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در همه ي ردبکاریکس مطالعات ژنوم ینفکژن جزء لا یانب یلو تحل یهتجز

 يقو یاربس یکتکن Real-time PCR رود.  یموجودات زنده بشمار م

 ،حال، علاوه بر قابل اعتماد بودن ین. با اباشد یژن م یکم یانب یبررس يبرا

 کنترل) ياژن (ه  مشکلات خاص، از جمله انتخاب سري  ي یکدارا

 در خصوص یقتحق ین. اباشد یها م داده يساز نرمال ی مناسب برايداخل

تنش در مراحل مختلف نمو و تحت  کنجد یاهرفرنس در گ يها ژنانتخاب 

ی منظور چهار ژن کنترل داخل بدین. قرار گرفت یمورد بررس، شوري

که  UBQ5و  Alpha- Tubulin ،Beta- Actin ،eIF4- A شامل

پایداري   انتخاب و شود یاستفاده م یاهاندار در گ ژن خانه عنوان به معمولاً

مراحل ) و مولار یلیم 75(صفر و  يسطوح مختلف شور بیان آنها در

 8روز،  4روز،  1ساعت،  6ساعت،  0( یزمان شش دورهدر  مختلف نموي

 یانب ی. بررسمورد بررسی قرار گرفتندروز) در بافت برگ  16روز و 

  هاي ژننشان داد که  geNORMافزار  با استفاده از نرمرفرنس  يها ژن

eIF4- A  وBeta-Actin سایر نسبت به  ي بیان بیشتريراز پایدا

 نمونه بافت برگیدر  يش شورهاي مورد بررسی در مراحل نمو و تن ژن

ژن به  یانب يساز در نرمالتواند  میها  ژن ایناستفاده از  .برخوردار بودند

توان  یق را میتحق ینا نتایج. دباش یدمف Real-Time PCRیز آنال یلهوس

 یاهدر گ Real-Time PCR درژن  درآنالیز بیانرفرنس  يها ژن به عنوان

  .استفاده نمودکنجد 

  

  .کنجدژن رفرنس،  ي،شور بیان ژن، تنش :هاي کلیدي واژه

  

  

Analysis of gene expression is considered as an 

essential part of functional genomics studies in all 

living organisms. Real-time PCR technique is very 

strong one to study the expression of a gene. However, 

despite its reliability, it has a set of specific problems, 

such as internal control gene selection which are 

suitable for normalization of the data. The study about 

selection reference of genes in sesame plant, at 

different developmental stages and under salinity stress 

of  were studied. For this purpose, four internal control 

genes consists of eIF4- A, UBQ5, Alpha-Tubulin and 

Beta-Actin which are commonly used as housekeeping 

genes in plants, are selected and the stability of its 

expression in different salinity levels (zero and 75 mM) 

and different growth stages in five time periods (0 h, 6 

h, 1 day, 4 days, 8 days and 16 days) in leaf tissue were 

examined. Study of the expression of reference genes 

using geNORM software showed that, 

in developmental stages and salinity in the leaf 

tissues, eIF4-A and Beta-Actin genes have more stable 

expression than other investigated genes. Using these 

genes can be useful in normalization of gene expression 

by Real-Time PCR analysis. The results can be used as 

reference genes for gene expression analysis in the 

Real-Time PCR. 
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   در برگ کنجد تحت تنش شوريهاي رفرنس موجود  ژن بررسی

  Real- Time PCR به روش
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  مقدمه

