
 

 

 

 

 

 

 هٌْذسی شًتيک ٍ ایوٌی زیستی
 5935پایيس ٍ زهستاى ، 2ضوارُ 5دٍرُ 

 529-590صفحِ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گندم،

 تنص ضوری،  

 دار،های خانهنش

 شن کنترل داخلی،  

 بیان شن

 چکیده

 

 

 

 Real-time PCRنرمال سازی داده های ارزیابی سه ژن مرجع جهت 

 گندم تحت تنش شوریریشه در 
 

Evaluation of three reference genes for Real-time PCR 

normalization in wheat root under salt stress 

 
 

3صّشا الؼبدار ؿجشٍ  2، فشیذ ؿكبسی2هحوذسضب ػظیوي ،*2، سضب فشَر1فبعوِ هلكي
 

Fatemeh Maleki
1
, Reza Fotovat

2*
, Mohamad Reza Azimi

2
, Farid Shekari

2 
and Zahra 

Sadat Shobbar
3 

 
 ،اكلاح ًجبسبر ذاسؿ يكبسؿٌبػداًؾ آهَخشِ  -1

 .، ایشاىداًـگبُ صًدبى ،داًـكذُ كـبٍسصی گشٍُ صساػز ٍ اكلاح ًجبسبر،ػضَ ّیئز ػلوي  -2

 .، كشجایشاى كـبٍسصی ثیَسكٌَلَطی دظٍّـكذُ  -3

 

1. M.Sc,  2. Department of Agronomy and Plant Breeding, Faculty of 

Agriculture, University of Zanjan,. Iran. 

3. Agricultural Biotechnology Research Institute of Iran (ABRII), karaj,  Iran. 
 

 

  r_fotovat@znu.ac.ir: الكششًٍیكي دؼز هكبسجبر، هؼئَل ًَیؼٌذُ* 

  

 (26/6/95:دزیشؽ سبسیخ - 24/12/93 :دسیبفز سبسیخ) 

 

 
 

 

 

 

اتسار قذرتوٌذی ترای تجسیِ ٍ تحليل  Real-time PCRّای تياى شى تا استفادُ از پصٍّص

رٍد. یکی از هراحل هْن استفادُ ّای غير زیستی در گياّاى تطوار هیّای هقاٍهت تِ تٌصسازٍکار

ّای ّذف تحت ّای هرجع توٌظَر ًرهال کردى تياى شىشى از ایي رٍش اًتخاب ٍ اعتثارسٌجی

ّای ریطِ گٌذم تحت تاضذ. توٌظَر اًتخاب شى هرجع هٌاسة در پصٍّصضرایط هختلف تٌص هی

ّای افسارتا استفادُ از ًرم GAPD ،Actin ٍTa.22845تٌص ضَری، پایذاری تياى سِ شى هعرٍف 

NormFinder  ٍBestKeeper هقایسِ هقادیر ٍ ΔCT  هَرد تررسی قرار گرفت. ًتایج ًطاى داد

ّای ریطِ گٌذم تحت تٌص تریي شى هرجع ترای ًرهال سازی تياى شىهٌاسة  Actinکِ شى

 .تاضذضَری هی
 

 های کليدی واژه
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ثوٌظَس سأهیي غزای اًؼبى دس دٍ دِّ آیٌذُ افضایؾ سَلیذی 

