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. متکی است های دفاعی و تنش در گياهان به بيان ژنمکانيزم یبسياری از مطالعات در زمينه

سازی ای اصلی در نرمالمرحلهreal-time PCR های مرجع مورد استفاده در  پايداری بيان ژن

عنوان کنترل داخلی در برگ پرچم گندم ههای مرجع بمنظور اعتبارسنجی ژنبه. باشدها میداده

 ribosomal RNA (18S rRNA)کانديد شامل   تحت تنش خشکی، پايداری بيان هشت ژن

subunit ،(UBQ وWUB )ubiquitin ،(ACT ) actin ،(GAPDH)glyseraldehyd-3-

phosphate dehydrogenase  ،(RLI )RNase L inhibitor-like protein ،(b-TUB)beta-

tubulin 4  (Ta.22845 )ATP-dependent 26sproteasomeregulatory subunit  با استفاده

دست هبر اساس نتايج ب. مورد ارزيابی قرار گرفت BestKeeperو  NormFinderافزارهای  از نرم

بيان ناپايداری  18S rRNAکه ژن های مرجع بوده درحالی پايدارترين ژن UBQو  RLIآمده 

ها در برگ پرچم گندم در سازی بيان ژن توانند جهت نرمالبنابراين اين دو ژن می. داشت

 .رندمطالعات مربوط به تنش خشکی مورد استفاده قرار گي
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های و تکنیک 1تکنولوژی ریزآرایههای متنوعی مانند امروزه روش