به دلیل دارا بودن  (.Sesamum indicum L)کنجد 

هاي طبیعی از قبیل سزامین و سزامول،  اکسیدانت آنتی

بطور سنتی براي مصرف مستقیم و بصورت منبعی از 

ها  سلول فعالیتشود.  روغن با کیفیت عالی، استفاده می

 یانکردن ب فعالیرغکردن و  در همه موجودات با فعال

به  یمژن به طور مستق یان. بشود یم یمها تنظ ژن

مرتبط بافت  یکژن در  mRNA يها تعداد نسخه

 ینپروتئ یزانم یمی باکه خود رابطه مستق بوده

 ینفکژن جزء لا یانب یلو تحل یهمربوطه دارد. تجز

در همه موجودات زنده  يردبکاریکس مطالعات ژنوم

در بیولوژِي . (Jain et al., 2006)رود یبشمار م

آنالیز صحیح بیان ژن، براي جستجوي نوین، 

هایی با سطح بیان پایین روز به روز اهمیت  رونوشت

ها با مقادیر بسیار  این رونوشت. کند بیشتري پیدا می

ها کاربرد  فناوري یا تشخیص بیماري کم در زیست

  .(Bustin, 2000) دارند

 PCRیینتع يبرا ي انتخابیها از روش یکی 

است  یاهیدر مواد گ شده نیاب يها ژن ی نوعاختصاص

(Martin and Rygiewicz, 2005)ي . جداساز

 یکم یزآنال یتدر الکتروفورز، قابل  PCRمحصولات

 ,.McCartney et al)را ندارد  DNAي ها نمونه

، یک روش جدید Real-Time PCR  روش .(2003

ها بوده که نتایج  براي تعیین کمیت و میزان بیان ژن

هاي  تري نسبت به روشآن از صحت و دقت بالا

 .(McCartney et al., 2003) قبلی برخوردار است

سبب  Real-time PCRیک تکن یاختراع و معرف

 خصوصاً ی،مولکول یولوژيبي ها در روش یانقلاب

ین تر است. از مهم یدهژن گرد یانب یزمطالعات آنال

بالا،  یتتوان به حساس یمیک تکن یناي ها یتمز

  .(Jain et al., 2006)ه نموداشار یقدقی سنج یتکم

 یپتوم،ژن در سطح ترانسکر یانب یزدر مطالعات آنال

 يساز جهت حداقل یشیآزماي ها نمونهي سازنرمال

 ینباشد. ا یمیت اهم یزحا یاربس يبردار نمونه يخطا

شامل  یشمراحل مختلف آزما یدر ط خطاها اصولاً

، ساخت RNA، استخراج يبردار مراحل نمونه

cDNA .. شوند  ی. حادث مو(Dheda et al., 

 ینبرآورد و رفع ا يبرا یمختلفي ها . روش(2004

ها، روش ینتراز ساده یکیهاد شده است. یشنخطاها پ

به  یازبوده که خود ن RNAدر سطح  يساز نرمال

گذشته  ینباشد از ا یم یقدق یسنج یتکم يها روش

ساخت  یر یعنیآنال يمراحل بعد يساز نوع نرمال ینا

cDNAیی، کاراPCR روش . یردگینمو ... را در بر

 1رفرنس يهاسازي با استفاده از ژن دیگر نرمال

شود که  یباشد که امروزه بطور گسترده استفاده م یم

 مخاطرات در روش ینتر از مهم یکی به عنوانخود 

Real-time PCR شود. یم یابیارز  

 ینرفرنس در ب يهاژن یانسطوح ب یکلبطور

مختلف  یطمختلف و تحت شرا يهابافت يهاسلول

 ,.Thellin et al)شود  یثابت فرض م یشیآزما

 يساز فرض، نرمال ینکه در صورت نقض ا ،(1999

 یجتحت شعاع قرار گرفته و نتا یشیآزما يهانمونه

. (Bustin, 2000)اشتباه دور از ذهن نخواهد بود 

رفرنس در  يها ژن ینحو که نوسانات تصادف ینبد

اختلافات  یینها منجر به عدم امکان تع مونهن ینب

از این گذشته در . یدهدف خواهد گرد يهااندك ژن

ها نسبت به  صورت تاثیرپذیري مستقیم این ژن

با  يساز نرمال یندفرا یطی،و مح یشگاهیآزما یطشرا

. تا (Dheda et al., 2004)گردد  یچالش مواجه م

با  یانیب يها داده يساز نرمال یندفرا یشپ يچنـد

 یندهايدر فرا یردرگ ي رفرنسهااستفاده از ژن

 2یوبیکویتین، 18S rRNA یرنظ ی،سلول يساختار

(UBQ)3ین، اکت )ACT( 4ین)، بتاتوبولTUB و (

) GAPDH( 5فسفات دهیدروژناز - 3یسرآلدهید گلا

                                                                  
1. House keeping 
2. Ubiqutin 
3. Actin 
4. B-Tubulin 
5. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
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 به عنوانکه برخوردار بودند  یان یکنواختیکه از ب

