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Abstract 

Objective 

Gene expression studies by Real-Time PCR constitute a powerful tool to analyze the 

mechanisms underlying plant biotic-stress tolerance. One of the crucial steps of this 

technique is the selection and validation of reference genes to normalize target gene 

expression under different stress conditions. In this study, the expresion of candidate gene 

in oryza sativa was investigated under biotic stress at different developmental stages.  

 

Materials and methods 

Eight internal control genes consists of eIF-4A, UBQ5, UBC, Actin1, Actin11, GAPDH, 

Cyclophilin and 18SrRNA which are commonly used as housekeeping genes in plants, were 

selected and their expression stability were examined in present of Rhizoctonia solani 

RBL1 strain, potasium silicat as tolerance inducer and different growth stages in three time 

periods (6 h, 24 h and 72 h) using BestKeeper and NormFinder softwares. 

 

mailto:shr.hashemi@sanru.ac.ir
mailto:mrostamid@gmail.com


 (1398، پاییز 3، شماره 11مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

20 

Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

Results and Conclusions 

Based on the results gained through Best Keeper, the UBC has the higher expression than 

the other genes under biotic stress in rice leaf and also the UBC and Actin11 genes poses 

the highest correlations with the BestKeeper index (0.97). Additionally, it was shown that 

the UBC and Actin has the lowest coefficient variation. Also, the evaluation of the reference 

genes expression using geometric mean of the UBC and Actin11 compared to the Actin1 

gene indicated the necessity of appropriate selection of the reference gene. Taken together, 

it was evidently demonstrated that the UBC and Actin11 genes are the proper reference 

gene to be employed for the normalization of expression data in the Oryza sativa L. using 

by Real-Time PCR. 

Keywords: Gene expression, Inducer, Reference gene, Rice, R. solani. 

 

Citation: Ghorbani HGh, Hashemi-petroudi SH, Rostami M (2019) Study of Some Reference Genes 

Expression Stability in Rice Using Real-Time PCR Method Under Biotic Stress. Agricultural 

Biotechnology Journal 11(3), 19-36. 

 

Agricultural Biotechnology Journal 11(3), 19-36. 

DOI: 10.22103/jab.2019.13158.1095  
Received: April  8, 2019; Accepted: September  14, 2019 

© Faculty of Agriculture and Technology Institute of Plant Production, Shahid Bahonar University of 

Kerman-Iranian Biotechnology Society 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1398و همکاران،  قربانی

Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

ی در ستزی تنش تحت Real-Time PCRروش به مرجع هایژنبیان برخی پایداری بررسی 

 برنج گیاه
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 چکیده

مقاومت به  یسازوکارها لیو تحل هیتجز یبرا یقدرتمندابزار که  Real-time PCRژن با استفاده از  انیب هایپژوهشدر  هدف:

  .باشدها بسیار مهم مینژ انیکردن ب بهینهمنظور به مرجع هایژن یانتخاب و اعتبارسنج است، اهانیدر گ یستیز هایتنش

 اهگی در واقعی زمان PCRاز  حاصل اطلاعات سازیبهینه برایمناسب  مرجع هایانتخاب ژنکارایی و  بررسی با هدف قیتحق نیا

 انجام شد. یستیبرنج تحت تنش ز

، UBQ5 ،eIF4A  ،Actin11 ،Actin1 ،UBC ،Cylophilinشامل یهشت ژن کنترل داخل، بدین منظور ها:مواد و روش

18SrRNA  وGAPDH قارچی یماریب حضور عاملدر و  روزه رقم فجر 28های گیاهچهی بافت برگ. تنش زیستی در بررسی شد 

Rhizoctonia solani RBL1 ،هایهیجدا، مقاومت کنندهالقاء عنوانبه پتاسیم سیلیکاتPseudomonas  تیخاصبا 

 .اعمال شدساعت(  72و  24، 6) یدوره زمان سه و در یکنندگالقاءو  یستیآنتاگون

 شترییب انیب دارییاز پا UBC که ژن ؛دادنشان  BestKeeper افزاربا استفاده از نرم مرجعهای ژن انیب پایداری یبررس نتایج: 

 یفیبر اساس آماره توص ه وبود برخورداری گیاه برنج در نمونه بافت برگ زیستیتنش شرایط در  یهای مورد بررسنژ رینسبت به سا

و  UBC هایژنبودند. همچنین،  BestKeeper( با شاخص 97/0ی )همبستگ نیشتریدارای ب Actin11 و UBC هایژن
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Actin11  افزار با استفاده از نرمها داده تجزیه و تحلیل بر اساس بودند. تغییرات( بیضر نیکمتربیشترین پایداری )دارای

NormFinder های نیز ژنActin11  وeIF4a ( بیشترین میزان پایداری را نشان دادند. 567/0و  356/0ترتیب )به 

در مقایسه با ژن  Actin11و  UBCهای ژنمیانگین هندسی  ازبا استفاده های مرجع بررسی بیان ژن گیری کلی:نتیجه

