
  )53- 59( 2 شماره) 1389( ششم وسيجلد    مجله علوم دانشگاه تهران

  
 در كشت بافت چند  يفنل باتيها، قندها و ترك زهيرنگ ن،يپروتئ يبرمحتوا ياثر تنش شور

  رانيا يها لهيگونه از شنبل
  

  يبابك مراد ، *كنامين دينوبر، وح يمنا صراح

  تهران، ايران علوم ، دانشگاه تهران، سي، پرد يشناس ستيدانشكده ز ،ياهيگروه علوم گ
نيكيآدرس الكترو - مسئول مكاتبات :vniknam@khayam.ut.ac.ir  

  )28/9/89 :؛ پذيرش3/3/89: دريافت(
  

  چكيده
بـر وزن تـر و خشـك، محتـواي پـروتئين،       NaClدر اين تحقيق، تـاثيرات تـنش   . گياهان از مكانيسم هاي متعددي براي پاسخ به تنش شوري استفاده مي كنند

 T. tehranicaو  T. foenum- graecum،T. aphanoneura،T. elipticaيبات فنلي در كشـت بافـت   پرولين، قندهاي مختلف، رنگيزه هاي فتوسنتزي و محتواي ترك
ميلـي گـرم در   5/0حـاوي   MSروزه در محـيط   10بافت كالوس از قطعات جداكشت محور زير لپه دانه رست هاي . در شرايط در شيشه مورد مطالعه قرار گرفت

، 50، 0حاوي غلظـت هـاي    MSروز در محيط   35كالوس ها بعد از . ميلي گرم در ليتر كينتين به دست آمد 1 و  (D-4-2)ليتر  دي كلرو فنوكسي استيك اسيد
تحت شوري محتـواي پـرولين، تركيبـات فنلـي،     . وزن تر و خشك هر چهار گونه تحت شوري كاهش نشان داد. واكشت شدند NaClميلي مولار  150و 100، 75

در حاليكـه محتـواي پـروتئين هـا در سـه گونـه و پلـي سـاكاريدها در هـر          . ندهاي احياكننده در هر چهارگونه افزايش يافتقندهاي محلول، اليگوساكاريدها و ق
  .تنش شوري موجب كاهش معني داري در محتواي كلروفيل كل و كاروتنوئيدها در كالوس هاي هر چهار گونه شد. چهارگونه كاهش نشان داد

  
  .يفنل باتيترك ،يشور ،يفتوسنتز يها زهيرنگ ن،يكشت بافت، پرول :يديكل يها واژه

  
 مقدمه

تنش هاي غير زيستي از قبيل خشكي و شوري، رشـد، نمـو و بـاروري    
شـوري فرآينـدهاي بيوشـيميايي و    . گياهان را تحت تاثير قرار مي دهد

فيزيولوژيكي متعددي را كه تعداد زيادي از آنها در سطح سلولي بررسي 
مطالعه تـاثير تـنش شـوري بـر     . رار مي دهدشده است را تحت تاثير ق

متابوليت ها در بافت كالوس در سال هاي اخير مورد توجه قرار گرفتـه  
 است 

(Olmos & Hellin 1996 , Al-Khayri 2002, Cherian & Reddy 

2003   Niknam et al.2004).(  
يكـي از تغييـرات بيوشـيميايي     (ROS) توليد گونه هاي اكسيژن فعال 

در گياهان در معرض تنش هاي زيستي و غير زيستي رخ مي است  كه 
گياهاني كه در معرض تنش هاي محيطي هستند اغلب از آسـيب  . دهد

سميت يون نمـك، داراي تـاثيرات زيـان    . هاي اكسيداتيو رنج مي برند
آوري شامل تخريب آنزيم ها و تسريع تشكيل انواع اكسيژن فعـال مـي   

. به غشاها و پروتئين ها آسيب وارد آوردباشد كه به نوبه خود مي تواند 
دفاع آنتي اكسـيداني بـراي محافظـت از ياختـه هـا در برابـر تـاثيرات        

گياهان سيسـتم  . خطرناك گونه هاي اكسيژن فعال وارد عمل مي شود
هاي سلولي و زير سلولي خود را از تاثيرات گونه هاي اكسيژن فعال بـه  

