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 8931زمستان ، 4، شماره جلد بیست و یکم
 

  پژوهشيمقاله 

؛ عامل SPL3و  AP2آنها ) هدف یهاو ژن miR172و  miR156 هایبیان ژن ارزیابي تغییرات در

 (.Triticum aestivum Lنان ) گندمدر دو رقم  سازی(بهاره

Evaluation of gene expression changes of miR156 and miR172 and their  

targeted genes (AP2 & SPL3; vernalization factors) in two bread wheat  

(Triticum aestivum L.) cultivars 
 

 4و نسترن مهری 3فر، مریم مرتضایی2، رضا فتوت1نوشین آشوری
 

 چکیده
در دو  ساازی ؛ عاما  بهارهSPL3و  AP2آنهاا   هاد  یهااو ژن miR172و  miR156 هاایژن بیاان ارزیابی تغییرات در. 8931فر و ن. مهری. آشوری، ن.، ر. فتوت. م. مرتضایي

 .983-913(: 4)18علوم زراعي ایران.  نشریه  ..Triticum aestivum Lنان   گندمرقم 

 

شده استت مشخص دارد.  هزمستانت غلا يزراعصفات سرما و  بر تحمل چشمگیری اثر سازیگذر به مرحله گلدهي از طریق بهاره

دهنتد دارند. شواهدی وجتود دارنتد کته نشتان متي يگلدهزمان را در  يکوچک نقش مهم یهاRNA ،اهانیاز گ یاریدر بسکه 

 بتادو ژن  انیتب پتژوهش نیت. در اکنندن را ایفا مياهایگ دهيگلمرحله  گذر بهدر  اساسينقش  miR172و  miR156 یهاخانواده

در سال  )نورستار(زمستانه )باژ( و بهاره نان ( در دو رقم گندم SPL3 ،AP2) هاآن هدفای هو ژن miR156 ،miR172تنظیم زماني 

در  روز 84و  بمتدت دو گتراديدرجته ستانت در معرض تیمار سرمایي چهتار سازیبهاره مورد ارزیابي قرار گرفت. 8931-33زراعي 

ي برآورد شد فقط در رقتم زمستتانه نورستتار تحتت تیمتار زمان گلدهي که بر اساس تعداد برگ نهای مرحله گیاهچه اعمال گردید.

سازی و ارقام گنتدم نیتز داری داشت. همچنین نتایج تجزیه واریانس نشان داد که برهمکنش تیمارهای بهارهسازی کاهش معنيبهاره

در تیمتار   miR172کته ژن نشتان داد bootstrappingهتا بتا استتفاده از رو  دار بود. مقایسه بیتان ژنبر تعداد برگ نهایي معني

ستازی دو رقتم گنتدم کتاملا  نیز تحت تیمار بهاره miR156داری داشت. بیان ژن کاهش بیان معني سازی فقط در رقم نورستاربهاره

ر دار بیان ایتن ژن دسازی باعث کاهش معنيدارنبود، ولي تیمار بهارهمعني ژدر رقم با miR156متفاوت بود. افزایش میزان بیان ژن 

 SPL3بیتان ژن ، روزه در هر دو رقم مشاهده شد، بتا ایتن حتال 84سازی در بهاره AP2اگرچه القای بیان ژن  رقم نورستار گردید.

رابطته سازی دو روزه بسیار قابتل توجته بتود. بترخلاف ت تور، داری داشت و این کاهش در بهارهفقط در رقم نورستار کاهش معني

دو رقم گندم مورد مطالعه وجود نداشت. این موضوع  های هدف آنها درها و کاهش بیان ژن miRNA انیب افزایش نیب داریمعني

 دهد که سازوکار مولکولي زمان گلدهي در گندم پیچیده بوده و اساسا هنوز ناشناخته است.نشان مي

 

 .microRNA گندم و گلدهي،زمان سرما، تنش یک، ژنت: اپيهای کلیدیهواژ
 

 باشد.نامه کارشناسی ارشد نگارنده اول میمقاله مستخرج از پایان                                                                    11/1331/ 50تاریخ پذیرش:       16/50/1331تاریخ دریافت: 

 سابق کارشناسی ارشد دانشکده کشاورزی دانشگاه زنجان دانشجوی -1

   r_fotovat@znu.ac.irدانشگاه زنجان  مکاتبه کننده   پست الکترونیک: دانشیار دانشکده کشاورزی  -2

 دانشجوی دکتری دانشکده کشاورزی دانشگاه زنجان -3

دانشجوی دکتری دانشکده کشاورزی دانشگاه زنجان -4
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 مقدمه

تکام  در گیاهاان مناا ق سردسایر منجار باه  هاور 
ریایی دوره رشاد هایی شده است کاه باا برناماهیپژنوت

 باارای گذراناادن زمسااتان سااخت، در ف اا  مناساا 

 وارد مرحلاااه زایشااای شاااده و دورن زنااادگی آنهاااا  

تارین شود. مرحلاه زایشای در گیاهاان حساا کام  می
 هااای مطی اای از جملااه ساارما اساات. مرحلااه بااه تاان 

 معتادلو  سارد یآب و هوا یاهیگ یهااز گونه یاریبس
  نیااز باه قارار گارفتن در ف   بهاار گلدهی برای شروع

 ایاندارناد  هزمستان سرمای مشخص ن زمانیدوریک در 
شاناتته  ساازیبهارهبه عنوان  گلدهی، یبراسرمایی  نیاز

ی ساازبهاره . Bernier and Périlleux, 2005  شده است
 اساات سارمازمساتانه بااه  تغاا ی مهاامهااساازگاریاز 

 ییاراتمتناسا  باا تغ یاهاانگشاد رشاود مای که باعث 

 زمساااتان،  یط ساااختو در شااارا شااادهف ااا  کنتااارل  

باااقی بمانااد از تاان  ساارما م ااون  مرحلااه زایشاای گیاااه
 Fowler et al., 1996  . 

