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چکیده
منظور توسعه ارقام زراعی لاحی بههاي اصها در برنامههاي وحشی گیاهان زراعی یا خویشاوندان هالوفیت آناستفاده از گونه

عنوان یک مدل هالوفیت براي گیاه آلوروپوس بهاخیراتواند نتایج مفیدي را به دنبال داشته باشد. متحمل به شوري و خشکی می
ي هاي مورد استفاده براهاي جدید متحمل به شوري مورد توجه محققان قرار گرفته است. در میان روششناسایی و جداسازي ژن

در این ن است. ژبیان میزانبراي ارزیابی مناسبهاي مراز زمان واقعی یکی از روشاي پلیمطالعات بیان ژن، واکنش زنجیره
گیرد، مورد استفاده قرار میبراي کنترل خطا روشی که به صورت گسترده رسد.ها ضروري به نظر مین نمونهکنترل خطا بیروش 

هاي ها در انداممنظور بررسی پایداري بیان ژنبهباشد. در این تحقیق دار میمرجع یا خانهبا یک ژنRNAنرمال کردن سطوح 
ها اصل از تجزیه و تحلیل دادهنتایج ح. قرار گرفتبررسی مورد شرایط تنش شوري تحت ژن مرجع 7برگ و ریشه گیاه آلوروپوس، 

ACT11،Betaهاي که ژننشان داد geNormافزارنرمبا استفاده از  actinوBeta tubulin هاي ژندر برگ وBeta tubulinوBeta actin در
به 722/0و 836/0(داراي بیشترین همبستگیACT11بر اساس آماره توصیفی ژن . هستندپایداري میزان ریشه داراي بیشترین 

داراي ریشه در برگ و Beta tubulinژنرنامه، این بنتایج با توجه به همچنین . بودBestKeeperبا شاخص ترتیب در ریشه و برگ)
Beta tubulin ،Betaهاي که ژنکرد عنوانتوان بود. بنابراین می(کمترین ضریب تغییرات)بیشترین پایداري actin وACT11توانند می

.قرار بگیرندده استفامورد هاي بیانی سازي دادهمنظور نرمالدر گیاه آلوروپوس بهمناسب هاي مرجع عنوان ژنبه

BestKeeperشوري، ژن مرجع، واقعی، تنشزمانمرازي پلی، واکنش زنجیرهآلوروپوسکلیدي:هايواژه

مقدمه
زیستی) زیستی و غیرهاي(تنشعوامل محیطی تغییرات 

دیدي اصلی براي امنیت غذایی جهان محسوب هعنوان تبه
رزیستی اصلی ). تنش شوري یکی از عوامل غی8د (نشومی

خیزي گیاهان زراعی و توزیع جهانی محدود کننده حاصل
و اکثر گیاهان به شوري حساس شودگیاهان محسوب می

پیشرفت در زمینه مدیریت آب و هر چند). 23،19(باشندمی
کمک کند، اما دانش بدست تواند به حل این مشکلمیخاك

ز اهمیت هاي زراعی اباره تحمل به شوري در گونهآمده در
هاي وحشی گیاهان زراعی گونه).9باشد (زیادي برخوردار می

منابع ژنتیکی با ارزشی جهت ها یا خویشاوندان هالوفیت آن
هاي اصلاحی به منظور توسعه ارقام زراعی برنامهاستفاده در

گردند و نتایج مفیدي حسوب میمتحمل به شوري و خشکی م
عنوان گیاهانی تعریف ها بهتهالوفی. )2(دانرا به دنبال داشته

توانند چرخه زندگی خود را در معرض شوند که میمی
بع ا). این گیاهان من10هاي بالاي شوري کامل کنند (غلظت

هاي جدید اندازها و ژنبراي جداسازي راهیژنتیکی مهم
توان آنها هستند که در سازگاري به شوري دخالت دارند و می

در این میان گیاه . )30(قل کردها منترا به گلایکوفیت
عنوان یک مدل هالوفیت براي شناسایی و آلوروپوس به

، اخیراهاي جدید متحمل به شوريجداسازي ژن
آلوروپوس. )14(مورد توجه محققان قرار گرفته است

)Aeluropus littoralis( یک گونه علفی، چند ساله و از
از طایفه Aeluropusکه به رده استخویشاوندان گندم 

Clorideaeسم این گیاه از نوع ـمتابولی.تعلق داردC4،است
هاي خشکی وپذیري بیشتري در برابر تنشکه به آن انعطاف

گیاه تحقیقات نشان داده که این .)29،22دهد (میرا شـوري 
تا سطوح بالاتر از (NaCl)شوري به هالوفیت توانایی تحمل 

و حاوي ژنوم نسبتاً ) 12اشد (بمولار را دارا میمیلی600
بخاطر تحمل .)21(باز است مگاجفت342کوچکی در حدود 

