بر بررسی ژن

های جدید بر روی ژنوم زنبورعسل بپردازیم که  کشف ژن

وم و همچنین در واقع با تعیین نقش بسیاری از نواحی ژن

های دخیل در تمایز جنسیت قادر به تعیین  با بررسی ژن

 های اصلاح نژادی و تسریع در روند آن شد. برنامه

 Baylor Collegeژنوم مرجع زنبورعسل توسط مرکز 

of Medicine  با استفاده از روش شات گان کل ژنوم

(whole genome shotgunانجام شد. توالی ) ، اسمبلی

حلیل ژنوم زنبور عسل توسط کنسرسیوم ت و و تجزیه

در نشریه  2559ژنوم زنبورعسل در اکتبر  یابی توالی

، توسط روش سنگر یابی توالیاین  نیچر به چاپ رسید.

انجام و برای  SOLiDو  ROSCHشرکت  101دستگاه 

ژنوم  نسخهیابی بهتر بهبود یافت. جدیدترین  نقشه

فوریه  د که درباش می Amel_4.5مرجع زنبور عسل 

ژنوم مرجع زنبور عسل از  منتشر شده است. 2588

میلیون جفت باز تشکیل شده است که دارای  223

 ریژن غ 155، (Coding genesژن کدکننده ) 80981

ژن کوچک  939، (Non coding genes) 2کدکننده

 (Small non coding genes)کدکنندهریغ
ژن  1، 9

و  (Misc non coding genes) 1متفرقه غیرکدکننده

                                                                               
1. Fragments Per Kilobase of transcript per Million 

mapped reads  
2 .RNAترجمه  نیهستند که به پروتئ یمشخص فیوظا یدارا یها
 .pRNA ،lncRNA، eRNA ،gsRNA :شامل ؛شوند ینم
3 .RNAمعمولاً. شوند یترجمه نم نیهستند که به پروتئ یمشخص فیوظا یدارا یها 

  miRNA ، siRNA ،snoRNA ،piRNAشامل  و دارند باز 255 از کمتر یطول
 ای frameshift علت به اما کندیم کد را ینیپروتئ که است یژن هیشب که یژن. 1

 .شود یآن م یدر کدکنندگ ییکدون توقف موجب عدم توانا
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است ژنوم  Gene transcriptsرونوشت ژن  80725

 ( است.=89nکروموزوم ) 92زنبور حاوی 

 

 ها مواد و روش

 80به  مربوط RNA-Seq های داده از مطالعه این در

در مرحله پنج  Apis mellifera ligusticaنمونه زنبور 

نمونه  0، نمونه زنبور نر 0( شامل 38-+/8لاروی )

کندوی  80نمونه زنبور ملکه )از  0 زنبور کارگر و

 Regan در مطالعه ها دادهمتفاوت( استفاده شد. این 

Ashby et al. (2016) منظور  به. ستآمده ا دست به

 055با یلارو یها نمونهمذکور  یها داده دیتول

 9به نمونه با نسبت  زولی)تر زولیمعرف تر تریکرولیم

ها  مونهن که نیشدند و قبل از ا زهی( هموژن8به 

کلروفرم به  تریکرولیم 855شوند مجدد  وژیفیسانتر

 مدت بهها اجازه داده شد که  محلول اضافه شد و نمونه

ها  اتاق انکوبه شدند و سپس نمونه یدر دما قهیدق 9

درجه  1 یدر دما قهیدق 85 مدت به g 82555 در

 عیما ییشدند و سپس فاز بالا وژیفیسانتر گراد یسانت

رسوب  زوپروپانلیبا استفاده از ا RNA و کل یآور جمع

 شوو شست درصد 70با اتانول  تیپل یداده شد و محتوا

 یدر دما ونیبا انکوباس ریو در آب مقطر دو بار تقط

 حل شد. قهیدو تا سه دق مدت به گراد یدرجه سانت 15

 یکم زانیو م نییبا ژل الکتروفورز تع RNA خلوص

شد.  نیینودراپ تعنا یآن با استفاده از اسپکتروفتومتر

 NEBNextآماده  تیبا استفاده از ک RNAکتابخانه 

Multiplex ساخته شد.  نایلومیا ابی یتوال دستگاه یبرا

(E7300S/L, New England BioLabs (NEB) 

Genesearch, Arundel, Qld, Australiaطور  (. به

ها بر اساس اندازه موردنظر )با استفاده از RNAخلاصه 

تعداد نمونه( و استفاده  n=5) کل RNA کروگرمیم 85

مولار اوره و مارکر  1، درصد80 دیآم لیاز ژل اکر

(. N2102S, NEB#) شدند یساز خالص RNA کرویم

RNAونیانکوباس لهیوس ها براساس اندازه موردنظر و به 

 یشب در دما کیمولار در مدت  NaCl 0.3در محلول 

د با از ژل شسته شدند و بع گراد یدرجه سانت 1

اتانول رسوب داده شدند  /زوپروپانولیاستفاده از ا

آب مقطر بدون  تریلکرویم 0/9 در تیپل ی.محتوا

RNAase ید لیاتید یدارا ( کربناتDEPC-treated) 