ی بالا با قابلیت ارزیابی یبا کارا (NGS)یابی نسل جدید توالی

های دخیل  ژنطور همزمان در مطالعات بررسی بیان ههزاران ژن ب

حال با این .روندکار میهدر گیاهان ب در ایجاد تحمل به تنش

با وجود محدودیت در تعداد ژن مورد  real-time PCR روش

علت تکرارپذیری، حساسیت و اختصاصی بودن، هبررسی، ب

چنین اعتبارسنجی سایر ها و همکاربرد زیادی در بررسی بیان ژن

 دارد آرایهبالا مثل ریز ییهای با کاراها از جمله روشروش

(Coito et al. 2012) .های  در روش کمیت سنجی نسبی، ژن

سازی نتایج بیان  ای برای نرمال دار یا مرجع به شکل گسترده خانه

های  بایستی در بافتها این ژن .گیرند ژن مورد استفاده قرار می

ایدار پمختلف و تحت شرایط متفاوت آزمایشگاهی دارای بیان 

با بررسی مقالات منتشر . (Kozera and Rapacz, 2013) باشند

دار  های خانه ژنکه  شودلاحظه میم real-time PCRشده با روش 

 ،18s rRNA، UBQدخیل در فرآیندهای اساسی سلول همچون 

ACT،TUB   و GAPDHکه بیان یکنواختی دارند به با فرض این

عنوان کنترل داخلی برای بررسی بیان ژن به ای صورت گسترده

با این حال  .(Gachon et al. 2004) گیرندمورد استفاده قرار می

-به نیز ها ها نشان داده است که سطوح رونوشت این ژنبررسی

شرایط مختلف آزمایشی تغییر برخی ای تحت  طور قابل ملاحظه

باعث تغییر های غیرزیستی مانند تنشبرخی از شرایط و  کند می

نوسان این . (Nicot et al. 2005) شوددار می خانه هایدر بیان ژن

قی در بیان ژن هدف را های حقی تفاوت های مرجعژن در بیان

 . (Guénin et al. 2009) دهد نادرست جلوه می

منظور معرفی دار به خانه  ژن هشت بیان یپایدار ،در آزمایش حاضر

 real-timeهای  سازی دادهترین ژن مرجع جهت نرمالمناسب

PCR در گندم تحت تنش  برگ پرچمبافت های  حاصل از نمونه

های کرت صورت بهآزمایش  .خشکی مورد ارزیابی قرار گرفت

و در گلخانه  تکرار سه تصادفی در کاملاً در قالب طرحخرد شده 

زایشی   سطح آبیاری در مرحله. انجام شدتحقیقاتی دانشگاه زنجان 

ارقام گندم عنوان فاکتور اصلی و  هب( نرمال و توقف آبیاری)گندم 

وان عنهب( حساس به خشکی)و شیراز ( مقاوم به خشکی) 2داراب

بذور گندم پس از ضدعفونی در . فاکتور فرعی در نظر گرفته شد

                                                           
1
 Microarray   

از کود دامی  6:9:1حاوی بافت خاك شامل نسبت  هایی گلدان

تحقیقاتی دانشگاه زنجان کشت  در گلخانهپوسیده، ماسه و خاك 

  یت زراعی خاك تا رسیدن به مرحلهبا توجه به ظرفآبیاری . شدند

تحت تیمار تنش، با ظهور های  گلدان آبیاری. انجام شدزایشی 

نمونه  ،روز بعد از اعمال تنش خشکی پنج. برگ پرچم قطع شد

ها بلافاصله به نیتروژن  نمونهو  برداری از برگ پرچم انجام شد

ری اگراد نگهددرجه سانتی -28 دمای و سپس درشده مایع منتقل 

 .شدند

 از ترایزول برگ پرچم  کل از بافت RNAمنظور استخراج به

(USA Invitrogen, )استفاده  طبق دستورالعمل شرکت سازنده

 NanoDrop ND-1000توسط ،RNAسنجش کمیت بعد از . شد

spectrophotometer (Thermo Scientific, Walthman, MA, 

USA) آمیزی با اتیدیوم بروماید بر رنگاز طریق آن نیز ت یفیک

 . گرفت مورد بررسی قراردرصد  9/1روی ژل آگاروز 

طی واکنش رونویسی معکوس از   cDNA ساختمنظور به
RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Fermentas, Canada) استفاده  طبق دستورالعمل شرکت سازنده

ترین  داری که از معمولهای خانهژن ،بر اساس بررسی منابع .شد

نتخاب ا باشند های مرجع مورد استفاده می ن ژنتری شده و مطرح

 (.1جدول)شدند 

های برگ پرچم گندم  های مرجع کاندید در نمونه سطوح بیان ژن -1شکل

دهنده انحراف استاندارد و خطوط عمودی  ها نشان جعبه)تحت تنش خشکی 

 .(ها است دهنده طیف بیان هر ژن در تمامی نمونه نشان
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 Real-time PCRفاده در های مرجع و توالی آغازگرهای مورد است ژن شرح -1جدول 
Tm (°C) 

 
Primer sequences 

Accession 

GenBank 

Gene 

symbol 

Unigene 

 

60.3 5'-GTGTACCCTCAGAGGAATAAGG-3' Fw 
AB181991.1 ACT Ta.1868 

60.3 5'-GTACCACACAATGTCGCTTAGG-3' Rev 

59.8 5'-CTAACTGCCTTGCTCCTCTTG-3' Fw 
HG670306.1 GAPDH Ta.54533 

58.4 5'-CTTGGAATGATGTTGAAGCTGG-3' Rev 

61.4 5'-CGAGGAGGAGGAGGAGAAC-3' Fw 
U76895.1 b-TUB4 Ta.44405 

61.4 5'-GCCACAGGAGGAAACCACAC-3' Rev 

59.8 5'-AACATCCAGAAGGAGTCCACC-3' Fw 
HP632215 WUB1 Ta.90786 

61.8 5'-GACAGACACAGGCACCATTCG-3' Rev 

57.9 5'-TCATCGTGATGGGGATAGATC-3' Fw 
AY049040 

18S 

rRNA 
Ta.18S rRNA 

59.8 5'-GGACCATTCAATCGGTAGGAG-3' Rev 

59.4 5'-GCTGGCTCGTTCAACTGATG-3' Fw 
HG670306.1 - Ta.22845 

60.3 5'-GGACCAAGCGTTCTGATTACTC-3' Rev 

60.3 5'-GATGAGCCAAGTGCATATCTCG-3' Fw 
AY059462.1 RLI Ta.2776 

59.8 5'-CTTGTCCGCTAAGTAGGTTGC-3' Rev 

61.4 5'-GCACCTTGGCGGACTACAAC-3' Fw 
DQ086482.1 UBQ Ta.50503 

59.4 5'-GACACCGAAGACGAGACTTG-3' Rev 
 

 

 

 ,Rotor-Gene 3000 (Corbett با دستگاه  qPCR های  واکنش

Australia) از استفاده  باAccuPower® 2X GreenStarTM 

(Bioneer, Korea) qPCR Master Mix  حاوی رنگ آشکارساز

از . انجام شد میکرولیتر 29سایبرگرین در حجم واکنش 

و  NormFinder (Andersen et al. 2004)افزارهای  نرم

BestKeeper (Pfaffl et al. 2004 )ی پایداری بند منظور رتبه به

افزار برای نرم. ها استفاده شد های مرجع در تمامی نمونه بیان ژن

NormFinder بدین ترتیب که . از مقادیر نسبی بیان استفاده شد

2و فرمول  Ctی  با استفاده از رابطه Ctهای  ارزش
-Ct به 

در  .(Vandesompele et al. 2002) های نسبی تبدیل شدند کمیت

استفاده تبدیل نشده  Ctمقادیر  از BestKeeper افزارنرمکه  حالی

ی مورد مطالعه در شرایط تنش خشکی هاژنبیان ح وسط. کندمی

 را داشت Ctترین کم 18S rRNA ژن .(1 شکل) متفاوت بود

ژن دهنده بالاترین سطح بیان  که نشان( 92/14 برابر با Ct میانگین)