بالا در برابر شوري، این گیاه یک منبع ژنتیکی با ارزش براي 
محسوب و بویژه غلاتهاورزي مولکولی گلایکوفیتدست

هاي تحمل به شوري در گیاهان ، درك مکانیسملذاشود. می
هاي آنها با گیاهان گلایکوفیت تفاوتهالوفیت و نیز تعیین 
رایجهاي در میان روش).27رسد (ضروري به نظر می

1مراز زمان واقعیاي پلیواکنش زنجیرهمطالعات بیان ژن، 

تغییرات رونوشتهاي براي ارزیابی روشترین دقیقاز ییک
حساسیت، اختصاصی بودن و ). 13(گرددها محسوب میژن

ررسی بیان بيهادیگر روشمقایسه بادرسادگی این تکنیک 
گ سازي در محل، ارزیابی ربلات و دواز قبیل نوردرن

مراز رونویسی اي پلیو واکنش زنجیرهRNaseحفاظت 
). 4) قابل مقایسه نیست (RT-PCRمعکوس نیمه کمی (

مراز زمان واقعیاي پلیواکنش زنجیرهها، بخاطر این ویژگی
اطلاعات ریزآرایه کل ژنوم یا به روش عمومی براي تائید

هاي مولکولی تبدیل ها و تشخیصمجموعه کوچکتري از ژن
ها ممکن است در مقدار و تنوع بین نمونه).15شده است (

، رقیق cDNA، سنتز RNAکیفیت مواد آغازین، آماده سازي 
لذا کنترل ). 11،20کند (سازي و پیپت کردن تفاوت ایجاد 

هاي زیادي روشباشد که میضروري ها امري خطا بین نمونه
براي کنترل این خطا وجود دارد. روشی که به صورت گسترده 

با یک RNAگیرد، نرمال کردن سطوح مورد استفاده قرار می
هاي مرجع سطوح بیان ژن).5باشد (دار میژن مرجع یا خانه

1- Real time PCR

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
10

.2
5.

11
0 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

4-
19

 ]
 

                               1 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.10.25.110
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-627-fa.html


111................ ......................................................................................................................1397/ بهار 25پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال دهم/ شماره 

هاي مختلف و تحت شرایط هاي بافتبین سلولبایستی
در غیر اینصورت، ممکن ،بت باقی بماندمتفاوت آزمایشی ثا

هاي تاکنون، ژن). 1نتایج اشتباه شود (ایجاد است منجر به 
، 18S rRNAدار درگیر در فرآیندهاي سلولی پایه از قبیل خانه

UBIQUITIN)UBQ ،(ACTIN)ACT ،(β-TUBULIN
)TUB فسفات دهیدروژناز (- 3) و گلیسرالدهیدGAPDH به (

ونی براي تجزیه بیان ژن مورد استفاده هاي درعنوان کنترل
اما تحقیقات اخیر نشان داده است که هیچ .)16اند (قرار گرفته

هاي ژن مرجع کلی (با پایداري بیان بالا) براي همه بررسی
کلی، انتخاب یک ژن طورهب. )28بیولوژیکی وجود ندارد (

جع هاي مرابتدا، ژن.شودآل در دو مرحله انجام میمرجع ایده
این یان پایداري بسپس میزانو د نشومیشناساییکاندید 

ین و وپود.)14(گردد تعیین میهاي مورد نظردر نمونهها ژن
هاي مرجع ژنکارایی ارزیابی) در گزینش و 26همکاران (
توانند براي میACTو EF1 ،TUBهاي که ژننشان دادند

استفاده قرار موردانهاي بیان ژن در گیاهسازي دادهنرمال
،NormFinderهاي آماري از قبیلالگوریتمبگیرند.

geNorm وBestKeeper ارزیابی بر اساس مدل به ترتیب
هاي کنترل درونی چندگانه و واریانس، میانگین هندسی ژن

براي ارزیابی بهترین ژن(هاي) مرجع مناسب همبستگی جفتی
اي رهواکنش زنجیحاصل از براي نرمال سازي اطلاعات 

هاي بیولوژیکی خاص در مجموعه نمونهمراز زمان واقعی پلی
با توجه به اینکه تجزیه دقیق بیان ).25،28اند (توسعه یافته

هاي سازگاري به تنش شوري مکانیسمبه منظور دركژن 
این تحقیق، بررسی کارایی زاست. هدف اامري ضروري 

هاي ژنرفی و معهاي مرجع به منظور شناسایی تعدادي از ژن
سازي اطلاعات حاصل از کنترل درونی مناسب براي نرمال

مراز زمان واقعی در شرایط نرمال و اي پلیواکنش زنجیره
باشد.میتنش شوري در گیاه آلوروپوس 

هامواد و روش
مواد گیاهی و اعمال تیمار

دوبا استفاده از محلول هیپوکلریت ي آلوروپوسبذرها

در هزار دوکش ویتاواکس به نسبت رچدرصد و سپس قا
و تحت شرایط کنترل شده در آزمایشگاه ضدعفونی شدند

بیوتکنولوژي دانشکده کشاورزي، دانشگاه صنعتی شاهرود 
هاچهو رشد گیاهتغذیه. محیط هیدروپونیک براي کشت شدند

محلول هیدروپونیک برداري استفاده شد.تا پایان مراحل نمونه
هاي مخصوص کشت (الواژ) به طشتکpHپس از تنظیم 

فراهم هامنتقل گردید تا محیط مناسبی براي رشد گیاهچه
غذایی هر و محلولمحلول غذایی هر روز کنترل pHشود. 

