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در گیاه حرا  Real- Time PCRها به روش دار مناسب برای مطالعه تغییر بیان ژنهای خانهتعیین ژن

(Avicennia marina) تیمار نفتی تحت 
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 چکیده

ها و راهبردهای فیزیولوژیکی که توسط گیاهان در شرایط تنشی رخ تواند اطلاعات مهمی از سازوکارها میمطالعه بیان ژن

ها بسیار مهم و ضروری است. های کنترل داخلی مناسب برای تعیین سطوح بیان ژننماید. انتخاب ژنرا روشن  دهدمی

های مرجع مناسب برای نرمال سازی مطالعه ای در ارتباط با معرفی ژن Avicennia marinaتاکنون برای گیاه مانگرو 

 A3(، زیرواحد ACT2) 2ر ژن مرجع اکتین گزارش نشده است. در این مطالعه پایداری بیان چها RT-qPCRهای داده

(، در برگ و ریشه گیاه حرا در غلظت UBQ) 11، پلی یوبی کوئیتین 2A(PP2AA3  ،)TIP-Likeسرین/ترئونین فسفاتاز 

( برای آنالیز رتبه بندی gNormو  Best Keeper ،NormFinderهای مختف نفت مورد بررسی قرار گرفت. سه نرم افزار )

یک ژن مرجع مناسب برای گیاه حرا تحت تیمار نفتی است  ACTتفاده قرار گرفت. نتایج نشان داد که ژن ها مورد اسژن

های بیشتر و های مرجع در نمونهاما استفاده از دو یا سه ژن برای دست یافتن به دقت بالاتر پیشنهاد شد. شناسایی ژن

 های مشابه پیشنهاد شده است.شهای آتی به ویژه در تنتحت شرایط تنشی متنوع تر در آزمایش

 

؛ ژن های مرجع، نرمال سازی، آلودگی Real-Time Quantitative PCR؛ Avicennia marinaمانگروها؛ ها:  کلید واژه

 نفتی
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 مقدمه. 1

 عمان دریای و فارس خلیج درسواحل مانگرو هایجنگل

 بلوچستان و سیستان و بوشهر هرمزگان، استان سه در

حرا   دارد. در ایران این جنگل ها به دو گونه قرار

(Avicennia  marina)  چندلو (Rhizophora 

mucroanata )حرا به  ها آنشوند که در می محدود

های جنوبی ایران گاهعنوان گونه غالب در همه زیست

. (Rashvand and Sadeghi 2014)مستقر شده است 

های مانگرویی به عنوان منبع حفظ تنوع سازگانبوم

بسیاری زیستی و پناهگاه و محل تغذیه و پایگاه 

 ,van Bochove)کنندازگیاهان و جانوران عمل می

Sullivan et al. 2014)دلیل وجود آلودگی های . به

-Ebrahimi)متعدد از جمله وجود آلاینده های نفتی 

Sirizi and Riyahi-Bakhtiyari 2013) توجه به اثرات  .

ها برگیاهان حرا و نیز پتانسیل ژنتیکی این نوع آلودگی

های نفتی و سایر این گیاهان در پاسخ به آلودگی

تواند آلاینده های با منشا انسانی ضرورتی است که می

های ارتقای ها و روشانداز مدیریت آلودگیچشم

ها را بهبود بخشد. سامانهمقاومت گیاهان این بوم

استفاده از تکنیک های ژنتیک مولکولی در شناخت 

روند رو به رشدی به  پاسخ های ژنتیکی این گیاهان

در این میان آنالیز بیان ژن در زمینه خود گرفته است.