 در گنااادم ناااان دو ناااوع تیاااپ رشااادی بهااااره و 

 هاااا باااه دلیااا زمساااتانه وجاااود دارد کاااه ت ااااوت آن

 در  یکاایژنت تجییااه و تطلیاا سااازی اسات نیااز بااه بهاره 

و  VRN1 ،VRN2 که سه ژن ،نشان داده استو گندم جو 
VRN3 کنناااادیم یااااینرا تع سااااازیبهارهبااااه  یااااازن 

  Kumar, Sharma, et al., 2012 ی ت اوت در . دلی  اصل
 VRN1هااای بهاااره و پااایییه، وضااعیت آللاای در ژنوتیپ

گاذارد. ساازی ارار میاست کاه بار نماو زایشای و بهاره
هااای   و ژنوتیپVrn1هااای بهاااره آلاا  غالاا   ژنوتیپ

کننااد. ت اااوت   را حماا  میvrn1پااایییه آلاا  مغلااوب  
ها باوده اصلی میان این دو آل  در مییان تجمع رونوشت

ها وجود های رمی کننده آنتتاری در توالیو ت اوت سا
باه  Vrn1های حام  آلا  بهااره ندارد. ب وریکه ژنوتیپ

کنناد و را بیاان می VRN1 ور پیوسته س وح بااییی از 
دهناد. سازی، میامکان نمو زایشی را، بدون نیاز به بهاره

 دارا باودن های اتتیااری و زمساتانه باادر مقاب  ژنوتیپ
های موج  تأتیر در تجمع رونوشات vrn1آل  مغلوب 

VRN1 تر شادن مرحلاه رویشای شده و موج   اوینی
 کاه VRN1 از هااییآل .  Knox et al., 2010 گاردد می

 را آذینگاا  آغااازش هسااتند باااییی بیااان ساا   دارای
 ساازیبهاره از بعاد تنهاا کاه هاییآل  بر و کرده تسریع
 هاایگرآل از  ار  دیباشاند می غالا  شوند،می بیان

VRN1 دیگار یعنای  ژن بیاان دارند، باییی بیان س   که
VRN2 نماینادمی سرکوب را  Yan et al., 2003  . تناوع

بااه ت  اای  مااورد  VRN1انااداز ژن آللاای در نااواحی راه
. نتایج م العات نشان داده اسات م العه قرار گرفته است

 بارای کاه دارد وجاود VRN1 اول اینترون در که نواحی
.  Yan et al., 2004  هساتند ضروری رونویسی بسرکو
 هاااای بیوان ورمااااتیکی نشاااان داده اسااات کاااه ارزیابی

 انااداز عواماا  رونویساای مت اا  شااونده بااه نااواحی راه

 بااوده CDSو  MADS-box عماادتاا از گااروه VRN1ژن 

و عاوه بار سارما ارتبااز نیدیکای باا  اول روز دارناد  
 Peng et al., 2016 .  

 VRN1های های فراوانی که روی ژنسیبا وجود برر
سازی گنادم صاورت گرفتاه اسات، و نق  آن در بهاره

 م العااه در مااورد سااایر سااازوکارهای درگیاار در بیااان 

 هااای مااورر در گلاادهی گناادم انااده بااوده و بااهژن

سازی های دتی  در بهارههمین دلی  در نطوه تنظیم ژن 
 هااااکمتر پرداتتاااه شاااده اسااات.  miRNAباااه نقااا  

 کوچااک اناادوژن  یهاااmiRNA ،RNAهااای لکااولمو

 کااه یااد هسااتند نوکلئوت 13-20بااا  ااول  نشااونده رماای

. نقا  دارناد یاتینق  ح زیستیمختلف  یهاآینددر فر
miRNA یاار و غ یسااتیز هااایتن بااه یاهااان در پاسااخ گ

 . Voinnet, 2009, 2012 یستی به ارباات رسایده اسات ز

ان مشاخص عما  آماده در ساایر گیاهاهای بهبا بررسی 
 نیشتریب  miR172و  miR156ی هاتانوادهشده است که 

  miR156تااانواده و دارنااد  گلاادهیرا در زمااان  ریرتااأ

 یگذاررمی MIR156a-j جایگاهتوسط  آرابیدوپسیسدر 
 هااا نشااان داده بررساای . ,Wu et al., 2009  شااودیماا

 یرتااأت باعااث miR156از حااد  ی باا یااانب اساات کااه

 یبارنج، گوجاه فرنگا ل ی مانندگلدهی گیاهان مختدر  
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  ینقاا  تکااامل نشااان دهناادهشااود کااه یو ذرت ماا 

 . Zhang et al., 2011اسات   گلادهیدر  آنح ظ شده 
ی سااااایرونو عامااااا  miR156تاااااانواده  ژن هاااااد 

 SQUAMOSA PROMOTER BINDING-LIKE  

SPL تاانواده  وباشاد میmiR172  یگااهتوساط جاکاه  
MIR172a–e  دست یینپا نواحی به شود،می یگذاررمی 

miR156 باا آن  بارهمکن و  گذاشاته تاریرmiR156  بار
  یاهاان مختلاف باه ارباات رسایده اساتگ یزمان گلاده

 Wu et al., 2009  . تااوالیmiR172  فراواناای بااال ،
mRNA  یااا ترجمااه فاااکتور رونویساای وAPETALA2 