رسیدن به غلظت مورد جهت شد.سه روز یکبار تعویض می
محلولی جدید جلوگیري از ایجاد شوك اسمزي هر روز نظر و 

مولار میلی50افزایش غلظت ی و خارج کردن محیط قدیمبا 
محیط رشد .گردیداضافه میمحیط رشد به از کلریدسدیم

روشنایی/تاریکی، ساعت 16/8گیاهان اتاقک رشد با شرایط 
تا 60گراد و رطوبت نسبی درجه سانتی25/20دماي روز/شب

شوري هايدر این آزمایش تیمار.تنظیم گردیددرصد50
هفته از رشد گیاهان 10عد از گذشت مولار بمیلی400صفر و 
48،72، 24، 12، 6هاي صفر، . همچنین در زمانگردیداعمال 

گیري از ساعت پس از اعمال تیمار شوري، نمونه168و 
ها بلافاصله جهت و نمونهانجام شدهاي ریشه و برگ اندام

.منتقل شدند- C˚80به فریزر RNAاستخراج 
cDNAو سنتز RNAاستخراج 

®RNeasyبــا اســتفاده از کیــت RNAاســتخراج  Plant
Mini Kit ســاخت شــرکتQIAGEN و طبــق دســتورالعمل

RNA. براي تعیین کیفیت و کمیت گردیدانجام سازنده شرکت 
نـانودراپ  دسـتگاه  و درصد یکاستخراج شده از ژل الکتروفورز 

از کیـت سـنتز   cDNAجهت سـاخت رشـته اول  واستفاده شد
.استفاده شدFermentasشرکت cDNAرشته اول

مختلفمرجعهاي انتخاب ژن
جهـت  بررسـی منـابع  بـا توجـه بـه    مختلف مرجعژن هفت

اسامی و مشخصات این آغازگرهـا  . )15(مطالعه انتخاب گردیدند
.ارائه شده است1در جدول 

)15رفته از منبع شماره (برگاستفاده شده در این تحقیقهاي مرجع ژنمشخصات آغازگرهاي - 1جدول 
Table 1. The primer sequences of housekeeping genes used in this study (According to the reference 15)

طول قطعه
)bp(

دماي اتصال
)C˚(َتوالی آغازگر)منبع )5َ- 3

نام آغازگرژن

7058CAGCCACACTGTCCCCATCTA
AGCAAGGTCGAGACGAAGGA

Actinبرنج 11
58

7656CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA
AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGTG

Ubiquitin-conjugating enzyme E2برنج
57

10357TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT
GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA

Eukaryotic elongation factorبرنج
1-alpha 57

82
57GCTGACCACACCTAGCTTTGG

AGGGAACCTTAGGCAGCATGTBeta-tubulin برنج58
76

56TTGTGCTGGATGAAGCTGATG
GGAAGGAGCTGGAAGATATCATAGAEukaryotic initiation factor 4a برنج56

65
59CTACGTCCCTGCCCTTTGTACA

ACACTTCACCGGACCATTCAA18S ribosomal RNA برنج58
68

58AAGGCCGAAGAGGAGAAAGGT
CGTCCCTTAGGATCGGCTTAC25S ribosomal RNA برنج57
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واقعیزمانمرازي پلیزنجیرهانجام واکنش 
25در حجم واکنش واقعی زمانمرازي پلیواکنش زنجیره

شرایط باو2شماره میکرولیتر حاوي مواد موجود در جدول
دقیقه 2ا ابتدشد: انجامبه شرح ذیلمرازپلیايزنجیرهواکنش

هايتکرار با چرخه35سپسگراد ودرجه سانتی94در دماي 
تا 56ثانیه در دماي 15گراد، درجه سانتی95ثانیه در دماي 15

ثانیه در دماي 10آغازگر) و Tmگراد (دماي درجه سانتی60
iQTM. در این واکنش از انجام شدگراددرجه سانتی72

SYBR® Green Supermixت از شرکBio-Rad جهت
استفاده شد.ها مطالعه تغییرات رونوشت ژن

واقعیزمانمرازي پلیزنجیرهاجزا واکنش - 2جدول
Table 2. Components of master mix used in Real time PCR

