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اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایرانپژوهشی تحقیقات ژنتیک و-دو فصلنامه علمی
)1396(187-200، صفحه 2، شماره25جلد 

18Sو ovEF1alphaهاي مرجع بررسی پایداري بیان ژن rRNA جیبرلینتیمارهاي ثیرأتتحت
در جنس آویشنهاي دما و نورو تنش

2و بابک ربیعی*1سمیه بهادر
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S.bahador63@gmail.comپست الکترونیک: 

دانشکده علوم کشاورزي دانشگاه گیلان، رشت گروه زراعت و اصلاح نباتات و بیوتکنولوژي کشاورزي،استاد،-2

12/10/1395تاریخ پذیرش: 19/03/1395تاریخ دریافت: 

چکیده
سازي راي نرمال. بمعمول استReal-Time PCRبا استفاده از روش هاي اختصاصیژنمربوط به هاي سازي رونوشتکمی

ثیرپـذیري از  أداخلی با بیان پایدار و بدون تهاي مرجعبه ژن،و دستیابی به نتایج قابل اطمینانروشاین از هاي حاصلداده
و OvEF1alphaسازي آلفا فاکتور طویل،مرجعثیرپذیري دو ژنأپایداري و عدم ت،این پژوهشدر است.نیازشرایط آزمایش

RNA 18ریبوزومیS rRNA،(صـفر،  هورمون جیبرلین ،هاي جوان و دو ساله)(بوتهثیر سنأتحت تت گیاهی،بین هفت جمعی
- بههاي مختلفبین جمعیتهر دو ژنبیان که نشان داد نتایج د.بررسی شدمایی و نوري هايو تنشپی ام) پی90و 60، 30

بـرخلاف ژن ovEF1alphaهمچنـین ژن  بیـان ثـابتی داشـتند.    در هر دو رده سـنی دو ژنهر ولی داري تغییر کردمعنیطور
18S rRNAثیر دما و شدت نور بیـان  أطور پایدار بیان شد. تحت تهاي مختلف هورمون جیبرلین و گیاهان شاهد بهدر غلظت

18Sژن  rRNAشدت بهن آن بیاگرگی بود، ولی در جمعیت بابنمونه شاهد مشابه بازنگیآویشن باغی و بابهايجمعیتدر
بنـابراین  زنگی متفاوت از نمونه شاهد بـود. گرگی و بابدر دو جمعیت بابovEF1alpha. برخلاف آن بیان ژن کاهش یافت

ژنسیرچ، هنزا و زرند، آویشن باغیهاي جمعیتدرReal-Time PCRهاي حاصل از سازي دادهو نرمالبیان ژنمقایسهبراي 
18Sژنو دو جمعیت زرند و آویشن باغیزنگی، سیرچ و هنزا بابسه جمعیت مقایسه وovEF1alphaمرجع rRNAتر مناسب
آویشن باغی هـر دو  هاي دمایی و نوري در گونهو تحت تنشovEF1alphaهمچنین تحت تیمار هورمون جیبرلین ژن . است

18Sژن ولی در گونه آویشن کرمانی ژن  rRNAشود.پیشنهاد می

Real-Time PCR، هاي مرجعژن،تیجمعآویشن، کلیدي:هاي واژه

مقدمه
گیاهان جنس آویشن از مهمترین گیاهان دارویی خانواده 

که در منابع معتبر از پیکر رویشی آیندشمار میبهنعناعیان 
مورد هاعنوان دارو یاد شده است و خواص دارویی آنبههاآن

,Zargariکید قرارگرفته است (أت ابعاد ). آویشن در 1990
وسیع داروسازي، غذایی و مبارزه بیولوژیکی از جایگاه 

در اي برخوردار است و در بین داروهاي تولید شدهویژه
,Bikdeluدوم است (بهجهان، آویشن بعد از نعناع حائز رت
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هاي ...بررسی پایداري بیان ژن188

هاي زیادي که در مورد شناسایی تلاشبا وجود).2012
اي کلیدي همسیرهاي بیوسنتز ترکیبات ترپنی دارویی و آنزیم

عواملورد سفانه مطالعه زیادي در مأآن شده است، مت
انجام این گیاهاصلاح و بهبوددر مسیرهکنندژنتیکی تعیین
بررسی الگو و بنابراین، مطالعات مولکولی مانندنشده است. 

هاي مختلف گیاهی با محتواي ها در جمعیتژنمیزان بیان
ر مسیر متابولیکی و هاي دخیل دمتابولیتی متنوع، بیان ژن

تغییرات بیان ژن در ها،مسیرهاي مقاومت به انواع تنش
بیان ژن تجزیههاي زیستی و غیرزیستی، پاسخ به استرس

-طی مراحل مختلف رشد و نمو، بررسی الگوي بیان در اندام

هاي مهم دخیل در یابی ژنهاي مختلف، شناسایی و توالی
درك بیشتر برايmRNAمسیرهاي متابولیکی در سطح 

هاي عیتها و جمه اصلاح گونهکنندفاکتورهاي ژنتیکی تعیین
.مختلف آویشن اهمیت زیادي دارد

سازي وسیله کمیبهها معمولاً بیان ژنتفاوت در 
ها با استفاده از انواع روشو هر ژن mRNAهاي رونوشت

، Microarray ،SAGE ،RT-PCRازجمله نوردن بلات،
Real-Time PCRشود. روشانجام میو غیرهReal-Time

PCRدلیل حساسیت و دقت به یک ابزار عمومی براي به
ن است امورد علاقه محققکهها تبدیل شده استارزیابی ژن

. کندمیسازي را نیز شناسایی و کمیmRNAتعداد اندك و
ها را با استفاده از رونوشتاین روش امکان شناسایی تجمع

که Iسایبرگرین ی مانندهایرسانس یا رنگهاي فلوکاوشگر
، ایجاد کرده است کننددرج میDNAخود را بین دو رشته 

)Giulietti et al., 2001; Zainuddin et al., 2010( .
هايبیان ژن در نتیجه تفاوتتجزیهج در نتایهایی تفاوت