دارای ( 21/28برابر با  Ct میانگینبا ) WUB1که  در حالی. است

ترین کم WUB1ها  در میان تمامی نمونه. بودترین سطح بیان  پایین

ترین تغییرات بیش 18S rRNAو  (=91/2CV٪) تغییرات بیان ژن

 Normfinderافزار نرم .نشان دادرا  (=36/14CV٪) ژنبیان 

های مرجع را محاسبه و های ژنبین و درون گروه واریانس

نتایج  در. (Zhong et al. 2011) کند میتعیین پایداری بیان را 

ها ر تأثیر ژنوتیپ در میزان پایداری ژنافزابا این نرم بدست آمده

 ها را تغییر دادنیز ترتیب پایداری ژن تنش خشکی مشهود بود و

 . (2جدول )

 

 

 Normfinder افزار نرمهای مرجع در برگ پرچم دو رقم گندم تحت تنش خشکی و شرایط نرمال محاسبه شده با پایداری بیان ژن -2جدول

DDa DSh NDa NSh Rank 

b-TUB4 UBQ ACT UBQ 1 

0.297 0.087 0.336 0.064 Stability 

RLI RLI UBQ b-TUB4 2 

0.554 0.160 0.415 0.132 Stability 

UBQ ACT b-TUB4 GAPDH 3 

0.800 0.190 0.607 0.140 Stability 

ACT WUB1 GAPDH RLI 4 

1.003 0.269 0.764 0.140 Stability 

GAPDH Ta22845 Ta.22845 Ta.22845 5 

1.247 0.386 0.797 0.461 Stability 

Ta22845 b-TUB4 RLI ACT 6 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/48927617?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6H041U1201R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669026884?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=6GVYU7B501R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4098328?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6GWTMTX801R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/669026884?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6GYWPHYM01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/16755056?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=6GZC65ED01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/68305062?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=6H0DHHN301R
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(NSh:  ،رقم شیراز در شرایط کنترلNDa :در شرایط کنترل،  2رقم دارابDSh : ،رقم شیراز در شرایط تنش خشکیDDa :در شرایط تنش خشکی 2رقم داراب) 

 

 

 BestKeeper  افزارنرمهای مرجع در برگ پرچم دو رقم گندم تحت تنش خشکی و شرایط نرمال محاسبه شده با پایداری بیان ژن -9جدول

 (NSh: قم شیراز در شرایط کنترل، رNDa :در شرایط کنترل،  2رقم دارابDSh : ،رقم شیراز در شرایط تنش خشکیDDa :در شرایط تنش خشکی 2رقم داراب) 

 

عنوان هب b-TUB4و  UBQ ،  ACT های ژن طور نسبیهحال ببا این

های ژن BestKeeperافزار نرمدر  .ها شناخته شدند ژن پایدارترین

 ترین انحراف استاندارد و ضریب تغییراتمرجعی که کم

(CV±SD) را نشان دهند بیان پایدارتری دارند (Chang et al. 