مادهغلظت مورد نیازمقدار (میکرولیتر)
5/121xiQTM SYBR® Green Supermix

110 PmolPrimer (Forward)

110 PmolPrimer (Reverse)

5250 ngcDNA

5/5Strile Water

حجم نهایی25

هاو آنالیز دادهاستانداردسازي
مختلفی در این رقت هاياستانداردسازي از سريجهت
استفاده شد. تهیه سري رقت براي تنظیم دستگاه و آزمایش 

هاي غلظت.صورت گرفتبدست آوردن کارآیی مناسب 
cDNA1/0 ،01/0 ،001/0 هاي عنوان سريهب0001/0و

هاي مرجع انجام شد. در انتها کارآیی براي تمامی ژنرقت
PCRمیزان حسب برCt محاسبه هر نمونه و منحنی استاندارد
به ) 25(BestKeeper) و geNorm)28هايافزاراز نرم. گردید

ترین مقادیر بیان ا ثباتترین ژن رفرنس و بمنظور تعیین مناسب
استفاده شد.ژن 

نتایج و بحث
هـاي بـرگ و   هـا در انـدام  منظور بررسی پایداري بیان ژنبه
در شـرایط تـنش   ژن مرجـع  7گیاه آلوروپـوس، تعـداد   در ریشه 

کنترل وRNAیآزمایشهاينمونهبررسی. شدبررسی شوري 
تنـوع  چرا که ، رسدضروري به نظر میامريهاخطا بین نمونه

ها ممکن است در مقدار و کیفیت مواد آغازین، آماده بین نمونه
سازي و پیپت کردن تفاوت ، رقیقcDNA، سنتز RNAسازي 

ایجاد کند. اولین شاخصـی کـه در بررسـی پایـداري بیـان ژن      
گیـرد، انحـراف معیـار سـطوح بیـانی      مورد اسـتفاده قـرار مـی   

دهنـده پایـداري   تـر نشـان  انحراف معیار کمکلی طورباشد. بهمی

بیشتر ژن مذکور در طی فرآیند آزمایش اسـت. نتـایج حاصـل از    
Betaهـاي  کـه ژن نشـان داد هـا  تجزیه و تحلیل داده actin و

ACT11ــس از آن ــا ژن و پ ــرگ دارايBeta-tubulinه در ب
داراي 25Sژن ریشـه  ). در 3هسـتند (جـدول   بیشترین پایداري 

). 3هــاي مرجــع بــود (جــدول ان ژنبیشــترین پایــداري در میــ
متاســفانه اطلاعــات بســیار انــدکی دربــاره ژنــوم آلوروپــوس در 

تنها یک ژن مرجع بـه صـورت   (هاي اطلاعاتی وجود داردبانک
هـاي اطلاعـاتی ثبـت    یک توالی ناقص از آلوروپـوس در بانـک  

هـاي کاندیـد، از   منظور بررسی تعدادي از ژنبهلذا)گردیده است
سایر گیاهان نزدیک به آلوروپـوس اسـتفاده شـد    هاي مرجعژن

هـاي  ین بودن ضریب تنوع دلالت بر پایـداري بیشـتر ژن  پای.)7(
بـه  25Sو Beta actinهـاي  در مطالعه حاضـر، ژن .مرجع دارد

آمـاره  .ترتیب در برگ و ریشه داراي کمترین ضریب تنوع بودنـد 
هـاي  ژن، ثباتBestKeeperافزار توصیفی ارائه شده توسط نرم

کنـد. بـر ایـن    بنـدي مـی  رتبهCtمرجع را بر اساس مقادیر خام 
ــترین  ACT11اســاس ژن  ــرگ داراي بیش ــدام ریشــه و ب در ان

ــاخص   ــا ش ــتگی ب ــه 722/0و BestKeeper)836/0همبس ب
). بنابراین برنامـه  4باشد (جدول ترتیب در اندام ریشه و برگ) می

BestKeeper ژنACT11قابـل اعتمـاد   عنوان ژن مرجعرا به
هاي هدف در گیاه آلوروپوس معرفـی  سازي بیان ژنبراي نرمال

کرد.

آلوروپوسگیاهو برگ ریشه دردار هاي خانهانحراف معیار و ضریب تنوع بیان ژن- 3جدول 
Table 3- Standard deviation and Coefficient of variation of housekeeping genes in root and shoot of Aeluropus

Betaژن actin25SeEF-1a18SACT11eIF-4aBeta tubulin

07/2159/2113/2304/1598/2425/2507/21ریشهحداقل
81/2397/1961/2569/1681/2377/2601/26برگ

71/3618/3168/3831/3564/3867/3871/36ریشهحداکثر
91/2665/3007/3931/3522/3139/4031/31برگ

75/362/293/430/595/476/375/3ریشه1انحراف معیار
52/067/267/364/481/028/332/1برگ

35/1460/1058/1533/2187/1514/1235/14ریشه2ضریب تنوع (درصد)
02/250/1010/1173/1810/316/1064/4برگ

