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  چكيده
ه همچنين ب مواجه است. تيبا محدود اهيگ نيا يبر رو يكيمطالعات ژنت جهيدارد، درنت ايدهيچيزعفران ژنوم بزرگ و پ اهيگ

 يبرا تياصياختص ت،غالبيهممزايايي از جمله  EST-SRRدليل تكثير رويشي، تنوع ژنتيكي در اين گياه كم است. ماركرهاي 

مكان ا پتوم،يترنسكر هايبا توجه به دردسترس بودن داده .دارند گريد يبالا نسبت به ماركرها سممورفييلوكوس خاص و پل

، EST-SSR ي. جهت توسعه ماركرهاوجود داردزعفران  اهيدر گ سممورفييمطالعات پلبراي  EST-SSR يماركرها شناسايي

 ابزارهاي توسط به ترتيب هاداده شيرايو پ تيفيشدند. سپس كنترل ك افتيدر NCBIزعفران از  اهيگ RNA-Seq هايداده

FastQC  وTrimmomatic ابزار و هاداده نيانجام گرفت. با استفاده از ا RNA-Bloomانجام گرفت. پتوميترنسكر بندي، سرهم 

 BUSCOكيفيت ترنسكريپتوم با استفاده از  .، استفاده شديمشابه و تكرار هايپتيحذف ترنسكر يبرا CD-HIT-ESTابزار 

يت با كيف پتوميبه ترنسكر يابيپس از دست درصد به دست آمد. 90 حدود هاي كامل،قرار گرفت و درصد ترنسكريپتارزيابي مورد 

 ييشناسا SSR يدارا يها ياستفاده شد و توال پتوميها در ترنسكر EST-SSR ييناساش يبرا MISA افزارزعفران، از نرم در

 ييشناسا SSR يتوال 35459، انجام شد. تعداد EST-SSR هاييتوال يبرا Primer3 افزاربا استفاده از نرم مريپرا يشدند. طراح

 7، زعفران انتخاب شدند DNA يرو PCR ريتكث يبرا كه مريجفت پرا 10تعداد . از ديگرد طراحي هاآن يبرا مريشدند و پرا

درصدي ماركر دارد. اين پرايمرهاي طراحي شده،  70ند كه نشان از كارايي شد ريشده تكث ينبيشيدر اندازه پ مريجفت پرا

  .باشنديم يكاربرد اريزعفران بس يكيدر مطالعات ژنت هستند كه EST-SSRماركرهاي 

مورفيسم زعفران، بيوانفورماتيك، داده ترنسكريپتوم، تنوع ژنوتيپي، پليEST-SSRنشانگر  كلمات كليدي:
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  . مقدمه1
در  يكيژنتنشان داده اند كه تنوع  ي. مطالعات مختلفشوديم ريبا استفاده از بنه تكث يشيزعفران به روش رو اهيگ

 يراب تياصياختص ت،غالبياز جمله هم ييايمزا زماهوارهير يكم است. ماركرها يرجنسيمثل غ ديتول ليزعفران به دل

ساخته  آلهدياژنتيكي مطالعات تنوع  براي را هادارند كه آن گريد يبالا نسبت به ماركرها سممورفييلوكوس خاص و پل

از آن  يكم يكيبا ارزش كه اطلاعات ژنت اهيگ نيا هايپلاسمموثر ژرم تيريمد يبرا SSR يماركرها شناسايياست. 

 يابييتوال قياز طر SRRماركر  ياديتعداد ز جادي. امكان ا)Nemati et al., 2012( مورد نياز استدر دسترس است، 

و  نهيدر هز جوييبه صرفه توانيم ديروش جد نيا يايوجود دارد. از مزا هايتوال de novo بنديو سرهم پتوميترنسكر

 ندككه مطالعات ژنتيكي وابسته به صفات خاص را ممكن مي شده اشاره كرد انيب هايژن ياز توال مياستفاده مستق

)Chen et al., 2017(. ،ايجاد ماركرهاي  هدف از اين مطالعهEST-SSR بنديِ ترنسكريپتومسرهم اي زعفران بر اساسبر 

هم تفكيك كرد و  را به صورت مولكولي ازهاي ايراني و خارجي زعفران تواناين ماركرها مي با استفاده از باشد.مي

انجام داد. باارزش از لحاظ اقتصاديگياه  اين در را تنوع ژنتيكي مطالعات  

  

  ها. مواد و روش2

  هاو كنترل كيفيت دادهآوري . جمع2-1

ــا گاهيزعفران از پا RNA-Seq هايداده ــدند. ا افتيدر NCBI تيداده س ــامل هاداده نيش  مطالعات هايي ازخوانش ش