Actin1 هایکه ژن دهدنتایج این تحقیق نشان می .باشدمیدهنده ضرورت انتخاب مناسب ژن مرجع نشان UBC  وActin11 

 .باشندمیدر گیاه برنج  Real-Time PCR تجزیه و تحلیل لهیوسژن به انبی هایسازی دادهبهینه برای یهای مرجع مناسبژن

 .R. solani، مرجع ژن ژن، برنج، بیان، کنندهالقاء: یدیکل یهاواژه

 

 مقدمه

 شوندمحسوب می جهان غذایی امنیت برای اصلیاساسی و  یتهدید عنوانبههمیشه غیرزیستی  و زیستی هایتنش

(Fedoroff et al. 2010.) شودمی تنظیم هابیان ژن شدنغیرفعال  و شدنفعال  با موجودات یهاسلول های مختلففعالیت .

 .Jain et alرود )می شمارهزنده ب موجودات همه در کاربردی ژنومیکس مطالعات از ریناپذییاصل جدا کی ژن بیان تحلیل و تجزیه

 یاهیشده در مواد گ انبی هاینوع ژن یاختصاص نییبرای تع انتخابی هایاز روش یکی( PCR) پلیمراز ایزنجیره واکنش (.2006

 تجزیه و تحلیل تیدر الکتروفورز، قابل PCR تکثیر شده تمحصولاو ارزیابی  جداسازی .(Martin & Rygiewicz 2005) است

 ایزنجیره واکنش ژن، بیان رایج مطالعات هایروش میان در(. McCartney et al. 2003را ندارد ) DNAهای نمونه یکم

 گرددمی محسوب هارونوشت ژن تغییرات ارزیابی برای هاروش تریندقیق از یکی (Real-Time PCR) واقعی زمان پلیمراز

(Gutierrez et al. 2008 .)،قبیل بیان از بررسی هایروش دیگر با مقایسه در روش این و سادگی بودن اختصاصی حساسیت 

 (RT-PCR) کمی نیمه معکوس رونویسی پلیمراز ایزنجیره واکنش و RNaseارزیابی حفاظتی  محل، در سازیدورگ و نوردرنبلات

 سازیبهینه، مطالعات رونوشتی سطح در ژن بیان مربوط به تجزیه و تحلیل مطالعات (. درBustin 2000) نیست مقایسه قابل

مراحل مختلف  یاصولاً ط ییخطاها چنین .باشدمی اهمیت حایز بسیار بردارینمونه سازی خطایحداقل جهت آزمایشی هاینمونه

 های(. روشDheda et al. 2004) شوندیم غیره ایجاد و cDNA، ساخت RNA برداری، استخراجشامل مراحل نمونه شیآزما

 ازیبوده که خود ن RNA سطح در سازیبهینه ها،روش نتریاز ساده یکیشده است.  شنهادیخطاها پ نیبرای برآورد و رفع ا مختلفی

. ردگییرا در بر نم غیرهو  PCR یی، کاراcDNAساخت  یعنی ؛تجزیه و تحلیلداشته و مراحل بعدی  قیدق سنجیتکمی هایبه روش

 هایژن بیان سطوح شود. بطورکلیمی استفاده گسترده بطور امروزه که باشدمی مرجع هایژن از استفادهی سازبهینه گریروش د

 در که (Thellin et al. 1999شود )می فرض ثابت مختلف آزمایشی شرایط تحت و مختلف هایبافت هایبین سلول در مرجع

گذشته در صورت  نیا (. ازBustin 2000گیرد )می قرار شعاع تحت آزمایشی هایسازی نمونهبهینه فرض، این نقض صورت

 .Dheda et al) گرددمی مواجه چالش با سازیبهینه ندیفرا ،یطیو مح یشگاهیآزما طشرای به نسبت هاژن نیا میمستق رییرپذیثأت
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 وجود شناسیزیستهای بررسی همه برای( بالا بیان پایداری باعمومی ) مرجع ژن هیچ که است داده نشان اخیر (. تحقیقات2004

مرجع  هایژن ابتدا ؛شودمی انجام مرحله دو در آلایده ژن مرجع یک انتخاب طورکلی،به(. Vandesompele et al. 2002) ندارد

 .Hashemi et al) گرددمی تعیین نظر مورد هاینمونه در هااین ژن بیان پایداری میزان سپس و شوندمی شناساییمورد نظر 

2016 .) 