مقادیر کمتر ضریب تنوع دلالت بر تنوع کمتر دارد.- 2ه پایداري کمتر در بیان ژن است.دهندمقادیر عددي بیشتر نشان- 1
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در گیاه آلوروپوسBestKeeperشاخص براساسهاي مرجعروابط بین ژنی و همبستگی بین ژن- 4جدول 
Table 4. Pairwise correlation and correlation analysis of housekeeping genes based on BestKeeper Index in

Aeluropus
Beta actin25SeEF-1a18SACT11eIF-4aBeta tubulin

25S
669/0ریشه
070/0برگ

eEF-1a
-516/0-524/0ریشه
-296/0051/0برگ

18S
-483/0561/0475/0ریشه
-510/0-139/0-231/0برگ

ACT11
721/0-516/0499/0141/0ریشه
623/0265/0278/0224/0برگ

eIF-4a
573/0391/0-252/0226/0302/0ریشه
352/0292/0-325/0-172/0-044/0برگ

Beta tubulin
483/0516/0252/0-001/0669/0524/0ریشه
021/0-154/0045/0-035/0-258/0275/0برگ

BestKeeper
830/0836/0563/0809/0-809/0719/0377/0ریشه
700/0722/0510/0205/0-171/0206/0046/0برگ

p-value
001/0001/0123/0001/0001/0015/0001/0ریشه
500/0413/0859/0001/0001/0031/0413/0برگ

فی براي تجزیه و تحلیل هاي مختلاز آنجایی که الگوریتم
متوسط پایداري بیان در این تحقیق بکار رفته است بدیهی است 

هایی ي تفاوتاهاي مرجع در برخی موارد داربندي ژنکه رتبه
) نیز در تحقیق خود اعلام کردند که 6باشد. کائو و همکاران (

هاي مرجع، استفاده از بندي ژندلیل اختلاف در رتبه
هاي متفاوتی الگوریتمباشد.لف آماري میهاي مختالگوریتم

هاي مرجع کاندید در پایداري بیان ژنبراي تجزیه و تحلیل 
در براي این هدف اند. شرایط آزمایشی مورد استفاده قرار گرفته

شد. پایدارترین ژن استفاده geNormاین تحقیق از برنامه 
) Mداراي حداقل مقدار متوسط پایداري بیان (مرجع بیان شده 

که ژن مرجع با پایداري کمتر داراي بالاترین مقدار است درحالی
). بر اساس الگوریتم 3باشد (متوسط پایداري بیان می

geNorm عنوان نقطه برش به5/0، مقدار متوسط پایداري بیان
یداري ها با میزان متوسط پابطوریکه ژن،شوددر نظر گرفته می

هاي مرجع کاندید عنوان ژنتواند بهمی5/0بیان کمتر از 
هاي بگیرد. بر اساس نتایج بدست آمده، ژنمناسب مدنظر قرار

Beta tubulin وACT11هاي در برگ و ژنBeta tubulin
یشترین پایداري بودند. بنابراین در ریشه داراي بBeta actinو 

Beta tubulin ،Beta actinهاي توان نتیجه گرفت که ژنمی
هاي مرجع در گیاه آلوروپوس عنوان ژنتوانند بهمیACT11و 
هاي بیانی مورد استفاده قرار گیرند. سازي دادهمنظور نرمالبه

عنوان ژن رفرنس تحت شرایطبهBeta tubulinپایداري ژن 
محیطی مختلف در گیاهان گندم، جو و جو دوسر گزارش شده 

وACT11هاي) ژن18ین ژیان و همکاران (). همچن17است (
CYP2ها تحت شرایط مختلف عنوان پایدارترین ژنهب

فیزیولوژیکی و محیطی در گیاه سویا معرفی کردند. بر اساس 
هايهاي مورد مطالعه در این تحقیق، ژنالگوریتم

Eukaryotic elongation factor 1-alpha 18وS داراي
) در تحقیق خود 24نارسایی و همکاران (.کمترین پایداري بودند

نقطه برش تنوع جفتی داراي18Sنیز اعلام کردند که ژن 
که میزان هاي مرجع اضافی درصورتیباشد و ژنمطلوب می

Vn/n+1 آنها کمتر از این مقدار باشد، نیازي نیست. با توجه به
توان گفت که دو ژن نتایج بدست آمده از تحقیق حاضر، می

سازي ژن در شرایط مختلف محیطی تواند براي نرمالمرجع می
به صورت کلی استفاده از یک ژن ).2مناسب باشد (شکل 

هاي مرجع به تنهایی قابل اعتماد نخواهد بود، چرا که بیان ژن
باشد. ها و شرایط رشدي مختلف یکسان نمیمرجع در بافت

ست براي استفاده از دو یا تعداد بیشتري ژن مرجع پایدار ممکن ا
براي دستیابی به این .)3(افزایش صحت نتایج مورد نیاز باشد