ديسموتاز، كاتـالاز، پراكسـيداز،   وسيله آنزيم هايي از قبيل سوپر اكسيد 
گلوتاتيون ردوكتاز، پلي فنل اكسيداز و آنتي اكسيدان هاي غير آنزيمي 

 Agarwal & Pandy) نظير آسكوربات و گلوتاتيون محافظت مي كنند 

2004).  
Trigonella   گونه متعلـق بـه خـانواده     135جنس بزرگي با نزديك به

  .Tاي اين جنس از جمله گونه بسياري از گونه ه. لگومينوزه مي باشد

foenum-graecum   با توليد انواع متابوليت هاي ثانوي از لحاظ دارويي
 .Niknam et al. 2006)(با اهميت مي باشند

در پژوهش حاضر وزن تر و خشك، محتواي قند ها، پرولين، پـروتئين،  
تركيبات فنلي و رنگيزه ها در كشت بافت چهار گونه از شـنبليله هـاي   

  .ران تحت تنش شوري مورد بررسي قرار گرفتاي
  يكي از پاسخ هاي گياهان به تنش شوري تجمع قندهاي محلول 

ايـن  . (Mohammadian et al. 2001, Pessarakli 1999)مـي باشـد   
تجمع در تنظيم اسمزي سلول هاي گياهي نقـش مهمـي را بـه عهـده     

ان عـالي  در سلول هاي گياه ـ. دارد و به دلايل مختلفي حادث مي شود
ملكول هاي پليمري به مولكول هاي كوچكتر شكسـته مـي شـوند، بـه     
عنوان مثال نشاسته به ساكارز و سپس به مولكول هـاي كوچـك تـري    
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  .(Pessarakli 1999)مانند گلوكز و فروكتوز تبديل مي شوند 
يكي از روش هاي متابوليسمي بارز ديگر تجمع پرولين در واكنش  بـه  

كه  (Arshi et al. 2002, Safarnejad et al. 1997 )تنش اسمزي است 
مكانيسم احتمالي افزايش توليد آن توسط پژوهشگران مشـخص شـده   

  است
 Kandpal &Rao 1982) ،(Herrieu et al.1993.  

 
  مواد و روش ها

  سترون سازي بذرها
 T.  foenum-graecum L.،T. elliptica Boiss،T.  tehranicaدانه هاي 

Bomm،T. aphanoneura Rech  با قرار گرفتن در محلول هيپو كلريت
دقيقه استريل شدند و سپس چندين بار با آب  20به مدت % 20سديم 

  .مقطر سترون مورد شستشو قرار گرفتند
  كشت بافت

آگـار  % 7حـاوي  ) MS )Murashige & Skoog 1962بذرها در محيط  
جداكشـت   بعد از جوانه زني، بافت كـالوس از قطعـات  . رشد پيدا كردند

 MSروزه در محيط  10يك سانتي متري محور زير لپه دانه رست هاي 
و ا ميلي گرم در ليتـر كينتـين بـه     D-2,4ميلي گرم در ليتر 5/0حاوي 

حاوي غلظت هـاي   MSروز در محيط  35كالوس ها بعد از . دست آمد
لامپ هـاي فلورسـنت بـا    با   NaClميلي مولار  150و 100، 75، 50، .

12، شدت  smolm 46  درجـه سـانتي    20/25روز / و دماي شـب
روز واكشت شدند و سپس كـالوس هـا در درون آون    45گراد به مدت 

ساعت به منظـور سـنجش    48درجه سانتي گراد به مدت  60در دماي 
  .وزن تر و خشك ، خشك شدند

  
  استخراج و سنجش قندها
 10در شـده بـه وسـيله    گرم از نمونه پـو  1/0براي تعيين محتواي قند، 

استخراج شد و تفاله ها بعد از ) v/v 8:2(آب مقطر : ميلي ليتر از اتانول
تفاله ها بعد از استخراج اتانولي براي . بار سانتريفوژ جمع آوري شدند 2