 ژن که داده شده نشان و بررسی مختلف شرایط و هابافت ها،گونهاز  در برخی مرجع هایژن بیان پایداری اخیر، هایسال در

 مرجع، ژن بیان تغییر این. متفاوت است مختلف، هایژنوتیپ در یکسان بافت همچنین ژنوتیپ و یک در مختلف هایبافت در مرجع

 .Mallona et al. 2010; Vashisth et alکند )می تأیید را آزمایش مورد هاینمونه همه در مرجع پایداری ژن بررسی ضرورت

 .Burton et al) جوگیاه  به توانمی جمله از است که شده انجام گیاهان برخی روی زمینه این در مطالعات محدودی (2011

 گیاه رویها بررسی کرد. اشاره (Vandesompele et al. 2002) آرابیدوپسیس و همچنین (Kim et al. 2003) برنج ،(2004

آن ژن مرجع تحت  انیکه ب یبخصوص زمان ؛باشدیم ییبالا اریدقت بس ازمندنی مرجع هایانتخاب ژنکه  است نشان داده برنج

 ارقام در ریشه و بافت ساقه درژن  بیان ثبات که اثبات نمودند همچنینبه هم ثابت باشد.  کینزد هایو گونه یطیمختلف مح طیشرا

 مناسب مرجع ژن عنوانبه 18SrRNAو   EF-1α  ،UBI5،GADPHهایژن در این زمینه، و تشخیص بوده قابل برنج مختلف

 تنش به سازگاری شناسایی سازوکارهای منظوربه بیان ژن دقیق تجزیه اینکه به توجه با. (Caldana et al. 2007) اندشده پیشنهاد

 مرجعهای ژن معرفی و شناسایی منظوربه مرجع هایژن از کارایی تعدادی بررسی تحقیق، این از هدف است؛ ضروری زیستی امری

 .باشدمی برنج گیاه در زیستی و تنش نرمال شرایط در واقعی زمان PCRاز  حاصل اطلاعات سازیبهینه برای مناسب

 

 هامواد و روش

شماره  و AG1-IA یبا گروه آناستوموز Rhizoctonia solani RBL1 ی ماریقارچ عامل ب یک جدایهاز در این تحقیق 

 یسوختگ یماریب) ییزایماریب یبالاا توان ب (،NCBI)  آوریفن ستیز یمرکز اطلاعات مل گاهیاز پا HM211085ی دسترس

 کنندهالقاء عنوانبه (مولارمیلی 2 غلظت) پتاسیم سیلیکات ،(Naeimi et al. 2010) هااهچهیگ یزنهیبرنج جهت ما در (غلاف

 بااز همین جنس  دیگر هیجدایک ( و 275) یستیآنتاگون تیخاص یدارا Pseudomonasاز باکتری  هیجدا کمقاومت، ی شیمیایی

 یماریحساس به قارچ عامل بر )رقم فج رقم پرمحصولبذور  ابتدا برای انجام این کار، ( استفاده شد.243) یکنندگالقاء تیخاص

ی باکتر ونیساعت در سوسپانس 24به مدت ، استریلبا آب مقطر  یسطح یپس از شستشوو  گردیدضدعفونی  (غلاف یسوختگ

در  ینور یواحد چگال کیبود که در  CFU/ml 810 × 2 ی در سوسپانسیونباکترغلظت قرار گرفتند.  Pseudomona یهاهیجدا

و  هکاشته شد استریلهای حاوی خاک در گلدان زدهبذور جوانه سپس  شد. تیجمع نییو تع یریگنانومتر اندازه 600طول موج 

 مورد استفاده قرار گرفتند. زنی با قارچ و سایر تیمارها روزه برای مایه 28های گیاهچه
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 -دکستروز -ینیزم بی% س 01/0 نیسیاسترپتوما کیوتیب یآنت یکشت محتو طیروز در مح 3به مدت  یماریقارچ عامل ب

کشت مذکور که در اطراف  طیاز قارچ به مرکز مح مترییلیم پنج سکیرشد نمود. سپس د گرادیدرجه سانت 27 ی( و دماPDAآگار )

درجه  27در درجه حرارت  یساعت نگهدار 72، کشت و پس از داشتقرار  ببه صورت مور متریسانت یکبه اندازه  ییهاآن خلال

 اهچه،یاول، دوم و سوم گ هایغلاف نیعدد ب 3به تعداد  اهچهیگ یپنجه اصل یرو ح،یتلق هیاستفاده شد. ما حیجهت تلق گراد،یسانت

  (.1)جدول  داعمال شدن لیانه به شرح ذگلخ طیدر شرا شیآزما یمارهایت قرار گرفتند.

 انجام شد. بیماری عامل قارچ با زنیمایه از بعد ساعت 72 و 24 ،6 هایزمان در هاگیاهچه غلاف برگی از بردارینمونه

 و کاندید ژن انتخاب جهت .شدند منتقل گرادسانتی درجه -80 فریزر به و بلافاصله خرد مایع ازت محتوی چینی در هاون هانمونه

های گردید. ژن استفاده برنج گیاه برای NCBIهای در پایگاه داده شده منتشر هایداده براساس مرجع هایاز ژن آغازگر طراحی

باشند )جدول می GAPDH و UBQ5 ،eIF4A ، Actin11، Actin1، UBC، Cylophilin، 18SrRNAمورد نظر شامل