دسكذ دس هحلَلار كـبٍسصی لاصم اػز 110الي  70ثیي 

(Tilman et al., 2011)صساػي، ّبی ثِ. دس كٌبس سٍؽ

ّبی غیش صیؼشي اص هْوششیي اكلاح ثشای هقبٍهز ثِ سٌؾ

. (Fita et al., 2015)سٍد ّبی افضایؾ ػولكشد ثـوبس هيساُ

سؿذ ٍ سَلیذ هحلَل دس گٌذم ًیض ّوبًٌذ ػبیش گیبّبى 

ّبی غیش صیؼشي ثخلَف ؿَسی ٍ سحز سأثیش سٌؾ

. هشأػفبًِ ثب ٍخَد (Munns et al., 2012)ثبؿذ خـكي هي

ّبی دظٍّـگشاى هَفقیز چٌذاًي دس صهیٌِ سوبهي سلاؽ

ّبی غیش صیؼشي حبكل افضایؾ ػولكشد گٌذم سحز سٌؾ

ًـذُ اػز كِ ًبؿي اص كوي ثَدى ایي كفز ٍ ٍخَد اثش 

 . (Araus et al., 2002)هشقبثل طًَسیخ دس هحیظ اػز 

ّب اص هْوششیي اسفبقبسي اػز كِ دس سغییش دس ثیبى طى

دّذ ٍ هٌدش ثِ ّبی گیبّي سحز سٌؾ سٍی هي ػلَل

ؿَد. ّبی ثیَؿیویبئي ٍ فیضیَلَطیكي دس ثشاثش سٌؾ هيدبػخ

ّب ثؼٌَاى گزؿشِ ثشسػي ثیبى ٍ ًحَُ سٌظین طى ّبیدس ػبل

ّبی هْن دس خْز اكلاح ثشای هقبٍهز ثِ یكي اص اثضاس

. (Yousfi et al., 2016)سٌؾ دس گیبّبى ثكبس سفشِ اػز 

ثب  هٌظَس ثشسػي ثیبى طى ٍخَد داسد ّبی هخشلفي ثِسٍؽ

ثشسػي   اًقلاثي سا دس حَصُ Real-time PCRایي حبل اثذاع 

ششیي هضیز هْودس هَخَدار صًذُ ثَخَد آٍسد.  ثیبى طى

 ایي سٍؽ اخشلبكي ثَدى ٍ حؼبػیز ثبلای آى اػز

(Pabinger et al., 2014) .دس سٍؽ كویز ػٌدي ًؼجي 

Real-timePCR  كبّؾ یب افضایؾ ثیبى طى، ًؼجز ثِ طى

 housekeeping) داس یك طى خبًِعَس هؼوَل ثِهشخغ كِ 

gene)  گیشد ٍ لضٍهي ثِ داًؼشي  هياػز هَسد ثشسػي قشاس

 Brunner et) ّب ًیؼزدقیق طى دس ًوًَِ ّبیذيسؼذاد ك

al., 2004). 

، ACT ،GAPDHهثل  داس صیبدی ّبی خبًِسبكٌَى طى 

18SrRNA ،25SrRNA ،UBQ ،UBC ،EF1A  ٍTUB 

دس ؿشایظ ّب دس ثشسػي ثیبى طى هؼشفي ؿذُ اػز كِ

یش صیؼشي هَسد ّبی صیؼشي ٍ غگًَبگَى اص خولِ دس سٌؾ

طى هشخؼي كِ  .(Sinha et al., 2015)اًذ گشفشِقشاس  اػشفبدُ

ؿَد  اػشفبدُ هي Real-time PCR ثشای ًشهبل كشدى ًشبیح

ّبی هخشلف ٍ ّبی ثبفزبیذاس دس ػلَلدثبیؼشي داسای ثیبى 

ثٌبثشایي هَفقیز  .سحز ؿشایظ هشفبٍر آصهبیـگبّي ثبؿذ

هٌبػت ّبی كٌششل داخلي ىطثِ اًشخبة  ،ثیبى طى  ثشسػيدس 

 ٍاثؼشِ اػز. 

