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Abstract 
Small non-coding RNAs known as microRNAs are essential for responding to biotic and 
abiotic stresses. A few microRNAs that exhibited varied expressions in the face of 
drought stress are miR393, miR159, miR169, and miR319. This study examined how 
these four microRNAs helped petunia deal with drought stress. A 50% drought stress was 
applied to the petunia plants in the 4 to 6-leave stage, and RNA was isolated from both 
stressed and control plants. The expression level of microRNAs was examined using the 
qRT-PCR method under two conditions: control and stress. The data obtained indicated 
that the expression level of miR319 remained unchanged, while miR393 showed a 
decrease in expression, and miR169 and miR159 showed increases of 4 and 6.5-fold, 
respectively.  
Keywords: Catalase enzyme, Drought stress, microRNA, Petunia hybrid, qRT-PCR. 
 
Introduction 
The world is getting warmer, there is less rainfall, and other factors have changed the weather, 
making it riskier for plants to grow and thrive. It is anticipated that drought will become a 
more pressing issue in the ensuing decades. Drought is a significant issue that impacts the 
physiological, biochemical, and molecular processes of plants. In addition to negatively 
affecting stomatal motions, nutrient absorption, and the synthesis of photosynthetic 
chemicals, this stress negatively impacts the plant's metabolism and ultimately results in a 
drop in yield. Like other plant activities, a plant's reaction to stress depends on the proper 
control of gene expression, which is accomplished by a variety of processes. The alteration 
of gene expression by post-transcriptional regulation at various developmental stages is one 
of the most significant of them. Sometimes the activity of short RNAs or microRNAs changes 
the expression of a gene. These small RNAs play a crucial role in the body's reaction to biotic 
and abiotic stresses. Certain miRNAs are overexpressed or reduced in response to 
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environmental stresses to help plants deal with the stress. Among the microRNAs that 
exhibited varied expressions under drought stress are miR393, miR159, miR169, and 
miR319. Petunia hybrida, the scientific name for this plant, belongs to the Solanaceae family, 
which is commonly utilized to create greenery in urban areas. Because drought stress is one 
of the most significant abiotic stresses and green space is essential to human existence, this 
study intends to explore the function of microRNAs 159, 319, 169, and 393 in response to 
drought stress in petunia. 
 
Materials and methods 
An Iranian cultivar of petunia hybrida was employed in this experiment. Three 
generations of the same seeds were self-pollinated. After being sanitized in a 1.5% sodium 
hypochlorite solution, the petunia plant's seeds were cleaned with sterile distilled water. 
The seeds were cultured on a culture tray with cleaned peat moss following disinfection. 
It was moved to the culture chamber, which had a temperature of 25 °C, 16 h of light, and 
8 h of darkness. The plant grew to the stage of 4-6 leaves about 4-6 weeks after planting. 
Based on the Field Capacity (FC), a 50% stress treatment was applied during this stage 
for 48 h.  To extract total RNA, leaf tissue samples from the stressed plant and the control 
plant were collected independently. For both the control and stressed samples, total RNA 
extraction was carried out using the RiboEx RNA extraction solution according to the 
manufacturer's instructions. The methods of Varkoni et al. (2007) and Chen et al. (2005) 
were used to develop primers. Following primer design, cDNA was produced using 
Addbio's reverse transcription enzyme and stem-loop PCR. Then, using BioRad 
equipment, the real-time SYBER Green PCR method was used to examine the expression 
level of microRNAs under 50% drought stress and in two standard circumstances. Using 
the CYP gene as an internal control gene and the specific primers for each microRNA, 
the PCR reaction was carried out using the prepared cDNAs as templates. Using the 2-

ΔΔCT method, the quantitative expression values of genes were determined. Catalase 
enzyme activity was also tested. Analysis of variance was performed using JMP statistical 
software version 8 and the mean of treatments was compared using LSD test at the level 
of 5%. 
 
Results and discussion 
After extracting the RNA from two samples under both stress and control, an agarose gel 
and spectrophotometry tests revealed that the isolated RNA was of good quality. 
Consequently, it was evident that the two bands, which corresponded to the 28s and 18s 
ribosomal RNA, were sharp. Additionally, the extracted samples' absorption numbers at 
the 280/260 wavelength ranged from 1.85-2, demonstrating the high quality of the 
extracted RNAs. The isolated RNAs were converted into cDNA. PCR was used to 
confirm the synthesized cDNAs. Next, they underwent qRT-PCR analysis using primers 
that were specifically created for them. According to the study's findings, the expression 
level of microRNA 319 is 50% lower during drought stress than it is under normal 
condition, essentially remaining the same. Reduced expression of microRNA 393 was 
observed during drought stress. On the other hand, when the petunia plant is stressed by 
drought, the expression levels of microRNAs 169 and 159 have increased. Following a 
48 h 50% drought stress treatment, the petunia plant had a nearly 4-fold rise in microRNA 
169 expression and a 6.5-fold increase in microRNA 159 expression. The obtained data 
indicated that, of the four microRNAs discussed, miR159 has the highest level of 
expression, compared to the control state. These findings support the critical and 
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significant role of miR159 in the petunia plant during drought stress.  
Conclusion 
This study's findings demonstrated that elevating microRNA159 expression in petunia  
plants improves the plant's resistance to drought stress. The impact that this miR has on 
the MYB101 and MYB33 proteins is what causes this elevated tolerance. MYBs involved 
in cell division, morphological regulation, disease resistance, stress response, and the 
secondary biosynthesis pathway. They most likely fulfill their function in response to 
stresses including cold, salinity, and drought by altering the hormones auxin and abscisic 
acid. 
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هاي کاندید در   MicroRNAبررسی الگوي بیانی برخی 
 اطلسی تحت تأثیر تنش خشکی 
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 چکیده
microRNA    هـاRNA  ــخ بـه تنش هـاي  هـاي کوچـک غیر کـدکننـده ــتنـد کـه نقش مهمی در پـاسـ اي هسـ