(AP2) کندیم میرا تنظ  Chen, 2004 .  بیانmiR156  در
و باا باوده  ادیاز اریبسازنای و مرحلۀ جوانه جنینی ۀمرحل
، در ابادییکااه  ما در آرابیدوپسیس اهیسن گ  یافیا

 و  هاااااااادر بااااااار  miR172صاااااااورتی کاااااااه 

.  Wu et al., 2009 شود انباشته می دهندهگ های جوانه
در  miR156 ها نشان داده است کاه افایای  بیاانبررسی

را  جوانااه یشاایرو هااایویژگاای ،و ذرت آرابیدوپساایس
 انااادازد مااای ریتأتااا ی را باااهو گلاااده افااایای  داده

 Wu and Poethig, 2006  .انیابافایای  کاه  یدر حاال 
miR172  بخشاد ی را سرعت میگلده آرابیدوپسیسدر

 Aukerman and Sakai, 2003, Chen, 2004,  عاما . 

باوده  SBP شاده ح ا ات دومین حاوی  SPL رونویسی
 باه پاساخ بافات، نماو دماننا فراینادها از بسایاری که در

 ساایر ساازیفعال و تطریک و وغیرزنده زنده هایتن 

 ازبسایاری و همانناد  دارناد نقا  رونویسی فاکتورهای
 کنتارل هاا miRNAتوساط  گیاهاان رونویسای عواما 

 باه باشد متعلقمی miR172که هد   AP2 ژن، شوندمی
 ایاان. باشاادمی AP2 تااانواده زیاار و AP2/ERF تااانواده
. است عضو 10 شام  آرابیدوپسیس گیاه در ادهزیرتانو
 مریساتم القای در ژن این است داده نشان م العاتنتایج 
 تکثیار و گا  انادام نماو گ ، آغازش اندام، اندازه گ ،
همان وریکاه  .(Wang et al., 2009)دارد شارکت سلولی

هاای رمای کنناده ژن ذکر شد ت اوت ساتتاری در توالی
Vrn1  تنظیم میایان بیاان آن اسات کاه وجود ندارد بلکه

 موجاا  تغییاار در فنوتیااپ گیاهااان زمسااتانه از بهاااره

هاای شود. این موضوع اهمیت م العه نطوه تنظیم ژنمی
   دهد.سازی را نشان میدرگیر در بهاره

بر اسا  بررسی منابع بعما  آماده، م العاات انجاام 
مورد نق  آنهاا در  ی گندم بیشتر درهاmiRNAشده در 
در مورد  پژوهشی و بوده ای غیرزیستی مانند سرماهتن 
 گندم انجاام نشاده اسات. سازی در بهاره miRNAنق  

هاای هد  از این آزمای  ارزیابی تغییرات در بیاان ژن
miR172  وmiR156 ها شام های هد  آنو ژن AP2  و 

SPL3ساازی دو ژنوتیاپ بهااره و زمساتانه  ی بهااره در
 گندم نان بوده است.

 

 هاد و رو موا

مااواد گیاااهی مااورد اساات اده در ایاان پااژوه  دو 
 و  زودر  و بهاااره رشاد پیات بااا  ژژنوتیاپ گنادم؛ باا

 رشاد پیات باا انجمااد و سارما به متطم  اریبس  نورستار
بودند  ، روز 42 -یسازبهاره به درازمدت ازین و زمستانه
  . 1 جدول 

 
 مورد آزمای  گندم ارقام یاهیگ اتیت وص -1جدول 

Table 1. Plant characteristics of wheat cultivars 
 یرشد رفتار

Growth type 
 رسیدگی

Maturity 
 بوته ارت اع

Plant height (cm) 
 دانه عملکرد

)1-Grain yield (kg.ha 
 معرفیسال 

Introduction year 
 منشاء

Origin 
 گندم مارقا

Wheat cultivars 
S  زودر  Early  95 4500 1985 India     هندوستان  jBa                       1ژبا 

W ر ید      Late   52.9 3700 1977 Canada   Norstar        2نورستار      کانادا 

1. Mousavi et al., 2012    2. Berg et al., 2006                      

 

  اارح و در قالاا   یاا فاکتور بااه صااورت ی آزمااا

 گنادم  عاما  رقام باا دوار و ساه تکار باا یکاما ت ادف

  سااازیبهاره روزهاای بهاااره  و و  زمساتانه دو سا  در 

 چهاااااااار  یدماااااااا روز در14 و دو سااااااا    دو در
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  هماااراه باااا شااااهد  بااادون تیماااار گرادیدرجاااه ساااانت
سازی بر اساا  س وح تیمار بهارهسازی  اجرا شد. بهاره

 م العااات قبلاای انجااام شااده در گناادم انتخاااب شااد
 Laudencia-Chingcuanco et al., 2011 . هار باذرهای 

 درجاه 25 دماای در روز 14 مادت باه گنادم رقام دو

با آب مق ار  یاریآب شدند. گراد در گلدان کشتسانتی
باا  یزنارشد به صورت روزاناه و پاس از پنجاه ی در اوا
های بوتاه .شدبا مطلول هوگلند انجام  هروز یکفواص  
درجاه  25ی مااد در پارچم بار  تاا  هاور شاهد تیمار
 یسارما تیمااراعماال  داده شدند. بارای قرارگراد سانتی
 14سازی گیاهان چهارده روزه گندم به مدت دو و بهاره

روز بااه  ااور جداگانااه در معااره دمااای چهااار درجااه 
گیری گراد قرار داده شده و سپس نسبت باه نموناهسانتی

در  از آنها اقدام شد. از اندام هوایی هر تیمار سه تکرار و
در برداری شااده و بافاصااله هاار تکاارار سااه بوتااه نمونااه