 ,.Jain et al) دیدنگرد یاستفاده م یداخل يهاکنترل

از  یحاک یداز مطالعات جد ی. هرچند برخ(2006

 یطها تحت شرا ژن ینا یانبودن سطح ب یرمتغ

 Czechowski et)باشد یمـ یشگاهیمختلف آزما

al., 2005; Lee et al., 2002; Suzuki et al., 

2000). Garg انتخاب  ي) برا2010( و همکاران

، ACT1 شامل یدژن کاند 12رفرنس،  يها ژن

EF1a، GAPDH ،IF4a،TUB6  ،UBC، 

UBQ5 ،UBQ10،18SrRNA  ،25SrRNA، 

GRX وHSP90   ها، مراحل  نمونه از بافت 18در

 یرا بررس نخود یاهاسترس در گ یطو شرا يرشد

 EF1aمقادیر بیان  که  یدندرس یجهنت ینکردند و به ا

هاي مختلف ثابت و به  در سراسر اندام HSP90و 

در سراسر  GAPDHو  IF4aبیان  طور مشابه، سطح

 اي در مطالعه .ی ماندندثابت باق هاي مختلف تنش

به منظور ) 2007( و همکاران Caldanaتوسط 

ترین ژن مرجع در سه رقم مختلف  شناسایی مناسب

انتخاب  یربه قرار ز ژن 7ي تنش شور برنج تحت

 ،18S-rRNA ،UBQ، ACT ،ACT1شدند: 

TUB ،CYC وEF-1α  ًژن  به عنوان که معمولا

که  CYCجز ه . بشود یاستفاده م یاهاندار در گ خانه

برابر ) 1(شاخص میانگین پایداري بیان ژن Mمقدار 

 یرز یرمقاد یگررفرنس د يها داشت تمام ژن 88/1با 

. کردنداثبات را داشتند که ثبات خود را  5/1آستانه 

EF-1α ژن  ینداشته و به طبع بهتر یداريپا یانب

) به منظور 2013و همکاران ( Weiاشد. ب یمرجع م

ده ژن کاندید انتخاب ژن رفرنس در گیاه کنجد، 

 SiACT ،SiUBQ6 ،SiTUB ،Si18Sشامل 

rRNA ،SiEF1α ،SiCYP ،SiHistone ،

SiDNAJ ،SiAPT  وSiGAPDH  نمونه  32را در

هاي مختلف بررسی نمودند و ها و تنششامل بافت

توان به  اندید را میبه این نتیجه رسیدند که ده ژن ک

                                                                  
1. Average expression stability (M) value 

عنوان ژن رفرنس در کنجد استفاده شود. لازم بذکر 

) به منظور انتخاب 2012و همکاران ( Liu است

ترین ژن رفرنس در گیاه کنجد تحت بیماري  مناسب

 Macrophominaپوسیدگی ساقه ناشی از قارچ 

phaseolina ،9  18ژن شاملS rRNA ،

NADHD ،GAPDH ،actin-β ،tubulin-α ،

UBQ5 ،RPL4 ،eIF4A  وeEF1α  را مورد

  و  UBQ5 ،eIF4Aبررسی قرار دادند که سه ژن 

tubulin-α  .هر از بیان پایداري تري برخوردار بودند

چند، تعدادي ژن رفرنس در گیاه کنجد گزارش شده 

ژن رفرنسی در سطوح مختلف یک تنش  است، اما

صدد مطالعه در ینا لذا در مورد بررسی قرار نگرفته است.

کردن داده  نرمال يمرجع مناسب برا يها انتخاب ژن

تحت   و نمومختلف  گیاه کنجد در مراحلژن در  یانب

   .باشیم یدر بافت برگ م تنش شوري

  

  هامواد و روش

  تهیه مواد گیاهی

گیاه کنجد رقم قائم از موسسه تحقیقات  بذرهاي

خاك  1:1 بذرها با نسبت. نهال و بذر کرج تهیه شد

 16 رلیت کشت شدند و در گلخانه شرایطبرگ و پ

 8و  گراد یدرجه سانت 25±2 ساعت روشنایی با دماي

هفته  3. بعد از گذشت یافتندپرورش  یکیساعت تار

هوگلند انتقال داده  یدروپونیکه یطبه مح ها یاهچهگ

اعمال تنش  ي. برایداعمال گرد يشدند و تنش شور

به  یمدس یدنمک کلر مولار یلیم 75از غلظت  يشور

، 4، 1ساعت،  6، 0 یماردر شش ت زمانی دورهصورت 

روز استفاده شد. سپس نمونه برگ بلافاصله  16، و 8

درجه  - 80 يدر دما یخچالپس از برداشت در 

  .یدندگرد یزفر گراد یسانت

از  یمرپرا یو طراح یدجهت انتخاب ژن کاند 

منتشر شده در  يها مرجع براساس داده هاي ژن

NCBI ین. که ایدکنجد انتخاب گرد اهیگ يبرا 

-Alpha)(  ینانتخاب شده شامل آلفا توبول يها ژن

tubulinاکتین - ، بتاBeta-actin)  ،(eIF4- A  و
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UBQ5 يبرا یمرپرا ی. به منظور طراحباشند می 