 منطقه در واقع ژن از تکثیر قسمتی برای (1.1.2.19)ورژن OLIGO افزار  نرم و 3 پرایمر سایت از استفاده با طراحی آغازگر (.2

  .شد ( آن انجامCDS) 1شده حفاظت

 دیگرد انجاماست،  2اناتیزوسیا نیدیکه حاوی گوان زولیترا روش بر اساساز بافت برگ  RNA استخراج

(Chomczynski & Sacchi 1987 .) کیفیت و کمیتRNA  درصد و دستگاه  یکاستخراجی با استفاده از ژل آگارز

 نشانگر با آن مقایسه و درصد یک آگارز ژل روی شده استخراجRNA های بررسی نمونه از حاصل نتایج وفتومتر بررسی شد.راسپکت

 ساخت  مناسب جهت کیفیت و کمیت از برگ بافت هایاز نمونه شده استخراج هایRNAکه  داد ( نشانkb 1استاندارد ) وزنی

cDNA برای حذف آلودگیهستند.  برخوردارDNA  ازRNase-free DNase I  (Thermo Scientific استفاده شد و )ساخت 

ساخته شده  cDNAنمونه و طبق دستورالعمل آن انجام گرفت.  Thermo scientificبا استفاده از کیت شرکت  cDNAرشته 

 ™C1000دستگاه  استفاده از با ژن بیان مطالعهبرابر توسط آب دوبار تقطیر رقیق شد.  9ها به میزان برای انجام تمام واکنش

Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) کیت و SYBR Green I PCR Master Mix (Termo Scientific, USA) 

 5مقدار به  SYBR Greenر شاملمیکرولیت 10 حجم واکنش در اجرای برای بهینه شرایط .گرفت انجام تکرار مستقل سه در

میکرولیتر فراهم گردید.  7/2نوکلئاز  از عاری آب میکرولیتر و cDNA2 میکرولیتر، نمونه  3/0برگشت  و رفت میکرولیتر، آغازگر

 گرادسانتی درجه 60 ثانیه، 15برای  گرادسانتی درجه 95 دقیقه، 5 برای گرادسانتی درجه 95 شامل: هانمونه تکثیر برای دمایی چرخه

 چرخه تکرار شد.  40 در بود که ثانیه 15 برای گراددرجه سانتی 72 و ثانیه 30 برای

  

                                                 
1. Conserved domain sequence 
1. Guanidinium isothiocyanate 
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 های برنج.روی گیاهچه گلخانه طیدر شرا اعمال شده یمارهایت. 1جدول 

Table 1. Applied treatments on Rice seedlings in greenhouse condition. 

 Treatments             تیمارها Code  کد

 15کد 

Code 15 

و  یماریبا قارچ عامل ب یزنهیساعت قبل از ما 48و  24 یپاشیو اسپر تلقیح بذرصورت به ستیآنتاگون باکتری

 یماریبا قارچ عامل ب اهچهیگ یزنهیما

Seed inoculation with antagonist bacteria and spraying 24 and 48 hours before 

inoculation with pathogenic fungus and seedling inoculation with pathogenic 

fungus 

 17کد 

Code 17 

و  یماریبا قارچ عامل ب یزنهیساعت قبل از ما 48و  24 یپاشیو اسپر تلقیح بذرصورت به ستیآنتاگون یاکترب

 یماریبا قارچ عامل ب اهچهیگ یزنهی( و مامیپتاس کاتیلیکننده )سبا ماده القاء یپاشیاسپر

Seed inoculation with antagonist bacteria and spraying 24 and 48 hours before 

inoculation with pathogenic fungus and spraying with inducer (potassium silicate) 

and seedling inoculation with pathogenic fungus 

 19کد 

Code 19 

 می)بدون تماس مستق اهیبوته گ یپا یباکتر ونیو اضافه نمودن سوسپانس تلقیح بذرصورت کننده بهالقاء یکتربا

 یماریبا قارچ عامل ب یزنهیروز قبل از ما پنجو  دو(، یماریبا قارچ عامل ب یباکتر

Seed inoculation with Inducer bacteria and soil drench with bacterial suspension 

(without direct contact with the pathogenic fungus), two and five days before 

inoculation with the pathogenic fungus 

 21کد 

Code 21 

 یباکتر می)بدون تماس مستق اهیبوته گ یپا یباکتر ونیسوسپانس ختنیو ر تلقیح بذرصورت کننده بهالقاء یاکترب

کننده با ماده القاء یپاشیو اسپر یماریبا قارچ عامل ب یزنهیروز قبل از ما پنجو  دو(، یماریبا قارچ عامل ب

 یماریبا قارچ عامل ب اهچهیگ زنیهی( و مامیپتاس کاتیلی)س

Seed inoculation with inducer bacteria and soil drench with bacterial suspension 

(without direct contact with the pathogenic fungus), two and five days before 

inoculation with the pathogenic fungus and spraying  with inducer (potassium 

silicate) and seedling inoculation with pathogenic fungus 

 22کد 

Code 22 

 یماریشده با قارچ عامل ب یزنهیما اهچهگی

Seedling inoculated with the pathogenic fungus 

 24کد 

Code 24 

با قارچ  یزنهیروز قبل از ما سه یماریبا قارچ عامل ب یزنهی( و مامیپتاس کاتیلیگر)سبا ماده القاء یپاشیسپرا