ــتی دارنـد. گیـاهـان در مواجـه بـا تنش هـاي محیطی، بـه ــتی و غیر زیسـ ــورت افزایش و یـا کـاهش بیـان زیسـ صـ
microRNA    .از جمله  ها با این تنش ها مقابله می کنندmicroRNA   کی تأثهایی که تحت یر تنش خشـ

ــان دادند می   microRNA 393  ،microRNA 159  ،microRNAتوان به بیان متغیري از خود نشـ
ا تنش   microRNA  4اشــــاره کرد. در این پژوهش نقش این    microRNA 319و    169 ه بـ ابلـ در مقـ

برگی  6تا  4بررســی شــد. ابتدا گیاه اطلســی در مرحله  (Petunia Hybrida) خشــکی در گیاه اطلســی 
از گیاه تحت تنش و گیاه شـاهد اسـتخراج شـد. سـنتز  RNAقرار داده شـد و  %50یر تنش خشـکی  تأثتحت 

cDNA    ا ا    stem-loop  آغـازگرهـايبـ ــد. بـ ان    qRT-PCRانجـام شـ هـا در دو  microRNAمیزان بیـ
درصـد، میزان 50حالت تحت تنش و شـاهد بررسـی شـد. نتایج بدسـت آمده نشـان دادند در طی تنش خشـکی  

مشـــاهده شـــد و   microRNA  393تغییري نداشـــته اســـت، اماّ کاهش بیان در   microRNA 319بیان 
مشــاهده شــد. بیشــترین   159microRNAو   169microRNAبرابري به ترتیب در    6.5و  4افزایش بیان 

مشـاهده شـد که این امر نشـان دهنده نقش   microRNA159میزان بیان در شـرایط تنش نسـبت به شـاهد در 
ــت. همچنین  microRNAحیاتی این   ــی اس ــکی در گیاه اطلس ــرایط تنش خش ــی میزان  درش جهت بررس

ی از نمونه برگ تازه  کی در برگ هاي گیاه اطلسـ رایط تنش خشـ یدانی کاتالاز در شـ فعالیت آنزیم آنتی اکسـ
استفاده شد که این نتایج نشان دهنده روند افزایشی میزان  =pH  7مولار با  1/0در بافر فسفات پتاسیم اطلسی 

 ش خشکی است. تنیر تأثفعالیت آنزیم کاتالاز در برگ هاي گیاه اطلسی تحت 
 

 ، آنزیم کاتالاز، اطلسی. microRNA، qRT-PCRتنش خشکی،  هاي کلیدي:واژه
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 مقدمه
با توجه به تغییرات شرایط آب و هوایی، گرم شدن 

شـرایط براي رشـد و توسـعه  ها،  زمین و کاهش بارندگی 
گیاهان دشوار شده است. تنش خشکی می تواند بر بقا، 
د که نتیجه   ته باشـ زایی داشـ عه گیاه تأثیر بسـ د و توسـ رشـ
ــت توده  آن کـاهش درکیفیـت، عملکرد و تولیـد زیسـ

.  ) Mittler, 2006; Wang et al., 2003( گیاهی اســت 
خشـکی مسـئله اي مهم اسـت که بر روند فیزیولوژیکی،  

گذارد و پیش میایی و مولکولی گیاهان تأثیر می بیوشــی 
ــکل بزرگتري  بینی می  ــود در دهه هاي آینده به مشـ شـ

زیان باري بر روند متابولیسم    تأثیر این تنش  تبدیل شود. 
ذي و   ذب مواد مغـ ه، جـ ات روزنـ اه دارد و بر حرکـ گیـ
ته و در نهایت   نتزي اثر منفی گذاشـ تولید ترکیبات فتوسـ

 ;Neumann, 2008( سـبب کاهش محصـول می شـود 

Shinozaki et al., 2003 Jaleel et al.,2009; ( .   پاسـخ
گیاهان در مواجه با تنش همانند سایر فعالیت هاي گیاه،  
ــت و این فرآیند با   ــحیح بیان ژن ها اس نیازمند تنظیم ص

شـود. یکی از مهمترین  سـازوکار هاي مختلفی تنظیم می 
ــی در   ا تنظیم پس از رونویسـ ا بـ ان ژن هـ بیـ ا، تغییر  آنهـ

 ــ نموي اســ  ;Fernandez, 2014ت ( مراحـل مختلف 

Mathur et al., 2014; Suzuki et al., 2014; Zhu, 
هـاي   RNAهـا بـا فعـالیـت  همچنین تغییر بیـان ژن   .) 2002

ان   ا همـ یـ ک  ام می   microRNAکوچـ ا انجـ ــود. هـ  شـ

miRNA ،هاRNA     تند هاي کوچک غیرکدکننده هسـ
ه  ه بـ د  کـ اي کـ ان ژن هـ بیـ ده  مهمترین تنظیم کننـ عنوان 

ــتنـد.   هـا براي اولین   miRNAکننـده پروتئین مطرح هسـ
  Caenorhabditis elegansدر نماتد 1993بار در سـال 

هاي کوچک،   RNAاین  . ) Lee, 1993(   کشـف شـدند 
ــتی و غیر  اي زیسـ ه تنش هـ ــخ بـ اسـ اجزاي مهمی در پـ