آب استفاده  RNAase مینمودن آنز رفعالیغ ی)برا

کتابخانه شامل:  یساز ( رسوب داده شد. آمادهشود یم

که با ، است PCRو  معکوس یسیرونو، اتصال آداپتور

 انجام شد اهRNAکتابخانه  یساز پروتکل آماده

(#E7300S/L, NEB) .محصول و انتخاب اندازه  تأیید

 دیآم لیمربوطه با استفاده از ژل اکر cDNAکتابخانه 

 یژل با اندازه باندها یرو یانجام شد. نوارها درصد 9

 با RNAاتصالات آداپتور  یجفت باز که برا 815-805

 ندشده بود در نظر گرفته یدینوکلئوت 95-28قطعات 

 کی مدت بهنوارها  ونیبا انکوباس RNAاز ژل جدا و 

درجه  1 یمولار و دما NaCl 9/5شب با محلول 

 لهیوس سازه کتابخانه به استخراج شدند. گراد یسانت

 که نیقبل از ا، سرد زوپروپانولیا، مولار 9استات  میسد

 85در  تیبا پل تاًیه شود نهاشست درصد 70در اتانول 

حل شد.  pH ،0/1 با Tris‐HCIبافر  تریکرولیم

 DNA با استفاده از 2855 زریوآنالایکتابخانه در ب

LabChip شد یو اعتبارسنج نییفوق حساس تع 

(Agilent Technologies, Integrated Sciences, 

Chatswood, Australiaی( و پس از انجام تمام 

ها از دستگاه mRNA یابی یجام توالان یبرا، مراحل

illumina Hiseq 2500 .خام در  یها داده استفاده شد

در  NCBI یاطلاعات گاهیدر پا 2580سپتامبر  9 خیتار

صورت  به sraو با فرمت ، دسترس قرارگرفته است

  .است افتیقابل در ریز نکیاز ل یو عموم گانیرا

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR1571716/ 

سازی و  تمامی مراحل آمادهها،  دادهپس از اخذ 

( سیستم GNUتجزیه تحلیل آنها در محیط گرافیکی )

بیت  91نسخه  Linux Mint 17.3 Cinnamonعامل 

بر روی یک کامپیوتر شخصی غیر متصل به سرور 

به  sraآنالیز شامل: تبدیل فرمت انجام شدند. مراحل 

fastq افزار  با استفاده از نرمsratoolkits  و  2.1.2نسخه

 FastQCبا استفاده از  ها دادهسنجش کیفیت 

(Andrews, 2010 نسخه .)بود. سپس براساس  5.88.0

ها با  نتایج سنجش کنترل کیفیت ویرایش خوانش

 ,.Trimmomatic (Bolger et al افزار استفاده از نرم

این ویرایش شامل  انجام شد. 5.99 (. نسخه2014

 نی. اکیفیت بود های بی حذف آداپتورها و خوانش

، یاصل یاز منو و شود یمجاوا اجرا  طیبرنامه در مح

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRR1571716/
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 ای یجفت یها خوانش یها براداده تیفیک سنجش

 آزمون 85 باطور جداگانه )رفت و برگشت( به هیدوسو

 تیفیها عبارتند از ک زمونآ نیشود. ا یمختلف انجام م

tile یازا هب یتوال
، 2یتوال یازا هب تیفیک ازیامت، 8

 یمحتوا، 9باز هر یازا هب یتوال یدینوکلئوت یمحتوا

GC نشده خوانده باز یمحتوا، 1یتوال یازا هب (N )