ی ّب ّب ًـبى دادُ اػز كِ ػغَح سًٍَؿز طىدظٍّؾ

ؿشایظ ثشخي ای سحز  ثِ عَس قبثل هلاحظِ داس ًیضخبًِ

یب حشي هشاحل  ّبی غیشصیؼشيهبًٌذ سٌؾهخشلف آصهبیـي 

. (Paolacci et al., 2009) كٌذسغییش هيهخشلف ًوَی گیبُ 

ّبی یشصیؼشي دس ػذم دبیذاسی طىّبی هخشلف غاثش سٌؾ

 ,.Ma et al)بی دس چTUBULIN1 ٍ  18S rRNAداس خبًِ

2016)، GAPDH  َّیح در(Tian et al., 2015)،ELF1a  

ٍ  b-tubulin، 18S rRNA، (Reddy et al., 2016)ًخَد  دس

Actin   ػیت صهیٌي دس(Nicot et al., 2005)  ًُـبى داد

-دّذ كِ ثیبى ثشخي طىيؿذُ اػز. ثشسػي هٌبثغ ًـبى ه

 Wu et)داس دس گٌذم ًیض دس هشحلِ دشؿذى داًِ ّبی خبًِ

al., 2015) ثیوبسی ،(Li et al., 2014; Scholtz and 

Visser, 2013)  سٌؾ دهبئي دس هشاحل ًوَ گٌذم ٍ

(Paolacci et al., 2009) كٌذ.سغییش هي 

داس هؼشٍف دبیذاسی ثیبى دٍ طى خبًِ دظٍّؾدس ایي  

GAPDH ،Actin   طى خذیذ ٍ ًیضTa.22845 (Paolacci et 

al., 2009)  دس سیـِ گیبُ گٌذم سحز سٌؾ ؿَسی هَسد

( دشٍسئیٌي هحبفظز ؿذُ Actinثشسػي قشاس گشفز. اكشیي )

دلیوشیضُ ؿذى ْبی یَكبسیَسي اػز. ثب فشاٍاًي ثبلا دس ػلَل

ّبی اكشیٌي فشآیٌذی ثؼیبس ٍ دِدلیوشیضُ ؿذى سؿشِ

بثل سٌظین، فضبئي ٍ آًي ثَدُ ٍ ایي سَاًبیي سا سخللي، ق

ّبی ب ٍ یب دیبمّ دّذ كِ دس هقبثل هحشک ب هيّثِ ػلَل

خبسخي ػشیغ سغییش ؿكل دادُ ٍ ػبخشبس اػكلز ػلَلي 

بی اكشیٌي ّ. سبس(Huang et al., 2012) خَد سا سغییش دٌّذ

ثِ هٌظَس حشكز ٍ سغییش ؿكل  ثیـششخبًَسی  ْبیػلَلدس 

گیبّي  ّبی¬ػلَلسٍد دس حبلي كِ دس  ثِ كبس هي ّبػلَل

  مقدمه
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سقؼین،  ب ًقؾ هْوي سا دس خشیبًبر ػیشَدلاػويّایي سبس

. (Tang et al., 2015) ػلَل ثِ ػْذُ داسد ٍ ًوَ سَػؼِ

( آًضین GAPDH) فؼفبر دّیذسٍطًبص 3گلیؼش آلذئیذ 

گلیؼش سجذیل  كبس آىكلیذی دس چشخِ گلیكَلیض ثَدُ ٍ 

-فؼفبر گلیؼشار هيثي 3،1( ثِ G3P) برفؼف 3آلذئیذ 

صیش سهض كٌٌذُ  Ta.22845. طى (Zeng et al., 2016)ثبؿذ 

اع یك  26ثبؿذ. دشٍسئَصٍم اع هي 26ٍاحذ دشٍسئَصٍهي 

هدوَػِ دیچیذُ چٌذ صیش ٍاحذی اػز كِ ثؼٌَاى هْوششیي 

-ْبی یَكبسیَسي ؿٌبخشِ هيدشٍسئبص غیش لیضٍصیوي دس ػلَل

 Ferrell et)ّب داسد دس سدضیِ دشٍسئیيؿَد ٍ ًقؾ هْوي 

al., 2000)ّبی حیبسي ایي ػِ طى اًشظبس ثش . ًظش ثِ فؼبلیز

ْبی گیبّي داؿشِ ثبؿٌذایي اػز كِ ثیبى دبیذاسی دس ػلَل

 
  ها واد و روشم

 