ها که  ژن ینا هاي یدار ابتدا توال ژن خانه چهار یرتکث

شد موجود است، استخراج  NCBI ینترنتیا  یگاهدر پا

   و نرم افزار 3 یمرپرا یتو سپس با استفاده از سا

OLIGO  جهت طراحی پرایمر،  )1,1,2,19(ورژن

آغازگرهاي مناسب رفت و برگشت براي تکثیر 

 قسمتی از ژن واقع در منطقه حفاظت شده آن

)CDSمذکور  هاي یمر. طول پرای شد) طراحbp 

  در نظر گرفته شد. 60 پرایمرذوب  دمايو  70- 170

روش از  بافت برگاز   RNAاستخراج ايبر

ایزوسیانات است، استفاده  ترایزول که حاوي گوانیدین

. (Chomczynski and Sacchi, 1987) گردید

استخراج شده عمل  RNA یفیتک یینتع يبرا

منظور از  ینا ي. برایدالکتروفورز انجام گرد

ولت  65% با ولتاژ ثابت 2/1الکتروفورز ژل آگارز 

از  یژنوم DNA یمنظور حذف آلودگ به. استفاده شد

RNA یمبا آنز یمارت ی،استخراج هايDNaseI  

(Fermentase) .انجام شد  

 یتبراساس دستورالعمل ک  cDNAساخت  روش

 اي یرهزنج واکنش .انجام شد) یاژنشده (ک یداريخر

 SYBRرنگ  يبا استفاده از تکنولوژ یکم مراز یپل

Green I ياجرا يبرا ینهبه یطانجام شد. شرا 

یکرولیتر م 5در حجم  Real-Time PCRواکنش 

2× Real-Time PCR Master Mix آغازگر ،

 cDNA 1یکرولیتر، نمونه م 3/0 رفت و برگشت

فراهم یکرولیتر م 4/3 میکرولیتر و آب عاري از نوکلئاز

از چرخه  Real-Time PCR. جهت انجام گردید

 40  اد،گر یدرجه سانت 95 يدر دما یقهدق 10 یحرارت

 گراد، یدرجه سانت 95 يدر دما یهثان 15 سیکل شامل

 .استفاده گردید گراد یدرجه سانت 60 يدر دما یقهدق 1

میزان جذب  ،جهت بررسی نمودار منحنی ذوب نیز

 95تا  60ها در دامنه دمایی فلورسنس توسط آمپلیکن

رفرنس  يها ژن یدارپا بیانمورد بررسی قرار گرفت. 

 یانب یريگ با استفاده از اندازه qRT- PCR یلهبه وس

محاسبه  geNORMافزار  در نرم (M) یدارژن پا

 ,.Pattyn et al., 2003; Pfaffl et al) شود یم

 ییراتثبات ژن مرجع با متوسط تغ یین. تع(2004

Pair-wise (V) که ژن در  شود یدر نظر گرفته م

 ها ژن. شوند یمرجع تست م يها با همه ژن یسهمقا

 یجهرا داشته باشند که در نت Mحداقل مقدار  یدبا

) >5/1M یشنهاديدارند (حد پ یدارتريپا یانب

(Vandesompele et al., 2002; Hellemans. 

et al., 2007).  