های مختلف تحقیقات زیست شناسی به صورت روز 

ها شود. شناسایی الگوی بیان ژنافزون به کار گرفته می

های تنظیمی و ژن می تواند اطلاعاتی در زمینه شبکه

. دو مرتبط با فرایندهای مختلف زیستی را فراهم آورد

روش اصلی اندازه گیری فراوانی رونوشت )ترانسکریپت(

گیرند شامل ها که امروزه مورد استفاده قرار میهای ژن

باشد. می  Real Time RT-PCRآنالیز میکرواری و 

میکرواری امکان آنالیز همزمان هزاران ژن را در تعداد 

 .Schena, Shalon et al)کم نمونه فراهم می آورد

 Real Time، در حالیکه با استفاده از تکنیک (1995

RT-PCR  می توان به طور همزمان مقادیر بیان تعداد

 محدودتری ژن را در چندین نمونه مورد ارزیابی قرار داد

(Higuchi, Fockler et al. 1993, Heid, Stevens et 

al. 1996) .تکنیکRT-qPCR ای شی مناسب بررو

آن از که نتایج ده ها بون ژنبیاان میزو  تعیین کمّیت

پیشین ی هاروشنسبت به ی قت بالاترو دصحت 

به ان ین تکنیک میتوی امزیتهااز ست. ردار ابرخو

نسبت به سایر آن قیق دمّیتسنجی کو حساسیت 

 د. کرره شااها روش 

ها، چندین گیری بیان ژندر مطالعات مربوط به اندازه

اولیه، کارایی آنزیم ها، تفاوت متغیر مانند مقدار ماده 

ها  باید تحت ها یا سلولفعالیت رونویسیایی بین بافت

زی سالنرماکنترل قرار گیرد. در این مطالعات، 

داری نمونهبری مایشی جهت کاهش خطای آزنمونهها

 ,Kozera and Rapacz) همیت میباشدابا ر بسیا

. هدف از نرمال سازی تصحیح خطاهای ناشی از (2013

 .مراحل مختلف آزمایش می باشد

که غالبا به آنها ژن  –های کنترل داخلیامروزه از ژن

برای نرمال کردن فراکشن   -دار اطلاق می شودخانه

mRNA در روش قع شود. در وااستفاده میRT-qPCR 

فرنس ژن ریک میزان بیان ژن هدف با استفاده از 

د که میشوض فرشود؛ بر این اساس نرمال میخلی دا

های بطور کلی سطح بیان ژن رفرنس در بین سلول

بافت های مختلف و تحت شرایط مختلف آزمایشی ثابت 

. اما در صورتی که (Thellin, Zorzi et al. 1999) است

این فرض درست نباشد یعنی بیان ژن رفرنس داخلی 

های مختلف متغیر و یا تحت تاثیر تیمار قرار در بافت

های آزمایشی تحت شعاع قرار سازی نمونهگیرد، نرمال

گرفته و ممکن است از داده ها نتایج و نتیجه گیری 

 .(Kozera and Rapacz, 2013) اشتیاه گرفته شود

های زیادی به عنوان ژن کنترل داخلی تاکنون ژن

اند که بیان ها نشان دادهاما آزمایش اند. گزارش شده

در شرایطی ثابت  دار هر چند ممکن استهای خانه ژن

توانند به شدت اما در شرایط دیگری می ؛به نظر برسند
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 ,Thellin, Zorzi et al. 1999)تغییر بیان نشان دهند 

Suzuki, Higgins et al. 2000) به علاوه یک ژن .

مرجع با بیان ثابت در یک ارگانیسم، ممکن است برای 

نرمال سازی بیان ژن در جاندار دیگری مناسب نباشد. 

م نجاافرنس مناسب جهت ب ژن رنتخااین ابنابر

ردار یی برخواهمیت بهسزاز ا  qRT-PCRی هانموآز

 ست.ا

ها سال های اخیر بررسی بیان ژنبا توجه به اینکه در 

در پاسخ به آلاینده های مختلف مورد توجه ویژه ای 

قرار گرفته است و اکوسیستم های حرا به عنوان یکی از 

اکوسیستم های حساس در نوار ساحلی کشور در 

های نفتی قرار معرض آلاینده های مختلف بویژه آلاینده

ت بیان چهار دارند؛ مطالعه حاضر در صدد بررسی تغییرا

ژن رفرنس داخلی به منظور انتخاب ژن های مرجع 

مناسب برای نرمال کردن داده های بیان ژن در گیاه 

حرا در طی دوره رشد و تحت تنش نفتی در دو اندام 

 .برگ و ریشه می باشد

 