 بودن یتکرار، 9ها توالی طول عیتوز، 0باز هر ازای به

، 1دارند وجود حد از شیب که ییها ، توالی7یتوال

85 یو محتوا 3یآداپتور یمحتوا
Kmer .هر جینتا 

 ارائه یکیگراف صورت به و جداگانه بطور آزمون

 یها آزمون یبرا هشدار ای رد، قبول تیوضع. دگرد می

 از. گرفت قرار ها داده تیفیک سنجش ملاک گانه 85

 برابر هم با ها آزمون از کی هر ینسب تیاهم که ییآنجا

 و رد، قبول یها آزمون تعداد اساس بر توان مین، ستین

 ها داده یکل تیفیک به نسبت هشدار تیوضع در ای

 عنوان با گرید آزمون کی رو نیا از. نمود قضاوت

 یهمراه گزارش به زین 88باز هر ازای به یتوال تیفیک

د. گرد میارائه  ها دادهدرباره  82هیپا یها آماره یحاو

شده انجام  با آزمون گفته ها داده تیفیک یبند جمع

بر اساس  تیفیک نییدامنه تع، آزمون نید. در اشو می

 89پلتفرم یبرا تیفیسنجش ک یاستاندارد کدگذار

که ممکن است ، مورد استفاده دینسل جد یابی توالی

 یطور اختصاص هر مدل آن پلتفرم جداگانه و به یبرا

و قرمز  ینارنج، به سه منطقه سبز، شده باشد فیتعر

در طول هر  دیهر نوکلئوت یسپس براد و شو می میتقس

 یانفراد صورت به تیفیو دامنه ک نیانگیم کیخوانش 

و دامنه مذکور  نیانگیشود و قرار گرفتن م یم نییتع

 نییمربوطه را تع دینوکلئوت تیفیگانه ک در مناطق سه

همه  تیفیک جهیبراساس نت نی. همچنکند یم

                                                                               
1. Per tile sequence quality 
2. Per sequence quality scores 
3. Per base sequence content 
4. Per sequence GC content 
5. Per base N content 
6. Sequence Length Distribution 
7. Sequence Duplication Levels 
8. Overrepresented sequences 
9. Adapter Content 
10. Kmer Content 

11. Per base sequence quality 

12. Basic Statistics 
13. Platform 

 خوانش کل طول تیفیک به راجع دهاینوکلئوت

، شده گفته نمودار گرید عبارت به. شود یم یریگ میتصم

 گرید آزمون 85 هر اساس بر ها داده تیفیک یبند جمع

 یانفراد صورت به آزمون 85 از کی هر جینتا از. است

 .شد استفاده شیرایو انجام یچگونگ نییتع یبرا زین

براساس  ها هر یک از نمونهتعیین ترانسکریپتوم برای 

ژنوم مرجع بر ها  یابی آن و مکانها  همردیفی خوانش

 انجام گردید TopHat2 و Bowtie2 افزار با نرم ترتیب به

(Langmead & Salzberg, 2012) ژنوم رفرنس مورد .

بود.  Amel_4.5 استفاده برای تشکیل ترانسکریپتوم

کاررفته نیز مربوط به این  نویسی به اطلاعات حاشیه

نویسی آن  حاشیهویرایش نیز موجود بود. ژنوم مرجع و 

  دریافت شد. Ensembleاز بانک اطلاعاتی 
ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/metazoa/relea

.se-32/fasta/apis_mellifera/dna  .  
ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/metazoa/relea

se-32/gtf/apis_mellifera. 

ای و انحراف معیار آن  اندازه فاصله درون کتابخانه

 & bwa (Liبا استفاده از  TopHat2برای استفاده از کد 

Durbin, 2009 )ها انجام شد  گیری از داده روش نمونه و به

حاصل از  BAMخروجی فایل  برآورد شد. 255/+ -05و 

TopHat2  با استفاده از بستهSAMtools  مرتب وIndex 

با  تیمارهایک از  شد. تشکیل پروفایل بیان ژن برای هر

در این  انجام شد. Cufflinksافزاری  استفاده از بسته نرم

نسکریپتوم با استفاده از افزاری تلفیق دو ترا مجموعه نرم

Cuffmerg و آنالیز بیان افتراقی ژن با استفاده ازCuffdiff 

صورت دو به دو با یکدیگر مقایسه  تیمارها به انجام شد.

دست آمد  ها به فایل بیان افتراقی برای ژن 9شدند و 

تصحیح نشده تست آماری انجام شده  p-valueمقدار 

این مقدار به تنهایی قابل بود ازآنجاکه  55550/5برابر با 

-qیا  "FDR-adjusted p-value" اعتماد نیست از مقدار

value  5558/5نیز استفاده کردیم که مقدار آن برابر با 

 حیتصحپس از  pداری اگر مقدار  بود برای تست معنی

 FDRبرای تست چندگانه بیشتر از  هوچبرگ -نیامیبن

مصورسازی  یم.دار در نظر گرفت گاه آن را معنی بود آن

 CummeRbundنتایج در قالب گراف با استفاده از پکیج 

(Loyal et al., 2014 )افزاری  تحت نرمR  انجام شد. آنالیز

gene ontology صورت آنلاین و با استفاده از بانک  به
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( صورت https://david.ncifcrf.govاطلاعاتی دیوید )

 گرفت.

 

 نتایج و بحث

میلیون خوانش کوتاه  80تا  85پس از تبدیل فرمت بین 

شده( با میانگین طول  یابی )از هر دو انتها توالی جفتی

دست آمد. نتایج سنجش  ها به جفت باز برای نمونه805

 زیر نشان داده شده است. شکلها در  کیفیت برای داده

ی مورد ها نمونهگانه کنترل کیفیت  شاخص دوازده

ازای هر باز و  هب ها دادهمطالعه حاکی از کیفیت مناسب 

 N خوانش صحیح همه آنها براساس میزان باز

ازای هر توالی بود. با در نظرگرفتن نشده( به )خوانده

، جفت باز در هنگام ویرایش 15حداقل طول خوانش 

خوانش با کیفیت مناسب برای  میلیون 81تا  3

درصد از کل  85باقی ماند و کمتر از  ها نمونه

ها  یابی خوانش د. درصد مکانها کنار گذاشته ش خوانش

های با  درصد بود و خوانش 75تا  90طور میانگین  به

ردیفی چندگانه کمتر از یک درصد بودند. با  محل هم

های افزار نرمآمده از تمامی  دست بهتوجه به اطلاعات 

مقایسه بین تیمار نر و  مورد استفاده در این مطالعه در

روی ژنوم زنبور  شده ژن شناسایی 80392ملکه از بین 

 >50/5pژن با بیان متفاوت مشاهده شد.  0559عسل 

ژن با بیان متفاوت  2350تنها  >555550/5pو با )

