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 چكيده

 یستیز هایمقاومت به تنش یسازوکارها لیو تحل هیتجز یبرا یابزار قدرتمند Real-time PCRژن با استفاده از  انیب هایپژوهش

رمال کردن به منظور ن مرجع هایژن یروش، انتخاب و اعتبارسنج نیاز مراحل مهم استفاده از ا یکیرود. یبه شمار م اهانیدر گ

برنج در مراحل  اهگی در مرجع هایدر خصوص انتخاب ژن قیتحق نی. اباشدیمختلف تنش م طیهدف تحت شرا هایژن انیب

،  UBQ5 ،eIF-4Aشامل یمنظور هشت ژن کنترل داخل نیقرار گرفت. بد یمورد بررس یستیمختلف نمو و تحت تنش ز

Actin11 ،Actin1 ،UBC ،Cylophilin ،18SrRNA  وGAPDH شود یاستفاده م اهانیدر گ اردکه معمولاً به عنوان ژن خانه

 القاء عنوان به پتاسیم سیلیکات، Rhizoctonia solani RBL1استرین  قارچی یماریب حضور عاملآنها در  انیب دارییانتخاب و پا

قرار  یدر بافت برگ مورد بررس بعد از انجام آلودگیساعت(  72، و ساعت 24ساعت،  6) یدوره زمان سهدر  مقاومت کننده

و انحراف  081/0و  076/0 اریانحراف مع زانیبا م Cyclophilinو  UBQ5 هایژننشان داد که  مرجع هایژن انیب یگرفتند. بررس

 یدر نمونه بافت برگ یستیدر تنش ز بررسی مورد هایژن رینسبت به سا شترییب انیب داریی، از پا258/0و  242/0استاندار 

-Real زیآنال لهیژن به وس انیدر نرمال سازی بدر  مرجعهای برنج به عنوان ژن اهیتوان در گ یرا م قیتحق نیا جینتاوردار بودند. برخ

Time PCR .استفاده نمود 

 .مرجع ژن زیستی، تنش ژن، برنج، بیان ، کننده القاء: د واژه هايکل

 

 مقدمه

 شوندمحسوب می جهان غذایی امنیت برای اصلی تهدیدی تی( به عنوانغیرزیس و زیستی هایتنش) محیطی عوامل تغییرات

 و تجزیه. شودمی تنظیم هابیان ژن غیرفعال کردن و فعال کردن با موجودات همه ها درسلول فعالیت (.2010فدوروف و همکاران، )

 (. در2006جین و همکاران، رود )می زنده بشمار موجودات همه در کاربردی ژنومیکس لاینفک مطالعات جزء ژن بیان تحلیل

 تغییرات ارزیابی برای هاروش تریندقیق از یکی واقعی زمان پلیمراز زنجیرهای واکنش ژن، بیان رایج مطالعات هایروش میان

 با مقایسه در تکنیک این و سادگی بودن اختصاصی حساسیت،(. 2008گوتیرز و همکاران، ) گرددمی محسوب هارونوشت ژن

  پلیمراز زنجیرهای واکنش وRNase ارزیابی حفاظتی  محل، در سازی دورگ و نوردرنبلات قبیل بیان از بررسی هایشرو دیگر

 



 

 

 

 

 

ترانسکریپتوم،  سطح در ژن بیان آنالیز مطالعات (. در2000باستین، ) نیست مقایسه قابل (RT-PCR)کمی  نیمه معکوس رونویسی

(. 2004هدا و همکاران، ) باشدمی اهمیت حایز بسیار بردارینمونه ی خطایحداقل ساز جهت آزمایشی هاینمونه نرمال سازی

 و مختلف هایبافت هایبین سلول در رفرنس هایژن بیان باشد. سطوحمی رفرنس هایژن از استفاده سازینرمال هایروشیکی از 

 مرجع ژن هیچ که است داده نشان خیرا تحقیقات .(1999تلین و همکاران، شود )می فرض ثابت مختلف آزمایشی شرایط تحت

 (.2002وندسومپل و همکاران، ) ندارد وجود های بیولوژیکیبررسی همه برای( بالا بیان پایداری باعمومی )

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

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

واشیس و  ؛ 2010مالونا و همکاران، کند )می تأیید را آزمایش مورد هاینمونه همه در مرجع پایداری ژن بررسی ضرورت مرجع،