 مواد و روش ها. 2

نفت خام از پالایشگاه نفت تهران با ویژگی های 

 %w/wنیتروژن کل  ،w/w%  21/1)محتوای سولفور 

 %w/w ، محتوای واکسw/w%55/1  ، آسفالت2/1

، سولفید هیدروژن w/w%  44/3 ، کربن باقیمانده3/1

mg/l1>،   نیکلµg/g 3/8وانادیوم ، µg/g28 ،

و  µg/g21 سدیم ،<µg/g1 ، سربµg/g4/5  آهن

(   تهیه شد. نفت خام به میزان <115/1 محتوای آب

خاک مخلوط گردید. نفت  درصد با 11و  1.5،  5، 2.5

گرم خاک در تیمارهای نفتی ترکیب شد و  511خام با 

به مدت دو هفته قبل از کاشت گیاه جهت تبادل 

 کاتیونی در محیط گلخانه نگهداری شد.

بذرهای گیاه حرا از اکوسیستم حرای منطقه خور تاسبر 

واقع در استان هرمزگان تهیه شد. بذرها توسط 

% 51دقیقه و الکل  11ه مدت % ب5هیپوکلریت سدیم 

ثانیه استریل شدند. سپس جداره خارجی  31به مدت 

میلی لیتری  511های بذرها جدا شد و به گلدان

پلاسنیکی حاوی خاک آلوده/شاهد منتقل شدند به 

بذر در هرگلدان به فواصل مساوی  2طوری که تعداد 

این پژوهش در طرح کاملاً تصادفی با قرار گرفت. 

( انجام w/w% )11و  5/1، 5، 5/2نفتی درصدهای 

و   25گرفت و رشد گیاهان در گلخانه تحت رژیم دمایی 

انجام پذیرفت.  15-21)روز و شب(، رطوبت % 18

آبیاری گیاهان به صورت دو روز یک بار و با آب شهری 

 انجام شد.

 4و  2های گیاهان در دوره های زمانی ها و ریشهبرگ

برداری شدند و بلافاصله پس از ماه بعد از کشت نمونه 

برداری ضمن شستشوی سریع با آب دیونیزه در نمونه

از  RNAگراد فریز شدند. استخراج سانتی -81دمای 

نمونه های برگ و ریشه با استفاده از کیت سیگما انجام 

استخراج شده از   RNAگرفت. برای تعیین کیفیت 

ساخت شرکت (   Bioanalyzer 2100دستگاه 

(Agilent   .استفاده شد 

بر اساس دستورالعمل کیت  cDNAروش ساخت 

مراز با استفاده ای پلیسیگما انجام شد. واکنش زنجیره

انجام شد.  Sybr Green 1استفاده از تکنولوژی رنگ 

 11از چرخه حرارتی  Real-Time PCRجهت انجام 

سیکل شامل  41درجه سلسیوس ،  35دقیقه در دمای 

دقیقه در  1گراد ، درجه سانتی 35ثانیه در دمای  15

 .(Roche)گراد استفاده گردید درجه سانتی 51دمای 

نین طراحی چهای مرجع مناسب و همجهت انتخاب ژن

استفاده  NCBIهای منتشر شده در سایت پرایمر از داده

،  ACT ،UBQهای مورد مطالعه شامل ژن های ژن شد.