ــتنــد   هسـ ــتی  هــاي   . ) Khraiwesh, 2012( زیسـ تنش 

از   برخی  ان  بیـ یـا بیش  ان  بیـ ه کـاهش  بـ منجر  محیطی 
miRNA  .ها براي مقابله با تنش در گیاهان می شـــوند
تحــت   microRNAاز جملــه   کــه  تنش  تــأث   هــایی  یر 

ه   بـ د می توان  ان متغیري را نشـــان داده انـ بیـ ــکی  خشـ
miR393  ،miR159  ،miR169    وmiR319   اشاره کرد  

 )Abe et al., 2003  Liu et al., 2008; Reyes et al., 

2007; Liu et al., 2007; Sunkar et al., 2004; ( . 
miR393  نقش کلیدي درتنظیم ژن هايF-box  تحت  

 ــتأث  هاي  رایط تنش خشـــکی در بســـیاري از گونه یر شـ
 ) ــیس  دوپسـ ه در آرابیـ از جملـ اهی   Arabidopsisگیـ

thaliana ،(   برنج )Oryza sativa ( ) یونجه ،Medicago 

sativa (   )ــکر ) دارد officinarum Saccharumو نیشـ
 )Ferreira et al., 2012 .(  miR393    تنش    یر تأث   تحت

کی در اکثر گونه  ود و  هاي گیاه خشـ ی بیش بیان می شـ
ــایر تنش  ــوري، درجـه حرارت پـائین و  بـه سـ هـا مـاننـد شـ

 Sunkar(  آلومینیوم نیز واکنش نشــان می دهد ســمیتّ  

& Zhu, 2004 Trindade et al., 2010; Arenas-
Huertero et al., 2009; Liu et al., 2008; Zhao et 

al., 2007; ( .  miR319    وmiR159    ــیـار توالی هـاي بسـ
ــابهی دارنـد، امـّا ژن هـاي متفـاوتی را در موجودات   مشـ

ته  کنند. اغلب آن م می زنده تنظی  ها را در یک گروه دسـ
ــورت جـداگـانـه  کننـد و یـا برخی آنـان را بـه بنـدي می  صـ
ده  قرار می  ر هر دو مورد پذیرفته شـ دهند. در حال حاضـ

ــاي ) Meyers et al., 2008(   اســـــت  هـ ژن   .
ها اصـولاً فاکتورهاي رونویسـی هسـتند.   miRNAهدف 

هــدف   ــواده    miR319ژن  هــدف    TCPخــان ژن  و 
miR159  ،MYB101    وMYB33    ژن و 

  miR169و ژن هـدف   TIR1خـانواده    miR393هـدف 
 Liu et al., 2008; Reyes et(   هسـتند  NFYAخانواده  

al., 2007; Sunkar & Zh., 2004( . 
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از    MYBپروتئین هـاي   متنوعی  در واقع کلاس 

ــونده به  پروتئین  ــل ش ــتند که در    DNAهاي متص هس
ــی ژن ــخ به  تنظیم رونویسـ ــئول پاسـ هاي گیاهی مسـ

ــکی  هاي متنش  ــوري و خش ــرما، ش ــامل س حیطی ش
دارند. از ویژگی هاي این خانواده داشتن دومین  نقش 

  MYBیعنی دومین    DNAحفاظت شــده اتصــال به 
. این دومین  )Du et al., 2009; Gantet, 2002(اســت 

ــاختار  ــیار     Helix-Turn-Helixداراي سـ بوده و در شـ
زرگ   رد.   DNAبـ یـ گـ ی  مـ رار    miR393ژن هــدف    قـ
ت که بعنوان گیرنده  TIR1خانواده   عمل   ي اکسـین اسـ

ــیر پیـام  ــانی  می کننـد و نقش تنظیمی مثبتی در مسـ رسـ
و در پاســخ به    )Ferreira et al., 2012( اکســین دارند 

 NFYAتنش هایی مانند خشکی بیان می شود. خانواده  
ــی  در   Y(NF-Y)رمز کننـده زیر واحـد فـاکتور رونویسـ

فاکتور رونویســی ویژه    (NF-Y)هســته اســت. پروتئین  
اي اسـت و نقش کلیدي در پاسـخ به تنش هاي محیطی  

 ). Liu et al., 2008(  و نمو گیاه دارد 
ــی بـا نـام علمی   از    Petunia hybridaگیـاه اطلسـ

خانواده سـولاناسـه اسـت که در فضـاي سـبز شـهري  
  . این گیاه )Ghahraman, 1994کاربرد زیادي دارد (

با سـاقه هاي منشـعب به بلندي داراي رشـد سـریع نسـبتاً  
سـانتی متر اسـت و به صـورت گیاه    30و گسـتردگی  

  بومی   از گیاهاناطلسـی  یکسـاله نگهداري می شـود.  
ــت ومریکاي جنوبی  آ نوع بومی آن در ایران هر   اسـ

بیشـتر مورد اسـتفاده  عطر با  ، اماچند با گلبرگ کمتر
شـیپوري شـکل و مخملی    ،گل اطلسـی قرار می گیرد.

بیشـتر به رنگ  وکم پَر یا پُر پَر    که به صـورت اسـت
  دو رنگ دیده می شود   یا  هاي سـفید، قرمز، بنفش، و

)Ghasemi, 2010(. 

با توجه به اهمیت تنش خشـکی به عنوان یکی از  
مهمترین تنش هاي غیر زیسـتی و همچنین با توجه به  
نقش فضــاي ســبز و اهمیت آن در زندگی بشــر، این  

،  159هاي    RNAمیکروبراي بررســـی نقش    پژوهش 
ــکی در گیاه   393و  169،  319 ــخ به تنش خش در پاس

 اطلسی است. 

