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Abstract 
Crocus sativus is a triploid plant propagating by vegetative propagation. Therefore, trait segregation and 

genetic diversity are limited 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. The 

development of EST-SSR markers in C. sativus makes it possible to study genetic diversity and molecular 

polymorphism in different genotypes. In order to develop a EST-SSR marker for C. sativus, we downloaded 

public available C. sativus RNA-seq data. The quality control and preprocessing of raw reads were done using 

FastQC and Trimmomatic tools. 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 the completeness of transcriptome assembly was 90%. After achieving a high-

quality transcriptome assembly of C. sativus, EST-SSRs were identified by the MISA tool. The EST-SSRs 

primers were designed using Primer3. 35459 SSR-containing sequences were detected, and primer pairs were 

designed for them. Ten EST-SSR primer pairs were randomly selected to amplify C. sativus DNA. Seven pairs 

of the primers (70%) generated clear and reproducible bands with the expected size. These EST-SSR markers 

can be functional and useful for C. sativus genetic studies. 
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 مقاله پژوهشی

 در زعفران EST-SSR يی نشانگرهايو شناسا پتوميترنسكر بنديسرهم

 
 *3یفیس رضایعلو  2حمیدرضا شریفی، 1یمحمدرضا رضائ

 1400آذر  17تاریخ دریافت: 

 1400دی  27تاریخ بازنگری: 

 1400اسفند  19تاریخ پذیرش: 

 

. زراعیت و در زعفیران EST-SSR يی نشیانگرهایو شناسا پتوميترنسکر بندیسرهم. 1401ع.  ،یفيسو  ، ح.ر.،شريفی م.ر.، ی،رضائ

 .41-49(: 1)10فناوری زعفران، 
 

 چكيده

ی، تفیرق رجنسيمثل غ ديتول لي. به دلشودیم ريبا استفاده از بنه تکث یشيبه روش رو ، گياهی تريپلوييد است كه Crocus sativusاهيگ

لوكوس  یبرا تياصياختص ت،غالبيهممزايايی از جمله  EST-SRRياه با محدوديت مواجه است. نشانگرهای در اين گ صفات و تنوع ژنتيکی

 ینشیانگرها امکان شناسايی پتوم،يترنسکر هایبا توجه به دردسترس بودن داده .دارند گريد یبالا نسبت به نشانگرها سممورفيیخا  و پل

EST-SSR  ی. جهیت توسیعه نشیانگرهاوجیود داردزعفران  اهيدر گ سممورفيیمطالعات پلبرای EST-SSRهیای، داده RNA-Seq اهيیگ 

انجام گرفت.  Trimmomaticو  FastQC ابزارهای توسط ها به ترتيبداده شيرايو پ تيفيشدند. سپ  كنتر  ك افتيدر NCBIزعفران از 

 هیایپتيحذف ترنسیکر یبرا CD-HIT-ESTابزار  ام گرفت.انج پتوميترنسکر بندی، سرهمRNA-Bloom ابزار و هاداده نيبا استفاده از ا

 90های كامل، حدود مورد ارزيابی قرار گرفت و درصد ترنسکريپت BUSCO. كيفيت ترنسکريپتوم با استفاده از استفاده شد یمشابه و تکرار

 پتوميها در ترنسکر EST-SSR يیناساش یبرا MISA افزارزعفران، از نرم با كيفيت در پتوميبه ترنسکر یابيپ  از دست درصد به دست آمد.

 يیشناسیا SSR یتیوال 35459، انجام شید. تعیداد EST-SSR هاییتوال یبرا Primer3 افزارآغازگر با استفاده از نرم یاستفاده شد. طراح

جفت آغازگر  7، تخاب شدندزعفران ان DNA یرو PCR ريتکث یبرا كه جفت آغازگر 10تعداد . از ديگرد طراحی هاآن یشدند و آغازگر برا

در شناسايی شده در اين پژوهش  EST-SSRدرصدی نشانگر دارد. نشانگرهای  70ند كه نشان از كارايی شد ريشده تکث ینبيشيدر اندازه پ

 استفاده قرار گيرند.توانند مورد میزعفران  یکيمطالعات ژنت
 

 .EST-SSRبيوانفورماتيک، تنوع ژنتيکی، ترنسکريپتوم،  كلمات كليدي:

                                                                                                                                                                                                 
 .رانيمشهد، ا ،یكشاورز جيآموزش و ترو قات،يتحق سازمان ،یخراسان رضو یعيو منابع طب یو آموزش كشاورز قاتيتحق مركزد بيوتکنولوژی كشاورزی، كارشناس ارش -1

 .رانيمشهد، ا ،یكشاورز جيوآموزش و تر قات،يتحق سازمان ،یخراسان رضو یعيو منابع طب یو آموزش كشاورز قاتيتحق مركز ،یو باغ یعلوم زراع قاتيتحق بخش ار،يدانش -2
 رانيمشهد، مشهد، ا یدانشگاه فردوس ،یدانشکده كشاورز ،یاهيگ یو به نژاد یوتکنولوژيگروه باستاديار،  -3
 (arseifi@um.ac.irنويسنده مسئو :  -)*

DOI: 10.22048/jsat.2022.318852.1446 

 نشریه زراعت و فناوری زعفران
 45-54. ص 1401 بهار، 1، شماره 10جلد 

Homepage: http://saffron.torbath.ac.ir 

 

mailto:arseifi@um.ac.ir
http://saffron.torbath.ac.ir/


  ١٤٠١، بهار ١، شماره ١٠جلد نشريه زراعت و فناوري زعفران،       ٤٢

  مقدمه

بـه روش   ي نر عقيم است كـه ، گياه Crocus sativusاهيگ

 ـبا استفاده از بنه تكث يشيرو  ـ ري  ـبـه دل . شـود يم  ـتول لي مثـل   دي

در اين گياه با محـدوديت مواجـه اسـت     ي، تفرق صفاترجنسيغ

)Nemati et al., 2019( .     برخي مطالعـات جهـت دسـتيابي بـه

تنوع ژنتيكي در اين گياه انجام گرفته اسـت، امـا تنـوع ژنتيكـي     

 IRAP١در مطالعاتي ماننـد كـاربرد نشـانگر    . مشاهده نشده است

)Alsayied et al., 2015(   و نشـانگرهايISSRو  ٢RAPD٣ 

هـاي منـاطق مختلـف مشـاهده     مورفيسمي در ميان زعفـران پلي

در نتيجه اين مطالعات پيشنهاد كردند كه زعفران يك گيـاه  . نشد

هـاي  هـاي منـاطق مختلـف، كلـون    مونومورفيك است و زعفران

برخـي از  . )Rubio-Moraga et al., 2009(ان هسـتند  يكس ـ

 ,.Nemati et al( SSR٤هـا ماننـد كـاربرد نشـانگر     پـژوهش 

و نشـانگر   )Siracusa et al., 2013( AFLP٥، نشـانگر  )2012

SRAP٦ )Babaei et al., 2014(     سـطوح پـاييني از تغييـرات

هـاي  با توجه به اين كه تفاوت. ژنتيكي را در اين گياه نشان دادند

هـاي منـاطق مختلـف    فنوتيپي در سطح مزرعه در ميان زعفـران 

اي از ايـن  شود، پيشنهاد شده است كه بخـش عمـده  مشاهده مي

ژنتيكي و بخش ديگر بـه دليـل   هاي اپيها به دليل تفاوتتفاوت

در . )Busconi et al., 2021(باشد ي اندك ژنتيكي ميهاتفاوت

هـاي ژنتيكـي در زعفـران    نتيجه، مطالعات بـراي يـافتن تفـاوت   

  .اي دارداهميت ويژه

ــاز جملــه هــم ييايــمزا EST-SSRs٧ي نشــانگرها  ت،غالبي

بـالا نسـبت بـه     سممورفييلوكوس خاص و پل يبرا تياصياختص
                                                                                                
1-Inter-retrotransposon-amplified polymorphism 
2-Inter-simple sequence repeat 
3-Random amplified polymorphic DNA 
4-Simple sequence repeat 
5-Amplified fragment length polymorphism 
6-Sequence-related amplified polymorphism 
7-Expressed sequence tag-derived simple sequence 
repeat 