 یماریعامل ب

Spraying with inducer (potassium silicate) and inoculating with the pathogenic 

fungus 

 three days before inoculation with pathogenic fungus 

 26کد 

Code 26 

 گرماده القاء/یماریقارچ عامل ب/یبا باکتر یزنهیبدون ما اهچهیگ

Seedling non-inoculated with bacteria / pathogenic fungus / inducer 
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 با درصد سه آگارز ژل روی Real-Time PCRدقیق  آغازگرهای با PCRمحصولات  الکتروفورز .1 شکل

-lad-Actin11-Actin1-UBQ5-18SrRNA-UBC-eIF4a، از چپ به راست: bp 50 مولکولی نشانگر

GAPDH-Cyclophilin-lad. 

Figure 1. Electrophoresis of PCR products with Real-Time PCR primers on a 3% agarose 

gel with 50 bp marker, left to right: ladder-Actin11-Actin1-UBQ5-18SrRNA-UBC-eIF4a-

GAPDH-Cyclophilin-ladder. 

 

آگارز سه  ژل اختصاصی( الکتروفورز آغازگرهای از استفاده )با Real-Timeتوسط  آن تکثیر و cDNAساخت  از پس

 عبارتبه. شود حاصل اطمینان 1آغازگر دوتایی عدم وجود و آمده بدست محصولات تکثیر بودن درصد انجام پذیرفت تا از اختصاصی

تجزیه (. 1 شکل) دیده نشد اضافی باند هیچ و بود مورد نظر ژن تکثیر اختصاصی و آغازگرها صحیح طراحی از پس حاصله دیگر نتایج

 بودن محصوله تک بر تأییدی در واقع که باشدمی مشخص ذوب دمای با پیک یک وجود تنها دهندهنشان ذوب مرحله و تحلیل

  .باشدمی مورد استفاده آغازگرهای

 و NormFinder (Andersen et al. 2004)ی افزارهانرمو از ها بررسی منحنی ذوب نمونه تجزیه و تحلیل

BestKeeper (Pfaffl et al. 2004ب )در. شد استفاده هانمونه یدر تمام داریژن پا انیب رییگاندازهو  یداریپا بندیمنظور رتبهه 

 شوندمی لیتبد ینسب هایتیبه کم CtΔ-2و فرمول  CtΔ رابطهبا استفاده از حاصل از آزمایش،  Ct مقادیر NormFinder افزارنرم

(Vandesompele et al. 2002) افزار نرمدر  کهدرحالیBestKeeper ریمقاد Ct  بدون تبدیل شدن به مقادیر بیان نسبی، مورد

در  شیدر آزما یکنترل داخلعنوان ژن به ؛مرجع انتخاب شده یهاژن انیب زانیم هندسی نیانگیم ،در نهایت .گیرنداستفاده قرار می

افزار ( در نرمLivak & Schmittgen 2001) واکلی فرمول از استفاده با آن به نسبت مرجع هایژن انیو ب شد نظر گرفته

Microsoft Excel 2010 .محاسبه شد 

  

                                                 
.2  Primer dimer 
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 .آغازگرهاهای مرجع برای برنج و اطلاعات مربوط به ژن .2جدول 

Table 2. Rice reference genes and the primer information. 

 نام آغازگر

Primer 

 ژن

Gene 

 توالی آغازگر

5’-Primer sequence-3’ 

شماره 

 دسترسی

Accession 

number 

طول قطعه 

(bp) 

Ampliqon 

Actin1 Actin1 
CTCCCCCATGCTATCCTTCG 

TGAATGAGTAACCACGCTCCG 
Os03g50890 110 

Actin11 Actin 11 
CAGCCACACTGTCCCCATCTA 

AGCAAGGTCGAGACGAAGGA 
AK100267 67 

UBQ5 Ubiquitin 5 
ACCACTTCGACCGCCACTACT 

ACGCCTAAGCCTGCTGGTT 
AK061988 69 

GAPDH 

Glyceraldehyde-

3-phosphate 

dehydrogenase 

AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT 

CGTAACCCAGAATACCCTTGAGTTT 
AK064960 79 

Cyclophilin Cyclophilin 
CCACCATCACAGATCGGATCTT 

GCGGTCAGAGCGAAAGTAGCTA 
Os08g19610 65 

eIF-4a 

Eukaryotic 

initiation factor 

4a 

TTGTGCTGGATGAAGCTGATG 

GGAAGGAGCTGGAAGATATCATAG

A 

AK073620 76 

18S rRNA 
18S ribosomal 

RNA 

CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA 

ACACTTCACCGGACCATTCAA 
AK059783 65 

UBC 

Ubiquitin-

conjugating 

enzyme E2 

CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA 

AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGTG 
AK059694 76 

 