  

  نتایج

 یانب هاي دادهنرمال کردن  يانتخاب شده برا هاي ژن

و تحت تنش  نموژن در کنجد در مراحل مختلف 

-Alpha)ین ا توبولدر بافت برگ شامل آلف يشور

tubulin)، اکتین-بتاBeta-actin)  ،(eIF4- A و 

UBQ5 مرجع در جدول  يها که نقش ژن باشند، می

 یحاصل از بررس نتایجآورده شده است.  1

ژل آگارز  ياستخراج شده بر رو  RNAيها نمونه

استاندارد  یآن با نشانگر وزن یسهدرصد و مقا یک

)kb 1 نشان داد که (RNAخراج شده از است هاي

مناسب  یفیتو ک یتبافت برگ از کم يها نمونه

از  پسبرخوردار هستند.  cDNAجهت ساخت 

 Real-Timeو تکثیر آن توسط  cDNAساخت 

PCR  ،(با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی)

درصد انجام پذیرفت تا از  5/3الکتروفورز ژل اگارز 

عدم اختصاصی بودن تکثیر محصولات بدست آمده و 

بعبارت دیگر . شود وجود پرایمر دایمر اطمینان حاصل

ها و تکثیر  نتایج حاصله پس از طراحی صحیح آغازگر

اختصاصی ژن موردنظر بود و هیچ باند اضافی دیده 

). آنالیز مرحله ذوب نشان دهنده وجود 1(شکل  نشد

باشد که در  تنها یک پیک با دماي ذوب مشخص می

هاي مورد  دن آغازگرواقع تاییدي بر تک محصوله بو

 هاي ژن 2باشد. همانطور که در شکل  استفاده می

شود هیچ نوع پیک اضافی که  رفرنس مشاهده می

تکثیر غیراختصاصی ژن مورد نظر و وجود حاکی از 

  .شود پرایمر دایمر باشد دیده نمی
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  هاي مرجع براي کنجد و اطلاعات مربوط به جفت پرایمرها انتخاب ژن -1 جدول

 TM  نقش و عملکرد
طول محصول 

)bp(  

  یمرپرا یتوال

  

  نام ژن

  

لوکوس 

  شناسایی

 60  توبولین - آلفا
60 

137 GGTTGCAGGGATTCTTGGTC 
CTGAGGCGAAGGGTAAATGG 

Alpha-
tubulin 

JQ658356 

 

 60  اکتین - بتا
60 

115 CTCAACCCCAAGGCTAACAG 
GTACGCCCACTAGCATACAG 

Beta-actin JQ658353 

 61  راي سنتز پروتئینعامل ضروري ب
60 

182 CCCAGGACGAGTGTTTGACAT 
CAGGTGGCATAGTAGCAGAG 

eIF4- A JQ658354 

 60  تغییر پروتئین و مسیر کاتابولیسم پروتئین
60 

182 CACTCTCGCCGACTACAACA 
TGCACCTTTCCCGAATCGTC 

UBQ5 JQ658357 

  

  
  یوزن درصد با مارکر 3ژل آگارز  يرور ب  Real-Time PCRیقدق یمرهايا پراب PCR الکتروفورز محصولات -1 شکل

bp 50  2 و 1(چاهک: eIF4- A ،bp  182 -  4و  3چاهک :Alpha_ Tubulin،bp  137  -  6و  5چاهک :Beta_ Actin ،bp 115- 

  ).UBQ5،bp  182: 7چاهک 

  

  
دهنده  که نشان UBQ5 و  Alpha- Tubulin،Beta- Actin ، eIF4- Aژن  PCRمنحنی ذوب محصولات  -2 شکل

  .باشد یم 80و  77، 77، 50/78حدود  یبذوب آنها به ترت ي باشد که نقطه تکثیر اختصاصی ژن مورد نظر می
  

  

  

  

  

  

  

                 1           2            3           4           5          6            7 

Alpha-Tubulin Beta-Actin 

UBQ5 EFA-4 
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با استفاده از  یانیب يهاداده يساز نرمال یندفرا

ی، سلول يساختار یندهايدر فرا یردرگ ي رفرنسها ژن

 به عنوان ندبرخوردار بود ختییان یکنواکه از ب

منظور چهار  ینبد گردیدند،استفاده  یداخل يها کنترل

-eIF4-A  ،UBQ5، Alphaشامل  یژن کنترل داخل

Tubulin  وBeta-Actin ًژن  به عنوان که معمولا

 یاهآنها در گ یو توال شود یاستفاده م یاهاندار در گ خانه

 تخاب شدندان ثبت شده بود NCBIداده  یگاهکنجد در پا

تنش شوري  تحتو  یاهآن در مراحل نمو گ یانثبات ب و

  ). 3(شکل در شش دوره زمانی در بافت برگ تست شدند

  

  
 Beta- Actin- eIF4- A -Alpha Tubulinیب نرمال به ترت یطتحت شرا ها در مراحل مختلف رشدي بیان ژن -3 شکل