 Niknam(استخراج پلي ساكاريد به وسيله جوشاندن آب استفاده شدند 

et al. 2006.(  
و Dubois et al. 1956 له روش سـنجش محتـواي قنـد كـل بـه وسـي       

محتواي . سنجيده شدند Nelson 1944قندهاي محلول بر طبق روش  
اليگو ساكاريدها از تفاوت بين محتواي قندهاي محلول و قندهاي احيـا  

  . كننده به دست آمدند
  

  استخراج و سنجش پرولين 
ميلـي   10گرم ماده گياهي خشك بـا   1/0براي تعيين محتواي پرولين 

در يك هاون تا يكنواخت شـدن كامـل   % 3سولفوسالسيليك اسيد  ليتر

تعيين   Bates et al. 1973ساييده شد و محتواي پرولين بر طبق روش 
  .شد

   
  استخراج و سنجش پروتئين 

ميلـي   5/0ميلي گرم كالوس تر با  1000براي تعيين محتواي پروتئين 
چينـي كـه بـه    مولار در يك هـاون   Tris-HCL 1ليتر از بافر استخراج 

منظور حفظ فعاليت آنزيم ها بر روي يخ قرار دارد تـا يكنواخـت شـدن    
درجه سانتي گراد با سـرعت   4كامل ساييده شد سپس نمونه در دماي 

ــه دردو دوره  12000 ــد  30دور در دقيق ــانتريفوژ گردي ــه اي س . دقيق
 Bradford(محتواي پروتئين كل با اسپكتروفتومتري به روش برادفورد 

بـه عنـوان منحنـي     BSAبا اسـتفاده از سـرم آلبـومين گـاوي      )1976
  .نانومتراندازه گيري شد 595استاندارد در طول موج 

  
  استخراج و سنجش كلروفيل و كاروتنوئيدها

% 80كلروفيــل كــل و كاروتنوئيــدهاي كــالوس هــا بــه وســيله اســتون 
استخراج و با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتري اندازه گيـري شـدند   

)1983 & Lichtenthaler (Wellburn .  
  

  استخراج و سنجش تركيبات فنلي 
گرم از پودر نمونه گيـاهي در   1/0براي تعيين محتواي تركيبات فنلي، 

درجه سـانتي   70درصد در بن ماري با دماي  80ميلي ليتر متانول  20
گراد مورد استخراج قرار گرفت و محتواي تركيبات فنلي بر طبـق روش  

Ranganna (1986) دنيس اندازه گيري شد -با استفاده از معرف فولين.  
 

  آناليز آماري
آزمايشات بر اساس طرح كاملا تصادفي بـا سـه بـار تكرارانجـام گرفـت      
وآناليزهاي آماري داده ها با استفاده از آناليز يـك طرفـه واريـانس  بـا     

و آزمون دانكن در سـطح خطـاي    15نسخه  SPSSاستفاده از نرم افزار 
  .انجام گرديد 05/0

  نتايج  
نتايج حاكي از اين است كه ميانگين وزن تر و خشك كالوس هـاي هـر   

ميلي مولار به  150تا  0چهار گونه با افزايش غلظت نمك در محيط از 
  ).2و1شكل( طور پيوسته و معني داري كاهش پيدا كرد 

 نتايج حاصل از بررسي اثر شوري بر محتواي قند محلول نشان مي دهد
بـا   T.foenum- graecumو  T.tehranicaكه در كالوس هـاي دو گونـه   

محتواي قندهاي محلول به طور پيوسته افـزايش   NaClافزايش غلظت 
ــه      ــاي گون ــالوس ه ــول در ك ــدهاي محل ــواي قن ــا محت ــد ام ــي ياب م

T.aphanoneura  ميلي مولار و در گونه   100تا غلظتT.elliptica   تا
ش و سپس در غلظـت هـاي بـالاي شـوري      ميلي مولار افزاي 75غلظت 
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  ).3شكل (كاهش نشان مي دهد
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تغييرات وزن خشك كالوس هاي چهار گونه شنبليله در غلظت هاي : 1شكل

  .NaClمختلف 
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تغييرات وزن تر كالوس هاي چهار گونه شنبليله در غلظت هاي  : 2شكل 

  .NaClمختلف 
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 mgg-1(ندهاي محلول بر محتواي ق NaClغلظت هاي مختلف اثر  :3شكل 

d.w. (كالوس هاي چهارگونه شنبليله.  
  