 
 مواد و روش ها

 مواد گیاهی
) ــی  اطـلسـ ــذر  ب از  ــایـش  آزم ایـن   Petuniaدر 

hybrida  ــد. در پژوهش ــتفـاده شــ ایرانی اسـ ) رقم 
حاضر، لازم است از بذور خالص استفاده شود، براي 

نســل خودگشــن شــدند و ســپس از   3همین بذرها تا  
ــده جهت ادامه پژوهش   3بذور  ــن ش ــل خودگش نس

دقیقه در    10اســتفاده شــد. بذر گیاه اطلســی به مدتّ 
دعفونی و  5/1محلول  دیم، ضـ د هیپوکلریت سـ درصـ

تشـو داده شـد.   سـ تریل شـ سـپس سـه مرتبه با آب مقطر اسـ
بذور پس از ضــدعفونی در ســینی کشــت حاوي پیت 
ماس شـسـته شـده کشـت داده شـد. سـپس سـینی کشـت به  

رایط دمایی  ت با شـ انتی 25اتاق کشـ   16گراد و  درجه سـ
ــاعت نور،   ــدت نور   8س ــاعت تاریکی و ش کیلو    40س

صـورت لوکس منتقل شـد. پس از جوانه زدن بذرها، به 
ــتفاده    20:20روز در میان از کود  جهت رشـــد بهتر اسـ

هفته پس از کشـــت، رشـــد گیاه به     4- 6شـــد. حدود 
  50مرحله تیمار تنش برگی رســید. در این   6تا   4مرحله 
به مدتّ   (FC)بر اسـاس ظرفیت زراعی مزرعه  درصـد 

د. از بافت برگ گیاه تحت تنش    48 تفاده شـ اعت اسـ سـ
تخراج   اهد به صـورت مجزا براي اسـ ي RNAو گیاه شـ

 برداري انجام شد. کل، نمونه 
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کل و تعیین کیفیت و کمیت    RNAاستخراج  
RNA 

،  RNAکل با محلول اسـتخراج   RNAاسـتخراج  
RiboEx    ت ــرکـ ه   GeneAllاز شـ براي هر دو نمونـ

شــاهد و تحت تنش بر اســاس دســتورالعمل شــرکت  
ي  RNAانجام شــد. ســپس بررســی کمیتّ و کیفیت  

تخراجی با الکتروفورز تگاه  5/1(ژل   اسـ درصـد) و دسـ
ــرکـت   ــد. پس از    BIORADنـانو دراپ شـ انجـام شـ

ــده و RNAتـأییـد کیفیـت و کمیـّت   ــتخراج شـ ي اسـ
اي   دهـ انـ ده بـ و   18Sو   28Sریبوزومی    RNAمشــــاهـ

ه   اي مربوط بـ دهـ انـ بـ ا وزن مولکولی    RNAهمچنین  بـ
 منتقل شدند. -c80˚کم، ویال ها به فریزر 

 
 طراحی آغازگرها

miRNA    ــاه ــوت ک ــاي  ه ــی  ــوال ت ــا   20–  24ه

نوکلئوتیدي هستند که شناسایی آن ها با آغازگرهاي  
براي شـناسـایی آن ها از  معمولی امکان پذیر نیسـت.  

اسـتفاده    (stem-loop) حلقه  -سـاقه   سـاختاري بنام
ــاس آغـازگرهـا بـا روش   ــد. بر همین اسـ و   Chenشـ

اران ( اران  Varkonyi-Gasic ) و  2005همکـ و همکـ
(جــدول2007( ــد  ــدن شــ طـراحـی  ایـن 1)  ویـژگـی   .(

ــش نوکلئوتیـد آخر واقع در   آغـازگرهـا مربوط بـه شـ
ــش نوکلئوتیـد مکمـل   3انتهـاي َ  ــت. این شـ توالی اسـ

ها هســتند. به    miRNA 3'وارون توالی انتهایی ســر 
ــی بقیه توالی،   ــاص ــش نوکلئوتید اختص غیر از این ش

ه   توالی عمومی ه براي همـ د کـ ــتنـ ا    miRNAهسـ هـ
ان اسـت. جهت بررسـی و صـحت بیان  ها    RNAیکسـ

،  آغازگرها .اســتفاده شــد  CYPاز ژن کنترل داخلی  
 ).1شدند (جدولتوسط شرکت سیناژن سنتز  

 توالی آغازگرهاي مورد استفاده در این پژوهش -1جدول
Table 1- Sequence of primers used in this research 

  توالی
UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA miR 159 

GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC 
TAGAGC 

miR159-RT stem-loop 

CGGCCGTTTGGATTGAAGGGA miR159 Forward primer 
CAGCCAAGGAUGACUUGCCGA miR 169 

GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC 
TCGGCA 

miR169-RT stem-loop 

CCGGGCCAGCCAAGGATGACT miR169 Forward primer 
UUGGACUGAAGGGAGCUCCCU miR 319 

GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC 
AGGGAG 

miR319-RT stem-loop 

CCGGCG TTGGACTGAAGGGAG miR319 Forward primer 
UCCAAAGGGAUCGCAUUGAUCC miR 393 

GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG GAT ACG AC 
GGATCA 

miR393-RT stem-loop 

GCGCGC TCCAAAGGGATCGCAT miR393 Forward primer 
GTGCAGGGTCCGAGGT Reverse primer 

AGGCTCATCATTCCACCGTGT CYP Forward 
TCATCTGCGAACTTAGCACCG CYP Reverse 

 
اقه  PCRپس از طراحی آغازگرها، از روش   – سـ

ــاخـت   ــت برداري معکوس سـ حلقـه و آنزیم رونوشـ
رکت   نتز  ،  Addbioشـ د.   cDNAجهت سـ تفاده شـ اسـ