هاي مرجع مطلوب) از هدف (یعنی تعیین تعداد بهینه ژن
) که توسط برنامه NF)Normalization Factorشاخص 

geNormگردد، استفاده شد. در این روش از محاسبه می
توالی ساز م) بین دو فاکتور نرمالVn/n+1تنوعات جفتی (

(NFn /NFn+1)گردد، براي ها آغاز میکه با پایدارترین ژن
هاي نرمال بعدي که داراي تعیین اینکه آیا اضافه کردن ژن

شود. در پایداري مناسبی هستند، نیاز است یا خیر، استفاده می
هاي مرجع بعد از ژن اول حقیقت این برنامه ابتدا پایدارترین ژن

هاي سوم و هاي بعدي (ژنژن(یعنی ژن دوم و سوم) سپس
هاي چهارم) و الی آخر را آنالیز کرده و براي هر یک از جفت ژن

Vandesompele.کندمذکور شاخص مورد نظر را محاسبه می
به عنوان 15/0نشان دادند که میزان عددي )28(و همکاران  

هاي باشد و استفاده از ژننقطه برش تنوع جفتی مطلوب می
میزان عددي Vn/n+1)Vدرصورتیکه میزان مرجع اضافی

n+1اولین ژن وارد شده به مدل وnمربوط به تنوعات جفتی، 
ژن جدیدي است که به منظور بررسی پایداري وارد مدل 

ها کمتر از این مقدار باشد، نیازي نیست. با توجه به گردد) آنمی
عتماد باشد، تواند قابل ااینکه استفاده از تنها یک ژن مرجع نمی

باشد از یک جفت ژن و در V2/3<0.15که لذا  در صورتی
باشد به منظور دستیابی به نتیجه V2/3>0.15که مقدار صورتی

2گردد. با توجه به شکل مطلوب از ژن سوم نیز استفاده می
است، لذا استفاده 15/0کمتر از )031/0و () V2/3)067/0چون 

.)23باشد (شکل عتماد میاز دو ژن مرجع کافی و قابل ا
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عنوان هبReal-time PCRمطالعه بیان ژن با استفاده از 
دیتائیک روش استاندارد داراي کاربرد فراوانی در زمینه 

ها و از ژنيمجموعه کوچکترایکل ژنوم هیزآرایاطلاعات ر
ی است. انتخاب ژن رفرنس مناسب در مولکوليهاصیتشخ

، هانمونهنیکنترل خطا بحاصل ودقت اطلاعاتافزایش
باشد. جهت انتخاب ژن رفرنس داراي نقش بسزایی می

مناسب در گیاه آلوروپوس، چندین ژن رفرنس شناخته شده 
هاي مختلف مورد مطالعه قرار تحت تنش شوري در بافت

ACT11و Beta tubulinهاي ژنگرفت. نتایج نشان داد که 

در ریشه Beta actinو Beta tubulinهاي در برگ و ژن
توان از این آلوروپوس داراي بیشترین پایداري هستند. لذا می

منظور هاي مرجع در گیاه آلوروپوس بهعنوان ژنها بهژن
هاي بیانی استفاده کرد. از طرفی دیگر سازي دادهنرمال

هايهاي مورد مطالعه در این تحقیق، ژنبر اساس الگوریتم
Eukaryotic elongation factor 1-alpha 18وS داراي

کمترین پایداري بودند و جهت مطالعات بیان ژن تحت تنش 
شوند. شوري پیشنهاد نمی

و نمودار پایین در ریشهدر بافتبالا(نمودار geNormهاي مرجع محاسبه شده توسط الگوریتم بندي ژن) و رتبهMمقادیر پایداري بیان (- 1شکل 
. )برگ

Figure 1. Average values (M) of expression stability and ranking of housekeeping genes analyzed by geNorm (above
and below figure is related to root and leaf respectively).
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در يدارعنوان معنیبه15/0: برگ. حد آستانه پائین: ریشه، بالا،در گیاه آلوروپوسمرجع براي نرمال سازيهاي تعیین تعداد بهینه ژن- 2شکل 
نظر گرفته شد.

Figure 2. Determination of the optimal number housekeeping genes for normalization in Aeluropus, Using the cut-off
value V = 0.15 (above and below figure is related to root and leaf respectively).

منابع
1. Andersen, C.L., J.L. Jensen and T.F. Rntoft. 2004. Normalization of real-time quantitative reverse

transcription-PCR data: a model-based variance estimation approach to identify genes suited for
normalization, applied to bladder and colon cancer data sets. Cancer Research, 64: 5245-50.

2. Ben-Saad, R., W. Ben-Ramdhan, N. Zouari, J. Azaza, D. Mieulet and E. Guiderdoni. 2012. Marker-
free transgenic durum wheat cv. Karim expressing the AlSAP gene exhibits a high level of tolerance
to salinity and dehydration stresses. Molecular Breeding, 30: 521-33.