ها تا زمان اساتخراج قرار داده شدند. نمونه  یعما نیتروژن
RNA یگاراد نگهاداریدرجه سانت -15 یخچال ک  در 
  یهاااسااازی، گلاادانبااه منظااور ارزیااابی بهاااره .ندشااد

هاای بر  و تعاداد شادهبه گلخاناه منتقا  کلیه تیمارها 
 باار  تشاکی  از بعاد   روی سااقه اصالی،FLNنهاایی  
شاامارش شاادند. ایاان روش بااه  ااور مسااتقیم  پاارچم،

تغییارات فنولااوژیکی نظیاار انتقاال از مرحلااه رویشاای بااه 
تاارین شاااتص کنااد و مناساا زایشاای را ماانعکس می

سااازی مورفولااوژیکی باارای تعیااین نق ااه تکمیاا  بهاره
 . Fowler et al., 1996; Mahfoozi et al., 2006 باشد می

 مقایساه و SPSS افایار نارم از اسات اده باا هااداده تجییه

 احتماال سا   در تاوکی آزماون اساا  بار میاانگین

 بررساای بیااان باارای .گرفاات صااورت درصااد پاانج 

 نیتااروژنهاار تیمااار در مربااوز بااه  هاااینمونااه هااا،ژن 

 از آن  گاارممیلاای 155 شااده و حاادود ساااییدهمااایع  

بااافر اسااتخراج بااا اساات اده از  RNAاسااتخراج  جهاات
 RNX-Plus کلروفارم، باا هماراه ، سایناکلون شارکت 

 ،  بااقDEPC آب درصااد و 10اتااانول  اییوپروپااانول،
 گوناه هار حاذ  منظاور باه. شاد انجاام دساتورالعم 

 آناییم استخراج شده با RNA هاینمونه، DNA باقیمانده
DNase 1  وRNASE-free  fermentas  35مااادت  باااه 

 غیرفعااال. تیمااار شاادند گرادتیسااان درجااه 31در  دقیقااه
 12دمااای  از اساات اده بااا DNaseI آنااییم بقایااای نمااودن
روش   بااق دقیقااه، 15ماادت  بااه گااراد سااانتی درجااه

کمیاات  بررسای. شاد انجااامشارکت ساازنده  یشانهادیپ
RNA  ناااانودرا   از اسااات اده باااااساااتخراج شاااده

 NANODROP 200, Thermo SCIENTIFI, USA  
 از الکتروفاورز RNA ی یاتکسانج   ی. باراشاد انجام

 یادیومشاده باا ات آمیاییدرصد  رنا  یکژل آگارز  
  TAE (Tris/Acetate/EDTA)  در باااااافر یااااادبروما

 مااورد هااایژن نوکلئوتیاادی تااوالیاساات اده شااد. 

    miR156 , SPL3و miR172 , AP2  نظاااار 

داده  پایگااه ازداتلای  کنتارل عناوان بهTa22845 و ژن 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov) NCBI وmiRbase 

(http://www.mirbase.org/search.shtml)  ندشااد تهیااه 
بااه  Stem-Loop اتت اصاای آغازگرهااای . 2 جاادول 
 بارای اتت اصای آغازگرهاایو  cDNA تولیاد منظاور

 بااا م ااابق miRNA هاار باارای qRT-PCR در ثیاارتک

 ,Chen et al., 2005) توساط شاده ارائاه دساتورالعم 

Varkonyi-Gasic et al., 2007)  تاااوالی رسااایدهاز  

 mature sequence  ساانتی بااه منظااور. شاادند  راحاای 
cDNA ، آغازگرهاااای دو میکرولیتااار از Stem-Loop  و

Oligo dT یک میکرولیتر بهRNA    باهشاده و  اضافهک 
داده  قرار گرادسانتی درجه 60دمای  در دقیقه پنج مدت

 در. شادند منتقا  یاخ  ار  باه بافاصاله شده و ساپس
 Reverse Transcriptase (RT) آناییم و بافر بعدی مرحله

 Kit HyperscriptTM RT کیاتاست اده از  با  dNTPsو 

master mix  یای،تجه یکتاادساتور العما  شارکت   بق 
 ماورد حجام به DEPCتیمار شده با  آب با و هشد اضافه
 درجااه 42دمااای در هارساایدند. پااس از آن نمونااه نظاار
 باه ساپس و شده داده قرار دقیقه 65مدت  به گرادسانتی
 در دقیقاه 15مادت  باه واکان ، کردن فعال غیر منظور
واکاان داده شادند.  قاارار گرادساانتی درجااه 15دماای 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.mirbase.org/search.shtml
http://dx.doi.org/10.29252/abj.21.4.315
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1398.21.4.2.8
https://agrobreedjournal.ir/article-1-1076-en.html
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 Real-time PCRهد  مورد است اده در  هایژنو  miRNA آغازگرهای  مشخ ات -2جدول

Table 2. Details of miRNA and target genes primers used for Real-time PCR analysis 

 دمای ات ال
Tm (°C) 

 توالی پرایمر
Primer sequence  

 شماره دسترسی
Accession number 

 نام ژن
Gene symbol 

60.3 
62.1 

5'ACTTGTATCTCGGCACTTTCAC-3' 
5'GATCTTGTCCACGTCGTATCTG-3' 

Fw 

Rev 
AB458519.1 Target gene: AP2 transcription factors 

58.4 

57.3 
5'- ACATCTCCGTCGCCTGTG-3' 

5'- TCTTGACATTCTGCCCTCC-3' 
Fw 
Rev 

KF447885.1 Target gene: squamosa promoter-binding-like protein 3 (Spl3) 

59.5 

55.9 

5'- GTTTGGGAGAATCTTGATGATG-3' 
5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3' 