نر و کارگر حاکی از  آمد. مقایسه تیمارهای دست به

 >p)555550/5ژن با بیان متفاوت بود و با ) 9193

د. در شو میژن با بیان متفاوت مشخص  1578تعداد 

مارهای کارگر و ملکه با سطح مقایسه بین تی

ژن بیان متقاوت داشتند  9239 (>50/5pی )دار معنی

بیان متفاوت یافت  ژن با p< 9301)555550/5که با )

ی با بیان متفاوت و ها ژنعلت زیاد بودن تعداد  شد به

برای رسیدن به  >p)555550/5) داری با سطح معنی

با   log2 (fold_change)های شاخص تر از معیار  ژن

 استفاده شد که نهایتاً -2و کمتر از  2مقادیر بیشتر از 

ژن با بیان متفاوت در مقایسه تیمارهای نر و ملکه،  190

ژن بین  791ژن بین تیمارهای کارگر و ملکه و  130

 تیمارهای نر و کارگر بود.

 

 
 21این آزمون نمونه با فرد اسکور بالاتر از در  ."SRR157171"مربوط به نمونه  یدیتک نوکلوئوت تیفیآزمون کنترل ک. 8شکل 

نیز  25های با فرد اسکور زیر  عنوان نمونه با کیفیت متوسط و نمونه به 21تا  25عنوان نمونه با کیفیت بالا، فرد اسکور بین  به

 شوند. های نیازمند ویرایش شناخته می عنوان نمونه به
Figure 1. Per base sequence quality related to "SRR157171" sample, In this test, samples with Phred scores over 28 

as a high quality sample, Phred scores between 20 and 28 as a medium-quality sample, and samples with Phred 

scores below 20 are also examples that need to trim. 
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ناسبی از تغییرات بیان در جهت رسیدن به تصویر م

بیشتر  log2 (fold_change)با  ییها تنها ژن این تیمارها

برای مطالعه انتخاب شدند. در مجموع  -1و کمتر از  1از 

بیان ژن در بین تیمار نر و ملکه  11ژن تنها  80981از 

ژن در نر بیان بیشتری  27ها  متفاوت داشتند و از آن

ژن بین تیمارهای  92، تهای ملکه داش نسبت به نمونه

ژن در  20ها  بیان متفاوت داشتند و از آن کارگر و ملکه

و  های کارگر داشتند ملکه بیان بیشتری نسبت به نمونه

که از این ژن بین نر و کارگر با بیان متفاوت بودند  72

ژن در تیمار نر بیان بیشتری نسبت به تیمار  09تعداد 

و  fold change <1( و )q<5558/5) کارگر داشتند

1fold change <-0و  1، 9 های( در نمودار ID ها  این ژن

 ها آمده است.  همراه میزان بیان آن به

( میزان انحراف هر 2شکل ای زیر ) نمودار نقطه

از میانگین بیان ژن در هر سه تیمار را نشان ، ژن

میزان فاصله بیشتر از خط میانگین  .دهد می

 ی کاملاًها ژند. باش میر ت دهنده بیان متفاوت نشان

نمودار و  Yو  Xمتفاوت بیان شده روی محورهای 

 اند. داخل کادر مشخص شده

آید بخشی از  که از نمودار هیستوگرام برمی همچنان

ها فقط  تفاوت بیان ژن ناشی از آن است که برخی از ژن

در یکی از تیمارها بیان شده است و بیان آنها در 

، 9ای ) در نمودارهای میله ه است.تیمارهای دیگر صفر بود

( که مقایسه دو به دو تیمارها با یکدیگر رسم شده 0و  1

 -1و کمتر از  1بیشتر از  fold changeها با  است فقط ژن

ها در هر تیمار  آورده شده است و از مقدار بیان ژن

گرفته شده است تا در نمودار بهتر نمایش  85لگاریتم 

شود  در این نمودارها مشاهده میطورکه  داده شوند. همان

ها در بعضی تیمارها چند برابر تیمار دیگر  بیان برخی ژن

دهنده شاخص بودن آن ژن در تیمارهای  است که نشان

هایی که دارای عملکرد شناخته  ژن باشد. مورد مقایسه می

های اطلاعاتی وظایف و عملکرد  شده بودند و در پایگاه

 آورده شده است. 8ول ها بررسی شده بود در جد آن

(  XLOC_009493) GB42053های ژن 9شکل در 

، epididymal secretory protein E1-likeدر مسیر 

GB40136 (XLOC_004480 ،)ASF1 

(XLOC_011456 و )GB45614 (XLOC_006751 در )