اص ثخؾ غلار   )هشحول ثِ ؿَسی( ثزس گٌذم سقن ثن

دس  ؾآصهبیذ. ؿسْیِ  (هَػؼِ اكلاح ٍ سْیِ ًْبل ٍ ثزس)

صیؼشي  سكشاس ػِ ّبی كبهل سلبدفي دسقبلت عشح ثلَک

گشٍُ   دس گلخبًِ)ٍ دٍ سكشاس سكٌیكي دس ثخؾ هلكَلي( 

سٌؾ ؿذ. اخشا  صساػز ٍ اكلاح ًجبسبر داًـگبُ صًدبى

 ػذین كلشیذ گشم 5/1ٍ  0ؿبهل هقبدیش ػغح دٍ  ؿَسی

ثشاثش ثب  )ثب ّذایز الكششیكي ثِ سشسیت خبک دس كیلَگشم

ثبفز خبک ؿبهل ذ. ؿاػوبل  صیوٌغ( دػي 10ٍ  3/2

ثِ  آثیبسی ثب آة هؼوَلي،اص خبک ٍ هبػِ ثَد.  1:2ًؼجز 

اًدبم كَسر ٍصًي ٍ ثب سَخِ ثِ ظشفیز صساػي خبک 

ی گیبّبى ثب كَد كبهل، ثِ  كشدى، سغزیِ . دغ اص ػجضؿذ

دسكذ دس آة آثیبسی، ثب فَاكل  2/0كَسر هحلَل 

سٍص دغ اص  25ّب ـِصهبًي یك سٍص اًدبم گشفز. سی

كبؿز، اص گلذاى خبسج ٍ ؿؼشِ ؿذًذ. دغ اص خذا كشدى 

 ذ. ؿی گیبُ ثِ ًیششٍطى هبیغ هٌشقل  ثخؾ َّایي، سیـِ

  اص ثبفز سیـِ ثب اػشفبدُ اص كیز كل RNA اػشخشاج

RNX-Plus ( ٍ )كویز ػٌدؾ ػیٌبكلَى، ایشاى RNA 

)هذل  Spectrophotometerظ دػشگبُ سَػ

NANODROP 2000 بخز ؿشكز ػThermo 

SCIENTIFIC دسكذ اًدبم  8/0گبسص آ( ٍ الكششٍفَسص طل

اص آًضین  ،DNAاص ثیي ثشدى آلَدگي  هٌظَس ثِ  گشفز.

ΙDNase ثبفش ٍ هحلَل ،EDTA (USA Thermo 

SCIENTFIC,ؿشكز ػبصًذُ دیـٌْبدیسٍؽ  ( عجق 

 .اػشفبدُ ؿذ

-2عي ٍاكٌؾ سًٍَیؼي هؼكَع ثب كیز  cDNA ػبخز

steps RT-PCR (Vivantis, Malaysia)  اًدبم ؿذ. خْز

سبهیي دهبّبی ركش ؿذُ دس ساٌّوبی كیز، اص دػشگبُ 

ػبخز ؿشكز  170-8831)هذل  iCyclerسشهَػبیكلش 

BIORAD ُذ.ؿ( اػشفبد 

اخز ٍ   NCBIّبی هَسد ًظش اص ػبیزسَالي طى

عشاحي   OLIGOافضاسمآغبصگشّبی هشثَعِ ثب اػشفبدُ اص ًش

ثِ كَسر  داس ّبی خبًِآغبصگشّبی طى .(1)خذٍلًذ ؿذ

صیؼز خشیذاسی ؿذ. ثب      دَاص ؿشكز سكب دَدس خـك

 100سَكیِ ؿذُ، غلظز آغبصگشّب ثِ  افضٍدى هقذاس آة

هیكشٍلیشش اص آى،  10ثب اػشفبدُ اص  دیكَهَل سػیذ، ػذغ

هیكشٍلیشش سْیِ  100ثب حدن  دیكَهَل 10هحلَل كبسی 

 ؿذ.