بورتون و ) جو به توانمی جمله از است که شده انجام گیاهان خیبر روی زمینه این در مختلفیمطالعات  (2011همکاران، 

  .کرد اشاره (2002وندسومپل و همکاران، ) آرابیدوپسیس ،(2003کیم و همکاران، ) برنج ،(2004همکاران، 

بخصوص  ،باشدمی نیازمند دقت بسیار بالایی مرجع هایژن انتخاب( با مطالعه روی برنج بیان داشتند که 2007کالدانا و همکاران )

 بیان ثبات که بیان داشتند همچنین. باشد هم ثابت های نزدیک بهگونه ومختلف محیطی  شرایط تحت مرجعژن  آن بیان زمانی که

 به عنوان را UBI5،GADPH ، 18S-rRNA و  EF-1αهایژن و بودهتشخیص  قابل برنج مختلف ارقام در ریشه و بافت ساقه در

-ژن معرفی و شناسایی منظور به مرجع هایژن از کارایی تعدادی بررسی تحقیق، این از هدف. اندکرده دپیشنها مناسب مرجع ژن

 و تنش نرمال شرایط در واقعی زمان پلیمراز زنجیرهای از واکنش حاصل اطلاعات سازینرمال برای مناسب درونی های کنترل

 .باشدمی نجبر گیاه در( Rhizoctonia solani RBL1)عامل بیماری  زیستی

 

 ها مواد و روش
 تيمار اعمال و گياهی مواد

 برنج، روی زایی بیماری بالای توان با ،HM211085دسترسی  شماره دارای Rhizoctonia solani RBL1 استرین ازدر این تحقیق 

 دارای  Pseudomonas جدایه یک مقاومت، از کننده القاء شیمیایی ماده عنوان به مولار میلی 2 غلظت در پتاسیم سیلیکات

 ترکیبات تیمارهای. شد استفاده( 243) کنندگی القاء خاصیت دارای  Pseudomonas جدایه یک و( 275) آنتاگونیستی خاصیت

 72 و 24 ،6 هایزمان در هاگیاهچه برگ از برداری نمونه. شدند اعمال روزه 28 های گیاهچه روی گلخانه شرایط در آزمایش

 درجه -80 فریزر به بلافاصلهو  خرد مایع ازت محتوی چینی در هاون و انجام بیماری عامل قارچ با زنی مایه از بعد ساعت

 برای NCBIدر  شده منتشر هایداده براساس مرجع هایاز ژن پرایمر طراحی و کاندید ژن انتخاب جهت .شدند منتقل سانتیگراد

 GAPDH و UBQ5 ،eIF-4A ، Actin11، Actin1، UBC، Cylophilin، 18SrRNAشاملها ژن این که گردید استفاده برنج گیاه

 (1.1.2.19 نسخه)OLIGO افزار  نرم و( http://primer3.ut.ee) 3 پرایمر سایت از استفاده باطراحی پرایمر  (.1باشند )جدول می

 .شد انجام (CDS)آن  شده حفاظت ناحیه در واقع ژن از تکثیر قسمتی برای

 واقعی زمان پليمراز زنجيره ي واکنش انجام

  کیفیت تعیین برای .(2016هاشمی و همکاران، ) انجام شد ترایزولمحلول  ازبا استفاده  برگ بافت ازRNA استخراج 

RNAآلودگی  حذف منظور به .شد درصد استفاده 3آگارز  ژل از الکتروفورز شده استخراجDNAآنزیم  با ، تیمارDNaseI  

 



 

 

 

 

 

 

(Fermentase) و ساخت  انجام cDNA شرکت  تیک دستورالعمل براساسThermo scientific  و طبق دستورالعمل آن انجام

 ™C1000ژن با استفاده از دستگاه  انیمطالعه ب شد. قیرق 1:9 حجم در هاانجام تمام واکنش یسنتز شده برا cDNAنمونه گرفت. 