بنابراین . ممکن است مشاهده شودو یا تکنیکی بیولوژیکی
ها در زمان رسد که خطاهاي بین نمونهنظر میضروري به

منظور کنترل کنترل شود. بهRNAگیري میزان بیان اندازه
شاملRT-PCRسازي در هر کمیخطاهاي آزمایشگاهی

وارد شده RNAکمیت و کیفیت ، کارایی استخراج وتخریب
،PCRهاي مرحله به مرحله در مواد تفاوتدر واکنش، 

دقت در پایپت و رونویسی معکوس،PCRکارایی واکنش 
ها، عوامل بازدارنده موجود در نمونهنوع تفاوت در کردن،

ن امحققها، نمونهها و خطاهاي مربوط به بارگذاريفتبا
RNAژنومی، DNAسازي با ازجمله نرمالچندین روش

را پیشنهاد کل، استاندارد خارجی و یک ژن مرجع داخلی
هاي گیري همزمان بیان ژناندازه،روشترین. معمولکردند

Giulietti(هاي ژن اصلی است سازي دادهمرجع براي نرمال

et al., 2001; Robert et al., 2005; Kowalewska et

al., هاي تنظیمی داخلی هستند که هاي مرجع ژنژن.)2012
ساز،سوخت وها ازجمله در فرایندهاي مختلفی در سلول

، رونویسی ژنسلولی، گلیگولیز،اسکلت سلولی،ساختار
-ژن،. بنابرایندرگیر هستندو خود پایداري سلولیترجمه

و انتخاب یک ژن شوند دائم بیان میطور بههاي مرجع
یک ژن خاص درRNAسازي دقیق بیان مناسب براي کمی

Zainuddin(خیلی مهم است Real-Time PCRروش  et

al., 2010( .
هاي سلولها وبافتبیند بایهاي مرجع ح بیان ژنسط

مستقل از شرایط آزمایشگاهی و مرحله مختلف یک بافت
Thellin(پایدار باقی بماند رشد et al., نتایج .)1999

هاي مرجع چندین مطالعه نشان داده است پروفایل بیان ژن
Arabidopisدر گیاهان  taliana ،Solanum tuberosum

L. ،Lolium temulentum LوPinus pinaster L. در
تغییر کرده است شرایط مختلف آزمایشدرها و بافت

)Gopesh & George, میزان بیان سه ژن کدکننده ).2012
RNA) ریبوزومیRDN5.8،RDN18،RDN25 تحت (

پایدار باقی Candida glabrataتنش فلوکونازول در قارچ 
PPIAو ACT1،EF1a،GAPDHهاي ولی ژن،ماند

Liش یافتند (افزای et al., نتایج تحقیق دیگري نشان ).2012
هاي موش هاي مرجع در فیبروبلاستمیزان بیان ژنکه داد 

ولی افزایش بیان ژن ، ثیر سرم خون قرار گرفتأتحت ت
18SrRNAخلاف برβ- اکتین وGAPDHدار نبود معنی

)Schmittgen & Zakrajsek., ). نتایج تحقیقات 2000
منجر به ي مرجع هاژندر بیان تغییرکهدهدنشان مییادشده

-تائید مناسب بودن ژن،رواینشود. ازغلط میگیرينتیجه

هاي اشتباه هاي مرجع داخلی براي جلوگیري از تفسیر
رسد.نظر میبهضروري ،هاي یک مطالعهیافته
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1189شماره،25اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایران جلد دو فصلنامه تحقیقات ژنتیک و

اکتین، -2βاکتین، -βازجمله هاي مختلفیژناز 
فسفات دهیدروژناز - 3گلیسرآدئید ، 1ناز سیکلواکسیژ

)GAPDHانسفراز،)، هیپوگزانتین فسفوریبوزیل تر
Lee(نوژن دآمیناز پورفوبیلی et al., 2001(،RNA

) UBQکوئینون ()، یوبیTUB)، توبولین (rRNAریبوزومی (
EF1α ()Huآلفا (1سازي و فاکتور طویل et al., 2009(

مطالعات نتایج برخید. شوهاي مرجع استفاده میعنوان ژنبه
ها در پاسخ به تغییرات ح بیان این ژنسطاست که نشان داده 

-ظهطور قابل ملاحبههاي مختلف شرایط محیطی یا در بافت

هاي فوق رااز ژنیکتوان هیچنمیبنابراین .ندکتغییر میاي 
،عنوان ژن مرجع عمومی مدنظر قرار دادبهبا اطمینان کامل

هاي مرجع مناسب بهتر است یک آزمایش براي انتخاب ژن
Hu(شود شرایط آزمایشی و نوع بافت طراحی  et al.,

چندین ژن دن بایاهر گروه از محققبه این ترتیب که .)2009
در این رابطه.کنندبراي آزمایش خود بررسی و تنظیممرجع

Crocoll)2011( براي اولین بار از ژنovEFalpha

برايعنوان ژن مرجع بهجداسازي شده از گیاه مرزنگوش 
هاي مونوترپن سینتاز در گیاه آویشن استفاده بررسی بیان ژن

هاي مرجع معمول در رات بیان ژنیتاکنون درباره تغیاما کرد.
، گیاهان خانواده نعناعیان، مطالعه زیادي انجام نشده است

ان گیاهع درهاي مختلف مرجبیان ژنمقایسه طوري که به
هاي قبل از مطالعه بیان ژن،آویشناین خانواده ازجمله

زیستی و غیرزیستی، مراحل هايثیر تنشأتحت تاصلی
اطمینان از دقت و قابل تکرار برايمختلف رشد و غیره 

بنابراین این مطالعه با رسد.نظر میبهضروري ،بودن آزمایش
مرجع مهم فاکتور بررسی میزان پایداري بیان دو ژن هدف 
18Sریبوزومی (RNA) و ovEFalphaسازي آلفا (طویل

rRNA غلظتسن،ثیرأتحت تهفت جمعیت گیاهی و) در-

دما و شدت نورتحت تنش هورمون جیبرلین وهاي مختلف 
.شدانجام 

هامواد و روش
تهیه مواد گیاهی 

در این پـژوهش،  هاي مرجع بررسی پایداري ژنمنظوربه

ــه  ــد  س ــام ش ــایش انج ــهآزم ــان  ک ــایش اول بی در آزم
) و ovEFalphaسـازي آلفـا (  ي مرجع فـاکتور طویـل  هاژن

RNA) 18ریبوزومیS rRNA(  در هفت جمعیت مختلـف از
ثیر هورمون أآزمایش دوم تدر ارزیابی شد، سه گونه آویشن

 ـآزمایش سوم دروسنجیبرلین و  و نـور  تـنش دمـا  ثیر أت
بررسی شدند.