 Normfinder افزارآمده کاملاً با نتایج نرم دستهبنتایج . (2012

 BestKeeper بر اساس نتایج مرتب شدهحال  این منطبق نبود با

پایدارترین بیان را  RLIو   UBQ،b-TUB4 ،WUB1های نیز ژن

دهد که تنش خشکی و این نتایج به وضوح نشان می. داشتند

نشان  .دهدر میدار را تغییهای خانهژنوتیپ میزان بیان پایدار ژن

های زیستی و غیر زیستی در گیاهان در میزان که تنش ه شدداد

 Nicot et al. 2005; Coito) گذاردهای مرجع تأثیر میپایداری ژن

et al. 2012). ژنتوان گفت که با بررسی نتایج بدست آمده می-

های مورد مطالعه در این نسبت به سایر ژن  UBQو  RLIهای

های از طرف دیگر ژن .آزمایش دارای بیان نسبتاً پایداری بودند

وانی در مطالعات اکه به فر GAPDHو  18S rRNA معروفی مثل 

 تغییرات ترین میزانبیشد نروکار میهعنوان ژن مرجع بهبیان ژن ب

دلیل هو ب ندان دادسطح بیان را در تمامی تیمارهای آزمایشی نش

های گندم و نیز تنش خشکی برای تغییرات سطح بیان در ژنوتیپ

 2ولاجد) باشدها در تنش خشکی مناسب نمیکمی کردن بیان ژن

سطوح بالای   توان به را می 18S rRNA  ژنناپایداری بیان . (9و

ژن هدف، میزان کمتر تخریب آن  mRNAبیان آن نسبت به میزان 

، تاثیرپذیری بیان آن از نوع بافت و شرایط  mRNAبادر مقایسه 

های  در بین نمونه mRNAبه  rRNAآزمایشی، عدم تعادل نسبت 

 تصادفی برای ساخت آغازگرهایمختلف و نیاز به استفاده از 

cDNA  ددانسبت (Brunner et al. 2004) . ژنGAPDH  نیز غیر

ری از از نقش اصلی آن در چرخه سوخت و ساز سلولی، در بسیا

1.390 1.051 0.843 0.567 Stability 

18S rRNA 18S rRNA WUB1 18S rRNA 7 

1.587 1.060 1.057 0.802 Stability 

WUB1 GAPDH 18S rRNA WUB1 8 

2.011 1.670 1.369 2.421 Stability 

DDa DSh NDa NSh Rank 

b-TUB4 WUB1 WUB1 UBQ 1 

0.23± 0.04 1.03± 0.21 0.74± 0.15 3.28± 0.53 CV± SD 

RLI UBQ RLI b-TUB4 2 

1.04± 0.215 1.82± 0.3 1.95± 0.39 3.29± 0.62 CV± SD 

GAPDH RLI UBQ RLI 3 

1.48± 0.25 1.89± 0.39 2.90± 0.48 3.31± 0.64 CV± SD 

UBQ Ta22845 b-TUB4 GAPDH 4 

1.80± 0.31 3.07± 0.52 3.29± 0.66 3.44± 0.48 CV± SD 

Ta22845 b-TUB4 GAPDH WUB1 5 

2.70± 0.44 3.32± 0.67 4.00± 0.63 3.76± 0.70 CV± SD 

ACT ACT ACT Ta.22845 6 

3.30± 0.60 4.54± 0.86 4.32± 0.83 4.81± 0.76 CV± SD 

WUB1 GAPDH Ta22845 ACT 7 

4.24± 0.90 5.07± 0.84 4.54± 0.74 5.90± 1.11 CV± SD 

18S rRNA 18S rRNA 18S rRNA 18S rRNA 8 

8.78± 1.22 18.83± 2.93 13.57± 1.91 15.23± 2.25 CV± SD 
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ها تنظیم بیان ژن در اثر تنش های سلولی که لازمه آندیگر فعالیت

لذا ممکن است در اثر تنش (. Glare et al. 2002) است نقش دارد

تفاوت در پایداری بیان یک ژن . خشکی تغییر بیان داشته باشد

مرجع در شرایط متفاوت آزمایشی ممکن است تا حدودی با این 

های اساسی سلول بلکه  ه تنها در متابولیسمها ن حقیقت که این ژن

یک راه . در سایر وظایف سلولی نیز مشارکت دارند مرتبط باشد

دار در  خانه  حل برای این مشکل استفاده از بیش از یک ژن

زیرا استفاده از . (Pfaffl et al. 2004) باشدمطالعات بیان ژن می

خطاهای منجر به ایجاد ممکن است سازی  یک ژن جهت نرمال

 .دوبزرگی ش نسبتاً
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any studies on the defence and stress mechanisms in plants are based on gene expression. The 

stability of the reference genes expression used in real-time PCR is a further major step in data 

normalization. For validation of reference genes as internal control in wheat flag leaves under 

drought stress , the expression stability of eight candidate genes, including ribosomal RNA subunit (18S 

rRNA), ubiquitin (UBQ and WUB), Actin (ACT), glyseraldehyd-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), 

RNase L inhibitor-like protein (RLI), beta-tubulin 4 (bTUB) and ATP-dependent 26s proteasome 

regulatory subunit (Ta.22845), was evaluated using NormFinder and BestKeeper softwaresResults 

indicated that RLI and UBQ were the most stable genes, whereas 18S rRNA was least stable gene among 

the eight tested genes for the normalization of gene expression in wheat flag leaf  under drought and 

normal conditions.  
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