Fw 
Rev 

MIMAT0020685 tae-miR172 ⃰ 

60.5 

55.9 

5'- CGCGATGACAGAAGAGAGTG-3' 
5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3' 

Fw 

Rev 
MIMAT0018208 tae-tmiR156 

59.04 

60.3 

5'-GCTGGCTCGTTCAACTGATG-3' 

5'-GGACCAAGCGTTCTGATTACTC-3' 
Fw 

Rev 
HG670306.1 Ta22845 

5'-GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGACTGTGCT-3'  MI0016450 Stem-loop RT PCR primer miR156 
5'-GTCTCCTCTGGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACCAGAGGAGACATGCAG-3'  MI0018110 Stem-loop RT PCR primer miR172 

*Homologous miRNA (bdi-miR172a) 
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=229002389
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=608996744
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0020685
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mature.pl?mature_acc=MIMAT0018208
http://dx.doi.org/10.29252/abj.21.4.315
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15625540.1398.21.4.2.8
https://agrobreedjournal.ir/article-1-1076-en.html
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Real-time PCR از اساات اده بااا YTA SYBR Green 

qPCR MasterMix 2X دستگاه  وRotor-Gene Q م ابق 
 SYBR Mix یکرولیترمچهار  شام  مربو ه العم دستور 
  ،PCR و بافر یمرازپل  Taq DNA SYBR Green ی حاو
 هر کادام  آغازگر ج ت حاوی مطلول میکرولیتر ازدو 

 باا  cDNA مطلول از یکرولیتریک میک میکرومویر ، 
 بود.  یترماکرولدر  نانوگرم 05غلظت 

هماراه  تیمار هر زیستی برای تکرار ها در سهبیان ژن 
های مورد   psRNATarget.شد اجرا تکنیکی تکرار دو با

  ریااق از همچنااین و پیشااین منااابع از اساات اده بااا م العااه
هااد  انتخاااب  هااایژن miRNA ا اعاااتی هااایپایگاه
  .http://plantgrn.noble.org/psRNATargetشدند  

 از حاصا  یهااداده از اسات اده باا هااژن یاانب مییان
Real-time PCR  روش باا ∆∆ct مطاسابه  یارز راب اه از

 : Schefe et al., 2006  دشدن
∆∆ct=∆ct(target)-  ∆ ct(reference) 

ژن ماورد باه : مرباوز ct(target)∆که در این فرمول 
 کنتاارل ژن مرجاع : مرباوز باه ct(reference)∆م العاه و
 هستند.داتلی  

 اینکااه در بررساای بیااان ژن بااه روشبااا توجااه بااه 

 Real-time PCR  هاای آمااری معمویا م روضات روش
  Rieu and Powers, 2009 پااارامتری وجااود ناادارد 

 هاااا داری بیاااان ژنجهااات آزماااون معنااایبناااابراین 

است اده  REST 2009افیار و نرم Bootstrapping از روش
 شد.

 

 نتایج و بحث

دهنده گذر گیاه توانند نشانگرچه ص ات زیادی می
گندم از مرحله رویشای باه زایشای باشاند، باا ایان حاال 

تاارین شاااتص هااای نهااایی بعنااوان مناساا تعااداد بر 
سااازی باارای تعیااین نق ااه تکمیاا  بهاره مورفولااوژیکی

  Fowler et al., 1996; Mahfoozi et al., 2006 هساتند 
 که بعد از اعمال تیمارها مورد بررسی قرار گرفت. نتایج

دار روزهااای دهنااده اراار معناایواریااانس نشااان تجییااه

 برهمکن های نهایی و وجود سازی بر تعداد بر بهاره
ای  باود. باا قارار گارفتن آن با ارقام گنادم ماورد آزما

رقم زمستانه نورستار در دماای چهاار های گندم گیاهچه
کاه  یافتناد،  نهایی های، تعداد بر گرادسانتی درجه

، تغییاری مشااهده نشاد ژدر صورتیکه در رقام بهااره باا
 اسات داده نشاان های متعددینتایج آزمای   .1  شک 
 ساارمای در گاارفتن قاارار از بعااد زمسااتانه ارقااام در کااه
 ساپس و یافته کاه  های نهاییبر  تعداد سازی،بهاره
  ماناااد.می رابااات آن از بعاااد و رسااادمی اینق اااه باااه

زمانی که بساتگی باه میایان سارما و زماان  مطدوده این
 شااودنامیاده می ساازی بهااره تکمیا  دارد، مطادوده

 Fowler et al., 1996 سااازی، . بااا افاایای  دورن بهاره
ر رقم زمستانه کاه  بیشتری یافتاه و باه ها دتعداد بر 

بهااره  رقام ش  بر  تقلی  یافت، در صاورتی کاه در
 نهاایی تعاداد بار تاأریری سازیبهاره روزهای تعداد ،ژبا

 بادون بهااره رقم رشد رویشی نداشت، بنابراین هابر 

 ساازیبهاره و شودمی تکمی  سازی،بهاره سرمای تیمار

 آن نادارد. م العاات گلادهی دوره شاروع در تاأریری

 نیااز فاقاد گنادم ارقاام در کاه انادداده نشاان متعاددی

گیااه  و شاده  ای سریع کفنولوژی مراح  سازی،بهاره 
در صورت  نتیجه در و شودمی زایشی مرحله وارد زودتر

 را سارما باه تطما  وارد شادن تان  سارمایی تواناایی

 سازی در. بهاره Mahfoozi et al., 2006 نخواهد داشت 
یاک  گیاهان منا ق سردسیر مانند ارقام زمساتانه گنادم،

واکن  سازگاری برای گذر از سرمای ساخت زمساتان 
 . ایاان واکاان  مرحلااه Fowler et al., 1996 اساات 

 ترین مرحلاه باه سارما اسات، رشد زایشی را که حسا  

 هااای وارده ح ااظ کاارده و در ایاان گیاهااان از آساای 

 شااود کااهوع ماایدوره رشااد زایشاای تنهااا هنگااامی شاار

سااازی در اراار ساارما اشااباع شااود نیاااز گیاااه بااه بهاااره 
 Mahfoozi et al., 2006  هاار دو فرآینااد آغااازش .