نقش داشتند که نسبت  chymotrypsin inhibitor  مسیر

ژن  ند.ها تفاوت بیان زیادی داشت به باقی ژن

XLOC_004877 ًناشناخته است و هیچ اطلاعاتی  کاملا

بیان نشده و به  از آن در دسترس نیست و در نر اصلاً

توجهی در کارگر بیان شده است.  مقدار بسیار زیاد و قابل

، XLOC_011252 ،XLOC_013629های  ژن

XLOC_013661 ،XLOC_015220  وXLOC_015331 

ط با مقدار بسیار زیاد در زنبور اند و فق ناشناخته نیز کاملاً

  .اند نر بیان شده

 

 
در این نمودار کمتر باشد  FPKM( )هر چه میزان Q، ملکه: D، نر: W)کارگر:  ماریسه ت نیها ب ژن انیتفاوت ب ای . نمودار نقطه2 شکل

 باشد.( میزان تفاوت بیان نیز کمتر میهای مشابه در دو گروه به خط میانه  ها و در صورت نزدیکی ژن بیانگر میزان بیان کمتر ژن
Figure 2. Gene exprssion scatter plot in three treatments (Q: Queen, D: Drone and W: Worker) (The lower level FPKM in 
this chart, indicated lower level of the genes expression and the Closer to the middle line of the genes in the two groups, 

indicate the lower difference in expression). 
 

 

 



 853 8931تابستان ، 2 ة، شمار05 ة، دورایران دامیعلوم  

 
 

در ملکه و  XLOC_006789در این نمودار ژن 

XLOC_000104 های مهم با بیشترین تفاوت  در نر ژن

در نر و  XLOC_000104های  بیان بودند. از ژن

XLOC_003745  در ملکه هیچ اطلاعاتی در دسترس

 صفر بود. در تیمار مقابل بیانشان کاملاً نیست ولی هر دو

 lipase memberدر مسیر  XLOC_003351های  ژن

H-A-like  وXLOC_009027  در مسیرdiacylglycerol 

kinase theta های  در کارگر و ژنXLOC_009392  در

، epididymal secretory protein E1-likeمسیر 

XLOC_010282 .از  در ملکه بیشتر بیان را داشتند

هیچ  XLOC_013524و  XLOC_011148های  ژن

اطلاعاتی در دسترس نیست در ملکه بیان بسیار بالایی 

های  داشتند و در کارگر بیان آنها صفر است. از ژن

XLOC_001811 ،XLOC_004844 ،XLOC_007616 

نیز هیچ اطلاعاتی در دسترس نیست  XLOC_010197و 

 اند. و فقط در کارگر به مقدار بسیار زیاد بیان شده

 

 
های با تفاوت بیان در دو گروه کارگر و نر  دهنده ژن )محور افقی نشان کارگر و نر یها در تیمارها ژن انیتفاوت بمقایسه  .9شکل 

هایی که تنها در یکی از دو  باشد و در این نمودار ژن می FPKM 85ها بر اساس لگاریتم  باشد و محور عمودی مقدار بیان ژن می

 اند.( اند نیز مشخص شده تیمار نر و کارگر بیان شده
Figure 3. Differential gene expression in drone vs worker (Horizontal axis represents genes with difference in expression in 

both drone and worker groups. The vertical axis of the expression of genes is based on the 10 logarithm of FPKM, and in 

this chart the genes expressed in only one of the two treatments are males and workers also specified). 

 

 
و نر  ملکهدر دو گروه  انیبا تفاوت ب یها دهنده ژن نشان یو نر )محور افق ملکه یها در تیمارها ژن انیتفاوت ب سهی. مقا1 شکل

از دو  یکیکه تنها در  ییها نمودار ژن نیو در ا باشد می FPKM 85 تمیها بر اساس لگار ژن انیمقدار ب یباشد و محور عمود می

 (.اند مشخص شده زیاند ن شده انیب ملکهنر و  ماریت

Figure 4. Differential gene expression in drone vs queen (Horizontal axis represents genes with difference in 

expression in both drone and worker groups. The vertical axis of the expression of genes is based on the 10 logarithm 

of FPKM, and in this chart the genes expressed in only one of the two treatments are drone and queen also specified). 

https://david.ncifcrf.gov/geneReportFull.jsp?rowids=724386
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در دو گروه کارگر و  انیبا تفاوت ب یها دهنده ژن ننشا ی)محور افق ملکهکارگر و  یها در تیمارها ژن انیتفاوت ب سهی. مقا0 شکل
از  یکیکه تنها در  ییها نمودار ژن نیباشد و در ا می FPKM 85 تمیها بر اساس لگار ژن انیمقدار ب یباشد و محور عمود می ملکه

 (.اند مشخص شده زیاند ن شده انیو کارگر ب ملکه ماریدو ت
Figure 5. Differential gene expression in queen vs worker (Horizontal axis represents genes with difference in expression in 
both male and worker groups. The vertical axis of the expression of genes is based on the 10 logarithm of FPKM, and in this 

chart the genes expressed in only one of the two treatments are worker and queen also specified). 