نتايج نشان داد كـه محتـواي اليگوسـاكاريدها در كـالوس هـاي گونـه       
T.aphanoneura   با افزايش غلظـتNaCl     100در محـيط تـا غلظـت 

ميلي مولار كاهش  150ميلي مولار افزايش نشان داد سپس در غلظت 
در كـالوس هـاي   . يدها مشاهده شدمعني داري در محتواي اليگو ساكار

در محـيط   NaClبا افزايش غلظت  T.tehranicaو  T.ellipticaدو گونه 
ميلي مولار محتواي اليگوساكاريدها افـزايش و سـپس تـا     75تا غلظت 

ميلي مولار كاهش نشان مي دهد البتـه لازم بـه ذكـر اسـت كـه       150
نـه نسـبت بـه    محتواي اليگوساكاريدها در اين غلظت هـا در هـر دو گو  

بـا   T.foenum- graecumدر كالوس هاي گونـه  . شاهد بيشتر مي باشد
افزايش سطح شوري محيط، محتواي اليگوساكاريدها به طـور پيوسـته   

  ).4شكل (افزايش مي يابد 
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 mgg-1(بر محتواي اليگوساكاريدها  NaClغلظت هاي مختلف اثر  :4شكل 

d.w. (كالوس هاي چهارگونه شنبليله.  
  

، محتواي قندهاي احياكننده، در كالوس هـاي هـر دو   NaClحضور در 
در  NaClبه موازات افزايش غلظت  T.aphanoneuraو T.ellipticaگونه 

امـا در غلظـت   . ميلي مولار افزايش نشان مي دهد 75محيط تا غلظت 
ميلي مولار روند كاهشي در محتواي قنـدهاي احياكننـده    150و  100

ميلـي   150و  100ته اين كاهش بين غلظـت  مشاهده مي گردد كه الب
در كـالوس هـاي گونـه     . مولار از لحـاظ آمـاري معنـي دار نمـي باشـد     

T.tehranica   ميلـي مـولار    50ميلي مـولار نسـبت بـه     75در غلظت
كاهش و سپس در غلظت هاي بالاي شوري افزايش نشان مـي دهـد و   

فزايش و تـا  ميلي مولار ا 50در غلظت   T.foenum- graecumدر گونه 
ميلي مولار كاهش و سپس با افزايش سطح شوري محيط،  100غلظت 

  ).5شكل (محتواي قندهاي احياكننده افزايش مي يابد 
 NaClمحتواي پلي ساكاريدها در هر چهار گونه تحت شـوري ناشـي از   

  ).6شكل (كاهش نشان داد 
تحـت تـنش    T.tehranicaو T.ellipticaمحتواي پـرولين دردو گونـه    

تـا   T.foenum- graecumوري افزايش يافت و در كالوس هاي گونـه  ش
كـاهش   NaClميلي مولار افزايش و در غلظت هـاي بـالاي    75غلظت 
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ميلـي مـولار    100تـا غلظـت     T.aphanoneuraنشـان داد و در گونـه   
  ). 7شكل (افزايش و سپس كاهش نشان داد 
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 ,T.foenum- graecumركيبـات فنلــي در هـر ســه  گونـه    محتـواي ت 

T.elliptica    وT.tehranica  تحت شوري افزايش نشان مي دهد اما در
ميلي مولار افـزايش و در غلظـت    75تا غلظت  T.aphanoneuraگونه  

  ).11شكل (هاي بالاي شوري كاهش نشان مي دهد 
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) .mgg-1 d.w(يبات فنلي بر محتواي ترك NaClاثر غلظت هاي مختلف  :11شكل

  .كالوس هاي چهارگونه شنبليله
  

  بحث
تنش شوري مي تواند با اثر بر روي بخش هاي مختلف به ويژه سيستم  

هورموني و آنزيمي منجر به كاهش وزن تر و خشك كـالوس هـا شـوند    
 Tنتايج حاضر در توافق با داده هاي گزارش شده قبلـي روي دو گونـه   