ژنتيكـي  مطالعات تنـوع   براي را هادارند كه آن گريد ينشانگرها

 تيريمـد  يبـرا  SSR ينشانگرها اساييشن. ساخته است آلدهيا

 يكم يكيبا ارزش كه اطلاعات ژنت اهيگ نيا هايپلاسمژرم مؤثر

 ,.Nemati et al(مـورد نيـاز اسـت    از آن در دسـترس اسـت،   

 ـتعـداد ز  شناساييامكان . )2012  ـاز طر SRRنشـانگر   يادي  قي

وجـود   هـا يتـوال  de novo بنديو سرهم پتوميترنسكر يابييتوال

 نـه يدر هز جوييبه صرفه توانيم ديروش جد نيا ياياز مزا. دارد

 ـب هـاي ژن ياز توال ميو استفاده مستق كـه   شـده اشـاره كـرد    اني

كنـد  مطالعات ژنتيكي وابسـته بـه صـفات خـاص را ممكـن مـي      

)Chen et al., 2017(. هاي اخير شناسايي نشـانگرهاي  در سال

EST-SSR ترنســكريپتوم در  يــابيهــاي تــواليبــر اســاس داده

 Phyllostachys violascens )Caiگياهان مختلفـي از جملـه   

et al., 2019( ،Elymus sibiricus )Zhang et al., 2019( ،

Populus wulianensis  )Wu et al., 2020( ،Sophora 

japonic )Lu et al., 2020( ،Stephanandra incisa 

)Zhang et al., 2021(      انجام شده اسـت و كـاربرد موفـق ايـن

هـاي ژنتيكـي   روش براي ارزيابي تنوع ژنتيكي و تجزيه و تحليل

  .در اين مطالعات نشان داده شده است

-با توجه به اينكه ژنوم زعفـران در دسـترس نيسـت، سـرهم    

بندي با كيفيت از ترنسكريپتوم و شناسايي نشانگر بـر اسـاس آن   

. باشـد عات ژنتيكـي زعفـران مـي   هاي پژوهشي در مطالاز اولويت

بـراي   EST-SSRهدف از اين مطالعـه، شناسـايي نشـانگرهاي    

با اسـتفاده از  . باشدبنديِ ترنسكريپتوم ميزعفران بر اساس سرهم

هاي ايراني و خارجي را به صـورت  توان زعفراناين نشانگرها مي

مولكولي از هم تفكيك كرد و مطالعات تنـوع ژنتيكـي را در ايـن    

  .ارزش از لحاظ اقتصادي انجام داد ه باگيا

  

  

  



  ٤٣       در زعفران EST-SSR يي نشانگرهايو شناسا پتوميترنسكر بنديسرهمرضائي و همكاران، 

  هامواد و روش

  هاآوري و كنترل كيفيت دادهجمع

ــايداده ــران از پا RNA-Seq١ هـ ــاهيزعفـ  NCBIداده  گـ

 مختلف مطالعات هايي ازخوانش شامل هاداده نيا. شدند افتيدر

، SRR1140761 ،SRR8790835كــــدهاي  زعفــــران بــــا

SRR8790836 ،SRR1767298 ،SRR1767299 ،

SRR1767300  وSRR1767301  وSRR1767302  ـ  -يمـ

در  ييمربـوط بـه كلالـه قرمـز، جوانـه انتهـا       بيكه به ترت باشند

بنـه، بـرگ،    ،يدر مرحلـه گلـده   ييجوانـه انتهـا   ،رويشيمرحله 

 ـكاسبرگ، پرچم و كلاله گ  ـفيكنتـرل ك  .زعفـران هسـتند   اهي  تي

 هـاي يتوالو  رفتانجام گ FastQC افزارنرم با استفاده از هاداده

ي در تـوال  ديآداپتر و درصد هر نوكلئوت هايي، توالپايين تيفيبا ك

  .)Andrews, 2010( مشخص شد توسط اين ابزار

  
  هابندي دادهسازي و سرهمپيرايش، نرمال

، FastQCهاي با كيفيـت كـم توسـط    پس از تشخيص داده

انجـام   Trimmomatic-0.39 افـزار نـرم  توسـط  هاداده شيرايپ

هاي با استفاده سازي دادهنرمال .)Bolger et al., 2014(ت گرف

. )Wedemeyer et al., 2017(انجـام شـد    Bignormاز ابـزار  

شـد  انجام  RNA-Bloomتوسط ابزار  پتوميترنسكر بنديسرهم

)Bushmanova et al., 2019(.  