، SRR1140761 ،SRR8790835 ،SRR8790836 ،SRR1767298 ،SRR1767299كــدهــاي  زعفران بــا مختلف

SRR1767300  وSRR1767301  وSRR1767302  در  ييمربوط به كلاله قرمز، جوانه انتها بيكه به ترت باشــنديم

ــبرگ، پرچم و كلاله گ ،يدر مرحله گلده ييجوانه انتها ،يرگلدهيمرحله غ ــتند. اهيبنه، برگ، كاس ترل كن زعفران هس

ــط هاداده تيفيك ــور توالو  انجام گرفت FastQC افزارنرم توس ــد هر هاييكم، توال تيفيبا ك هاييحض  آداپتر و درص

  .)Andrews, 2010( مشخص شد يدر توال دينوكلئوت

  هابندي دادهسازي و سرهم. پيرايش، نرمال2-2

انجام  Trimmomatic-0.39 افزارنرم توسط هاداده شيرايپ، FastQCهاي با كيفيت كم توسط پس از تشخيص داده

 ,.Wedemeyer et al(انجام گرفت  Bignormهاي با استفاده از ابزار سازي دادهنرمال .)Bolger et al., 2014(ت گرف

  .)Bushmanova et al., 2019(انجام گرفت  RNA-Bloomتوسط ابزار  پتوميترنسكر بنديسرهم. )2017

  بنديهاي تكراري و بررسي كيفيت سرهم. حذف توالي2-3

 CD-HIT-ESTحذف شوند، از ابزار  بنديو تكراري از سرهم مشابه هايپتيترنسكر نكهيا يبرا ،بنديپس از سرهم

v4.8.1  استفاده شد)Fu et al., 2012(. توسط ابزار  پتوميترنسكر تيفيك يبررسTrinityStats  انجام گرفت)Haas et 

al., 2013(. توسط ابزار  پتوميكامل بودن ترنسكر يسپس بررسBUSCO v4.0.6   مجموعه داده  يژن هابر اساس

Embryophyta  انجام شد)Seppey et al., 2019(.  
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  ها در ترنسكريپتوم و طراحي پرايمر EST-SSR. شناسايي 2-4

 تنظيمات اين ابزار .)Beier et al., 2017(انجام شد  MISAبا استفاده از ابزار  پتوميها در ترنسكر EST-SSR ييشناسا

حداقل با  يدينوكلئوت 6تا  3 يها يشش تكرار و توال حداقل با يدينوكلئوت 2 يهايتوال به صورت شيآزما نيا يبرا

انجام گرفت  نوكسيبه صورت خط فرمان در ل Primer3با استفاده از ابزار  مريپرا ي. طراحانجام شدپنج تكرار 

)Untergasser et al., 2012(هاي يهمه توال يو برا باشديم بالا يبا خروج مريپرا يِروش طراح كيروش  ني. اSSR 

محصول به اين صورت انجام گرفت كه اندازه  Primer3تنظيمات  .شوديم يطراح مريشده در مرحله قبل، پراييشناسا

PCR اختلاف باز، حداكثرجفت 20 مطلوب اندازه با بازجفت 23تا  18 نيب مرياندازه پرا، جفت باز 500تا  100 نيب 

جفت پرايمر  10 .ندشد ميدرصد تنظ 60تا  40 نيب مرهايپرا GCدرصد  و گرادسانتيدرجه 5 مرهايجفت پرا نيب دماي

EST-SSR  براي تكثير محصولPCR  رويDNA  1زعفران انتخاب شدند (جدول.(  
  زعفران DNAروي  PCRانتخاب شده براي تاييد تكثيرِ محصول  EST-SSRپرايمرهاي  -1جدول 

 نوع SSR اندازه محصول Tm '3 <- '5 پرايمر

CsSSR1 F: CTTTCATCACCTCGCTCTGC 59 449 (AAT)8 

R: TGACAGTGACATCCCTACGG 59 

CsSSR2 F: TGAATTCTTGCACCATCGCC 57 470 (GA)15 

R: TCCCTCATTTCCGTCTCCTC 59 

CsSSR3 F: CTCCGCAGTTTCATTCCAGG 59 418 (AAAGA)6 

R: CCACCGAACCCTACCAAAGT 59 

CsSSR4 F: CTTCTTCGTCGCCACCAAAG 59 486 (TTC)5 

R: CACTCGGCGGATACATACCA 59 

CsSSR5 F: GGTTGAGGCTTGAGAGATGC 59 498 (AT)6 

R: AGTCTCCTGGTATTCACATGGT 58 

CsSSR6 F: CGGGTTTCATCGTGCAAAGT 57 423 (TA)  6  

R: GAGCCGTTGGAGATGTTAGC 59 

CsSSR7 F: GTGTACGCTGATGTGGATGC 59 500 (TCT)16 

R: CCTCTTAGCTTGTCCCTTGC 59 

CsSSR8 F: TGGCCGAAATGAGTTGATCC 57 437 (CA)8 

R: ATTCGTTGCCTCACTTCAGC 57 

CsSSR9 F: GGCCACCATTCCAATCACTG 59 449 (ACTC)6 

R: ACAAACCCATGGACCAGGAT 57 

CsSSR10 F:GGATGGTTGGTTATCTACAGCA 58 484 (TACA)6 

R: ACTGGACACACATTGCGAGA 58 
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 PCRو  DNA. استخراج 2-5