ها بسیار حسا  به درجاه های بر  و  هور بر آغازه
های بسیاری رابت کرده اسات حرارت هستند و آزمای 

که سرعت آغازش سنبلچه یک تابع نیولی از تعداد ک  
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شد. بنابراین بر اساا  نظار پژوهشاگران از باها میبر 
های تعیاین مراحا  بیولاوژیکی و فنولاوژیکی بین روش

تواناد تغییارات هاای نهاایی مایغات، تنها تعاداد بر 
اساسی بیولوژیکی ورود به مرحله زایشی را در گندم باه 

هاای وضوح نشان دهد تغییرات در کااه  تعاداد بر 
نورساتار دیاده شاد و  وضاوح در رقام زمساتانه نهایی به
 پاساخ. دهنده ارر سرما بر فنولوژی ایان رقام اساتنشان

 بهااره نیاز دارای رقم این که دهدمی نشان نورستار رقم

 شاود.می زایشی مرحله وارد دیرتر و است باییی سازی

 بیااان زمااان ماادت شااودایاان موضااوع باعااث ماای

 بیشاتر رویشای رشاد دوره در سرما به مقاومت هایژن 

  گارددمای سرما به رقم این بیشتر مقاومت باعث و بوده
Limin and Fowler, 2006, Mahfoozi et al., 2006  . 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 نورستار  زمستانه    و بهاره ژبا دو رقم گندم در سازیبهاره تیمارهای در بر  نهایی تعداد تغییرات -1شک 
Fig. 1. Changes of the final leaf number in vernalization treatments in Baj (spring) and Norstar (winter) wheat cultivars 

 
ساازی در چهاار نتایج نشان داد که تیمار دمای بهاره

گراد در روزهای هد ، باعث کاه  بیاان درجه سانتی
های گندم رقم نورستار در در گیاهچه miR172نسبی ژن 
ز، ایاان رو 14روز شااد کااه در  14دو و  ییساارما تیمااار

 . بیاان 2باود  شاک   دارو معنای کاه  بسیار چشمگیر
در هر دو تیمار سارمایی، نسابت  ژدر رقم با  miR172ژن

به رقم نورستار افیای  یافت و افایای  تعاداد روزهاای 
 .سازی موج  بیان بیشتر آن شدبهاره

در رقام AP2 و ژن هد  آن یعنی ، miR172بیان ژن
 دو روزه، ابتااااادا  ساااااازینورساااااتار در تیماااااار بهاره

داری نسابت باه شااهد داشاته و باا افایای  کاه  معنی
براباار  36/3روز،  14سااازی بااه تعااداد روزهااای بهاااره

 . بررسی مقادیر بیاان نسابی 3افیای  بیان داشت  شک  
 دساات آمااده نشااان داد کااه بااا افاایای  ماادت زمااانبااه

نسبت  AP2 روز، بیان نسبی ژن هد   14سازی به بهاره 

برابر افایای  داشات. روناد تغییار  33مار دو روزه، به تی
به  ور کلی مت ااوت از رقام  ژدر رقم باAP2 ژن هد  

ساازی، میایان بیاان نورستار بوده و در هر دو تیمار بهاره
 آن بیشااتر از شاااهد و رقاام نورسااتار بااود. بااا افاایای 

سازی، مقدار بیاان ایان ژن در رقام تعداد روزهای بهاره 
 14مقدار آن مربوز باه  نیشتریب   یافت کهنیی افیای ژبا

ژن مااورد بررساای مشااابه فاااکتور  بااود. یسااازروز بهاره
 فاااکتوردر آرابیدوپساایس اساات کااه  ANTرونویساای 
 گاذاریهد  را cyclin CYCD3;1 ژن ANT رونویسای

 انتقال و سلولی تقسیم تنظیم در نیی تود ژن این کند.می
 دارد. کتمشاااار سااالولی چرتاااه در S باااه G1 فااااز از

 گیاهان در م العات انجام شده نشان داده شده است که 
 بودنااد، ANT ژن از باااییی بیااان دارای کااه ایتراریختااه
 و رویشاااااای هایاناااااادام و ترسااااااریع نمااااااو دارای

هااا در گیاااه نتااایج بررساای  بودنااد تااریبیر  زایشاای 
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آرابیدوپسیس نشان داده اسات کاه عاما  رونویسای باه 
کاه در گلادهی دتالات دارناد،  های ژنای زیاادیمکان

بیان این ژن در گیاه  ر  دیگر بی از   گرددمت   می

آرابیدوپسایس باعاث گلادهی بسایار زودهنگاام، باادون 
بنابراین  . Kuluev et al., 2015 مطدودیت  ول روز شد

 واکان  شادید  AP2عام  رونویسای  با توجه به اهمیت
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 نورستار  زمستانه    و بهاره ژبا در بر  دو رقم گندم  miR172ی بر بیان نسبی ژنسازبهاره هایارر تیمار -2شک 
Fig. 2. Effect of vernalization treatments on relative expression of miR172 gene in the leaf of Baj (spring) and 

Norstar (winter) wheat cultivars 

 
 
 
 
 

 

 
 