ّبی داس، دادُّبی خبًِثِ هٌظَس ثشسػي دبیذاسی ثیبى طى

-مثب اػشفبدُ اص ًش Real-time PCRثِ دػز آهذُ اص 

ثِ  سدضیِ ؿذًذ. NormFinder  ٍBestKeeper فضاسّبیا

 Normfinderفضاس امهٌظَس ثشسػي دبیذاسی ثیبى سَػظ ًش

  یب ثِ ػجبسسي هیضاى ثیبىّبی حبكل اص  اثشذا ثبیؼشي دادُ

Ctّبی هشثَط ثِ ّش طى هشخغ (cycle threshold)  ثب

2ٍ فشهَل  Ct ی اػشفبدُ اص ساثغِ
-Ct  ِّبی كویز ث

فضاس امدس ًش .(Zhu et al., 2013) ًؼجي سجذیل ؿًَذ

BestKeeper اص هقبدیش Ct هشثَط ثِ ّش طى اػشفبدُ هي-

 (CV)ٍ ضشیت سغییشار  (SD)ؿَد ٍ اًحشاف اػشبًذاسد 

 .(Pfaffl et al., 2004) دؿَهحبػجِ هي
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 Real-time PCRّبی هشخغ هَسد اػشفبدُ دس غبصگشّبی طىآهـخلبر  -1جدول

Table 1. Details of reference genes primers used for Real-time PCR analysis 

Gene 

symbol 

Accession 

number 
Gene description Primer sequence 

Tm 

(°C) 

Ta.22845 HG670306.1 
26S proteasome non-ATPase 

regulatory subunit 

Forward 5'-GCTGGCTCGTTCAACTGATG 59.4 

Reverse 5'-GGACCAAGCGTTCTGATTACTC 60.3 

Act AB181991.1 Actin 
Forward 5'-GTGTACCCTCAGAGGAATAAGG 60.3 

Reverse 5'-GTACCACACAATGTCGCTTAGG 60.3 

GAPDH HG670306.1 
Glyseraldehyd-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) 

Forward 5'-CTAACTGCCTTGCTCCTCTTG 59.8 

Reverse 5'-CTTGGAATGATGTTGAAGCTGG 58.4 

 

  نتایج

 

-طى ّبی رٍة ًـبى دٌّذُ اخشلبكي ثَدى سكثیشهٌحٌي

(. ػذم ٍخَد دیك اضبفي 1ّبی هَسد ثشسػي ثَد )ؿكل

حبكي اص ًجَد دشایوش دایوش ٍ ًیض ػذم ٍخَد سكثیش غیش 

اخشلبكي اػز ٍ دلیلي ثش عشاحي كحیح آغبصگشّبی 

اى ثیبى ػِ طى هَسد ثشسػي ثبؿذ. هیضهَسد اػشفبدُ ًیض هي

هحبػجِ ؿذُ اص  ّبی Ctّب هشفبٍر ثَد ٍ داهٌِ دس ًوًَِ

 Ta.22845طى (. 2هشغیش ثَد )ؿكل 04/40سب  08/20

كوششیي سغییشار سا دس  Actinثیـششیي سغییشار ٍ طى 

 ّب ًـبى دادًذ.سوبهي ًوًَِ

 