PP2AA3   وTIP   منظور طراحی (. به1بودند )جدول

پرایمر برای تکثیر چهار ژن مورد نظر ابتدا توالی های 

استخراج گردید و سپس  NCBIها از سایت این ژن

طراحی پرایمر صورت پذیرفت. برای تعیین کارایی 

 LinRegPCR (Ramakers, Ruijterپرایمر از نرم افزار 
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et al. 2003, Ruijter, Ramakers et al. 2009)  .استفاده شد 
 

 پرایمرهای مورد استفاده در آزمایش -1جدول 

های کنترل ژ ن
 داخلی

 Forward primers(5'- 3') Reverse primers (5'- 3') محصول

ACT2 Actin 2 GTGTGATGTGGATATCAGG

AAGG 

CCTTAATCTTCATGCTGCTT 

PP2AA3 Serine/threoni

ne-protein 

phosphatase 

2A subunit A3 

GCAAATTCTACCCTGTGTA

AAGG 

CTCAATTGTTGCATCCTTCC 

TIP41-like  AGATGAGTTGGCTGACAAT

GG 

ACTCCATCAACTCTGAGCCAG 

UBQ10 polyubiquitin 

10 

GCAAGACCATCACTCTCGA GCTTTCCAGCGAAGATCAGC 

 

با  qRT-PCRبیان پایدار ژن های رفرنس به وسیله 

( در نرم افزار Mاستفاده از اندازه گیری بیان ژن پایدار )

geNORM  .محاسبه می شود 

 Pair-wiseتعیین ثبات ژن مرجع با متوسط تغییرات 

(v)  در نظر گرفته می شود که ژن در مقایسه با همه ژن

 Mمقدار  های مرجع تست می شود. ژن ها باید حداقل

 را داشته باشند که در نتیجه بیان پایدارتری دارند. 
 

 نتایج. 3

نتایج حاصل از بررسی با دستگاه بیوآنالایزر نشان داد 

های استخراج شده از نمونه های برگ و  RNAکه 

 cDNAریشه از کیفیت و کمیت مناسب جهت ساخت 

. به طوری که عدد یکپارچگی (1برخوردار بودند )شکل 

RNA نمونه( هاRIN بالای )آنالیز مرحله ذوب  بود. 8

نشان دهنده وجود تنها یک پیک با دمای ذوب مشخص 

می باشد که در واقع تائیدی بر تک محصول بودن 

 پرایمرهای مورد استفاده می باشد. 

هیچ نوع  ؛شودمشاهده می 2طور که در شکل همان

پیک اضافی حاکی از تکثیر غیر اختصاصی ژن دیده 

های منفی می شود. هیچ گونه سیگنالی در کنترلن

و نمونه های  cDNAهای فاقد واکنش شامل نمونه

cDNA  فاقد آنزیمReverse Transcriptase   مشاهده

فاقد  cDNAهای نشد. عدم مشاهده سیگنال برای نمونه

دهنده عدم وجود نشان Reverse Transcriptaseآنزیم 

همچنین عدم مشاهده ها بود. در نمونه DNAآلودگی 

این اطمینان را  cDNAهای فاقد سیگنال برای نمونه

حاصل کرد که هیچ گونه آلودگی خارجی در نمونه ها 

(. میزان 2در حین انجام آزمایش ها وجود نداشت)شکل 

، ACT ،PP2Aهای رفرنس  برای ژن PCRبازده واکنش 

TIP  وUBQ   بود. 1.81و 1.31، 1.84، 1.34به ترتیب 

های کاندید رفرنس در میانگین شدت بیان ژن  3 شکل

تمام تیمارهای مختلف در دو دوره زمانی را بر اساس 

نشان می دهد.  CTمیانه و انحراف معیار مقادیر 

از کمترین   TIPبیان ژن   ؛شودهمانطور که مشاهده می

که میزان  میزان تغییرات برخوردار بود. در حالی

سیار محرز و قابل ملاحظه ب UBQتغییرات در بیان ژن 

، ACT ،PP2Aهای  برای ژن CTبود. میانگین مقادیر 

TIP  وUBQ     و  23.33، 24.13، 18.13به ترتیب

اندید مقایسه میزان بیان ژن های ک 4شکل  بود. 21.14

، الگوی تقریبا مشابهی را و رفرنس در تیمارهای مختلف

 دهد.ژن رفرنس مورد مطالعه نشان می  4برای تمام 
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بر اساس نتایج به دست آمده، بیشترین همبستگی با 