 
 نورستار  زمستانه    و بهاره ژبا در بر  دو رقم گندم  AP2سازی بر بیان نسبی ژنارر تیمارهای بهاره -3شک 

Fig. 3. Effect of vernalization treatments on relative expression of AP2 gene in the leaf of of Baj (spring) and 

Norstar (winter) wheat cultivars 
 

ساازی در رقام زمساتانه ژن آن به هر دو تیمار بهارهبیان 
دهنده اهمیت این عام  مهم رونویسای در نورستار، نشان

 باشد.انگییی این رقم میگ 
سازی بر تغییار بیاان نتایج نشان داد که ارر تیمار بهاره

 های گناااادمدر باااار  گیاهچااااه miR156نساااابی ژن 

  . در4مت ااااوت باااود  شاااک   ژرقااام نورساااتار و باااا 

 در رقام   miR156، بیاان ژنساازی دو روزهتیماار بهااره 

 نساابت بااه شاااهد ت اااوت چناادانی نداشاات، ولاای ژبااا

 روز، 14سااازی بااه بااا افاایای  تعااداد روزهااای بهاااره 

مییان بیان آن سه برابر شااهد شاد. نتاایج نشاان داد کاه  
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باوده و  ژتر از باابیان این ژن در رقم نورستار بسیار پایین
 وزهااایبااا بیااانی ب ااور کاماا  مت اااوت بااا افاایای  ر

 روز، مقااادار آن هشااات برابااار 14ساااازی باااه بهااااره 

 افااایای  نشاااان داد، اگرچاااه مقااادار نهاااایی آن در

 ژرقم نورستار در هر دو تیمار سرمایی نسبت باه رقام باا 

سااازی بااه  ااور کلاای بیااان ژن بساایار پااایین بااود. بهاااره
را نسابت باه شااهد کااه  داد، هار چناد   SPL3هاد 

مت ااوت باوده و  ژر و بانسبت این کاه  در رقم نورستا
داری بیشااتر بااود در رقاام زمسااتانه نورسااتار ب ااور معناای

  .0 شک  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 نورستار  زمستانه    و بهاره ژبا در بر  دو رقم گندم  miR156سازی بر بیان نسبی ژنبهاره هایارر تیمار -4شک 
Fig. 4. Effect of vernalization treatments on relative expression of miR156 gene gene in the leaf of of Baj 

(spring) and Norstar (winter) wheat cultivar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نورستار  زمستانه    و بهاره ژبا در بر  دو رقم گندم  SPL3سازی بر بیان نسبی ژنروزهای بهارهتیمارهای ارر  -0شک 
Fig. 5. Effect of vernalization treatments on relative expression of SPL3 gene in the leaf of of Baj (spring) and 

Norstar (winter) wheat cultivars 
 

miR172 یسایژن فااکتور رونو بیاان (APETALA2) 

AP2 دهااد را تطاات تااأریر قاارار ماای Chen, 2004  . 

  کیاا miR172 هااا نشااان داده اساات کااهبررسااینتااایج 

، TOE1 جملااه از AP2-like یهاااگااروه کوچااک از ژن

TOE2 ،TOE3 ،SMZ  وSNZ  گیاااه آرابیدوپساایسدر را 
هااا جاایء تنظاایم ایاان گااروه از ژن،  کناادیماا میتنظاانیاای 
 یحااوهاا ژن اینهای مهم زمان گ  دهی هستند، کننده
 AP2- likeپانج ژن  هساتند miR172مکما   یهاایتاوال
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  کننادمای عما  یگلاده سارکوبگرهایبه عنوان  اساسا

در ذرت، بارنج و نتاایج تطقیقاات انجاام شاده بر اسا  
تشاکی  و  به مرحله زایشیانتقال  میدر تنظ miR172 ،جو

 دارد تیااااهمهاااای گلااادهی و زماااان گلااادهی انااادام

 Aukerman and Sakai, 2003   در این پژوه  کاه .
روزه در رقاام  14سااازی در تیمااار بهاااره miR172بیااان 

 شااااد. AP2نورسااااتار باعااااث افاااایای  ژن هااااد  

و در ساایر تیمارهاا  ژاگرچه این ارر تنظیمای در رقام باا 
چندان قاب  توجاه نباود کاه احتماال دارد ایان موضاوع 
 ناشااای از وجاااود ساااایر ساااازوکارهای تنظیمااای در

تااریر ، گیااه آرابیدوپسایس درتیپ رشدی بهاره باشاد.  
و  SPL3 ،SPL4 یسایرونو فاکتورهای بر miR156 من ی 
SPL5  یباا انیااب و اسااته گاایارش شااد مریسااتمدر   

شااود گلاادهی ماایدر  ریتأتاا باعااث miR156ژن از حااد 
 Wu et al., 2009, Wu and Poethig, 2006  نتااایج .

نیی گیارش شاده  و ذرت یفرنگبرنج، گوجهمشابهی در 
در  ریتاأت  ساب  miR156 ژن انیاباست که افایای  در 

کاه  مییان بیاان  و  Zhang et al., 2011  شده گلدهی
miR156  این نتایج، گردد میزودهنگام  گلدهی موج 

 miR156 یشاده بارا ت ااح  ینق  تکامل نشان دهنده
در مراحاا   miR156ساا وح بااایی بااوده و  گلاادهیدر 
 شاودموجا  مهاار گلادهی مای اهانیگدر  یرشداولیه 
تکمیاا  دورن رشااد رویشاای و  یبااراایاان موضااوع  کااه

و یزم هااای تاان  سااخت ساارما، احتمااای گااذر از دوره
 . Huijser and Schmid, 2011  تاس یضرور

نشاان  گیاه آرابیدوپسیس درهای قبلی نتایج پژوه 
نیای  بارهمکن های ماورد م العاه بین ژن که استداده 