را که    MixI، 1در این روش در میکروتیوب شــماره 
میکرولیتر   1به همراه  dNTPمیکرولیتر از    1شـــامل (

آغــازگر    RT    ،0.2آغــازگر   و   CYP Rمیکرولیتر 

O2H  اي  65) اســـت تهیـه شـــد. میکروتیوب در دمـ
دقیقه قرار داده شــده و  5گراد به مدتّ درجه ســانتی

ــلـه بـه مـدتّ   ــپس بلافـاصـ دقیقـه بر روي یخ قرار    2سـ
ه   ــلـ اصـ ت. در این فـ ل (   MixIIگرفـ ه شــــامـ  10کـ

ــافـر،    مـیـکـرولـیـتـر  مـیـکـرولـیـتـر  1آنـزیـم،    مـیـکـرولـیـتـر  1ب
RNA    ت ا غلظـ ه    500بـ اده و بـ انوگرم ) اســــت آمـ نـ
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MixI  میکرولیتر    20اضــافه شــد. حجم نهایی واکنش

ــاخـت   ــد. جهـت سـ امـه    cDNAدر نظر گرفتـه شـ برنـ
ــانتی  16حرارتی   دقیقه در    30گراد به مدتّ درجه سـ

ثانیه،   30گراد به مدتّ درجه سـانتی  30یک سـیکل،  
ــانتی  42 ه مـدتّ  درجـه سـ انیـه،    30گراد بـ درجـه    50ثـ

دتّ  ســــانتی ه مـ ه در    10گراد بـ انیـ ه و    60ثـ  85چرخـ
  cDNAدقیقه انجام شد.    5گراد به مدتّ  درجه سانتی

  microRNAهاي سنتز شده جهت بررسی میزان بیان  
 .استفاده شدند qRT-PCRها با روش  

 

ــی میزان بیـان   هـا بـا روش   microRNAبررس
qRT-PCR 

 microRNAدر این روش جهت بررسـی میزان بیان 

از    % 50ها در دو حالت اسـتاندارد و تحت تنش خشـکی  
ــتگـاه    Real time SYBER Green PCRروش  بـا دسـ

BioRad   .اسـتفاده شـدcDNA  عنوان  هاي سـاخته شـده به
ــدنـد و واکنش   الگو  ــتفـاده شـ بـا آغـازگرهـاي    PCRاسـ

ــی هر   ــاصـ عنوان ژن  بـه   SYBو ژن  microRNAاختصـ
واکنـش   براي هر  ــد.  شــ انجــام  داخلـی  تکـرار    3کنـتـرل 

تکرار زیســتی در نظر گرفته شــد. واکنش    2تکنیکی و  
qRT-PCR    :ــامــل شــ واکـنـش  هـر  یـتـر    2بـراي  مـیـکـرولـ

cDNA  ،1    ،رفــت آغــازگـر  تـر  یـ یـکـرولـ تـر    1مـ یـ یـکـرولـ مـ
میکرولیتر آب مقطر اســتریل فاقد    6آغازگر برگشــت، 

RNase    شـــرکــت   10و تــایم  ریــل  ــتـر  مسـ میـکـرولیـتـر 
Amplicon    میکرولیتر در چاهک   20است که در حجم

هاي پلیت مخصـوص دسـتگاه لود شـدند. واکنش زنجیره  
دقیقـه بـا    30اي پلی مراز بـا شـــرایط یـک تکرار بـه مـدتّ 

 30تکرار با چرخه هاي   35گراد،  درجه ســانتی   16دماي 
ــانتی   30ثـانیـه بـا دمـاي    42ثـانیـه بـا دمـاي   30گراد،  درجـه سـ

گراد  درجه سـانتی   50ثانیه با دماي   10گراد، سـانتی درجه  
  CTΔΔ- 2انجـام شـــد. مقـادیر بیـان کمیّ ژن ها با روش 

اهد و تحت تنش  ه بین دو نمونه شـ دند. مقایسـ به شـ محاسـ
بررسـی شـد و بدین صـورت مقایسـه بین   jmpبا نرم افزار  

ــایر  microRNAمیزان بیـان کمیّ هر    microRNAبا سـ
ها، تحت تنش خشـکی و اسـتاندارد و ژن کنترل با معنی 

 انجام شد.   % 1داري در سطح 
 

 کاتالاز  -اکسیدانیآنتی استخراج آنزیم
در شــرایط تنش در داخل گیاه، رادیکال هاي آزاد 
اکســیژن تولید می شــوند. این رادیکال ها براي ســلول 
ــتنـد، در نتیجـه گیـاه بـه دنبـال   هـاي گیـاهی خطرنـاك هسـ
اعی براي حـذف این  اي دفـ هـ ــتم  ــیسـ ال کردن سـ فعـ
رادیکال ها هســتند. از جمله این ســیســتم هاي دفاعی،  

تالاز اسـت. این آنتی تولید آنتی اکسـیدان هایی مانند کا 
اکسـیدان در شـرایط تنش خشـکی، در پاسـخ بیوشـیمیایی  

 . )Yang et al., 2014(گیاه فعال می شود 
میلی گرم از   50جهت اســـتخراج آنزیم کاتالاز،  