 نتایج و بحث

 PCR واکنش بهینه شرایط مناسب، قطعه طول اختصاصی، تهیه آغازگر باشد، دقیق و درست ژن بیان مطالعات اینکه برای

 ژن استوار بیان بر در گیاهان تنش و دفاعی سازوکارهای به مطالعات مربوط از بسیاریباشد. می لازم مناسب داخلی کنترل انتخاب و

 .Nicot et alاند )کرده کمک گیاه تنش هایپاسخ از بهتری درک به ارائه( ترانسکریپتوم) رونوشت مطالعاتدر این زمینه . باشدمی

 سیستم انتقال پیام در تغییر نوع که هر شود حاصل اطمینان تا دارد مرجع هایژن یا ژن زمانهم سنجش به نیاز ،ژن (. بیان2005

 یشآزمای هاینمونه یبررس .شودمربوط نمی هانمونه RNAتغییرات غلظت  به باشد وبیان می میزان الگوی در تغییر بیانگر هدف ژن

RNA ن،یمواد آغاز تیفکی و مقدار در است ممکن هانمونه نیچرا که تنوع ب رسد،می نظربه ضروری امری هانمونه نیو کنترل خطا ب 



 (1398، پاییز 3، شماره 11مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره 

28 

Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 ماریت 17 درمشاهده شده   Ctنیانگیمقدار م قیتحق نیکند. در ا جادیتفاوت ا هاآن سازیقیرق و cDNA، سنتز RNA سازیآماده

 UBQ5و  18SrRNAبود. دو ژن  ریمتغ Cyclophilinژن  یبرا 34/34تا  18SrRNAژن  یبرا 12/18از  یمختلف مورد بررس

و  Actin1دو ژن  کهیبرخوردار بوده در حال یشتریرونوشت ب زانیاز م 27/19و  12/18 برابر با  Ctنیانگیبا مقدار مبه ترتیب 

Cyclophilin  نیانگیبا مقدار مبه ترتیبCt   مرجع  هایژن گرینسبت به د یرونوشت کمتر زانیاز م 34/34و  31/33برابر با

 Ct ریمقاد زانیم نیمورد مطالعه مشابه بود. کمتر هایژن یمختلف و برا هایطیدر مح Ct ریمقاد راتییبرخوردار بودند. روند تغ

 بی)ترک 3شماره  طیمحدر  Ct ریمقاد نیساعت( و بالاتر 24و زمان  24کد  یماریت بی)ترک 17شماره  طیمرجع، در مح هایژن

 (.2ساعت( مشاهده شد )شکل  24و زمان  15کد  یماریت

 

 .شیمورد آزما ماریت 18مربوط به هشت ژن مرجع مورد مطالعه در  Ct نیانگیم ریمقاد .2شکل 

Figure 2. Ct mean values for the eight candidate reference genes in the 18 treatments. 

 

 هاآن Ct یهاارزش یهر ژن مرجع بر مبنا یبرا تراییتغ بیانحراف استاندارد و ضر ریمقاد BestKeeper نرم افزار در

 انیرا داشته باشند، ب راتییتغ بیانحراف استاندارد و ضر نیکه کمتر یمرجع یهاو ژن (Pfaffl et al. 2004شده ) محاسبه

 هایژن یهندس نیانگیبر اساس م BestKeeper شاخص افزار،نرم نیدر ا (.Chang et al. 2012) خواهند داشت یدارتریپا

 .Pfaffl et al) شودیم نییتع BestKeeper با شاخص یهمبستگ بیضر مبنای بر هاژن انیب یداریمرجع محاسبه شده و پا

و  17/1با انحراف استاندارد  بیترت)به 18SrRNAو  UBC هایژن که داد نشان هاداده لیو تحل هیحاصل از تجز جینتا (.2004

 (.3 جدول) هستند مرجع هایژن انیدر م دارییپا نیشتری( دارای ب24/1
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 .برنج اهیدر گ مرجعهای ژن انیب تغییرات بیو ضر اریانحراف مع .3جدول 

Table 3. Standard deviation and coefficient of variation of housekeeping genes in rice. 