ایش اولالف) آزم
اساس اطلاعات مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع بر

هاي مختلف طبیعی استان کرمان و اطلاعات محلی، رویشگاه
هاي مختلف بذرشناسایی و در زمانآویشن در استان کرمان

آوري هاي مربوطه جمعاز رویشگاهمختلفجمعیتچهار 
آوري این، دو جمعیت آویشن کرمانی جمعبرشد. علاوه

هاي زرند و بافت و یک رقم خارجی شده از رویشگاه
منابع طبیعی واقع در مؤسسه آویشن باغی از بانک ژن 

هاي گیاهی ها و مراتع کشور تهیه شد. نمونهتحقیقات جنگل
توسط در بخش علوم گیاهی دانشکده علوم دانشگاه تهران،

بذرهايابتدا ). 1خانم دکتر سلمکی شناسایی شدند (جدول 
دیش کشت و پس در داخل پتريفت جمعیت گیاهیاین ه

هاي حاوي خاك هاي جوان به گلدانروز گیاهچه10از 
رسی- هاي اصلی با خاك لومیبه گلدانبعدماس و پیت

درصد شن و با 21درصد سیلت، 20درصد رس، 39(
9/7 -4/7=pH (رشد از ماه 7منتقل شدند. با گذشت

انه، گیاهان جوان براي گیاهان در شرایط کنترل شده گلخ
ساعت 16با شرایط ثابت گیري به اتاقک رشدنمونه

ساعت 8درجه سلسیوس و 20-22روشنایی در دماي 
درجه سلسیوس، شدت نور 18-20تاریکی در دماي 

mol/m2/sµ65-49 درصد50- 55و رطوبت نسبی
)Bahador, .) منتقل شدند2014

ب) آزمایش دوم
ثیر سن گیاه أهاي مرجع تحت تژنبیانبراي بررسی 

همزمان با کاشت بذرهاي گیاه ،جیبرلینهورمونو 
Thymus vulgaris(آویشن باغی  L.(ساله یک بوته دو
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هاي ...بررسی پایداري بیان ژن190

خشبی مهینهايقلمهتهیهبراي گونه اصلاح شدهاز همین 
شرایط در وهیتهرازیشگاه شاندياز دانشکده کشاورز

30درجه در زمستان و 18با دماي حداقل کنترل شده 
- mol/m2/sµ950درجه سلسیوس در بهار و شدت نور 

پس از . داري شدنگهمیکرومول بر متر مربع بر ثانیه 850
در ها دلیل تغییر الگو و میزان بیان ژنبهماه، چهار گذشت 

شرایط متغیر دمایی و نوري گلخانه، گیاهان در دو رده 
دو هاي بوتههاي جوان تکثیر شده از بذر و (بوتهسنی

در اتاقک رشد با شرایط )ساله تکثیر شده از طریق قلمه
,Bahadorدمایی و نوري آزمایش اول ( قرار )2014

روزه در 35دهی دوره عادتیک پس از گذشت گرفتند. 
و 60، 30هاي صفر، همان شرایط، غلظتدر اتاقک رشد، 

- تکرار روي قلمهسه جیبرلین درهورمون پی پی ام 90

جوان هايتکرار روي بوتهدو دار دوساله وریشههاي
ماهه) در قالب آزمایش فاکتوریل با طرح 7زیر یکساله (

محلول پاشی شد. پایه کاملاً تصادفی نامتعادل، محلول
هاي مختلف، هر تهیه غلظتبراي اصلی هورمون ذخیره
محلول ذخیره تهیه راي بشد. صورت تازه تهیه بههفته 

هورمون، ابتدا مقدار مشخصی از جیبرلیک اسید 
لیتر اتانول میلی5/0(خریداري شده از شرکت سیگما) در 

درصد حل شد و در نهایت با آب مقطر استریل به 96
محلول حل شدن بهتر هورمون، براي حجم نهایی رسید. 

30ساعت روي شیکر با دماي 6دت مبهحاصلذخیره
ه سلسیوس قرار گرفت و پس از آن به یخچال با درج

هاي هر تیمار درجه سلسیوس منتقل شد. غلظت4دماي 
05/0(20- توییناصلی و با استفاده ازذخیرهحلول از م

افزایش سطح تماس تیمارها با سطح برگ و براي درصد) 
لیتر تهیه شد. در تیمار شاهد، میلی150ساقه، در حجم 

در آب مقطر حل و مانند سایر 20- تویینفقط اتانول و 
پاشی با فاصله هر هفته پاشی شد. محلولتیمارها محلول

پاشی هفته تکرار شد و در هر بار محلول4مدت بهیکبار، 
هر غلظت بهحلول مربوط متر از ممیلی45- 50مقدار 

هاروي دو سطح فوقانی و تحتانی برگهنگام صبح
که قطرات مربوط به جام شداناسپري شد. اسپري تا حدي 

براي محلول هر تیمار از دو سطح گیاه جاري شد. 
جلوگیري از تماس گیاهان با یکدیگر، اسپري گیاهان هر 

سپس یک پلاستیک . طور جداگانه انجام شدبهتیمار 
متر داراي چند منفذ کوچک (شفاف سانتی60×70سلفون 

ه و پس و داراي قابلیت عبور نور)، روي هر گلدان کشید
ساعت پلاستیک از روي گیاه و گلدان 24از گذشت 
,Bahador(برداشته شد 2014.(