3. Bevitori, R., M.B. Oliveira, M.F. Grossi-de-Sá, A.C. Lanna, R.D. da Silveira and S. Petrofeza. 2014.
Selection of optimized candidate reference genes for qRT-PCR normalization in rice (Oryza sativa L.)
during Magnaporthe oryzae infection and drought. Genetics and Molecular Research, 13: 9795-9805.

4. Bustin, S.A. 2000. Absolute quantification of mRNA using Real-time reverse transcription
polymerase chain reaction assays. Journal of Molecular Endocrinology, 25: 169-93.

5. Bustin, S.A. 2002. Quantification of mRNA using real-time reverse transcription PCR RT-PCR:
trends and problems. Journal of Molecular Endocrinology, 29: 23-29.

6. Cao, J., L. Wang and H. Lan. 2016. Validation of reference genes for quantitative RT-PCR
normalization in Suaeda aralocaspica, an annual halophyte with heteromorphism and C4 pathway
without Kranz anatomy. PeerJ, 4: 16-97.

7. Ebrahimi, A., R. Maali-Amiri, Gh.A. Nematzadeh and H. Alizadeh. 2014. Bioinformatical analysis of
Isolated ESTs from Aeluropus littoralis under salinity stress. Genetics engineering and Biosafety
Journal, 3: 31-40 (In Persian).

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
10

.2
5.

11
0 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

4-
19

 ]
 

                               6 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.10.25.110
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-627-fa.html


116......... .........................................................................................................شوريتنششرایطلوروپوس تحتآدرمرجعهايژنازتعداديراندمانارزیابی

8. Fedoroff, N.V., D.S. Battisti, R.N. Beachy, P.J.M. Cooper, D.A. Fischhoff, C.N. Hodges, V.C. Knauf,
D. Lobell, B.J. Mazur, D. Molden, M.P. Reynolds, P.C. Ronald, M.W. Rosegrant, P.A. Sanchez, A.
Vonshak and J.K. Zhu. 2010. Radically rethinking agriculture for the 21st century, Science, 327: 833-
834.

9. Flowers, T.J. 2004. Improving crop salt tolerance. Journal of Experimental Botany, 55: 307-319.
10. Flowers, T.J. and T.D. Colmer. 2008. Salinity tolerance in halophytes. New Philologist, 179: 945-963.
11. Gal, A.B., J.W. Carnwath, A. Dinnyes, D. Herrmann, H. Niemann and C. Wrenzycki. 2006.

Comparison of real-time polymerase chain reaction and end-point polymerase chain reaction for the
analysis of gene expression in pre-implantation embryos. Reproduction, Fertility and Development,
18: 365-371.

12. Gulzar, S., M.A. Khan and I.A. Ungar. 2003. Salt tolerance of a coastal salt marsh grass.
Communications in Soil science and Plant analysis, 34: 2595-2605.

13. Gutierrez, L., M. Mauriat, J. Pelloux, C. Bellini and O. Van Wuytswinkel. 2008. towards a
systematic validation of references in real-time RT-PCR. The Plant Cell, 20: 17-34.

14. Hashemi, S.H.R., G.A. Nematzadeh, G.R. Ahmadian, A. Yamchi and M. Kuhlmann. 2016.
Identification and validation of Aeluropus litoralis reference genes for Quantitative Real-Time PCR
Normalization. Journal of Biological Research-Thessaloniki, 23: 18 pp.

15. Jain, M., A. Nijhawan, A.K. Tyagi and J.P. Khurana. 2006. Validation of housekeeping genes as
internal control for studying gene expression in rice by quantitative real-time PCR. Biochemical and
Biophysical Research Communications, 345: 646-651.

16. Jain, M., N. Kaur, R. Garg, J.K. Thakur, A.K. Tyagi and J.P. Khurana. 2006. Structure and
expression analysis of early auxin-responsive Aux/IAA gene family in rice (Oryza sativa). Functional
and Integrative Genomics, 6: 47-59.

17. Jarošová, J. and K.K.  Jiban. 2010. Validation of reference genes as internal control for studying
viral infections in cereals by quantitative real-time RT-PCR. BioMed Central Plant Biology, 10: 146.

18. Jian, B., B. Liu, Y. Bi, W. Hou, C. Wu and T. Han. 2008. Validation of internal control for gene
expression study in soybean by quantitative real-time PCR. BioMed Central Molecular Biology, 9: 59
pp.

19. Kamrava, S., B.J. Nadali and B. Nadali. 2016. Evaluation of Some Soybean Genotypes (Glycine max)
under Salt Stress. Journal of Crop Breeding, 8: 57-63.

20. Karge, W.H., E.J. Schaefer and J.M. Ordovas. 1998. Quantification of mRNA by polymerase chain
reaction (PCR) using an internal standard and a nonradioactive detection method. Methods in
Molecular Biology, 110: 43-61.

21. Kaya, C., H. Kirnak, D. Higgs and K. Saltali. 2002. Supplementary calcium enhances plant growth
and fruit yield in strawberry cultivars grown at high (NaCl) salinity. Scientia Horticulturae, 93: 65-74.