 

هایی که تأثیر  در مقایسه تیمارهای نر و ملکه ژن

ها و سایر اجزای مرتبط  ای در تولید پروتئین شده شناخته

توجهی از خود  با غشای سلولی داشتند تفاوت بیان قابل

، GB48190های  توان به ژن نشان دادند که می

GB48148  وGB46663 که در تیمار نر بیشتر از ملکه و 

، GB49017های  بیان شده بود اشاره نمود. اما ژنکارگر 

GB45613   که آن هم مرتبط با ساختار غشا است در

تیمار ملکه بیشتر از کارگر و نر بیان شده بود که تفاوت 

دلیل تفاوت اندازه بدن، نوع فعالیت و  ها به بیان این ژن

که مرتبط  GB54554باشد. ژن  ندو مینقش هر یک در ک

از  شترینر باست در تیمار  رهیشف کولیکوت نیپروتئبا 

تواند بزرگ تر  بیان شده است دلیل آن میملکه و کارگر 

باشد. ژن  بودن اندازه شفیره نر نسبت به ملکه و کارگر می

GB49509 شده آن بازدارنده  که نقش شناخته

یشتر از کارگر بیان شده باشد در ملکه ب می نیپسیموتریک

که  GB51373ژن  باشد. و بیان آن در تیمار نر صفر می

از  شترینر بهای مرتبط با استرس نقش دارد در  در پاسخ

بیان شده است و یکی از دلایل آن فعالیت پر ملکه 

باشد و نقش زنبور نر  استرس زنبور نر نسبت به ملکه می

ا ملکه زنبور گیری ب گیری است و برای جفت صرفاً جفت

نر باید با تعداد زیادی نر رقیب رقابت نماید تا موفق به 

 گیری شود. جفت

 کیمتابول که مرتبط با مسیرهای GB41948ژن 

قبولی بیان شده و بیان آن در  است در ملکه به میزان قابل

باشد که دلیل آن فعالیت  تیمار کارگر و نر صفر می

ه نیازمند مسیرهای باشد ک توجه ملکه می گذاری قابلتخم

تری نسبت به تیمارهای دیگر است.  متابولیک پیشرفته

از ملکه و کارگر  شتریب ارینر بس در تیمار GB42797ژن 

شونده با نور  کنترل نیشده است و مرتبط با پروتئ انیب

است  نیا انیتفاوت ب نیا لیاز دلا یکیباشد.  روزانه می

 میتنظ یبرا ژن نیبه ا یشتریب ازینر ن یزنبورها که

 دارند. نسبت به سایر تیمارها خود یمثل دیتول تیفعال

در  Attari 1از دیگر نتایج این پژوهش ثبت ژن 

در پایگاه  Apis mellifera ligusticعسل نژاد  زنبور

 MK085892.1با شماره بانک ژن  NCBIاطلاعاتی 

)کدون  partial cdsصورت  باشد. ثبت این ژن به می

باشد. این ژن در  شده نیست( می هپایان آن شناخت

بازآلی تشکیل شده  090تیمار نر شناسایی شد و از 

 MN586260نیز با شماره بانک ژن  Attari 2است. ژن 

بازآلی در زنبور ملکه در این پایگاه اطلاعاتی به  912با 

هم در دست بررسی توسط  Attari 3ثبت رسید. ژن 

 د شد.این پایگاه است و به زودی منتشر خواه

با استفاده از وب سایت  pathwayآنالیز 

http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/enrich  انجام

شد که بسیاری از ابزار آنلاین مرتبط را در خود جای داده 

شده در این  صورت تجمیع ها را به توان نتایج آن است و می
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وب سایت یافت. نتیجه این آنالیز نشان داد که در مقایسه 