Thermal Cycler (Bio-Rad, USA) تیو ک SYBR Green I PCR Master Mix (Termo Scientific, USA)  در سه تکرار

 جهدر 95، قهیدق 5برای  گرادیدرجه سانت 95استفاده شد که  بیترت نیا به هانمونه ریبرای تکث ییمستقل انجام گرفت. چرخه دما

 زیرار شد. آنالچرخه تک کلیس 40در  هیثان 15برای  گرادیدرجه سانت 72و  هیثان 30برای  گرادیدرجه سانت 58 ه،یثان 15 یبرا گرادیسانت

-ژن میانگین میزان بیان ژن ها به عنوان ژن کنترل داخلی در آزمایش در نظر گرفته شده و بیانشده و  بررسی هاذوب نمونه یمنحن

 محاسبه شد. Microsoft Excel 2010 فزاردر نرم ا (2001)لیواک و اشمیگن،  رفرنس نسبت به آن با استفاده از فرمول لیواک های

 

 های مرجع برای برنج و اطلاعات مربوط به جفت پرایمرهاانتخاب ژن -1جدول 
 دمای ذوب توالی آغازگر کد ژن

Actin1 
CTCCCCCATGCTATCCTTCG 

TGAATGAGTAACCACGCTCCG 
3/54 

Actin11 CAGCCACACTGTCCCCATCTA 

AGCAAGGTCGAGACGAAGGA 
1/53 

UBQ5 ACCACTTCGACCGCCACTACT 
ACGCCTAAGCCTGCTGGTT 

5/55 

GAPDH AAGCCAGCATCCTATGATCAGATT 
CGTAACCCAGAATACCCTTGAGTTT 

6/51 

Cyclophilin CCACCATCACAGATCGGATCTT 
GCGGTCAGAGCGAAAGTAGCTA 

4/52 

eIF-4a TTGTGCTGGATGAAGCTGATG 
GGAAGGAGCTGGAAGATATCATAGA 

2/51 

18SrRNA CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA 
ACACTTCACCGGACCATTCAA 

2/52 

UBC CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA 
AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGTG 

3/51 

 

 نتایج و بحث

 درک به ارائه رونوشت مطالعات. است بوده ژن استوار بیان بر در گیاهان تنش و دفاعی هایمکانیسم به مطالعات مربوط از بسیاری

 مرجع هایژن یا ژن همزمان سنجش به نیاز ژن (. بیان2005نیکوت و همکاران، اند )کرده کمک گیاه تنش هایپاسخ از بهتری

. نیست  PCRتنظیم جهت شده استفاده میزان الگوی در تغییر دلیل به هدف سیگنال در تغییر نوع که هر شود حاصل اطمینان تا دارد

 نتایج .شد تنش زیستی بررسی شرایط در مرجع ژن 8 تعداد برنج، گیاه در برگی های اندام در هاژن بیان پایداری بررسی به منظور

 کمیت از شده استخراج هایRNAکه  داد نشان درصد یک آگارز ژل روی بر شده استخراجRNA های بررسی نمونه از حاصل

 ژل الکتروفورز Real-Timeتوسط  آن تکثیر و cDNAساخت  از پسهستند.  برخوردارcDNA ساخت  مناسب جهت کیفیت و

. شود حاصل اطمینان دایمر پرایمر عدم وجود و آمده بدست محصولات تکثیر بودن درصد انجام پذیرفت تا از اختصاصی 3اگارز 

وجود  دهندهنشان ذوب منحنی آنالیز(. 1 شکل) دیده نشد اضافی باند هیچ و انجام مورد نظر ژن تکثیر اختصاصی نشان داد که نتایج

 . (2)شکل  باشدمی مورد استفاده آغازگرهای بودن اختصاصی بر تاییدی و باشدمی مشخص ذوب دمای با پیک یک تنها

 



 

 

 

 

 

ی ژن برا 00/18مختلف مورد بررسی از تیمار 17ژن رفرنس در  8( مشاهده شده با استفاده از Cq)  Ctاردر این تحقیق مقد

18SrRNA   برای ژن  55/34تاCyclophilin  متغیر بود. در این تحقیق دو ژنUBQ5   18وSrRNA با  مقدارCt  17/19 00/18 و 

 mRNAاز میزان  43/32و  Ct 55/34با مقدار  Actin1و  Cyclophilinکه دو ژن بیشتری برخوردار بوده در حالی mRNAاز میزان 

 Ctبیشترین میزان تغییرپذیری را در میزان  GAPDHو  Actin1ژن   های مورد بررسی،کمتری برخوردار بودند. در میان همه ژن

  SDبا مقدار  18SrRNAو  UBCو ژن بود. در حالیکه د 03/2و  51/2)انحراف استاندارد( به ترتیب  SD نشان دادند بطوریکه میزان