  ) .UBQ5 )H, F, D, Bو  Beta- Actin-eIF4- A  -  Alpha Tubulinي تنش شور ، تحت UBQ5 (G, E, C, A)و 

  

 با(M) ها  ژن یانب یداريپامیانگین  مقادیر 

شد. علاوه بر  یینتع geNORMافزار  استفاده از نرم

 و BestKeeperي افزارها افزار، نرم نرم ینا

NormFinder یانب یداريپا یبررس يبرا یزن 

 Andersen et) گردندیرفرنس استفاده م يها ژن

al., 2004)افزار  . نرمgeNORM بار،  4000از  یشب

BestKeeper  وNormFinder و  650 یببه ترت

استفاده شده است  یداريپا یزآنال يبار برا 500

(Pettengill et al., 2012) .حاصل از  نتایج

نشان داد که در بافت برگ در  geNORMافزار  نرم

 گینمیانرفرنس  يها مراحل مختلف نمو تمام ژن

 بیانگررا داشتند که 5/1حد آستانه  یرز یانب یداريپا

ها،  باشد که در بین این ژن آنها می یانب یداريپا

Beta-Actin  وeIF4-A یرحداقل مقاد یب باترت به 

).  A،4 (شکل یدارتري داشتندپا یانب 73/0و  67/0

ي آن است  دهنده ، نشان1یک ژنثبات بیان بالاي 

عنوان یک ژن کنترل داخلی توان از آن به  که می

  .مناسب استفاده شود

                                                                  
1. Most stable genes-expression 
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بودن سطح  یراز متغ یحاک یداز مطالعات جد یبرخ

یشگاهی آزمامختلف  یطها تحت شرا ژن ینا یانب

 Czechowski et al., 2005; Lee et)باشند  یم

al., 2002; Suzuki et al., 2000). یجهدر نت 

 نمو مختلفعلاوه بر انتخاب ژن رفرنس در مراحل 

 یانثبات ب يرو ياست اثرات تنش شور يضرور یاه،گ

حاصل  یجشود. نتا یشانتخاب شده آزما هاي ژندر 

 یشرفرنس آزما يها نشان داد که در بافت برگ ژن

حد آستانه  یرز (M) یانبیداري پا یر میانگینشده مقاد

و  eIF4-Aي ها را داشتند که در بافت برگ ژن 5/1

Beta-Actin یربا حداقل مقاد M و  625/0 یببه ترت

توان از که می)  B،4داشتند (شکل  یدارتريپا یانب 7/0

سازي بیان  رفرنس جهت براي نرمال  آنها به عنوان ژن

  .بهره جست Real-Time PCR در  ژن

  

  
تحت  : Aدر بافت برگ،  ، geNormیزبا استفاده از آنال یدمرجع کاند هاي ژن) M(بیان  میانگین مقادیر پایداري -4 شکل