 ژن

Gene 
18SrRNA Actin11 Actin1 GAPDH UBC UBQ5 eIF4a Cyclophilin 

 Min. 18.12 22.16 22.49 19.41 22.68 19.27 21.57 24.69 حداقل

 Max. 24.66 30.46 33.31 27.77 28.54 26.84 30.40 34.34  حداکثر

 S.E 1.24 1.47 1.76 1.56 1.17 1.47 1.58 1.61.  1انحراف معیار

 C.V 5.90 5.24 6.04 6.47 4.42 6.44 5.84 5.39. 2)درصد( تغییراتضریب 

 دلالت بر تنوع کمتر دارد. تغییرات بیکمتر ضر ریمقاد .2ژن است.  انیکمتر در ب دارییدهنده پانشان شتریعددی ب ریمقاد .1

 

 Actin11و  UBC هایمرجع دارد. در مطالعه حاضر، ژن هایژن شتریب دارییدلالت بر پا تغییرات بیبودن ضر نپایی

 هایژن ثباتBestKeeper  افزارارائه شده توسط نرم یفیبودند. آماره توص تغییرات بیضر نیدارای کمتر 24/5و  42/4با  ترتیببه

 یهمبستگ نیشتریدارای ب Actin11و  UBC ،eIF4aهای اساس ژن نیکند. بر ایم بندیرتبهCt  خام ریمرجع را بر اساس مقاد

 را تحت مرجع ژن بیان نباید آزمایش انجام شرایط مطلوب، حالت در(. 4)جدول  دنباشیم( 97/0)به میزان  BestKeeper با شاخص

 متفاوت تیماری شرایط و مختلف هایدر اندام رابیان  تغییرات میزان کمترین ای انتخاب شود کهدهد. ژن مرجع باید به گونه قرار تأثیر

 ;Nicot et al. 2005) کنندمی تغییر زیادی میزان به آزمایش، شرایطتغییر  با هدف هایژن میزان بیان کهحالی در نشان دهد،

Qi et al. 2010 .)سازیبهینه به منجر مرجع ژن یک اساس معمول بر سازیبهینه روند که کردند ارائه شواهدی و دلایل محققین 

 بیان مقایسه سطوح جهت( ژن دو حداقل) مرجع ژن از چندین و همچنین استفاده( Vandesompele et al. 2002)اشتباه شده 

های ژن، BestKeeper برنامهاساس نتایج حاصل از  رو، بر. از این(Thellin et al. 1999) است شده توصیهدر مطالعات  ژن

UBC  وActin11 برنج تحت تنش  اهیهای هدف در گژن انیسازی ببهینه برای مرجع قابل اعتماد هایعنوان ژنبهتوان می را

 .کردی معرف زیستی )بیماری سوختگی غلاف برگ(
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 .برنج اهیدر گ BestKeeper شاخص وهای مرجع ژن نیب یروابط همبستگ .4جدول 

Table 4. Correlation of reference genes and BestKeeper index in rice. 

 Reference genes           ژن های مرجع 

 18SrRNA Actin11 Actin1 GAPDH UBC UBQ5 elF4a Cyclophilin 

BestKeeper 0.87 0.97 0.94 0.95 0.97 0.94 0.97 0.92 

p-value 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 

 

 یهیبد ،استشدهرفته گکار هب قیتحق نیدر ا انیب دارییپا متوسط لیو تحل هیبرای تجز یمختلف هایتمیکه الگور ییاز آنجا

 های مرجع، استفاده ازبندی ژناختلاف در رتبه لیدل. باشد ییهاموارد دارای تفاوت یبرخهای مرجع در بندی ژنرتبه که است

 انیب دارییپا، NormFinderافزار با استفاده از نرم تجزیه و تحلیلدر  .(Cao et al. 2016) باشدیمختلف آماری م هایتمیالگور

باشند. های مرجع مورد مطالعه میدهنده پایداری بیشتر ژنکوچکتر، نشان Mشود. مقادیر عددی بیان می Mبا ارزشی به نام  ،هاژن

(. Xu et al. 2015شود )های با پایداری بیشتر استفاده میهای ریاضی برای یافتن ژناز روش مبتنی بر مدل تجزیه و تحلیلدر این 

 926/0با  Cyclophilinبیشترین میزان پایداری و ژن  567/0و  356/0 با ترتیببه eIF4aو  Actin11های در این مطالعه، ژن

 . (5)جدول  کمترین میزان پایداری را نشان دادند

 

 .NormFinderافزار های مرجع با استفاده از نرمژنبندی بیان و رتبهمقادیر پایداری  .5جدول 

Table 5. Expression stability and ranking of reference genes analyzed by NormFinder 

software. 

 Gene Actin11 Actin1 GAPDH UBC UBQ5 elF4a Cyclophilin   ژن

   مقدار پایداری

Stability Value 
0.356 1.019 0.612 0.659 0.713 0.567 0.926 

 Order 1 7 4 3 5 2 6   رتبه

 

های پایداری افزارها و یا تفاوت کم در شاخصبندی نرمبه علت تفاوت در نتایج رتبه مرجعدر بعضی موارد که انتخاب یک ژن 

 مرجعهای های بیان ژن هدف را با استفاده از میانگین هندسی ژنتوان بیش از یک ژن مرجع انتخاب نموده و دادهمشکل است، می

سنجی یک بررسی نشان داده است که در مقالات چاپ شده با کاربرد روش کمیت .(Vandesompele et al. 2002) نمود بهینه