 =ACT   (r=0.84, Pهای در ژن Best keeperشاخص 

( مشاهده شد. r= 0.75, P= 0.001)  UBQ( و 0.001

این دو ژن را به عنوان  Best keeperبنابراین نرم افزار 

سازی داده های رفرنس برای نرمالترین ژنقابل اعتماد

هدف در تیمارهای مختلف شناسایی کرد  های بیان ژن

 (.2)جدول 

 

 
الگوی کلی میزان بیان ژن های کاندید رفرنس در  Box Plot -3شکل 

درصد(  25چارک ) گیاه حرا تحت تیمار نفتی. برای هر ژن رفرنس مبانه،

اول و چهارم، بیشینه و کمینه بیان در محور عمودی مشخص شده 

 .است

 

 Normبر اساس محاسبات انجام شده توسط نرم افزار 

finder   ژنACT   به عنوان  44/1با عدد ثبات بیان ژن

ترین ژن رفرنس شناخته شده و به دنبال آن ژن با ثبات

PP2A  در جایگاه دوم قرار  0.76با عدد ثبات بیان ژن

بهترین  Norm finder(. براساس نتایج 3داشت. )جدول 

با عدد  PP2Aو  ACTحالت استفاده از ترکیب دو ژن 

 می باشد.  33/1ثبات 

 geNormنتایج حاصل از تجزیه و تحلیل های نرم افزار 

از بیشترین ثبات بیان ژن  ACTنشان داد که ژن 

از   PP2A و UBQ  ،TIPبرخوردار بود و پس از آن 

ر افزابیشترین ثبات برخوردار بودند. پیشنهاد نرم

geNorm  استفاده از ترکیب سه ژنACT2, PP2A  و

UBQ  (.5)شکل  ها بودبرای بررسی بیان ژن 

 

 
( ژن expression stabilityمقادیر میانگین پایداری بیان ) -5شکل 

در ریشه و برگ گیاه  gNormهای کنترل داخلی با استفاده از نرم افزار 

 حرا تحت تیمار نفتی

 

 و نتیجه گیری بحث. 4

RT-qPCR  یک فناوری قدرتمند برای مطالعات بیان

های رفرنس مناسب پیش ها است و استفاده از ژنژن

باشد. مطالعات نیاز اطمینان از دقت داده های آن می

های مرجع در گیاهان زیادی در خصوص انتخاب ژن

 Czechowski, Stitt et)مختلفی مانند آرابیدوپسیس 

al. 2005, Remans, Smeets et al. 2008, Hong, 

Bahn et al. 2010, Lilly, Drummond et al. 2011)  ،

 ,Hu, Fan et al. 2009, Kulcheski)گیاهان زراعی

Marcelino-Guimaraes et al. 2010)  و برخی

گزارش شده است.  (Peng, Wang et al. 2015)مانگروها

های ابت کرده است که بیان برخی از ژنمطالعات اخیر ث

 ,ACT (Løvdal and Lillo 2009مرجع کلاسیک مانند 

Lilly, Drummond et al. 2011) ،GAPDH (Li, 

Yang et al. 2012, Wang, Liu et al. 2012) 18وS 

(Die, Román et al. 2010, Yang, Hou et al. 2010) 

تواند به زیستی میهای غیربه ویژه در پاسخ به تنش

یابد. در مطالعه حاضر بیان چهار ژن کنترل  شدت تغییر

 ACT ،PP2A (Wang, Wang etداخلی شناخته شده 

al. 2014) ،TIP  وUBQ (Czechowski, Stitt et al. 

مورد بررسی قرار گرفت که در واقع ترکیبی از  (2005

 های رفرنس کلاسیک و جدید است.ژن
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نتایج بدست آمده آنالیزهای انجام شده در هر سه نرم 

به عنوان یک کنترل  ACTافزار موید استفاده از ژن 

رها استفاده با این وجود همه نرم افزا داخلی مناسب بود.