پ) آزمایش سوم
 ـ منظور بررسی بیان ژنبه ثیر دمـا و  أهاي مرجع تحـت ت

سه گونه آویشن بـاغی (رقـم اصـلاح شـده)،     از ،شدت نور
ایی (جمعیت زنگی) و آویشن دنآویشن کرمانی (جمعیت باب

شـرایط  درهـا  از ژنیکبیان هرسطح و گرگی) استفاده باب
ــایی  ــور    32-34دمـ ــدت نـ ــیوس و شـ ــه سلسـ درجـ
mol/m2/sµ980-900درهـاي شـاهد کـه    نسبت به نمونه

درجه سلسـیوس  20-22شرایط ثابت اتاقک رشد با دماي 
ارزیـابی  قرار گرفته بودند، mol/m2/sµ53-44و شدت نور 

شد. 
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1191، شماره25اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایران جلد دو فصلنامه تحقیقات ژنتیک و

مطالعه شده در این پژوهشویشنآهاي مختلف مشخصات جغرافیایی جمعیت-1جدول

)mع (ارتفا عرض جغرافیایی طول جغرافیایی فاصله از کرمان
)km( شماره دسترسی نام علمی نشانی رویشگاه

2929 57°و 32` 29°و 5` 167 - T. daenensis subsp lancifolius (Celak) Jalas باب گرگی- سربیژن
3500 57°و 16` 29°و 29` 142 - T. caramanicus Jalas باب زنگی- راین
2870 57°و 23` 30°و 8` 38 - T. caramanicus Jalas سیرچ-کرمان
3467 57°و 12` 29°و22` 171 - T. daenensis subsp lancifolius (Celak) Jalas هنزا-رابر

- - - - 18316 T. caramanicus Jalas زرند
- - - - 36800 T. caramanicus Jalas بافت
- - - - 37رقم  T. vulgaris L. آویشن باغی

این پژوهشاستفاده درآغازگرهاي موردفهرست -2جدول

منبعطول قطعه (جفت باز))5́→3́عقب (بهرو به جلو و رو هايتوالی بازها در آغازگرنام ژن
OvEF1alphafwd: 5’-CTCCAGTTCTTGATTGCCACAC-3’87)Crocoll et al., 2011(

rev: 5’-GCTCCTTTCCAGACCTCCTATC-3’

18SrRNAfwd:5’- ATGATAACTCGACGGATC-3’180افزارطراحی شده با نرم
rev:5’-CTTGGATGTGGTAGC-3’
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هاي ...بررسی پایداري بیان ژن192

cDNAو ساخت RNAبرداري، استخراج نمونه

ییانتهاگرهانیجوان پنج مهايبرگ، RNAاستخراج براي 
2هاي داخل میکروتیوبآن گرم ازمیلی100با هم مخلوط و 

منجمد و تا ،عیماتروژنیو بلافاصله در نریخته شدلیتري میلی
يداردرجه سلسیوس نگه- 80يدر دماRNAاستخراج زمان 

. شد
لـی  فنسـاکاریدي و پلـی  دلیل تنوع ترکیبات ترپنـی، پلـی  به

هاي گیاهی، استفاده از یک روش اسـتخراج، منجـر بـه    جمعیت
از دو روش فنـل/  بنـابراین  .هـا نشـد  از همه نمونهRNAتهیه 
SDS)Bahador et al., GeneJET Plant) و کیــت 2014

RNA Purification Mini Kit شــــرکت)Thermo

SCIENTIFIC.کمیت و کیفیت ) استفاده شدRNA  با اسـتفاده
و 280، 260هــاي از روش اســپکتروفتومتري در طــول مــوج

بررسـی شـد.   ز استفاده از ژل آگارنانومتر و الکتروفورز با230
شـرکت  (cDNAسنتز تیمطابق دستورالعمل کcDNAساخت 

Thermo SCIENTIFIC(،  ــا ــراه ب ــهم ــز کی ــد آن میواح
نیدیمیتگویاليو با استفاده از آغازگرهابردار معکوس رونوشت

)Oligo- dT18.براي ساخت ) انجام شدcDNA  20در حجـم
1کــه حــاوي DNAseIتیمــار شــده بــا RNAمیکرولیتــر، از

- در روشDNAآلـودگی  بود، استفاده شـد.  RNAمیکروگرم 

بـا  RNAهاي سریع غیرقابل اجتناب است، ولی از طریق تیمار 
قابل حـل اسـت. ایـن مرحلـه یکـی از مراحـل       DNaseآنزیم 

است که قبـل از  RNAو استخراج تجزیههاي معمول در روش
و مطابق دسـتورالعمل بروشـور همـراه آنـزیم،     cDNAساخت 

انجام شد.

هاي مرجع و طراحی آغازگرانتخاب ژن
هـا در گیـاه   بیـان انـواع ژن  مطالعات انجام شـده در مـورد  

ــدكآویشــن ــاکنون بســیار ان ــی ژن ت ovEFalphaاســت ول

ها مورد اسـتفاده قـرار   سازي دادهعنوان ژن مرجع براي نرمالبه
,Crocollگرفته است ( 18S). ژن 2011 rRNA براي اولین بـار

اطلاعات مربوط بـه  و در این پژوهش مورد استفاده قرار گرفت
ــوالی ــن ژن تــــ ــاي ایــــ ــز هــــ ــاه از نیــــ وبگــــ

http://www.ncbi/nlm.nih.covسپس همردیف آمد.دست به

کید بـر  أانجام شد و با توبگاه همینبا استفاده از امکانات سازي 
انتهـاي  ژن و نـواحی نزدیـک بـه   شـده در هـر   نواحی حفاظت

cDNAافزار ، آغازگرهایی در نرمPrimer Blastشـد.  طراحی
هاي دمـاي  محدودیت،منظور طراحی آغازگر با کارایی بالاتربه

، طول آغازگر، طـول  GC، درصد پرایمر- اتصال آغازگر، دایمر
محصول تکثیر شده و دماي ذوب محصول تکثیـر شـده توسـط    

نهایـت آغازگرهـا در   و درمشخص شدافزاربراي نرم،آغازگر
:httpوبگـــاه موجـــود در Oligo Analyzerافـــزارنـــرم