ــه تازه   50نمونه برگ تازه و  میلی گرم از نمونه ریشـ
به طور مجزا در ازت مایع پودر شــدند. ســپس یک 

ــیم  میلی ــفات پتاس  pH=7 مولار با  1/0لیتر از بافر فس

ا اضـــافـه یـک میلی  EDTAحـاوي   ه هـ ه نمونـ مولار بـ
دتّ   ه مـ ا بـ ه هـ ــپس نمونـ ــط    20شـــد. سـ ه توسـ دقیقـ

 4و دماي   g 12000سـانتریفیوژ یخچال دار با سـرعت  
ه ســـانتی د درجـ د و فرآینـ گراد ســـانتریفیوژ شـــدنـ

انج ــ ــازي  داخــل  جــداســ ــفــاف  مــایع شـ ــد.  ام شــ
ــاره آنزیمی بود براي میکروتیوپ هـا کـه حـاوي عصـ

  فعالیت آنزیم کاتالاز اســـتفاده شـــد ســـنجش میزان 
)Sairam et al., 2002(. 

 سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز
الاز موجود   اتـ الیـت آنزیم کـ دار فعـ براي تعیین مقـ

ــاره آنزیمی از روش  و همکاران    Velikovaدر عصـ
ــد. بـدین ترتیـب  2000( ــتفـاده شـ میلی لیتر    1/0) اسـ
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ه   بـ آنزیمی  ــاره  افزوده و   2O2Hمیکرولیتر    20عصــ
مولار فسـفات  میلی 10سـپس حجم محلول با محلول 

یم با  د. واکنش   2به   pH=7 پتاسـ انده شـ میلی لیتر رسـ
ــاره آنزیمی بـه مخلوط   آنزیم کـاتـالاز بـا افزودن عصـ
بالا آغاز شـد. سـپس جذب ترکیب حاصـل در طول  

مــدتّ    240موج   در  ــانومتر  هر  3ن ــانیــه    30دقیقــه  ث
ــتگـاه نانودراپ اندازهیک ــد. هر  بار، با دسـ گیري شـ

ا تغییر   الیـت آنزیم کـاتـالاز برابر بـ   0/ 01یـک واحـد فعـ
در جذب نمونه ها در یک دقیقه اسـت. سـپس میزان 
فعالیت آنزیم کاتالاز برحســب میزان آنزیم موردنیاز  
براي تجزیه یک میکرومول ســوبســتراي پراکســید 

 هیدروژن در یک دقیقه محاسبه شد. 
 نتایج و بحث 
هاي دو نمونه تحت تأثیر تنش    RNAاســـتخراج  

ي اسـتخراج شـده   RNAو شـاهد انجام شـد و کیفیت  

پس از بررسـی بر روي ژل آگارز و اسـپکتروفتومتري  
ه ه  2طوري کـه  مطلوب بود. بـ د مربوط بـ انـ  rRNA بـ

ت بود و   18sو    28sریبوزومی   ل رویـ ابـ قـ ه خوبی  بـ
داشــت. همچنین اعداد    RNAنشــان از ســالم بودن 

ــتخراج شــــده در طول موج  اي اسـ ه هـ ذب نمونـ جـ
  1/ 85  - 2بود کـه عـددي بین   94/1برابر بـا   260//280

  RNAاســـت و بالا بودن کیفیت مناســـب و مطلوب 
). از  1 هاي اســتخراجی را نشــان داد (شــکل شــماره

RNA    هاي اسـتخراجی طبق روش گفته شـده، سـنتز
cDNA  .صــورت گرفتcDNA  هاي ســنتز شــده با
PCR  أ د شـــد.  ئمعمولی تـ اي  یـ ازگرهـ ا آغـ بـ ــپس  سـ

ــده، مورد آنالیز  ــی طراحی ش ــاص   qRT-PCRاختص
نتایج بدسـت آمده از این   2قرار شـدند. شـکل شـماره 
  واکنش را نشان می دهد.

 

 RNAنمونه هاي استخراج  9تا  2، چاهک  ladder،1. چاهک RNAنتایج استخراج  -1شکل 
Figure 1- RNA extraction results. 1, ladder 2 to 9 RNA extraction samples 
 

  

28s 
18 s 
 

   1         2         3         4          5        6       7          8            9 
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 cDNA نتایج سنتز 7تا  3، چاهک Ladder 1، چاهک cDNAنتایج سنتز  -2شکل 

Figure 2- cDNA synthesis results, ladder 1, 3 to 7 cDNA synthesis results 
 

ــورت   ه صـ ت و بـ ــنـ ا تغییرات نورفلورسـ ایج بـ نتـ
منحنی در هر سـیکل تکثیري قابل مشـاهده اسـت. به  
طوري که هرچه میزان تکثیر بیشـــتر باشـــد، به همان  
اندازه میزان نور فلورســنت ســاطع شــده نیز بیشــتر  

  319خواهد شــد. نتایج پژوهش نشــان داد میزان بیان  
microRNA    50تحت تأثیر شــرایط تنش خشــکی%  

ــت.   ــرایط نرمـال تقریبـاً بـدون تغییر اسـ ــبـت بـه شـ نسـ
393microRNA    تحت تنش خشـکی کاهش بیان را

ــان داد، امـّا میزان بیـان   و   169هـاي    microRNAنشـ
هاي گیاه اطلســی تحت تنش خشــکی  در برگ159

سـاعت   48روند افزایشـی داشـتند. گیاه اطلسـی پس از  
برابري در   4افزایش تقریباً    %50تیمار تنش خشـــکی  