 یتراکم معدن"ها، pathwayملکه و نر مهمترین  تیمار

 شیناندازه "، "آنفولانزا یماریابتلا به ب"، "ستون فقرات

"از حد شیب یمودار"، "پشه در
ملکه  ماریت سهیدر مقا 8

اثر "، "نی/ سلنوپروتئومیوساز سلنسوخت "و کارگر

 یها کانال"، "در انسان تیدر تمایز کراتینوس نینوریکلس

ملکه و  یمارهایت سهیو در مقا "در انسان ونیانتقال 

"در توسعه دندان OSxو  miRNA"کارگر، 
سندرم "و  2

 هاpathway نیمهمتر از SIDS))"9 نوزادان یمرگ ناگهان

. ازآنجاکه زنبور نر نیش ندارد ولی در ملکه نیش بودند

 .باشد نیش حائز اهمیت می pathwayوجود دارد 

با استفاده  Doori Park et al. (2015)در پژوهش 

 de novoیابی کامل ژنوم و روش  های توالی از داده

assembly  در زنبورA. cerana  ژن  85908توانستند

را شناسایی کنند که در مقایسه با مطالعه حاضر که با 

 ژن 80392یابی ترنسکریپتوم انجام شد و  روش توالی

 است.  یشد تعداد کمتر ییشناسا

 2لاروهای  Xu-Jiang He et al. (2017)در پژوهش 

-RNAهای  روز نر، ملکه و کارگر با استفاده از داده 1و 

seq  روزه نر و کارگر  1روزه و  2بررسی شدند. لاروهای

تری نسبت به ملکه داشتند.  پروفایل بیان ژن شبیه

 q-value<0.01و  log2 (foldchange)همچنین با معیار 

ژن شناسایی  031 روزه 1و  2های نر  تفاوت بیان در ژن

 ژن شناسایی شد.8818ژن و در ملکه  8835و در کارگر 

ترانسکریپتوم  Wu et al. (2016)در پژوهش 

زنبورهای نر و ملکه که به تازگی از شفیره خارج 

ها و با یکدیگر مورد مقایسه  اند با تیمار بالغ آن شده

 GOقرار گرفت. در این پژوهش با استفاده از آنالیز 

های متابولیکی، فرآیندهای  خیل در فعالیتهای د ژن

سلولی، فرآیندهای بیولوژیک و ترکیبات ساختاری 

سلولی بین تیمار ملکه بالغ و تیمار ملکه تازه 

های  متولدشده متفاوت بیان شده بودند و بیماری

پارکینسون و آلزایمر و واکنش فسفوریلاسیون 

ها معرفی pathwayعنوان مهمترین  اکسیداتیو به

دند. که در مقایسه با پژوهش حاضر نیز مهمترین ش

pathway .ها مربوط به انسان یا سایر پستانداران بودند

نیز ازآنجاکه مرتبط با رشد و توسعه  GOنتایج آنالیز 

ها بود با پژوهش حاضر که در لارو سن  ها و اندام بافت

که یکی از مهمترین سنین لاروی در رشد و توسعه  0

شد قابل مقایسه است و نتایج نیز یکدیگر با ها می اندام

 نمایند. را تأیید می

وسیله بانک اطلاعاتی آنالیز ماهیت ژنی نیز به

https://david.ncifcrf.gov  انجام شد که نتایج آن در

 . آمده است 9و  2، 8 هایجدول

 
 ملکه و نرشده در دو گروه  متفاوت بیان یاه ژنشناسی  هستی زیآنال .8 جدول

Table 1. GO analysis of genes differentially expressed in queen vs drone 
Description Process Gene 

 integral component of membrane, GB48190 
 calcium ion binding, GB49809 
 carboxypeptidase Q-like(LOC410149) GB51783 
chitin metabolic process, cell wall integrity and stress response component 1-

like(LOC100577331) 
GB51373 

gastrin receptor activity, cholecystokinin receptor-like(LOC410654) GB45613 
 chymotrypsin inhibitor(LOC100576444) GB45614 
 Trypsin Inhibitor-like, cysteine rich domain, GB49509 
Haemolymph juvenile hormone binding, circadian clock-controlled protein(LOC726981) GB42797 
defense response to bacterium, innate immune 
response, 

defensin 1(Def1) GB41428 

transmembrane transporter activity, facilitated trehalose transporter Tret1-like(LOC412007) GB49017 
 flocculation protein FLO11-like(LOC552041) GB48020 

 pupal cuticle protein G1A-like(LOC100576182) GB54554 
Pheromone/general odorant binding protein, odorant binding protein 15(Obp15) GB46224 
 take-out-like carrier protein(JHBP-1) GB48492 

 trypsin-7(LOC724565) GB41097 

 tubulin beta chain-like(LOC410559) GB41707 
integral component of membrane uncharacterized LOC410375(LOC410375) GB46663 
 Protein phosphatase 1, regulatory subunit 15A/B, C-terminal GB53618 

 integral component of membrane, GB48148 

 Protein of unknown function DUF227, Protein kinase-like 
domain, CHK kinase-like, 

GB54508 

 
 
 

1. Excessive hairiness 
2. Role of Osx and miRNAs in tooth development WP3971 
3. Sudden Infant Death Syndrome (SIDS) 

https://david.ncifcrf.gov/
https://david.ncifcrf.gov/
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 کارگرملکه و شده در دو گروه  متفاوت بیان یها ژنشناسی  هستی زی. آنال2دول ج

Table 2. GO analysis of genes differentially expressed in queen vs worker 
Description Process Gene 

Pyrimidine metabolism, Drug metabolism - other 
enzymes, Metabolic pathways, 

cytidine deaminase-like(LOC724183) GB41948 

Lipid metabolism / General function prediction only, diacylglycerol kinase theta(LOC408809) GB50415 
intracellular cholesterol transport, epididymal secretory protein E1-

like(LOC724386) 
GB42053 

 lipase member H-A-like(LOC727193) GB43508 

chitin metabolic process, peritrophin-1-like(LOC100577577) GB42287 

 transmembrane protease serine 11G-
like(LOC725250) 