ترکیبی از چند ژن کنترل داخلی  را پیشنهاد نمودند 

که در تحقیقات بعدی که توسط نگارندگان انجام شد، 

نیز مورد استفاده قرار گرفت. استفاده از چند ژن رفرنس 

داخلی برای گرفتن بهترین نتیجه در ارتباط با آنالیز 

 های مولکولی پیش تر نیز پیشنهاد شده است. بهداده

ژن  3ها عنوان نمونه در گیاه ارزن در پاسخ به تنش

، در هندوانه (Shivhare and Lata 2016)کنترل داخلی

 ,Kong)ژن کنترل داخلی 2در پاسخ به تنش زیستی 

Yuan et al. 2014) در گیاه هویج در پاسخ به تنش ،

 Tian, Jiang et)ژن کنترل داخلی 3گرمایی و جیبرلین 

al. 2015)  و در ریشه و برگ گیاه خربزه چهار ژن

 .Kong, Yuan et al)کنترل داخلی پیشنهاد شده است

2014) .Peng  ( در مطالعه ای بیان 2115و همکاران )

فسفات دهیدروژناز  3های گلیسرآلدهید ژن

(GAPDH ،)18s rRNA  ،b-Actin ،60S ribosomal 

protein L2   وelongation factor-1-A  را در گیاه

تحت شرایط تنش  Aegiceras corniculatumمانگرو 

آنها نیز استفاده  غیرزیستی مورد بررسی قرار دادند.

همزمان از چند ژن رفرنس داخلی را به منظور اطمینان 

طبق دانش  ها پیشنهاد نمودند.از دقت و صحت یافته

ما، این نخستین پژوهش در خصوص تعیین ژن کنترل 

داخلی مناسب در گیاه حرا است؛ هرچند بررسی تعداد 

بیشتری ژن در این گونه آنالیزها، می توانست بر ارزش 

های های این تحقیق بیافزاید اما محدودیتاعتبار یافته و

موجود در ارتباط با توالی ژنتیکی گیاه حرا به عنوان 

های رفرنس تری از ژنیک مانع مطالعه طیف گسترده

داخلی پیش رو بود. همچنین بررسی این ژن ها در 

تنش های دیگری مانند اثر هیدروکربن های آروماتیک 

هایی مانند شوری، (، یا تنشPAHsای )چندحلقه

تواند، به عنوان پژوهش خشکی و تنش گرمایی می

مکمل این تحقیق موثر باشد.  با این وجود یکی از 

های این تحقیق که در بسیاری از تحقیقات ویژگی

ها در ریشه و برگ مشابه موجود نیست، آنالیز بیان ژن

 گیاه که دو اندام مختلف با سطوح بیان ژنی متفاوت

هستند، می باشد. علاوه بر این موضوع تفاوت سن 

ماهه( و نیز  4ماهه و 2فیزیولوزیک و نموی گیاه )

درصد بر اعتبار  11تا  5/2سطوح متفاوت تنش نفتی از 

 نتایج افزوده است.

مطالعه حاضر استفاده از چند ژن کنترل داخلی شامل 

ACT2  وUBQ10  وPP2AA3 را در مطالعات بیان ژن-

ه حرا تحت تنش نفتی پیشنهاد نمود.  بررسی های گیا

مطالعات ترانسکریپتومی گیاه حرا تحت تنش نفتی می 

های کنترل تواند به مطالعه طیف گسترده تری از ژن

داخلی تحت این تنش کمک نموده و احتمالا معرفی 

 های کنترل داخلی بیشتری را در پی خواهد داشت.ژن

 
 ،5/2ماهه گیاه حرا تحت غلظت های  4و  2( دانه رست های  leaf(  و برگ )rootاستخراج شده از ریشه ) RNAبررسی کیفیت  -1شکل 

 نفت  با دستگاه بیوآنالایزر 11و  5/1 ،1/5
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گیاه حرا شاهد و تحت غلظت های مختلف  در ریشه و برگ UBQو  ACT ،PP2A ،TIP خانه دار کاندید منحنی ذوب ژن های -2شکل 