//www.eu.idtdna.com/ بهتـرین آغـازگر انتخـاب    بررسی و
.شد

Real- Time PCR

-Realواکنش  Time PCRبرمبناي سایبرگرینI بود و
-Realمیکرولیتر مسترمیکس (5/12شاملواکنشترکیبات 

Time Mastermix 2X( ساخت شرکتThermo

SCIENTIFIC ،3/0 پیکومول در میکرولیتر از هر دو
حجم محلولالگو و در نهایتcDNAمیکرولیتر1آغازگر، 

Real-Timeشد.رسانده میکرولیتر25آب استریل به با 

PCRبا استفاده از یک دستگاهCFX 96 Real Time PCR

(Bio-Rad, Hemel Hempstead, U.K.)با چرخه دمایی
درجه 95سازي اولیه در مرحله واسرشتیک شامل 

95سازي در چرخه واشرست40دقیقه، 7مدت بهسلسیوس 
مدت بهجه در60آغازگر درثانیه، اتصال30مدت بهدرجه 

دقیقه بود. 1مدت بهدرجه 72آغازگر دربسطو دقیقه1
-Realآوري و ثبت شد.هاي حاصل جمعداده Time PCR

ز تکرار تکنیکی انجام شد.3تکرار بیولوژیک و 3یا 2با 
اي شامل دایمر دو رشتهDNAسایبرگرین هر آنجایی که 

حاصل از اتصال PCRو محصول DNAها، آلودگی پرایمر
در این رو، از اینجاي آغازگر را آشکار خواهد کردنابه

اطمینان از صحت تکثیر اختصاصی هر قطعه براي پژوهش، 
هاي ژنی تکثیر شده از ژنی، منحنی تکثیر و پیک ذوب قطعه

-Realهاي تمام واکنش Time PCR.بررسی شد
نمونه هدف، mRNAفراوانی وکمیتدقیقمنظور تعیینبه

- یک منحنی استاندارد از ژنبا استفاده از PCRکارایی تکثیر 
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1193، شماره25اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایران جلد دو فصلنامه تحقیقات ژنتیک و

هاي ساخته cDNA،سازي مداومرقیقاز طریقوهاي هدف
- 3/3شیب منحنی استاندارد بهتر است البته شد.محاسبهشده 

,Pfaffl(یا نزدیک به آن باشد mRNAفراوانی نسبی .)2004

تعیینی استاندارد متناظرش هر ژن در هر نمونه بر پایه منحن
Real-Timeهاي وردهاشد. براي تهیه منحنی استاندارد از فر

PCR وسیله کیت زنگی که بههر ژن جمعیت باببهمربوط
DNA Extraction Kit شرکت)Fermentase شماره

≠K0513 میکرولیتر 1) تخلیص شده بود، استفاده شد. ابتدا
-Realمحصول Time PCR میکرولیتر آب 99تخلیص شده با

میکرولیتر 10دوباره خوبی مخلوط شد.عاري از نوکلئازها به
خوبی میکرولیتر آب به90از مخلوط فوق برداشته شد و با 

تا در نهایت بار دیگر ادامه یافت 5مخلوط شد. این مرحله، 
- تکرار مانند سایر واکنش3و از هر غلظت غلظت تهیه7تعداد 

شد.استفاده Real-Time PCRهاي 

ژنبیانارزیابی میزان
ابتدا از مقادیر خـام ،هاي مرجعبراي ارزیابی میزان بیان ژن

-Realسه تکرار تکنیکـی حاصـل از واکـنش   Ctدوره آستانه 

Time PCR سـپس از ایـن اعـداد بـراي     .میانگین گرفته شـد

تغییـر  و محاسبه میزان بیان نسبی ژن با اسـتفاده از روش تجزیه
,.ΔΔCt2)Schmittgen&Zakrajsek-یافتـه   2000; Peng et

al., استفاده شد.)2012

هاي آماريتجزیه
لب طرح اول و سوم در قاهايآزمایشاز هاي حاصل داده

در قالب در مورد آزمایش دومتکرار و3تصادفی با کاملاً
گیاه سطح و سن 4هورمون در با دو فاکتور آزمایش فاکتوریل (

شدند.تجزیهبا طرح پایه کاملاً تصادفی نامتعادلسطح)2در 
تجزیه و مقایسه 9نسخه SASافزارهاي حاصل در نرمداده

5در سطح احتمال و دانکن LSDآزمون دو ها با میانگین
م نمودارها یرستبراي نیز Excelافزار از نرمدرصد انجام شد.

استفاده شد.

نتایج 
ovEF1alphaالگوي بیان دو ژن مرجـع که نتایج نشان داد 

هـاي شتـن در هفت جمعیت گیاهی در پاسخ بـه 18SrRNAو 
- تفاوت معنـی هورمون جیبرلینهاي مختلف غلظتدما و نور و 

داشت.داري

-Realورده اسازي فرمنحنی استاندارد تهیه شده از سري رقت-1شکل  Time PCRارزیابی کارایی تکثیر آغازگرهاي برايزنگی جمعیت باب
18Sب) ، ovEF1alphaهاي: الف) مربوط به ژن rRNA . محور افقی لگاریتم مقدارDNA الگو براي شروع واکنش و محور عمودي مقدارCt

دهد.هر غلظت را نشان میبهمربوط 
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هاي ...بررسی پایداري بیان ژن194

کارایی و اختصاصی بودن تکثیر 
براي ارزیابی کارایی تکثیر آغازگرهاي دو ژن مرجع 

ovEF1alpha 18وSrRNA از روش منحنی استاندارد و از
-Realمحصول  Time PCRزنگی که گیاهی بابجمعیت

الگو بود، استفاده شد. نتایج DNAپیکومول 57- 65حاوي 
92رها با حداقل کارایی منحنی استاندارد بیانگر تکثیر آغازگ

درصد بود. به طور کلی، ضریب 101درصد و حداکثر کارایی 
براي هر دو آغازگر DNAهمبستگی بین فلورسنس و کمیت 

).1بود که این مقدار قابل قبولی بود (شکل 99/0بیش از  
هر ژن در واقع بیانگر حضور بهمنحنی ذوب مربوط تجزیه

هاي غیراختصاصی یا فراوردهپرایمر -یا عدم حضور دایمر
حاصل از اتصال آغازگر به نقاط غیر از ژن هدف است. 