  
  بنديهاي تكراري و بررسي كيفيت سرهمحذف توالي

و  مشـابه  هـاي پتيترنسـكر  نكـه يا يبرا ،بنديپس از سرهم

 CD-HIT-ESTحـذف شـوند، از ابـزار    بنـدي تكراري از سرهم

v4.8.1 ــد ــتفاده ش ــ .)Fu et al., 2012( اس ــفيك يبررس  تي

 Haas et( شـد انجـام   TrinityStatsتوسط ابـزار   پتوميترنسكر

al., 2013( .توسط ابـزار   پتوميكامل بودن ترنسكر يسپس بررس

BUSCO v4.0.6   ــاس ــر اسـ ــاژنبـ ــه داده  يهـ مجموعـ

                                                                                                
1- RNA sequencing 

Embryophyta  انجام شد)Seppey et al., 2019(.  

  ها در ترنسكريپتوم و طراحي آغازگر EST-SSRشناسايي 

با اسـتفاده از ابـزار    پتوميها در ترنسكر EST-SSR ييشناسا

MISA  انجام شد)Beier et al., 2017( .   تنظيمـات ايـن ابـزار 

 حـداقل  بـا  يدينوكلئوت ٢ يهايتوال به صورت شيآزما نيا يبرا

پـنج تكـرار   حداقل با  يدينوكلئوت ٦تا  ٣ يهايشش تكرار و توال

به صـورت   Primer3آغازگر با استفاده از ابزار  يطراح. انجام شد

 ,.Untergasser et al(انجـام گرفـت    نـوكس يخط فرمـان در ل 

-يبالا م يآغازگر با خروج يِروش طراح كيروش  نيا .)2012

شده در مرحله قبـل،  ييشناسا SSRهاي يهمه توال يو برا باشد

به اين صورت انجام  Primer3تنظيمات  .شوديم يآغازگر طراح

 ـ PCR٢محصول گرفت كه اندازه  ، جفـت بـاز   ٥٠٠تـا   ١٠٠ نيب

باز، جفت ٢٠ وبمطل اندازه با بازجفت ٢٣تا  ١٨ نياندازه آغازگر ب

 و گـراد سـانتي درجه ٥ هاجفت آغازگر نيب دماي اختلاف حداكثر

ده جفـت   .ندشد ميدرصد تنظ ٦٠تا  ٤٠ نيب هاآغازگر GCدرصد 

 DNAروي  PCRبــراي تكثيــر محصــول  EST-SSRآغــازگر 

  ).١جدول (زعفران انتخاب شدند 
 

 PCRو  DNAاستخراج 

ــتخراج  ــه روش  DNAاس از  )Doyle, 1991( CTAB٣ب

كشـت شـده در   آوري شده از تربت حيدريه، جمع هاي زعفرانبنه

آمـوزش و   يقـات، طرق متعلـق بـه مركـز تحق    يقاتيتحق يستگاها

بـر اسـاس    PCR. ي، انجام گرفتخراسان رضو يكشاورز يجترو

. انجـام گرفـت   Touch downبه صورت  ٢چرخه دمايي جدول 

، پس از واسرشت سازي آغازين، پنج سيكل بـا  PCRدر اين نوع 

كاهش يك درجه دماي اتصال به ازاي هر سيكل وجود دارد، بـه  

 ٥٥گـراد در سـيكل اول بـه    درجـه سـانتي    ٦٠طوري كه دماي 

سـيكل بـا    ٣٠سـپس  . رسدگراد در سيكل پنجم ميدرجه سانتي

                                                                                                
2- Polymerase chain reaction 
3  - Cetyl trimethylammonium bromide 
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 .ميكروليتر انجام گرفت ٢٠حجم در  PCRواكـنش  . وجـود دارد  گـراد درجه سـانتي  ٥٥دماي ثابت 