.foenum-graecum،T .aphanoneura  1383رضوي،(مي باشد .(  
ــور  ــاكاريدها و   NaClدر حض ــده، اليگوس ــدهاي احياكنن ــواي قن ، محت

در . قندهاي محلول در همه گونه ها نسـبت بـه شـاهد افـزايش يافـت     
كاهش  NaClمقابل محتواي پلي ساكاريدها تحت شوري ناشي از نمك 

  .نشان داد
و خشكي گزارش تجمع قندهاي محلول در پاسخ به تنش هاي  شوري 

بـر طبـق   . ( Binzel et al.1989, Dubey & Singh 1999)شـده اسـت   
نسـبت بـه سـه     T. tehranicaنتايج به دست آمده اين تجمع در گونـه  

تحت تنش شوري تجمع قنـدها بـه همـراه    . گونه ديگر بيشتر مي باشد
محلول هاي سازگار ديگر به پايداري غشاي سلولي و پروتئين ها كمك 

  مي كند
) (Sanchez et al.1998 .       تجمـع قنـدهاي محلـول در تنظـيم اسـمزي

سلول هاي گياهي و تسهيل جذب آب نقـش مهمـي را بـر عهـده دارد     
(Pessarakli 1999) .در سلولهاي گياهان عـالي ملكـول هـاي     همچنين

پليمري به مولكول هاي كوچكتر شكسته مي شـوند، بـه عنـوان مثـال     
كول هاي كوچك تري مانند گلـوكز و  نشاسته به ساكارز و سپس به مول

فروكتوز تبديل مي شوند  بنابراين  افزايش در غلظت قنـدهاي محلـول   
. (Fischer & Holl 1991 )ممكن است نتيجـه تجزيـه نشاسـته باشـد      

همچنين در پاسـخ بـه تـنش     grapevineكاهش نشاسته در برگ هاي 

ي خشكي  گزارش شده است، در ايـن تحقيـق افـزايش تجمـع قنـدها     
ــا كــاهش شــديد در نشاســته همــراه اســت   ــول ب  & Patakas)محل

Noitsakis .      همچنــين تحقيقــات نشــان داده اســت كــه محتــواي
 Chenopoduimكربوهيدرات هاي محلول درمحور روياني و لپـه هـاي   

quinoa Willd  مـولار   4/0در غلظتNaCl      افـزايش يافتـه اسـت ايـن
ي را دليـل افـزايش   گزارش تجزيه پلي سـاكاريدها در اثـر تـنش شـور    

 .Prado et al )قندهاي محلول در دانه رست هاي اين گياه مـي دانـد   

گه اين مطلب با نتايج به دست آمده در ايـن تحقيـق مطابقـت     (2000
  .دارد

نقش پرولين به عنوان محافظت كننده اسمزي كه در هنگـام تـنش در   
 NaCl  گياه افزايش پيدا مي كند كمك به پايداري غشا و كاهش اثرات

  Cherin. (Ashraf & Orooj  2006)بر تخريب غشاي سلولي مي باشد 
برابر محتواي پرولين در سلول هـاي   9تا  2افزايش )  Reddy  )2003و

همچنـين افـرايش   . را گزارش داده انـد  Suaeda nudifloraتحت تنش 
پرولين در برگ هاي دو رفم توت همراه با افزايش شوري گزارش شـده  

  ).Kumar et al. 2003(است 
 NaClكاهش در محتواي پروتئين كـالوس هـا در غلظـت هـاي بـالاي      

ممكن است به دليل هيدروليز  يا كاهش در سـنتز پـروتئين هـا باشـد     
(Hall & Flowers 1973)   به طور مشابهCherian  وReddy  )2003 ( ،

برابر كاهش در محتواي پروتئين كالوس ها تحت تنش شوري را  3تا  2
افزايش محتواي پروتئين مي تواند به علت القاي پروتئين . رش دادندگزا