  دوره زمانی رشد  6 تحت تنش شوري در: Bرشد،  یزمان  دوره 6 ینرمال ط یطشرا
  

و NF محاسبه  ،geNormاستفاده از برنامه  با

هاي مرجع مورد نیاز  محاسبه عدد مطلوب براي ژن

دو به دو  تغییرات. براي نرمالیزاسیون امکانپذیراست

 رینپایدارتبا  درپی، که پیNFs Vn/Vn+1 دو  ینب

شود براي تعیین اینکه آیا اضافه  یم شروعها  ژن

کردن پایدارترین ژن بعدي براي نرمالیزاسیون 

 .مناسب مورد نیاز است، استفاده شد

Vandesompele حد یک )2002( و همکاران 

 در مطالعه حاضر،. را گزارش کردند 15/0برآورد شده 

 ورشد دو به دو با استفاده از مراحل مختلف  ییراتتغ

تمام  يبرا Mمقدار  محاسباتبا در نظر گرفتن 

براي نرمالیزاسیون مراحل با هم، نشان داد که 

لازم به  یدارمرجع پا ژن 2 مناسب در برگرفتن تعداد

)، دو  A،5بود (شکل  V2/3, V3/4> 0.15 صورت 

ي نرمالیزاسیون در سراسر مرحله برا تواند یژن م

 تعداد يرشدي کافی باشد، در ضمن براي تنش شور

 <V2/3, V3/4لازم به صورت  یدارژن مرجع پا دو 2

سراسر مرحله  ي نرمالیزاسیون دربرا تواند یم 0.15

  ).5Bباشد (شکل یکاف يتحت تنش شور يرشد

 یدارپا یانب یصحت و درست یراخ هاي گزارش در

 یطها و شرا ها، بافت رفرنس را که در گونه يها ژن

تست  qPCRیز الآن يثابت دارند، برا یانمختلف ب

 ,.Chen et al., 2011; Guenin et al) کنند یم

2009; Vashisth et al., 2011) . مطالعات قبلی

در قهوه و گل اطلسی نشان داد که ژن رفرنس در 

هاي مختلف در یک ژنوتیپ و همچنین بافت  بافت

هاي مختلف، متفاوت است، این  یکسان در ژنوتیپ

اکید بر اهمیت تست ناپایداري در ثبات ژن رفرنس ت

ها را براي تایید پایداري ژن  ها در آزمایش همه نمونه

 ;Mallona et al., 2010) رفرنس دارد

Barsalobres-Cavallari et al., 2009) . ژن

آل، باید سطح بیان ثابتی در تمام  کنترل داخلی ایده

A B 
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 یژن یچه حال، ینا با. شرایط آزمایش داشته باشد

داشته  یطثابت در تمام شرا یاربس یانوجود ندارد که ب

 یاطرفرنس، جانب احت يها باشد. هنگام انتخاب ژن

آن ژن  یانکه ب یهنگام یشود حت یترعا یدبا

و گونه وابسته به هم  یطشرا ینرفرنس تحت چند

و همکاران  Caldanaارتباط  ینثابت باشد. در هم

 ینبه هم یزبرنج ن يبر رو اي مطالعهدر  نیز) 2007(

  .یافتنددست  یجهنت

  

  
  يشور گیاهان تحت تنش: Bکنترل.  یاهان: گAدر بافت برگ،  Pairwaise Variation (V)ییرات تغ -5 شکل

  

در بافت  یانآنها نشان دادند که ثبات ب ینهمچن

 یصتشخ قابلدر ارقام مختلف برنج  یشهساقه و ر

 یباشد. و اعلام  داشتند که در برنج گزارشات قبل یم

18S-rRNA، GADPH،UBI5   وEF-1α  به را

اند. گرچه همه  کرده یشنهادژن مرجع مناسب پ عنوان

حداقل  TIP41حد آستانه داشتند  یرز Mها مقدار  ژن

در گیاه ژن را در هر دو بافت داشت.  یانب یداريپا

) به منظور 2013و همکاران ( Weiکنجد هر چند 

نمونه  32را در ده ژن کاندید انتخاب ژن رفرنس، 

هاي مختلف مورد بررسی قرار ها و تنشمل بافتشا

ساعت بعد  5تنش شوري را در یک زمان ( دادند،می

از تنش) ارزیابی کرده که با تحقیق حاضر که ژن 

دوره زمانی)  انجام  6رفرنس را در سري زمانی تنش (

بر  یشآزما یندر ا یجهدر نت .باشدداده متفاوت می

 یمتفاوت یانب که یمموفق شد یبرگ يها نمونه يرو

. مختلف رشدي بیابیم مراحلرفرنس را در هاي  ژناز 

و  ElF4-Aي ها نشان داد که ژن یشآزما یجنتا

Beta-Actin  یداريپا میانگین یرحداقل مقاد داراي 

 یانببودند که  )73/0و  67/0 یببه ترت( یانب

. نشان دادند نمو گیاه یطشرا دردر برگ را  یدارتريپا

 یانب یداريشده است که پامشخص  ینهمچن 

مختلف مشابه  يها رفرنس تحت تنش يها ژن

ي ها در بافت برگ ژن يو  تحت تنش شور یستندن

eIF4-A  وBeta-Actin )یر با حداقل مقادM،  به

 داشتند. یدارتريپا یانب )7/0و  625/0 یبترت

، UBQ5سه ژن ) 2012و همکاران ( Liuهمچنین 

eIF4A  و tubulin-α  ماري پوسیدگی بیرا تحت

را به  دتري برخوردار بودن بیان پایدارياز  که ساقه

 یتنهادر  عنوان ژن رفرنس در کنجد معرفی کردند.

توان به  یم را Beta-Actinو  eIF4-A يها ژن

سازي  عنوان ژن کنترل داخلی مناسب براي نرمال

Real-Time PCR در کنجد استفاده نمود .  
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