پروفایل منحنی ذوب براي هر دو ژن بیانگر عدم وجود تجزیه
پرایمر و محصولات غیراختصاصی است.- دایمر

هاي آویشنهاي مرجع در جمعیتبیان ژن
بانک اساس نتایج شناسایی گیاهان و اطلاعات مربوط به بر

- هاي باب، جمعیتکشورها و مراتعتحقیقات جنگلمؤسسه ژن

زنگی، سیرچ، بافت و زرند متعلق به گونه آویشن کرمانی 
)Thymus caramanicus Jalasگرگی )، جمعیت هنزا و باب

Thymusاي آویشن دنایی (متعلق به زیرگونه برگ نیزه

daenensis subsp lancifolius (Celak) Jalasخارجی ) و رقم

Thymus vulgarisمتعلق به گونه آویشن باغی ( L.بود (.
بین مرجعدو ژنبیانهاينتایج تجزیه واریانس داده

ها اختلافنشان داد که بین جمعیتهفت جمعیت گیاهی
.)3(جدولوجود داشت )p<0.01(يدارمعنی

هفت جمعیت واریانستجزیهحاصل ازمیانگین مربعات-3جدول 
هاي مرجعآویشن از نظر میزان بیان نسبی ژن

18S rRNA ovEF1alpha آزاديهدرج راتمنابع تغیی
**58/1 **48/1 6 تیمار

009/0 002/0 7 خطا
%1دار در سطح احتمال: معنی**

ovEF1alphaبیشترین و کمترین میزان بیان ژن 

مشاهده شد. گرگی زنگی و بابدر جمعیت بابترتیببه
تغییرات که ) نشان داد2(شکلهاننتایج مقایسه میانگی

و هنزا، زرندهاي آویشن باغی، سیرچجمعیتدر ژنبیان
قرار آماريدر یک گروهودار نبود از نظر آماري معنی

طور بهها این جمعیتدراین ژن دیگر،عبارتبهوگرفتند
از طرفی سه جمعیت .پایدار و با کمترین تغییرات بیان شد

گرگی و بافت در سه گروه مجزا قرار زنگی، بابباب
دار بیان این ژن در این گرفتند که این بیانگر تغییرات معنی

بین سه جمعیت این ژنپایداري بیان سه جمعیت و عدم 
.یادشده است

، شنیآوتیدر هفت جمعReal-Time PCRازحاصل18S rRNAوovEF1alphaمرجعيهاژنینسبانیبزانیمنیانگیمسهیمقا-2شکل
برآورداستاندارديخطامقداراست. LSDآزمون اساسبر) p≤0.05(داریمعناختلافدهندهنشاننامشابهحروفوهستندتکرار3نیانگیمهاداده

.استشدهدادهشینماستونهريرويعمودخطوطباماریتهرشده

c c

e

d bc c
a

b b
c

d

a a a

٠

٢

۴

۶

٨

١٠

١٢

آویشن باغی زرند باب گرگی بافت هنزا سیرچ باب زنگی

ژن 
ان 

ی بی
نسب

ان 
میز

)
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1195، شماره25اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایران جلد دو فصلنامه تحقیقات ژنتیک و

زنگی، سه جمعیت باب18SrRNAدر مورد ژن مرجع 
سیرچ و هنزا با بیشترین میزان بیان در یک گروه آماري و 

ي قرار دیگرگروه درباغیهاي زرند و آویشنجمعیت
هايترتیب در ردهگرگی بهگرفتند. دو جمعیت بافت و باب

).2بعدي و در دو گروه مجزا باقی ماندند (شکل

ثیر هورمون جیبرلین و سن گیاه أهاي مرجع تحت تبیان ژن
در آویشن باغی

هورمون جیبرلین و مرحله رشد ثیرأمنظور بررسی تبه
هاي مرجع تنها از گونه اصلاح شده آویشن ژنگیاه بر بیان

که فاکتور دادها نشاندادهتجزیهباغی استفاده شد. نتایج 
ها از ژنیکهیچبر غلظت هورمون×سن سن و اثر متقابل

، در مورد فاکتور هورمونولی،داري نداشتثیر معنیأت
18Sتغییرات بیان ژن  rRNA برخلاف ژنovEF1alpha

دندهنتایج نشان میاین ). 4بود (جدول )p<0.01دار (معنی
بیان دو ژن مرجع مورد مطالعه در دو مرحله مختلف که 

- تحت غلظتovEF1alphaنموي آویشن باغی و بیان ژن 

داري ر معنییاز نظر آماري تغیهاي مختلف هورمون جیبرلین
پایدار باقی مانده است.نداشته و تقریباً

18Sنتایج مقایسه میانگین بیان ژن  rRNA نشان داد که
در دو گروه آماري مجزا قرار ppm90و ppm60غلظت 

خود اختصاص دادند. بهگرفتند و بیشترین میزان بیان ژن را 
قرار و شاهد که در یک گروه آماري ppm30هاي غلظت

).3کمترین میزان بیان را داشتند (شکل گرفتند، 

هاي مختلف هورمون جیبرلینهاي تأثیر دو فاکتور سن گیاه و غلظتدادهواریانستجزیهحاصل از میانگین مربعات-4جدول 
هاي مرجعبر میزان بیان نسبی ژن

18S rRNA ovEF1alpha آزاديهدرج راتمنابع تغیی
ns06/0 ns001/0 1 سن
**74/5 ns11/0 3 جیبرلین
ns01/0 ns09/0 3 نیبرلیج×سن

04/0 02/0 8 ي آزمایشخطا
داریرمعنو غی% 1دار در سطح احتمالمعنیبترتیبه:ns**و

18S rRNAو ovEF1alphaهاي مرجعسطوح مختلف هورمون جیبرلین بر میزان نسبی بیان ژنثیر أتمقایسه میانگین -3شکل