  
  انتخاب شده در اين مطالعه EST-SSRآغازگرهاي طراحي شده براي  -١جدول 

Table 1- EST-SSR primers used in this study  

  آغازگر
Primer  

  توالي آغازگر 
Primer sequence (5'-3') 

  

  دماي اتصال
Tm  

 )ازبجفت( PCRاندازه محصول 
PCR Product  

size (bp) 

 SSRنوع 
SSR type  

CsSSR1 F: CTTTCATCACCTCGCTCTGC 59.35 
449 (AAT)8 

R: TGACAGTGACATCCCTACGG 59.35 

CsSSR2 F: TGAATTCTTGCACCATCGCC 57.30 
470 (GA)15 

R: TCCCTCATTTCCGTCTCCTC 59.35 

CsSSR3 F: CTCCGCAGTTTCATTCCAGG 59.35 
418 (AAAGA)6 

R: CCACCGAACCCTACCAAAGT 59.35 

CsSSR4 F: CTTCTTCGTCGCCACCAAAG 59.35 
486 (TTC)5 

R: CACTCGGCGGATACATACCA 59.35 

CsSSR5 F: GGTTGAGGCTTGAGAGATGC 59.35 
498 (AT)6 

R: AGTCTCCTGGTATTCACATGGT 58.39 

CsSSR6 F: CGGGTTTCATCGTGCAAAGT 57.30 
423 (TA)6 

R: GAGCCGTTGGAGATGTTAGC 59.35 

CsSSR7 F: GTGTACGCTGATGTGGATGC 59.35 
500 (TCT)16 

R: CCTCTTAGCTTGTCCCTTGC 59.35 

CsSSR8 F: TGGCCGAAATGAGTTGATCC 57.30 
437 (CA)8 

R: ATTCGTTGCCTCACTTCAGC 57.30 

CsSSR9 F: GGCCACCATTCCAATCACTG 59.35 
449  (ACTC)6 

R: ACAAACCCATGGACCAGGAT 57.30 

CsSSR10 F: GGATGGTTGGTTATCTACAGCA 58.39 
484 (TACA)6 

R: ACTGGACACACATTGCGAGA 57.30  
  

  PCRواكنش  ييچرخه دما -٢جدول 
Table 2- Thermal cycling for PCR 

  مرحله
Step 

  دما 
Temperature (C̊) 

  زمان 
Time (s) 

  تعداد سيكل
Number of cycles 

  رشت آغازينواس
Initial denaturation 

94  240  1  

  واسرشت
Denaturation  

94  30  5  

  اتصال
Annealing 

60 to 55 30  5  

  سنتز رشته
Extension 

72 60  5  

  واسرشت
Denaturation  

94  30  30  

  اتصال
Annealing  

55 30  30  

  سنتز رشته
Extension  

72  60  30  

  سنتز نهايي
Final extension 

72  300  1  
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  نتايج و بحث

زعفران با  پتومياز ترنسكر و جامع تيفيبا ك بنديسرهم يجنتا

هـاي مختلـف از مطالعـات    بافت RNA-seq يهااستفاده از داده

پس از حذف . انجام گرفت RNA-Bloomتوسط ابزار  مختلف و

در  CD-HIT-ESTبا استفاده از ابـزار   يتكرار هايپتيترنسكر

بـا اسـتفاده از   . ماندنـد  يبـاق  يينها پتيترنسكر ٣٣٧٠١١ تينها

TrinityStats     مشخص شـد كـه درصـدGC    ٨٠/٤٣برابـر بـا 

 ـفياست كـه نشـان از ك   ١٣٢٣با  بربرا N50درصد و شاخص   تي

كامـل بـر    يهاپتيدرصد ترنسكر. دارد پتوميترنسكر بنديسرهم

 ـو تحل هياساس تجز درصـد بـه    ٥/٨٩، BUSCOنـرم افـزار    لي

  .)١شكل ( دست آمد

  

  
   BUSCOبررسي كيفيت ترنسكريپتوم زعفران با استفاده از ابزار  - ١شكل 

Figure 1- Evaluation of assembly quality using the BUSCO software.   
 