های مرجع مورد درصد موارد تنها از یک ژن مرجع استفاده شده است و انتخاب ژن 90، در بیش از Real-time PCRنسبی توسط 
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های ذکر دهد که با وجود مزیتمی (. این موضوع نشانKozera & Rapacz 2013ها بوده است )نظر نیز بدون اعتبارسنجی آن

های مرجع ناپایدار ممکن است منجر به بروز ، استفاده از ژنReal-time PCRسنجی نسبی در شده برای کاربرد روش کمیت

(. این نتایج به خوبی Nicot et al. 2005; Kozera & Rapacz 2013های هدف شود )گیری ژناشتباهات زیادی در اندازه

ها بایستی توان ژن مرجع مناسب را برای مطالعه مورد نظر انتخاب نمود و میزان پایداری آنکه تنها با بررسی منابع نمی دهدنشان می

با استفاده از ژن  مورد مطالعه هایژن انیب سهیمقاسنجی نسبی مورد ارزیابی قرار گیرد. در این تحقیق، قبل از استفاده در کمیت

Actin1 هایژن یهندس نیانگیمامناسب و نیز عنوان ژن مرجع نبه UBC  وActin11 عنوان ژن مرجع مناسب با پایداری بالا به

عنوان ژن به Actin1باشد. با انتخاب ژن بیان ژن می هایدهنده اثر انتخاب ژن مرجع مناسب در آزمایشبه وضوح نشان( 3)شکل 

مقادیر بیان نیز در هر ترکیب بلکه باشیم، بیان در بین تیمارهای مختلف میتنها شاهد پراکندگی زیاد و انحراف بالای میزان مرجع، نه

از  استفاده با ژن بیان مطالعه باشند.تیماری با توجه به میزان انحراف معیار آن ترکیب تیماری از درجه اعتبار پایینی برخوردار می

Real-time PCR مجموعه یا ژنوم کل ریزآرایه تأیید اطلاعات زمینه در فراوانی هایکاربرد دارای استاندارد روش عنوان یکبه 

، ACT ،GAPDH ،18SrRNAهای مرجع زیادی مثل است. تا کنون ژن مولکولی هایو تشخیص هاژن از کوچکتری

25SrRNA ،UBC ،UBQ ،EF1A  وTUB های ها در شرایط گوناگون از جمله تنشاند که در بررسی بیان ژنمعرفی شده

 اطلاعات حاصل دقت در افزایش مناسب مرجع ژن انتخاب(. Sinha et al. 2015اند )یستی مورد استفاده قرار گرفتهزیستی و غیرز

 شرایط آزمایش تمام در ثابتی بیان سطح باید آل،ایده کنترل داخلی ژنباشد. اگرچه می بسزایی نقش ها، داراینمونه بین خطا کنترل و

ها نشان داده است که سطح پژوهش. باشد داشته ثابت بسیار بیان شرایط تمام که در ندارد وجود ژنی هیچ حال،این با باشد، داشته

ها و یا مراحل مختلف ای تحت برخی شرایط مختلف آزمایشی مانند تنشطور قابل ملاحظههای مرجع نیز ممکن است بهرونوشت ژن

 TUBULIN1های مرجع های مختلف غیرزیستی در عدم پایداری ژن(. اثر تنشPaolacci et al. 2009کند )نموی گیاه تغییر می

در گیاه نخود  ELF1a(، Tian et al. 2015در گیاه هویج ) GAPDH(، Ma et al. 2016در گیاه چای ) 18SrRNAو 

(Reddy et al. 2016 ،)b-tubulin ،18SrRNA  وActin ( در گیاه سیب زمینیNicot et al. 2005نشان داده شد. برر ) سی

های زنگ و (، بیماریWu et al. 2015های مرجع در گندم نیز در مرحله پر شدن دانه )دهد که بیان برخی از ژنمنابع نشان می

( Paolacci et al. 2009( و تنش دمایی در مراحل نمو گندم )Li et al. 2014; Scholtz & Visser 2013کوتولگی گندم )

 مرجع هایژن از بیان متفاوتی آزمایشی، مختلف شرایط تحت برنج و گیاه های برگینمونه روی رب نیز بررسی این کنند. درتغییر می

 هااین ژن از توانبوده و می پایداری بیشترین دارای برنج برگ در Actin11و  UBCهای ژن که داد نشان نتایج .شد مشاهده

 مورد هایالگوریتم اساس دیگر بر طرفی کرد. از استفاده بیانی هایداده سازیمنظور بهینهبه برنج گیاه در مرجع هایژن عنوانبه

 پیشنهاد برنج گیاه تنش زیستی در تحت ژن بیان مطالعات جهت و بوده پایداری دارای کمترین Actin1ژن  تحقیق، این در مطالعه

 .شودنمی
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( با استفاده از میانگین B. ستون Actin1( با استفاده از ژن A: ستون ی مرجعهاژن بیانمقایسه  .3 شکل

 . Actin11و  UBCهای هندسی ژن

Figure 3. Comparession of reference genes expression: A column) Using Actin1. B column) 

using geometeric mean of Actin11 and UBC. 
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