 . Real-time quantitative PCRسیکل  41پس از  نفت

 

 
، 1/5، 5/2)شاهد،  حرا تحت تیمارهای مختلف نفت(ماهه 4M) 4( و 2M) 2گیاه  ریشه و برگدر  کنترل داخلیژن های  Ctمقادیر  -4شکل 

 (11و  5/1

 

 در ریشه و برگ حرا تحت تیمار نفتی Bestkeeperهمبستگی بین ژن های رفرنس و شاخص  -2جدول 

  ACT2 PP2AA3 TIP UBQ 

PP2A 23/1  - - - 

TIP 45/1  34/1  - - 

UBQ 44/1  42/1  13/1  - 

Best Keeper coeff. of corr. [r] 84/1  11/1  48/1  15/1  

p-value 111/1  111/1  111/1  111/1  
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نتایج حاصل از تجزیه و تحلیل بیان ژن با استفاده از  -3جدول 

 در ریشه و برگ حرا تحت تیمار نفتی NormFinderنرم افزار 

 نام ژن
عدد 

1پایداری
 

 Actin بهترین ژن

Actin 44/1 438/1 عدد پایداری   

PP2A 14/1    

TIP 83/1  و Actin بهترین ترکیب ژن 
PP2A 

UBQ 85/1  
بهترین عدد پایداری در 

 ترکیب دو ژن
384/1  
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Abstract: 

Gene expression studies could provide insight into the physiological mechanisms and strategies 

used by plants under stress conditions. Selection of suitable internal control gene(s) is essential 

to accurately assess gene expression levels. For the mangrove plant, Avicennia marina, reliable 

reference genes to normalize real-time quantitative PCR data has not been previously 

investigated. In this study, the expression stabilities of four candidate reference genes [Actin 2 

(ACT2), Serine/threonine-protein phosphatase 2A subunit A3 (PP2AA3),TIP-Like (TIP), 

polyubiquitin 10 (UBQ)] were determined in leaves and roots of A. marina treated by different 

levels of oils contamination . Three software programs (Bestkeeper, NormFinder and geNorm) 

were employed to analyze and rank the tested genes. Results showed that ACT2 was the most 

suitable reference gene in A. marina and the combination of two or three genes was 

recommended for greater accuracy. Identification of A. marina reference genes in a wide range 

of experimental samples will provide a useful reference in future gene expression studies in this 

species, particularly involving similar stresses. 
 

Keywords: Mangrove plants, Avicennia marina, Quantitative real-time PCR , Reference gene, 

Normalization, Oil contamination 

 

 

 

 

 

Table 1 Sequences of the primers used in this study 

Table 2.Correlation coefficient between BestKeeper index and each reference gene in roots and leaves of 

A. marina grown under oil treatment 

Table 3. The expression stability of the candidate reference genes using NormFinder in the roots and 

leaves of A. marina grown under oil treatment  

Figure1. Quality control of total RNA extracted from roots and leaves of 2 and 4-months old A. marina 

grown on 0.0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10% oil treated soil. The image shows a total RNA gel like-image 

produced by the Bioanalyzer. 

Figure 2. Melting curve analysis of ACT, PP2A, TIP and UBQ candidate reference gene of roots and 

leaves of A. marina grown under oil treatment after 40 Real-time quantitative PCR cycles. 
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Figure 3.Box plot representation of RT-qPCR threshold (Ct) values of 4 reference genes in roots and 

leaves of A. marina grown on soil containing different level of crude oil. A box plot is shown representing 

the interquartile range with median, 25th and 75th percentile, minimum and maximum values. 

Figure 4. Cycle threshold (Ct) values of the candidate reference genes in roots and leaves of 2 (2M) and 4 

(4M) months old A. marina grown under oil treatment (Control, 2.5, 5.0, 7.5 and 10.0) 

Figure 5. Average values (M) of expression stability of reference genes analyzed by the GeNorm program 

in the roots and leaves of A. marina grown under oil treatment 

 

 

 