باشد. مقدار خطاي استاندارد میLSDآزموناساسبر)p≤0.05دار (دهنده اختلاف معنیتکرار هستند و حروف نامشابه نشان3ها میانگین داده
.برآورد شده هر تیمار با خطوط عمودي روي هر ستون نمایش داده شده است

a a a ac c
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ثیر تنش دمایی و نوري در سه أهاي مرجع تحت تبیان ژن
جمعیت آویشن

ثیر دما و أهاي مرجع تحت تمنظور بررسی بیان ژنبه
سه گونه آویشن باغی (رقم اصلاح شده)، شدت نور از 

اي زنگی) و زیرگونه برگ نیزهآویشن کرمانی (جمعیت باب

تجزیه گرگی) استفاده شد.آویشن دنایی (جمعیت باب
این آزمایش نشان داد که هاي مربوط بهواریانس داده

دار میزان بیان دو ژن مرجع بین سه گونه معنیاختلاف
)p<0.015) بود (جدول.(

ثیر دما و شدت نور در سه جمعیت آویشنأهاي مرجع تحت تمیزان بیان نسبی ژنواریانستجزیهحاصل از میانگین مربعات-5جدول
18S rRNA ovEF1alpha آزاديهدرج راتمنابع تغیی

**14/50 **57/14 3 تیمار
05/0 01/0 4 خطاي آزمایش

% 1سطح احتمالدردار: معنی**

در که نشان داد نیزLSDنتایج مقایسه میانگین با آزمون 
در گونه ovEF1alphaمیزان بیان ژن ،دما و شدت نور زیاد

ولی در دو گونه ،نکردآویشن باغی نسبت به شاهد تغییر
-جمعیت بابطوري که به، تغییر کرديدارطور معنیبهیگر د

ندکمترین بیان را داشتزنگییت باببیشترین و جمعگرگی 
ovEF1alphaکه بیان ژن داد ). این نتایج نشان4(شکل

ثیر دما و شدت نور زیاد در گونه آویشن باغی أتحت ت
پایدارتر از دو گونه دیگر آویشن است.

18sRNAب) ، ovEF1alphaثیر دما و شدت نور زیاد در سه جمعیت گیاهی آویشن. الف) أهاي مرجع تحت تبیان ژنمقایسه میانگین -4شکل 

مقدار خطاي استاندارد هستند.LSD) بر اساس آزمون p≤0.05دار (دهنده اختلاف معنیتکرار هستند و حروف نامشابه نشان3ها میانگین داده.
ودي روي هر ستون نمایش داده شده است.برآورد شده هر تیمار با خطوط عم
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18Sژن نتایج مقایسه میانگین در مورد rRNA ًکاملا
دو جمعیت آویشن باغی بود.ovEF1alphaژن متفاوت از

،زنگی با گروه شاهد در یک گروه آماري قرار گرفتندو باب
بیانگر گرگیجمعیت بابمنحنی ذوب در تجزیهنتایج ولی 

در عدم بیان این ژن در این جمعیت بود و از نظر آماري
).4گرفت (شکل قرار گروه دیگري 

بحث
دقیق و اختصاصی براي بررسی بسیار هاي یکی از روش

در هاي کنترل داخلی است. ژنqRT-PCRروش،بیان ژن
بایدوروندکار میهبرونویسیسازيبراي کمیاین روش 

طور پایدار بیان شرایط آزمایش قرار نگرفته و بهثیرأت تتح
هاي مرجع فقط براي یک گونه ژن،در بیشتر گیاهان.شوند

اند و در بسیاري از گیاهان یا واریته خاص بررسی شده
در اند.قرار نگرفتهبررسیهنوز موردویی ازجمله آویشندار

در چند گونه، بیان ژن به بررسی نیازاز تحقیقات برخی
ژن یا چندو از طرفی یکاستواریته یا جمعیت گیاهی

مرجع ممکن است براي بررسی بیان ژن در یک جمعیت یا 
-جمعیت با جمعیتآنولی براي مقایسه،دنگونه مناسب باش

و بررسی،بنابراینهاي دیگر مناسب نباشد.ها و گونه
ها آزمایشهاي مرجع با بیان پایدار در اینژندستیابی به

بررسی بیان دو ژن مرجعنتایجرسد. نظر میبهوري ضر
18S rRNAوovEF1alphaکه نشان داد پژوهشنیادر

18Sدر هر سه آزمایش ژن  rRNA نسبت بهovEF1alpha

مقادیر گر،یدعبارتبهوبیشتري داشتهايتعداد رونوشت
Ctبا نتایجنتیجهکه اینبود کمترآنGopeshوGeorge

،بین هفت جمعیت گیاهی آویشنشت.مطابقت دا) 2012(
ولی ،)2(جدول دار تغییر کردطور معنیبهبیان هر دو ژن 

ovEF1alphaبیان ژن که نشان داد هانتایج مقایسه میانگین

بود، 18SrRNAهاي مختلف گیاهی پایدارتر ازبین جمعیت
هاي آویشن باغی، جمعیتدرکه میزان بیان آنطوريبه

. )2(شکل دار نبوداز نظر آماري معنیسیرچ، هنزا و زرند 
در این چهار جمعیت پایداري بهتري داشت این ژن،بنابراین
بین این چهار جمعیت ژن مقایسه بیان برايتوان میو از آن

و همکاران Podevinمطابق با نتایج فوق،استفاده کرد.
در سه واریته EF1بیان ژن کهگزارش کردندنیز ) 2012(

(پروتئین 25S ،TUB ،L2هاي موز پایدارتر بود و ژن
بعدي هايترتیب در ردهبهACT11) و L2ریبوزومی نوع 

قرار گرفتند.
18SوovEF1alphaپروفایل بیان دو ژن مرجع  rRNA

هر دو که داد ثیر هورمون جیبرلین و سن گیاه نشان أتحت ت
دو رده سنی داشتند. همچنین ژن ژن بیان ثابتی در هر 

ovEF1alpha18برخلاف ژنS rRNAطور پایدار در به
هاي مختلف هورمون جیبرلین و گیاهان شاهد بیان غلظت

ثیر أتتوان براي مطالعهاز این ژن می،نبنابرای.)3(شکل شد
سطوح مختلف جیبرلین بر هورمون جیبرلین استفاده کرد.