22. Modarresi, M., G.A. Nematzadeh and F. Moradian. 2011. Enzyme Assay of Aeluropus littoralis
Regarding to the Salt (NaCl) Stresses, 5: 17-29.

23. Munns, R. 1993. Physiological processes limiting plant growth in saline soil: some dogmas and
hypotheses. Plant, Cell Environment, 16: 15-24.

24. Narsai, R., A. Ivanova, S. Ng and J. Whelan. 2010. Defining reference genes in Oryza sativa using
organ, development, biotic and abiotic transcriptome datasets. BioMed Central Plant Biology, 10: 56.

25. Pfaffl, M.W., A. Tichopad, C. Prgomet and T.P. Neuvians. 2004. Determination of stable
housekeeping genes, differentially regulated target genes and sample integrity: BestKeeper–Excel-
based tool using pair-wise correlations. Biotechnology Letters, 26: 509-515.

26. Podevin, N., A. Krauss, I. Henry, R. Swennen and S. Remy. 2012. Selection and validation of
reference genes for quantitative RT-PCR expression studies of the non-nodel crop Musa. Molecular
Breeding, 30: 1237-1252.

27. Saad, R.B., W.B. Romdhan., N. Zouari, J. Azaza, D. Mieulet, J.L. Verdeil, E. Guiderdoni and A.
Hassairi. 2011. Promoter of the AlSAP gene from the halophyte grass Aeluropus littoralis directs
developmental-regulated, stress-inducible, and organ-specific gene expression in transgenic tobacco.
Transgenic Research, 20: 10-18.

28. Vandesompele, J., K. De Preter, F. Pattyn, B. Poppe, N. Van Roy, A. De Paepe and F. Speleman.
2002. Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR data by geometric averaging of
multiple internal control genes. Genome Biology, 31 pp.

29. Wang, Z.L., L. Ping-hua, F. Mark, G. Zhi-zhong, C.S. Kim, Z. Changquing, B. Hans, Z. Jian-kang,
B. Ray, H. Paul, Z. Yan-xiu and Z. Hui. 2004. Expressed sequence tags from Thellungiella halophila,
a new model to study plant salt-tolerance. Plant Science, 166: 609-616.

30. Zouari, N., R. Ben Saad, T. Legavre, J. Azaza, X. Sabau, M. Jaoua, K. Masmoudi and A. Hassairi.
2007. Identification and sequencing of ESTs from the halophyte grass Aeluropus littoralis. Gene, 404:
61-69.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
10

.2
5.

11
0 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

4-
19

 ]
 

                               7 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.10.25.110
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-627-fa.html


Journal of Crop Breeding Vol. 10, No 25, Spring 2018 …………..………………………….………..………………..……….. 117

Validation of some of Housekeeping Genes in Aeluropus littoralis under Salinity
Stress

Amin Ebrahimi1, Sajad Rashidi Monfared2, Amir Moradi Sarabshelli3 and
Parviz Heidari4

1- Assistant Professor, Faculty of Agriculture, Shahrood University of Technology, Semnan
(Corresponding author: aminebrahimi@shahroodut.ac.ir)

2- Assistant Professor, Faculty of Agriculture, Tarbiat Modares University
3- Ph.D. Student, Sari Agriculture Sciences and Natural Resources University

4- Assistant Professor, Faculty of Agriculture, Shahrood University of Technology, Semnan
Receive: November 2, 2016 Accepted: February 19, 2017

Abstract
Application of wild type crops or wild relatives’ cultivars that are halophyte in plant breeding

program would provide better results in order to develop cultivars that are resistant toward drought
as well as salinity. Recently, Aeluropus littoralis has attracted the attention of researcher in order
to identify novel genes and their regulatory elements that are involved in salinity stress. Currently,
Quantitative polymerase chain reaction (Q-PCR) is one of the best and sensitive techniques in
order to determine the expression profiling of genes in plants. In this method, normalizations of
the obtained data with appropriate housekeeping genes are certainly crucial. In the current
research, the efficiency of seven reference genes to be employed in the normalization of the data
was investigated. Statistical analysis of the data was done via geNorm program and it was
demonstrated that the ACT11, Beta Actin and Beta tubulin and Beta tubulin and Beta Actin were
constitutively expressed in leaf as well as roots, respectively. Based on the gained results through
Best Keeper, the ACT11 poses the highest correlations with the BestKeeper (0.836 and 0.722 in
leaf and root respectively). Additionally, it was shown that the Beta tubulin has the lowest
coefficient variation in term of expression in root and leaf. Taken together, it was evidently
demonstrated that the ACT11, Beta Actin and Beta tubulin are the best reference gene to be
employed for the normalization of expression data in the Aeluropus littoralis.

Keywords: Aeluropus littoralis, Real time PCR, salinity, Reference gene and BestKeeper
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