 2بر اساس چرخه دمايي جدول  Doyle, 1991( .PCR(از بنه زعفران انجام گرفت  CTABبه روش  DNAاستخراج 

  انجام گرفت. 
  PCRواكنش  ييچرخه دما -2جدول 

  تعداد  زمان (ثانيه)  گراد)دما (سانتي  مرحله

  1  240  94  واسرشت اول

  5  30  94  واسرشت

  5  30  55تا  60  اتصال

  5  60  72  سنتز رشته

  30  30  94  واسرشت

  30  30  60  اتصال

  30  60  72  سنتز رشته

  1  300  72  سنتز نهايي

  

  .  نتايج و بحث3

هاي مختلف از بافت RNA-seq يهازعفران با استفاده از داده پتومياز ترنسكر و جامع تيفيبا ك بنديسرهم يجنتا

با استفاده از ابزار  يتكرار هايپتيانجام گرفت. پس از حذف ترنسكر RNA-Bloomتوسط ابزار  مطالعات مختلف و

CD-HIT-EST ماندند. با استفاده از  يباق يينها پتيترنسكر 337011 تيدر نهاTrinityStats  مشخص شد كه درصد

GC  درصد و شاخص  80/43برابر باN50 د دارد. درص پتوميرترنسك بنديسرهم تيفياست كه نشان از ك 1323با  بربرا

  .)1(شكل  درصد به دست آمد BUSCO ،5/89نرم افزار  ليو تحل هيكامل بر اساس تجز يهاپتيترنسكر

  
هاي كامل، شكسته و . درصد ترنسكريپتBUSCOبررسي كيفيت ترنسكريپتوم زعفران با استفاده از ابزار  -1شكل 

  باشد.درصد مي 2/6و  3/4، 5/89شده به ترتيب  گم

 يهاSSRبه دست آمد، تعداد كل  MISA افزارها توسط نرمSSR ييشناسا جِيكه از نتا ياساس آمار و اطلاعاتبر 

 هايييتعداد توال ،بر اين اساسبه دست آمد.  35459هستند  SSR يكه دارا هايييتعداد توال و 44669 دهش ييشناسا
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 بازدو جفت يهاSSRشده،  ييشناسا يها SSRبه دست آمد. از كل تعداد  7129، بودند SSR كياز  شيبحاوي كه 

 به دست آمدند 886 بازفتج شش و 541 بازجفت پنج ،1300 باز جفت چهار ،18826 بازجفت سه ،23116 تعداد

 مريپرا ،يتوال 15511 يشد و برا يطراح تيبا موفق مريپرا ،يتوال 24522 يبرا Primer3با استفاده از ابزار  .)3(جدول 

  نشد. يطراحمناسبي 

 در ترنسكريپتوم زعفران EST-SSRآمار شناسايي  -3جدول 

 تعداد  آيتم

  337011  هاي ترنسكريپتومتعداد كل توالي

  44669  هاي شناسايي شده SSRتعداد كل 

  SSR 35459هاي داراي تعداد كل توالي

  SSR 7129هاي داراي بيش از يك تعداد كل توالي

  4665  هاي تركيبي SSRتعداد كل 

  23116  تكرارهاي دو نوكلئوتيدي

  18826  تكرارهاي سه نوكلئوتيدي

  1300  تكرارهاي چهار نوكلئوتيدي

  541  تكرارهاي پنج نوكلئوتيدي

 886  تكرارهاي شش نوكلئوتيدي

  

زعفران انتخاب شدند.  DNAروي  PCRجفت پرايمر براي تكثير  10، تعداد EST-SSRجهت تاييد فرايند ايجاد ماركر 

 دهنده). نتايج، نشان2بيني شده تكثير شد (شكل جفت پرايمر در اندازه پيش 7براي  PCRاز اين تعداد، محصول 

  ماركر دارد. ريدر تكث يدرصد 70 ييكارا

  
چاهك  دنازيست، 100bpلدر  از سمت چپ، چاهك اول روي ژنوم زعفران. EST-SSRتكثير پرايمرهاي  -2شكل 