هـا  SSR ييشناسـا  جِيكـه از نتـا   يبر اساس آمار و اطلاعـات 

 يهـا SSRبـه دسـت آمـد، تعـداد كـل       MISA افزارتوسط نرم

هستند  SSR يكه دارا هايييداد توالتع و ٤٤٦٦٩ دهش ييشناسا

حـاوي  كـه   هايييتعداد توال بر اين اساس،. به دست آمد ٣٥٤٥٩

 SSRاز كل تعداد . به دست آمد ٧١٢٩، بودند SSR كياز  شيب

 سـه  ،٢٣١١٦ تعـداد  بـاز دو جفت يهاSSRشده،  ييشناسا يها

 شش و ٥٤١ بازجفت پنج ،١٣٠٠ باز جفت چهار ،١٨٨٢٦ بازجفت

بـا اسـتفاده از ابـزار     .)٣جـدول  ( بـه دسـت آمدنـد    ٨٨٦ زبافتج

Primer3 شـد و   يطراح ـ تيآغازگر با موفق ،يتوال ٢٤٥٢٢ يبرا

  .نشد يطراحمناسبي  آغازگر ،يتوال ١٥٥١١ يبرا

 ١٠، تعـداد  EST-SSRجهت تاييد فرايند شناسايي نشـانگر  

زعفـران انتخـاب    DNAروي  PCRجفت آغازگر بـراي تكثيـر   

جفـت آغـازگر در    ٧بـراي   PCRتعـداد، محصـول    از اين. شدند

 دهنـده نتـايج، نشـان  ). ٢شـكل  (بيني شده تكثير شـد  اندازه پيش

  .نشانگر دارد ريدر تكث يدرصد ٧٠ ييكارا

 يبـا اسـتفاده از ابزارهـا    پتوميترنسـكر  بنـدي سـرهم  يبررس

TrinityStats  وBUSCO يبنــدكــه ســرهم دهــدينشــان مــ 

بنـدي بدسـت   نسـبت بـه سـرهم    يشتريب تيفياز ك پتوميترنسكر

كـه   برخوردار اسـت  ،)Yue et al., 2020(ي قبل آمده در مطالعه

 كامـل  هـاي پتوميترنسـكر  ددر درص ـ يدرصد ١٧ شيافزاشامل 

برابـر بـا    N50 ق،يتحق نيدر ا. شودنسبت به مطالعه ياد شده مي

حـدود   كامل هايپتيو ترنسكر ٨/٤٣برابر با  GC، درصد ١٣٢٣



  ١٤٠١، بهار ١، شماره ١٠جلد نشريه زراعت و فناوري زعفران،       ٤٦

 ـدر جد. آمـد  دسـت درصـد بـه    ٩٠  يمطالعـه كـه بــر رو   نيدتري

 ١٥٣٢برابر با  N50 زيته است نزعفران صورت گرف پتوميترنسكر

 Hu et( ه استبه دست آمد ٥/٤٣برابر با  GCجفت باز و درصد 

al., 2020(. 

  
  بندي شده زعفراندر  ترنسكريپتوم سرهم EST-SSRآمار  -٣جدول 

Table 3- EST-SSR statistics in the saffron transcriptome  
  شاخص
Item 

  تعداد
Number 

  هاي ترنسكريپتومتعداد كل توالي
Total number of sequences examined  

337011  

  هاي شناسايي شده SSRتعداد كل 
Total number of identified SSRs  

44669  

  SSRهاي داراي تعداد كل توالي
Number of SSR-containing sequences  

35459  

  SSRهاي داراي بيش از يك تعداد كل توالي
Number of sequences containing more than 1 SSR  

7129  

  هاي تركيبي SSRتعداد كل 
Number of SSRs present in compound form  

4665  

  تكرارهاي دو نوكلئوتيدي
Dinucleotide  

23116 

  تكرارهاي سه نوكلئوتيدي
Trinucleotide  

18826  

  تكرارهاي چهار نوكلئوتيدي
Tetranucleotide  

1300  

  تكرارهاي پنج نوكلئوتيدي
Pentanucleotide  

541  

  تكرارهاي شش نوكلئوتيدي
Hexanucleotide  

886 

  

  
توس، چاهك دوم، كنترل و چاهك پارس 100bpاز سمت چپ، چاهك اول نشانگر اندازه . روي ژنوم زعفران EST-SSRتكثير آغازگرهاي  - ٢شكل 

  .باند مشاهده نشد CsSSR10و  CsSSR4 ،CsSSR7براي . باشندمي CsSSR10تا  CsSSR1هاي سوم تا آخر به ترتيب از 
Figure 2- EST-SSR primer amplification. Parstoos 100bp DNA size marker and control at the left followed by CsSSR1 to 

CsSSR10 PCR products. No PCR product was amplified for CsSSR4, CsSSR7 and CsSSR10.  
 