 BestKeeper افضاسًشم ًشبیح سدضیِ ثب

ٍ ضشیت  (SD) ًحشاف اػشبًذاسدا BestKeeperافضاس مًش

ثشای ّش طى هشخغ  Ctسا ثش هجٌبی هقبدیش  (CV) سغییشار

 SD ّبی داسای. طى(Pfaffl et al., 2004)كٌذ سؼییي هي

 Migocka and)ثضسگشش اص یك، قبثل قجَل ًیؼشٌذ 

Papierniak, 2010.)  ّبی هشخؼي كِ طىدس ایي سٍؽ

 (CV±SD)شار كوششیي اًحشاف اػشبًذاسد ٍ ضشیت سغیی

 ,.Chang et al) سا ًـبى دٌّذ ثیبى دبیذاسسشی داسًذ

سا ثش اػبع BestKeeper  افضاس ؿبخقمایي ًش (.2012

ّب بی هشخغ، هحبػجِ ٍ دبیذاسی طىّهیبًگیي ٌّذػي طى

 BestKeeper ا ثش هجٌبی ضشیت ّوجؼشگي ثب ؿبخق س

ثش اػبع ًشبیح  (.Pfaffl et al., 2004)كٌذ سؼییي هي

 سغییشار ثیـششیي هیضاى BestKeeper  افضاسِ ثب ًشمسدضی

هشثَط ثِ  سغییشار هیضاى ٍ كوششیي Ta.22845هشثَط ثِ 

Actin ( 2خذٍلثَد.) 

 

 BestKeeper  الگَسیشناػشفبدُ اص  ی ثبداس هَسد آصهبیؾ دس سیـِ گٌذم سحز سٌؾ ؿَسّبی خبًِسسجِ ثٌذی طى -2جدول

     Table 2. Ranking of tested housekeeping genes for salt stress conditions in wheat root using BestKeeper   

algorithms. 
Ranking Gene CV± SD 

1 Actin 0.82 ± 0.32 

2 GAPDH 16.76± 4.84 

3 Ta.22845 21.66± 6.68 
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 ّبی كبًذیذهٌحٌي رٍة طى -1شکل

Figure 1. Melting curve for the candidate reference genes 

 

 

 

 

 

 

 های ریشه گندمهای کاندید در تمام نمونهژن Ctمقادیر  -2شکل

Figure 2. Ct values of candidate reference genes in all wheat root samples. 
 

 Actinافضاس فبكلِ دبیذاسی دس ًشبیح حبكلِ اص ایي ًشم

ثِ عَس كلي ًؼجز ثِ دٍ طى دیگش سفبٍر فبحـي داؿز. 

  طى ،افضاسّش دٍ ًشم ًشبیح ثذػز آهذُ سَػظ دس

Ta.22845  داسای ثیـششیي سغییشار ٍ ًبدبیذاسسشیي ثیبى

 24ثش اػبع ًشبیح یك آصهبیؾ كِ دس  دس حبلي كِ ثَد.

ایي طى دس  ی گٌذم كَسر گشفز ی هَسد هغبلؼِ ًوًَِ

ّب ٍ سیوبس اػوبل ؿذُ ػشهب ثِ ػٌَاى سوبهي ثبفز

 ,.Paolacci et al)شیي طى هؼشفي ؿذُ اػز بیذاسسد

2009) . 

 

 Normfinder افضاسًشم ًشبیح سدضیِ ثب

ثشًبهِ كبسثشدی ًَؿشِ ؿذُ ثب یك  NormFinder فضاساًشم

ثبؿذ كِ ثوٌظَس سؼییي ٍیظٍال ثیؼیك ثش دبیِ اكؼل هي

 ,.Chang et al)سٍد داس ثكبس هيّبی خبًِدبیذاسسشیي طى

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
95

.5
.2

.1
.8

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
05

 ]
 

                               5 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1395.5.2.1.8
https://gebsj.ir/article-1-91-en.html


 و همکاران ملکی  ...نرمال سازیارزیابی سه شن مرجع جهت 

 

 128  1395 پاییس و زمستان / 2ماره ض/ 5/ دوره و ایمنی زیستیشنتیک مهندسی 

 

ّبی ثیي ٍ دسٍى گشٍُ ٍاسیبًغافضاس م. دس ایي ًش(2012

 اسصؿي سَػظ ّبدبیذاسی ثیبى آىّبی هشخغ هحبػجِ ٍ طى

كوشش داسای  Mّبی ثب اسصؽ ؿَد. طىهحبػجِ هي Mًبم ثِ

-مًشهحبػجبر ثؼول آهذُ ثب ایي دبیذاسی ثیـشش ّؼشٌذ. 