18Sبیان ژن  rRNAداري داشت و باعث تغییر معنیثیر أت
در .شدppm90و ppm60هايغلظتدردر پایداري بیان ژن 

ثیر أهاي حاصل از تدادهسازينرمالبراياین ژننتیجه
نتایج پژوهش رسد.نظر نمیمناسب بههورمون جیبرلین

18Sژن دیگري نشان داده است که  rRNAهاي در سلول
هاي مرجع پایداري نسبت به دیگر ژنانسانسرطان روده

Sørbyکمتري داشت ( et al., 2010.(
18Sثیر دما و شدت نور بیان ژن أتحت ت rRNA در دو

زنگی نسبت به شاهد یا همان جمعیت آویشن باغی و باب
،و پایدار بودبدون تغییرجمعیت گیاهی در شرایط استاندارد

شدت کاهش بهژن این بیانگرگیولی در جمعیت باب
در دو جمعیت ovEF1alphaخلاف آن بیان ژن بر.یافت
ولی در ،زنگی متفاوت از نمونه شاهد بودگرگی و بابباب

،بنابراین).4(شکل دیشن باغی و شاهد تغییر نکرمورد آو
توانسازي در مطالعات تنش دمایی و نوري مینرمالبراي

زنگی و از ان آویشن باغی و بابدر گیاه18SrRNAژن از
و Leeآویشن باغی استفاده کرد.درovEF1alphaژن 

Leeهمکاران ( et al., تحت را شش ژن مرجع ) بیان 2010
Loliumسرما و آب در گیاه هايتنش perenne L.بررسی

سازي ژن فاکتور طویلکه نشان داد انآننتایجکردند. 
بود.ها پایدارتر در مقایسه با دیگر ژنeEF1Aیوکاریوتی 

تحت تنش خشکی هاي مرجع نتایج بررسی پایداري بیان ژن
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اکتین -βهاي مرجع ژنکه نشان دادنیز در گیاه سویا 
)Gmß-actin( وRNA) ریبوزومیGmRNAr18S (

Stolf-Moreira(ندها بوداز سایر ژنرترپایدا et al.,

کولتیوار نخودچندژن مرجع در پنجپروفایل بیان ). 2011
Pisum)(فرنگی sativum L.و سرماهاي تنشثیر أتحت ت
Sclerotiniaعامل کپک سفید نخود قارچ  sclerotiorum با

دارضمن تفاوت معنیCtواریانس مقادیر تجزیهاستفاده از
ها نیز ژنبیاناز نظر پایداري،و تیمارهاهابین کولتیوار

در18SrRNAو توبولین-TIF ،βهاي ژننشان داد که 
ترتیب در رده اول تا سوم بهو بیماري سفیدك تنششرایط 

,Gopesh & Georgeقرار گرفتند ( در تحقیق دیگر ). 2012
هايبیان ژنکه در همین گونه گیاهی گزارش شد 

β-2توبولین و فسفاتازA)PP2Aهاي تنش) در پاسخ به
و 18SrRNAاسمزي، اکسین و توفوردي پایدارتر از 

GAPDHبود)Die et al., همچنین بیان دو ژن).2010
ß-Tub9وIDE تحت در دو ژنوتیپ حساس و مقاوم قهوه

Colletotrichumثیر قارچ أت kahawae پایدارتر بود نیز
)Figueiredo et al., 2013.(

دهنده ضرورت بررسی دار نشانهاي معنیاین اختلاف
هاي هاي مرجع قبل از انجام آزمایشپایداري بیان ژن

هاي گیاهی و ها و جمعیتمربوط به بیان ژن در گونه
زیستی و غیرزیستی و همچنین استفاده از چند هايتنش

-Realهاي حاصل از روش سازي دادهژن مرجع در نرمال

Time PCR.براي که نتایج این پژوهش نشان داد است
هاي حاصل در سازي دادهو نرمالمقایسه بیان ژن

هنزا و زرند ژن مرجع یشن باغی، سیرچ،آوهايجمعیت
ovEF1alphaزنگی، سیرچ و هاي بابو مقایسه جمعیت

18Sهنزا و دو جمعیت زرند و آویشن باغی ژن rRNA

هورمون جیبرلین تحت تیمارهمچنین باشد. تر میمناسب
هاي دمایی و نوري در گونهتنشدر و ovEF1alphaژن 

آویشن باغی هر دو ژن ولی در گونه آویشن کرمانی ژن 
18S rRNAهاي مرجع عنوان ژنبراي ارزیابی بیان ژن به
شود.پیشنهاد می
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Abstract
Real-time PCR technique is available for determining changes of gene expression. However,

normalizing gene expression data and obtaining reliable results depends on the selection of
appropriate reference genes which are stably expressed under different experimental conditions.
In this study, we investigated suitability of two commonly used reference genes [elongation
factor 1 alpha (OvEF1alpha) and 18S ribosomal RNA (18S rRNA)] in seven Thyme populations
and under exogenously applied gibberellic acid (GA3) hormone (control, 30, 60 and 90ppm),
plant age (young plants and middle-aged plants and temperature/light stress. Results showed
that expression levels of both genes in all populations were affected significantly. Plant age did
not significantly effect on expression of the two genes. Also, ovEF1alpha unaffected by
exogenously applied GA3. Under temperature/light stress, expression of OvEF1alpha increased
in Babgorgy population but in Babzangy decreased. In contrast, expression of 18S rRNA in
Babgorgy was significantly decreased but has stable expression in Thyme and Babzangy. Thus,
these results showed that ovEF1alpha for comparison of gene expression between Thyme,
Hanza, Sirch and Zarand and 18S rRNA for Babzangy, Sirch and Hanza or Zarand and Thyme
populations are suitable as internal control gene. Also, for temperature/light stress both genes
are suitable in Thymus vulgaris L. but only 18SrRNA is suitable in Thymus caramanicus Jalas.

Keywords: Thyme, Population, reference genes, Real-Time PCR
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