 قرار تأثیر را تحت داخلی کنترل ژن بیان نباید آزمایش شرایط مطلوب، حالت در حداقل تغییرپذیری را نشان دادند. 71/1و  44/1

 طوری ژن باید این و است مهم خیلی مولکولی اولیه مطالعات در ژن حتی بیان تعیین جهت مناسب، داخلی کنترل ژن انتخاب. دهد

 معمول طور به هدف ژن کهحالی در نشان دهد، متفاوت تیماری شرایط و هادر اندام را تغییرات میزان کمترین که شود انتخاب

 دو حداقلاز  (. استفاده2010؛ کی و همکاران، 2005نیکوت و همکاران، نماید )می تغییر زیادی میزان به آزمایش، به شرایط وابسته

)شکل  هابعد از محاسبه مقادیر بیان ژن .شد توصیه( 1999تلین و همکاران )توسط  ژن بیان مقایسه سطوح جهت داخلی کنترلژن 

 طورکلیبه. باشدبیانی می سطوح معیار انحراف گیرد،می قرار استفاده ژن مورد بیان پایداری بررسی در که شاخصی اولین ،(3

و  GAPDHهای نتایج نشان داد که ژن .است آزمایش فرآیند طی در کورمذ ژن پایداری بیشتر دهندهنشان کمتر معیار انحراف

18SrRNA  های ، کمترین میزان پایداری و ژن354/1و  007/1و انحراف استاندارد  318/0و  428/0با میزان انحراف معیارUBQ5 

، بیشترین میزان پایداری را به خود 258/0و  242/0و انحراف استاندار  081/0و  076/0با میزان انحراف معیار  Cyclophilinو 

گردند های با پایداری بیان پایین لحاظ میبعنوان ژن 1بیشتر از  SDلازم بذکر است در منابع مختلف . (2)جدول  اختصاص دادند

 هیچ حال، نای با باشد، داشته شرایط آزمایش تمام در ثابتی بیان سطح باید آل، ایده کنترل داخلی ژن (.2004فافل و همکاران، )

 شرایط تحت و گیاه های برگینمونه روی بر نیز بررسی این در. باشد داشته شرایط تمام در ثابت بسیار که بیان ندارد وجود ژنی

و  UBQ5 هایژنرفرنس نشان داد که  هایژن انیب یبررس .شد مشاهده مرجع هایژن از بیان متفاوتی آزمایش مختلف

Cyclophilin بررسی مورد هایژن رینسبت به سا شترییب انیب داریی، از پاکمترو انحراف استاندار  اریمع انحراف زانیبا م 

در شرایط  Real-Time PCR زیآنال لهیژن به وس انیتواند در نرمال سازی بمیبرنج  اهیدر گ هاژن نیاستفاده از ا برخوردار بودند.

 باشد. دیمف ( Rhizoctonia solani RBL1)عامل بیماری تنش زیستی 

 

 
 ، از چپ به راست:50 وزنی مارکر با درصد 3 آگارز ژل روی بر Real-Time PCRمحصولات  الکتروفورز -1 شکل

lad-Actin11-Actin1-UBQ5-18SrRNA-UBC-elF4a-GAPDH-Cyclophilin-lad 
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 باشد.می نظر مورد ژن اختصاصی تکثیر دهندهنشان که PCRمحصولات  ذوب منحنی -2 شکل
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 نرمال و تنش زیستی شرایط تتح رشدی مختلف مراحل در هاژن بیان -3 شکل

 

 های رفرنس مورد مطالعهمقادیر انحراف استاندارد و انحراف معیار بیان ژن -2جدول 
 18SrRNA Actin11 Actin1 GAPDH UBC UBQ5 elF4a Cyclophilin 

 258/0 647/0 242/0 312/0 354/1 916/0 588/0 007/1 انحراف استاندارد

 081/0 204/0 076/0 098/0 428/0 289/0 185/0 318/0 انحراف معیار
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Abstract  
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. 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 in three time 

periods (6 h, 24 h and 72 h). Result showed that, UBQ5 and Cyclophilin genes with the value of 0.076 and 0.081 

for Standard error and the value of 0.242 and 0.258 Standard deviation have more stable expression than the 

other investigated genes, respectively. Overall, the sets of reference genes proposed in this study are ideal 

normalizers for qPCR analysis in oryza sativia/ Rhizoctonia solani intraction. 
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