، تعــداد و باكيفيــت كامــل پتوميترنســكر نيــبــا اســتفاده از ا

 SSRاين تعـداد تـوالي    .شناسايي شد SSR ي دارايتوال ٣٥٤٥٩

هـاي   SSR شناسايي شده حدود دو برابر بيشـتر از تعـداد تـوالي   

 ١٦٠٥٧(در زعفـران   SSRشناسايي شده در جديـدترين مطالعـه   



  ٤٧       در زعفران EST-SSR يي نشانگرهايو شناسا پتوميترنسكر بنديسرهمرضائي و همكاران، 

از نظـر تعـداد    نيبنابرا .است )SSR ()Jain et al., 2016توالي 

SSRيتـوال  شـتر يدو برابـر ب  شيآزما ني، در ا SSR    نسـبت بـه

 يتـوال  ٢٤٥٢٢ يسپس بـرا . مطالعه زعفران به دست آمد نيآخر

SSRـا. شد يطراح تي، آغازگر با موفق   ـتعـداد ز  ني آغـازگر و   ادي

 ـدر گ يك ـيشده، به مطالعات مختلف ژنت ييشناسا SSR يتوال  اهي

  .كنديكمك م انزعفر

  

  گيرينتيجه

 ـانجام شده در ا بنديسرهم تيفيكنترل ك  ـتحق ني نشـان   قي

برخـوردار   يمطلوب تيفياز ك پتوميترنسكر بنديكه سرهم دهديم

-EST ينشـانگرها  ييشناسـا  يبـرا  ياز آن برا توانياست و م

SRR ـبا استفاده از ا. استفاده كرد   هـاي SSR پتوم،يترنسـكر  ني

 هـا يتـوال  نيا يراب تيبا موفق هاغازگرشدند و آ ييزعفران شناسا

جفت آغازگر انتخـابي،   ١٠جفت آغازگر از  ٧تعداد  .شدند يطراح

ييد شدند كه نشان از كارايي بـالاي طراحـي   أروي ژنوم زعفران ت

شــده در  ييشناســا SSR يتــوال اديــتعــداد ز نيــا .نشــانگر دارد

 اريبس ـ سـت، يمطالعات مختلف زعفران كه ژنوم آن در دسترس ن

 ـا شناسـايي ايـن   .باشـد يم يكاربرد بـه تفكيـك    نشـانگرها  ني

ي ك ـيمطالعات تنـوع ژنت و  يو خارج يرانيا هايزعفران مولكولي

  .گياه زعفران كمك خواهد كرد در
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Abstract 

Crocus sativus is a triploid plant propagating by vegetative propagation. Therefore, trait segregation and 

genetic diversity are limited 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. The 

development of EST-SSR markers in C. sativus makes it possible to study genetic diversity and molecular 

polymorphism in different genotypes. In order to develop a EST-SSR marker for C. sativus, we downloaded 

public available C. sativus RNA-seq data. The quality control and preprocessing of raw reads were done 

using FastQC and Trimmomatic tools. 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 the completeness of transcriptome assembly was 90%. After 

achieving a high-quality transcriptome assembly of C. sativus, EST-SSRs were identified by the MISA tool. 

The EST-SSRs primers were designed using Primer3. 35459 SSR-containing sequences were detected, and 

primer pairs were designed for them. Ten EST-SSR primer pairs were randomly selected to amplify C. 

sativus DNA. Seven pairs of the primers (70%) generated clear and reproducible bands with the expected 

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

Keywords: EST-SSR, Genetic diversity, Bioinformatics, Transcriptome. 
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