بیاان  قیارا از  ر miR172 انیاب miR156وجود داشاته و 
.  Wu et al., 2009 د کناایماا میتنظاا SPL9 ژن هااد 
و  SPL9 پاروتئین  یمنجر به افایا miR156 انیکاه  ب
تطریااک  ه و باعااثشااد miR172b  یافاایا در نتیجااه
نتایج بدسات آماده  . Wu et al., 2009  شودیم گلدهی

در این تطقیق نیی نشان داد که در رقم زمساتانه نورساتار 
 14ساازی در تیماار بهااره miR156با افیای  مییان بیان 

گیری داشت. گرچه در کاه  چشم miR172روز، بیان 
دهندن چنین ارری دیده نشد. این نتایج نشان ژبهارن با رقم

ت اوت سازوکارهای تنظیم گلادهی در ارقاام زمساتانه و 
بهااارن گناادم اساات. کاااه  باای  از اناادازه بیااان ژن 

miR156  در تیمااار بهاااره سااازی دو روزه ممکاان اساات
بعلت شوه سرمایی وارد شده باشد. در تطقیقات انجام 

ا با نتاایج بدسات آماده مت ااوت شده قبلی که نتایج آنه
، بررسی در مرحلاه گلادهی انجاام  Wang, 2014 است 

سازی تکمی  شده است، در حالی شده  که فرآیند بهاره
که این تطقیاق در مراحا  ابتادایی رشاد گیااه صاورت 

باعاث جلااوگیری از  miR156گرفتاه اسات. بیاان باایی 
سااازی شااده، در حااالی کااه گلاادهی در پاسااخ بااه بهاااره

موجاا  تسااریع گلاادهی در  miR156اه  فعالیاات کاا
 . Wang, 2014 شود سازی میمواجهه با بهاره

 

 گیرینتیجه

داده اسااات کاااه نتاااایج تطقیقاااات قبلااای نشاااان
هااای ژن بیااان باعااث تنظاایم سااازیسااازوکارهای بهاااره
هاای درگیار در شاود. م العاه ژنمی زیادی در گیاهان 

کند. نتایج می کسازی به فهم این فرآیند مهم کم بهاره
بدست آمده در این آزمای  حاکی از ارر تیمار سارما و 

هاای های مورد م العاه و نیای ژنmiRNAسازی در بهاره
سازی ژنوتیپ و تیمار بهاره برهمکن هد  بود. وجود 

دهنااده هااای هااد ، نشااانهااا و ژنmiRNAدر بیااان 
بارتا   باشاد.سازگاری مولکولی ارقاام زمساتانه مای

هاای هاا و ژن miRNA انیاب نیبا معنی داریب ه رات ور 
دهد کاه هد  آنها وجود نداشت. این موضوع نشان می

سازوکارهای مولکولی زمان گلادهی در گنادم پیچیاده 
 و تجییاه بابوده و اساسا هنوز ناشناتته باقی مانده است. 

گنادم زمساتانه  در هااmiRNA اهدا  عملکردی تطلی 
 بارای جدیدی هایراه توانمی سازیتطت فرآیند بهاره

و اصاح گندم زمستانه را برای افیای  تولیاد  دستورزی
 . آورد فراهم در منا ق سردسیر دیم
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Evaluation of gene expression changes of miR156 and miR172 and their 

targeted genes (AP2 & SPL3; vernalization factors) in two bread wheat 

(Triticum aestivum L.) cultivars 

 

Ashoori, N.1, R. Fotovat2, M. Mortezaefar3 and N. Mehri4 

 

ABSTRACT 

Ashoori, N., R. Fotovat, M. Mortezaefar and N. Mehri. 2020. Evaluation of gene expression changes of miR156 and 

miR172 and their targeted genes (AP2 & SPL3; vernalization factors) in two bread wheat (Triticum aestivum L.) cultivars. 

Iranian Journal of Crop Sciences. 21(4): 315-327. (In Persian).

 

Floral transition through vernalization has a large influence on cold tolerance and agronomic traits in winter 

cereals. It is now apparent that in many plants small RNAs play critical roles in determination of the flowering 

time. There is evidence suggesting that the miR156 and miR172 families play a key role in the flowering 

transition of plants. In this study, the expression of two temporally regulated miRNA (miR156 and miR172) and 

their targeted genes (SPL3, AP2) were investigated in the winter bread wheat cv. Norstar and the spring bread 

wheat cv. Baj in 2017-2018 cropping season. The vernalization was exposed to the cold treatments (4°C) for 2 

and 14 days at seedling stage. Time to flowering was estimated using the final leaf number (FLN), which 

significantly decreased under vernalization treatments, only in winter cultivar 'Norstar'. Moreover, analysis of 

variance showed that vernalization treatments × cultivarsv interaction effect was significant on FLN. 

Comparison of gene expression using bootstrapping method showed that the expression of miR172 was 

significantly down-regulated only in Norstar under vernalization treatments. Similarly, the expression of miR156 

was completely different under vernalization treatment in two cultivars. Increased expression of miR156 in Baj 

cultivar was not significant, but vernalization treatment significantly decreased the expression of this gene in cv. 

Norstar. Although the induction of AP2 expression during vernalization (14 days) was observed in both 

cultivars, but, the expression levels of SPL3 were only significantly decreased in cv. Norstar, and this reduction 

was more in two-day vernalization. Unexpectedly, in this experiment, there was no relationship between up-

regulation of both miRNA and down-regulation of their targeted genes in two bread wheat cultivars. These 

results demonstrated that molecular mechanism of flowering time in bread wheat is complex and still largely 

unknown.  
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