هاي متعددي باشد كه يا در پاسخ به تنش شوري ممكن است به طـور  
جديدي ساخته شوند و يا به طور نهادي در غلظت هـاي پـايين وجـود    
داشته و هنگامي كه گياهان در معرض شوري قرار مي گيرنـد، غلظـت   

  .آنها افزايش يابد
هش كلروفيل ها تحت استرس شوري در ارتبـاط بـا مهـار نـوري يـا      كا

كـاهش رنگيـزه   .  (Kato & Shimizu 1985)مـي باشـد    ROSتشكيل 
  هاي فتوسنتزي توسط شوري در گونه هاي مختلفي گزارش شده است

 (Parida & Das 2002, Meloni et al. 2003) .  
ايش نشان مي محتواي تركيبات فنلي در هر چهار گونه تحت شوري افز

اين تركيبات آنتي اكسيدان هاي نيرومندي در بافت هاي گيـاهي  . دهد
تحت شرايط تنش مي باشند و اين خاصيت به دليل ساختار اسكلتي و 

گـروه هـاي هيدروكسـيل آزاد    . گروه فنل اين متابوليت هـا مـي باشـد   
متصل به حلقه آروماتيك بـه وسـيله جـاروبگري راديكـال هـا و سـاير       

ها مانند فروكشي اكسيژن يكتايي و كلاته كردن فلز به وسيله مكانيسم 
باند شدن يون هاي سمي آسيب هاي اكسيداتيو ناشي از يون ها را كم 
كرده و به اين ترتيـب سـاختارهاي سيتوپلاسـمي و كلروپلاسـتي را از     
تاثيرات منفي شوري محافظت مي كننـد و همچنـين بـا جلـوگيري از     

افـزايش  . سيداسـيون ليپيـد جلـوگيري كننـد     عمل ليپو اكسيژناز از اك
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توليد تركيبات فنلي تحت اثر شوري در گياهان مختلفي گـزارش شـده   
  . (Al-Amier & Craker 2007)است 

در بررسي حاضـر بـا مقايسـه  اثـرات غلظـت هـاي مختلـف نمـك بـر          
پارامترهاي مختلف فيزيولوژيكي در كالوس هاي چهـار گونـه  مختلـف    

هدف اول اينكـه بـا اسـتفاده از    . دف دنبال مي شودگياه شنبليله دو ه
مزاياي تكنيك هاي كشت بافت مدلي براي استفاده از اين تكنيـك در  

هدف دوم اين پژوهش مقايسه  . پژوهش هاي فيزيولوژي گياه ارايه شود
بـا  . فيزيولوژيكي پديده مقاومت به تنش شوري در اين چهار گونه است

ف نمـك بـر ميـزان رشـد كـالوس هـا       نگاه به اثرات غلظت هاي مختل ـ
با كاهش هزار درصـدي   T. foenum-gracaeum مشاهده شد كه گونه  

ميلـي مـولار    150در وزن خشك كالوس ها از غلظت صفر تـا غلظـت   
اين در حالي است كه گونه . نمك متحمل بيشترين خسارت شده است

 T. tehranicaو %) T. aphanonoera )454(% ،T. eleptica )384هاي 
بر ايـن اسـاس   . در مقام هاي بعدي در كاهش رشد قرار دارند%) 200(

 .Tو مقـاوم تـرين گونـه     T. foenum-gracaeumحساس تـرين گونـه   

tehranica  گونـه   . مي باشـدT. tehranica      بـا اتخـاذ اسـتراتژي هـاي
، تركيبات فنولي )درصد 50به ميزان بيش از ( افزايش محتواي پرولين 

بـه  ) درصـد  100بـيش از  (و قنـدهاي محلـول   ) صددر 48نزديك به (
مديريت تنش اعمال شده مي پردازد به گونه اي كه كمترين تـاثير بـر   

  .  رشد كالوس هاي اين گونه مشاهده مي شود
با توجه به مطالب ذكر شده مي توان گفت با وجـود ايـن كـه شـنبليله     

لـف  جزو گياهان نسبتا مقاوم به شوري مي باشـد امـا گونـه هـاي مخت    
مربوط به يك سرده مي توانند از نظر مقاومـت بـه شـوري بـا يكـديگر      
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