برابري در   5/6و افزایش   microRNA169میزان بیان 
ان   بر از خود نشــــان داد.    microRNA159میزان بیـ

  microRNA  4نتایج به دســت آمده در بین   اســاس
بیشـترین میزان بیان را نسـبت    miR159مطرح شـده، 

ایج نشـــانگر  ه این نتـ الـت کنترل نشـــان داد کـ ه حـ بـ
در گیاه اطلســـی    miR159عملکرد حیاتی و بالاي

 ).3در شرایط تنش خشکی است (شکل شماره 

 
 ها MicroRNAمقایسه میزان بیان  -3شکل 

Figure 3- Comparison of MicroRNA expression levels 
 

  1      2            3            4            5           6             7 

  
 

 

bp۱۱۰ 

c 
d 
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ت آنزیم   الیـ ــکی بر میزان فعـ أثیر تنش خش تـ
 کاتالاز

ال   الاز در طول اعمـ اتـ ــی تغییرات آنزیم کـ بررسـ
تنش خشـکی نشـان داد با افزایش میزان تنش، فعالیت  
ــترین   آنزیم کـاتـالاز افزایش یـافـت. بـه طوري کـه بیشـ
میزان بیان را در روز پنجم بعد از اعمال تنش خشکی  

هاي  ). پژوهش 4از خود نشـــان داد (شـــکل شـــماره 

انجام شـده نشـان دادند فعالیت آنزیم کاتالاز در زمان 
مـی   افـزایـش  مـخـتـلـف  ــاهــان  گـی در  ــکـی  خشـ تـنـش 

 ,.Khodabin et al., 2020; Kazerani et al(یابد

ــبب افزایش  .  )2019 افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز س
ــیداتیو و به   ــیب هاي اکسـ مقاومت گیاه در برابر آسـ
ود  تم دفاعی گیاه منجر می شـ یسـ   عبارتی به افزایش سـ

)Hafez et al., 2012(. 

 
اعداد با حروف مشــترك داراي اختلاف ظرفیت زراعی.   %50میزان فعالیت آنزیم کاتالاز در برگ گیاه تحت تنش خشــکی   -4شــکل  

 نیست. LSDدرصد با آزمون  5دار در سطح معنی 
Figure 4- The amount of catalase enzyme activity in plant leaves under drought stress of 50  % of field capacity. Numbers 
with same letters do not have a significant difference at the 5% level using the LSD test. 

 
در   ن  ایـ از  یـش  ژوهـش بـ ــاط    هــايپـ ب ارتـ ــادي  زی
ــتقیم بین میکرو ــخ بـه تنش هـاي    RNAمسـ هـا و پـاسـ

ناخته شـده اسـت.  همان طور که گفته شـد، محیطی شـ
ــخ گیـاه بـه تنش، تنظیم بیـان ژن  یکی از راه هـاي پـاسـ

ــت که این تنظیم بیان به کمک  ها    microRNAهاس
ام می ان تنش،  انجـ د در زمـ ــود. در طی این فرآینـ شـ

microRNA   ان خود، میزان بیـ ا تغییر در میزان  بـ هـا 
تولیـد پروتئین هـاي هـدف خود را نیز تنظیم می کننـد  
یــا   و  مقــاومــت  گیــاه  در  تواننــد  می  بــدین گونــه  و 

 حساسیت به تنش را ایجاد کنند.
کی و تحت   یس در زمان تنش خشـ در آرابیدوپسـ

کـاهش یـافتـه و در    miR169، میزان بیـان  ABAتیمـار  
  NFYA5نتیجه سـبب افزایش بیان فاکتور رونویسـی 

ــده کـه این فرآینـد همراه بـا تغییر فنوتیـپ در گیـاه   شـ
 ,.Ding et al( جهت مقاومت به تنش خشـکی اسـت

بــا  .  )2009 ــژن  ترانسـ ــیس  آرابیــدوپسـ در  همچنین 
ــده که میزان  NFYA5افزایش بیان ژن   ــاهده شـ مشـ

آب از دســت رفته از برگ ها به نســبت کاهش یافته  
ده بو تر شـ کی بیشـ  Zhang etد(و تحمّل به تنش خشـ

al., 2011(.  ــه ت ــافـ ی ق  بـ طـ جــه  یـ تـ نـ ــاه در  گـی در  هــا 
  miR169آرابیدوپسـیس در هر دو حالت، بیش بیانی  

، افزایش حســـاســـیت به تنش  nfya5و یا ســـرکوب  
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 Liu(خشکی و از دست رفتن بیشتر آب مشاهده شد

et al., 2008(.    ــکی در گیـاه یونجه تحت تنش خشـ
ــل آن   miR169کاهش بیان ــد که حاص ــاهده ش مش

ان  بیـ اه یونجـه اســــت. افزایش  ایجـاد تحمـّل در گیـ
miR169    به انسـداد رشـد و نمو گره ها در گیاه منجر

ود سـطح  بب می شـ ده اسـت که این افزایش بیان سـ شـ
mRNA  ي ژنMtHAP  ــلول هـاي ، کـه در تمـایز سـ

یــابــد دارد، کــاهش  نقش   ,.Combier et al(  گره 

ان .  )2006 ا افزایش بیـ ــژن بـ ه فرنگی ترانسـ در گوجـ
miR169   از و اي موثر بر بـ ت ژن هـ الیـ أثیر بر فعـ و تـ

کی افزایش   دن روزنه ها، تحمّل به تنش خشـ ته شـ بسـ
ــت در خیار بوته اي نیز .  )Zhang et al., 2011(داش

د    miR169تحت تنش خشـکی بیش بیان اهده شـ مشـ
که بر خلاف آرابیدوپســیس ســبب افزایش تحمّل به  
یس در تنش   ت. در آرابیدوپسـ ده اسـ کی شـ تنش خشـ