GB50026 

 vanin-like protein 1(LOC100578995) GB43311 

Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis, vitamin K-dependent gamma-
carboxylase(LOC551869) 

GB40614 

 
 و نر شده در دو گروه کارگر متفاوت بیان یها ژنشناسی  هستی زیآنال. 9 جدول

Table 3. GO analysis of genes differentially expressed in drone vs worker 
Process Description Gene 

Niemann-Pick C1 protein-like(LOC408992) integral component of membrane, GB53306 
alpha-methyldopa hypersensitive protein-like(LOC410639) Amino acid transport and metabolism, GB45983 
calmodulin-like(LOC408690) calcium ion binding, GB49809 
carboxypeptidase Q-like(LOC410149) Peptidase M28, GB51783 
cholecystokinin receptor-like(LOC410654) integral component of membrane, GB45613 
chymotrypsin inhibitor(LOC100576444) Trypsin Inhibitor-like, cysteine rich domain, GB45614 
cytochrome b5-like(LOC724654) heme binding, metal ion binding, GB41361 
epididymal secretory protein E1-like(LOC724386) intracellular cholesterol transport, GB42053 
facilitated trehalose transporter Tret1-like(LOC412007) integral component of membrane, GB49017 
glycine N-methyltransferase(LOC552832) glycine N-methyltransferase activity, GB44871 
hymenoptaecin(LOC406142) defense response to bacterium, innate immune response, GB51223 
odorant binding protein 15(Obp15) odorant binding, GB46224 
pancreatic triacylglycerol lipase-like(LOC551268) extracellular region, GB43510 
peritrophin-1-like(LOC100577577) chitin metabolic process, GB42287 
peritrophin-1-like(LOC725725) chitin metabolic process, GB53911 
putative defense protein 3(LOC726072) Reeler domain, GB49639 
putative serine protease K12H4.7(LOC410729) serine-type peptidase activity, GB45855 
transmembrane protease serine 11G-like(LOC725250) serine-type endopeptidase activity, GB50026 
trypsin-7(LOC724565) serine-type endopeptidase activity, GB41097 
uncharacterized LOC552735(LOC552735) integral component of membrane, GB54159 
uncharacterized LOC725175(LOC725175) integral component of membrane, GB48148 
uncharacterized oxidoreductase YrbE-like(LOC552024) oxidoreductase activity, GB41912 
vanin-like protein 1(LOC100578995) nitrogen compound metabolic process, GB43311 
vanin-like protein 1(LOC724312) nitrogen compound metabolic process, GB43310 

 

 گیری کلی نتیجه

دهد که، در  آمده از این پژوهش نشان می دست نتایج به

ژن در بین تیمار نر و  11ژن تنها  80981مجموع از 

ژن بین  72ژن بین تیمارهای کارگر و ملکه و  92ملکه، 

( و q<5558/5ودند )نر و کارگر با بیان متفاوت ب

(1>fold change  1و-<fold change تعداد زیادی از .)

ملکه و نر  های شاخص در مقایسه تیمارهای: این ژن

ناپذیر غشا، پردازش  ساختاری و جدایی یمرتبط با اجزا

های تریپسین، فعالیت گیرنده  متابولیکی کیتین، بازدارنده

های دفاعی  خگاسترین، باندشونده با هورمون جوانی، پاس

های کوتیکول شفیره هستند  ها، پروتئین نسبت به باکتری

های شاخص متمایز در  که در مقایسه ژن درصورتی

تیمارهای ملکه و کارگر مرتبط با مسیرهای متابولیکی، 

ها، متابولیسم لیپیدها،  متابولیسم داروها و سایر آنزیم

داخل  دهنده کلسترول باندشونده با نوکلئیک اسید، انتقال

های متابولیکی کیتین، بیوسنتز  سلولی، پردازش

های متمایز در  ها و ژن یوبیکینون و سایر ترپنوئید کینون

 ساختاری و یا اجزابمقایسه کارگر و نر مرتبط 

متابولیسم و انتقال آمینواسیدها،  یناپذیری از غشا جدایی

باندشونده با یون کلسیم، باندشونده با فلز یون، 

ده کلسترول کیتین درون سلول، متابولیسم دهن انتقال

قابل ذکر است که این تحقیق منجر به شناسایی  بودند.

های متمایزکننده بین زنبورهای کارگر و ملکه و نر  ژن

ها را در شرایط آزمایشگاهی نیز  توان این ژن شد و می

چک کرد و در صورت تأیید آزمایشگاهی بتوان مراحل 

های اصلاح نژادی را پیشبرد  تژیبعدی در ارتباط با استرا

شده برای اولین بار  های شناسایی و ثبت و همچنین ژن

 در زنبور نیز انجام شد.
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