ثؼٌَاى  077/1سا ثب اسصؽ دبیذاسی  GAPDHطى  ،فضاسا

 Actin  ٍTa.22845ّبی طى. كشد دبیذاسسشیي طى هؼشفي

ّبی ثؼذی قشاس ی دس سسجًِیض ثِ سشسیت اص ًظش دبیذاس

 (.3خذٍلداؿشٌذ )

 

داس هَسد آصهبیؾ دس سیـِ ّبی خبًِسسجِ ثٌذی طى –3جدول

 Normfinder الگَسیشن گٌذم سحز سٌؾ ؿَسی ثب اػشفبدُ اص 

Table 3. Ranking of tested housekeeping genes for 

salt stress conditions in wheat root using Norm 

Finder algorithms 

 

Ranking Gene 
Stability 

value 

1 GAPDH 1.077 

2 Actin 3.175 

3 Ta.22845 3.439 

 

  بحث

سكٌَلَطی ّبی ثب كبسائي ثبلا هبًٌذ اهشٍصُ سٍؽگشچِ 

ّبی ًؼل خذیذ سَالي ( ٍ سكٌیكMicroarrayسیضآسایِ )

ثب قبثلیز اسصیبثي ّضاساى طى ثغَس ّوضهبى  (NGSیبثي )