ــان   ی بـ کــاهـش  ــکـی  ــان   miR169خشـ ی بـ افـزایـش  و 
NFYA5    و تحمّل به تنش خشــکی مشــاهده شــده

ــکی،   ار بوتـه اي تحـت تنش خشـ اســـت، امـّا در خیـ
بیــان   بیــان    miR169افزایش  در    NFYAو کـاهش 

ســاقه و ریشــه دیده شــد که تحمّل به تنش خشــکی  
ــکی کـاهش بیـان   ــود. تحـت تنش خشـ ایجـاد می شـ

miR169    ،ــیـس آرابـیــدوپسـ  .Pو    P. persicaدر 

virgatum  و یونجه مشاهده شد  )Liu et al., 2008.(  
ــوي دیگر، ــویاmiR169 از سـ و گوجه   در برنج، سـ

گـی رنـ خشـــکـی فـ نـش  تـ ــان    تـحــت  ی بـ ر  یشـــتـ مـی  بـ
ن    .)Zhou et al., 2010(دشـــو یـ نـ چـ مـ زان هـ یـ مـ در 
هلو     miR159بیـان در گیـاه  ــکی  تنش خشـ تحـت 

ــد، امـّا در گیـاه بـادام تحـت   تغییرات نـاچیزي دیـده شـ
شـرایط تنش شـدید خشـکی کاهش بیان مشـاهده شـد. 

د  همچنین   اي    GNدر هیبریـ برابري    4و    8افزایش هـ
ــدیـد از خود   ــرایط تنش ملایم و شـ بـه ترتیـب در شـ

 ــ اســ ــان داده  در  .  )Esmaili et al., 2015(ت  نشــ
ل  پژوهش  قبـ ان  هـاي  بیـ افزایش  ه  تحـت    miR159بـ

 Liu(  تنش خشـکی در گیاهانی مانند آرابیدوبسـیس 

et al., 2008(  ) و ذرتWei et al., 2009(  اشـــاره
ــی   ا،پژوهش شـــده اســـت. در بعضـ ان    هـ کـاهش بیـ

miR159 ) در گیـاهـانی از جملـه توتونXie et al., 

ــیب  2015 تحت    )Yang et al., 2014(  زمینی) و س
تنش خشـکی گزارش شـده اسـت. در پژوهشـی تحت  

ان   ــکی افزایش بیـ اي در برگ  miR159تنش خشـ هـ
ــه    miR159گیاه جو و یولاف و کاهش بیان  در ریش

ــت اســ ــده  مطرح شــ  ;Zou et al., 2023(  گیــاه 

Hackenberg et al., 2015( ــر،. در  پژوهش حاضـ
ــی از   ا بعضـ ه در    miRNAهـدف این بود تـ ایی کـ هـ

ــکی  miR عنوان  گیـاهـان دیگر بـه هـاي مقـاوم بـه خشـ
ي که در گیاه  miRمطرح هســتند بررســی شــوند، تا 

ــایی   ــناس ــتري دارد، ش ــی تحت تنش نقش بیش اطلس
ان   بیـ ــود.    %50تحـت تنش    miR159برابري    6.5شـ

یدي بر نقش مهم این  ئنســـبت به نمونه کنترل، مهر تأ
miR    ــکی اســــت. نقش این در    miRدر تنش خشـ

ــکی بـه  پروتئین  علـّت تـأثیر آن بر  مواجهـه بـا تنش خشـ
ژنی   MYB33و    MYB101هـاي   ــت. خـانواده  اســ

MYB  اند که  عنوان ابر خانواده ژنی شـــناخته شـــده به
ــی در گیـاهـان   یکی از بزرگترین فـاکتورهـاي رونویسـ

ساختمان  هستند و داراي تنوع بالایی از نظر عملکرد و  
ــتنــد  ــیر   Du et al., 2009(  .MYB(  هسـ درمسـ هـا 

ــیم   ــی، تقسـ ــناسـ ــنتزي ثانویه، کنترل ریخت شـ بیوسـ
سـلولی، مقاومت به بیماري ها و پاسـخ به تنش ها نقش  
دارند. در پاسـخ به تنش هایی مانند خشـکی، شـوري و  
سـرما احتمالاً با تغییر هورمون اکسـین و اسـیدابسـیزیک  

کـنـنــد  مـی  ایـفــا  را  خـود  -Jianga, 2004; Paz(نـقـش 

Ares, 1987( . miR159 در سـیگنال دهی هورمون-
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(   ABAهـاي   دارنـد  مهمی   ,Reyes & Chuaنقش 

2007 .( 
 

 نتیجه گیري
گیـاهـان در مواجـه بـا تنش هـا بـا تـأثیر بر میزان بیـان  

microRNA   ها و نیز تأثیر بر بیان ژن هاي هدف می
یت   اسـ بت به  توانند واکنش هاي مقاومت و یا حسـ نسـ

ــان دهنـد. در این پژوهش تحـت   تنش را از خود نشـ

  microRNA319شرایط تنش خشکی، در میزان بیان  
  microRNA159بیان تغییري مشـاهده نشـد، اماّ میزان 

یــان    microRNA169و   بـ زان  یـ مـ و  ــی  زایشـ افـ رونــد 
microRNA393   روند کاهشــی نشــان دادند که این

ــتر   ــان دهنده اهمیت بیش و    microRNA159نتایج نش
microRNA169   ه اه بـ در جهـت افزایش مقـاومـت گیـ

 شرایط تنش در گیاه است. 
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