و  CsSSR4 ،CsSSR7براي  باشند.مي CsSSR10تا  CsSSR1تا آخر به ترتيب از  سومو چاهك هاي  دوم، كنترل

CsSSR10 .باند مشاهده نشد 

 يبندكه سرهم دهدينشان م BUSCOو  TrinityStats يبا استفاده از ابزارها پتوميترنسكر بنديسرهم يبررس

 نيا برخوردار است. در ،يقبل هاي بدست آمده در مطالعات بندينسبت به سرهم يشتريب تيفياز ك پتوميترنسكر

آمد. در  دستدرصد به  90حدود  كامل هايپتيو ترنسكر 8/43برابر با  GC، درصد 1323برابر با  N50 ق،يتحق

 GCجفت باز و درصد  1532برابر با  N50 زيزعفران صورت گرفته است ن پتوميترنسكر يمطالعه كه بر رو نيدتريجد

درصد به  73كامل  هايپتيدرصد ترنسكر زين گري. در مطالعه د)Hu et al., 2020( ه استبه دست آمد 5/43برابر با 

كامل به دست آمده  هايپتوميترنسكر دكه در درص يدرصد 17 شيافزا ني. ا)Yue et al., 2020(دست آمده است 
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ي توال 35459كامل، تعداد  پتوميترنسكر نيدارد. با استفاده از ا پتوميو كامل بودن ترنسكر تياست، نشان از جامع

 ييدر زعفران شناسا SSR يتوال 16057منتشر شده است، تعداد  رايكه اخ اي. در مطالعهشناسايي شد SSR داراي

 نينسبت به آخر SSR يتوال شتريبرابر ب دو شيآزما ني، در اSSRاز نظر تعداد  ني. بنابرا)Jain et al., 2016( شده است

و  مريپرا اديتعداد ز نيشد. ا يطراح تيبا موفق مري، پراSSR يتوال 24522 يمطالعه زعفران به دست آمد. سپس برا

  كند.يكمك م انزعفر اهيدر گ يكيشده، به مطالعات مختلف ژنت ييشناسا SSR يتوال

  گيري. نتيجه4
 يمطلوب تيفياز ك پتوميترنسكر بنديكه سرهم دهدينشان م قيتحق نيانجام شده در ا بنديسرهم تيفيكنترل ك

 ،پتوميترنسكر نياستفاده كرد. با استفاده از ا EST-SRR يماركرها ييشناسا يبرا ياز آن برا توانيبرخوردار است و م

SSR10جفت پرايمر از  7تعداد  شدند. يطراح هايتوال نيا يراب تيبا موفق مرهايشدند و پرا ييزعفران شناسا هاي 

 يتوال دايتعداد ز نيا جفت پرايمر انتخابي، روي ژنوم زعفران تاييد شدند كه نشان از كارايي بالاي طراحي ماركر دارد.

SSR اييشناس باشد.يم يكاربرد اريبس ست،يشده در مطالعات مختلف زعفران كه ژنوم آن در دسترس ن ييشناسا 

اهد گياه زعفران كمك خو در يكيمطالعات تنوع ژنت و يو خارج يرانيا هايزعفران تفكيك مولكولي به ماركرها نيا اين

  كرد.
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Abstract 

 

Crocus sativus has large and complex genome, therefore genetic studies have been limited in this plant. 
In addition, Genetic diversity is low duo to vegetative propagation in this plant. EST-SSR markers have 

some priority, for example co-dominant inheritance, locus specific and highly polymorphic against all 

other markers. Due to the availability of transcriptome data, it is possible to develop EST-SSR markers 

and polymorphism studies in saffron. Development of EST-SSR markers in C. sativus make it possible 

to study genetic diversity and molecular polymorphism in different genotypes. In order to develop EST-

SSR marker for C. sativus, we downloaded public available C. sativus RNA-seq data. Quality control 

and preprocessing of raw reads were done using FastQC and Trimmomatic tools, respectively. We 

performed de novo transcriptome assembly using RNA-Bloom. CD-HIT-EST was used in order to 

reduce redundancy in transcriptome assembly. The assembly quality was evaluated using the BUSCO 

software and completeness of transcriptome assembly was 90%. After achieving to high quality 

transcriptome assembly of C. sativus, EST-SSRs were identified by MIcroSAtellite identification 

(MISA) tool. The EST-SSRs primer were designed using Primer3. 35459 SSR-containing sequences 

were detected and primers pair were designed for them. Ten EST-SSR primers pair were randomly 

selected to amplify C. sativus DNA. Seven pairs of primer (70%) generated clear and reproducible bands 

with expected size. These EST-SSR markers can be functional and useful for C. sativus genetic studies. 
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