ّبی دخیل دس ایدبد سحول ثِ طىدس هغبلؼبر ثشسػي ثیبى 

 ,.Mwadzingeni et al)سًٍذ دس گیبّبى ثكبس هي سٌؾ

ثب ٍخَد  Real-time PCR ثب ایٌحبل سٍؽ، (2016

هحذٍدیز دس سؼذاد طى هَسد ثشسػي، ثؼلز سكشاسدزیشی، 

كبسثشد صیبدی دس ثشسػي حؼبػیز ٍ اخشلبكي ثَدى، 

ّبی ثب ػبیش سٍؽػٌدي ّب ٍ ّوچٌیي اػشجبس ثیبى طى

 كبسائي ٍ اػشجبس. (Reddy et al., 2016) داسدثبلا كبسائي 

دس  Real-time PCR سٍؽ كویز ػٌدي ًؼجيكبسثشد 

ػبصی  ثشای ًشهبل ی اػز كِداس ّبی خبًِ طى دبیذاسی

ثشسػي  یك .گیشًذًشبیح ثیبى طى هَسد اػشفبدُ قشاس هي

سٍؽ كبسثشد  ًـبى دادُ اػز كِ دس هقبلار چبح ؿذُ ثب

دس ثیؾ اص ، Real-time PCRسَػظ  كویز ػٌدي ًؼجي

داس اػشفبدُ ؿذُ اػز دسكذ هَاسد سٌْب اص یك طى خب90ًِ

ّبی هشخغ هَسدًظش ًیض ثذٍى اػشجبسػٌدي ٍ اًشخبة طى

. ایي (Kozera and Rapacz, 2013)ّب ثَدُ اػز آى

ّبی ركش ؿذُ ثب ٍخَد هضیز دّذ كِ هي ع ًـبىهَضَ

 Real-timeدس  سٍؽ كویز ػٌدي ًؼجيكبسثشد  ثشای 

PCR هوكي اػز دبیذاس ًبداس  ّبی خبًِطى، اػشفبدُ اص

ّبی گیشی طىهٌدش ثِ ثشٍص اؿشجبّبر صیبدی دس اًذاصُ

 ,.Kozera and Rapacz, 2013; Nicot et al)ّذف ؿَد 

دٍ طى  ثذػز آهذُ اص ایي آصهبیؾ ثش اػبع ًشبیح. (2005

GAPDH  ٍActin  ُاٍل ٍ دٍم سسجِ ثٌذی دبیذاسی   دس سد

ٍ  NormFinderفضاسّبی امب ثِ سشسیت سَػظ ًشّ طى

BestKeeper .اص هیبى ایي دٍ طى قشاس گشفشٌذ، Actin ثِ  سا

هشخغ   سَاى ثؼٌَاى طىهيسا دلیل داؿشي ٍاسیبًغ كوشش 

ّبی ّذف دس طىهغلَة خْز ًشهبل ػبصی ثیبى 

دس  Real-time PCR   ثب اػشفبدُ اص هغبلؼبر ثیبى ًؼجي 

 گٌذم سحز سٌؾ ؿَسی دیـٌْبد كشد.  سیـِ ّبیآصهبیؾ

ّبی سحز سٌؾ GAPDH  ٍActinّبی دبیذاسی طى

، (V. Patankar et al., 2016)خـكي ٍ ؿَسی دس خشهب 

 Ma et)ٍ چبی  (Tian et al., 2015)ثشگ َّیح  سیـِ ٍ

al., 2016) ّبی ًیض ًـبى دادُ ؿذُ اػز ٍ ثشای آصهبیؾ

هشثَط ثِ ثیبى طى دس سٌؾ ؿَسی دس ایي گیبّبى سَكیِ 

ّبی غیش صیؼشي ػشهب ٍ ؿَسی دس ؿَد. ثب ایٌحبل سٌؾهي

ٍػشهب دس گٌذم ( Nicot et al., 2005)صهیٌي ػیت

(Paolacci et al., 2009)  هَخت سغییش ثیبى طىActin 

ؿذُ اػز. ّوچٌیي ًشبیح دظٍّـگشاى ًـبى دادُ اػز كِ 

ّبی غیش صیؼشي دس سٌؾ GAPDH  ٍActinّبی ثیبى طى

یبثذ ( سغییش هيSetaria viridisدس گیبُ اسصى ٍحـي )

(Martins et al., 2016)ًِداس . هیضاى دبیذاسی طى خب

GAPDH َی خَ سغییش كشدُ حشي دس هشاحل هخشلف ًو

ایي اهش ثب  . ثِ احشوبل صیبد(Rapacz et al., 2012)اػز 

ّبی ػلَلي داس دس ػبیش فؼبلیز ّبی خبًِ طى كِ اهكبىایي 

 Hancock) ًیض ػْین ّؼشٌذ سب حذٍدی قبثل سفؼیش ثبؿذ

et al., 2005; Kamal et al., 2012; Komatsu et al., 
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ذ كِ سٌْب ثب ثشسػي دّیي ًشبیح ثخَثي ًـبى هي. ا(2014

داس هٌبػت سا ثشای هغبلؼِ هَسد سَاى طى خبًِهٌبثغ ًوي

ّب ثبیؼشي قجل اص ًظش اًشخبة ًوَد ٍ هیضاى دبیذاسی آى

هَسد اسصیبثي قشاس گیشد.  كویز ػٌدي ًؼجياػشفبدُ دس 

داس ثؼلز سفبٍر طى خبًِیك دس ثؼضي هَاسد كِ اًشخبة 

-ٍ یب سفبٍر كن دس ؿبخقّب افضاسثٌذی ًشمدس ًشبیح سسجِ

هشخغ    ثیؾ اص یك طىسَاى ّبی دبیذاسی هـكل اػز هي

ثب اػشفبدُ اص اص  ی ثیبى طى ّذف ساّباًشخبة ًوَدُ ٍ دادُ

داس ًشهبل كشد ّبی خبًِهیبًگیي ٌّذػي طى

(Vandesompele et al., 2002). 
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