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Abstract 
Objective 

Sucrose, the final product of photosynthesis, plays important roles in growth, development, 

storage, signal transduction, and acclimation to environmental stresses in higher plants. Sucrose-

phosphate phosphatase (SPP) catalyzes the final irreversible step in the sucrose biosynthesis 

pathway. In this study, the SPP orthologous genes in wheat and progenitors were selected, and 

the expression regulation of the orthologous SPP genes were analyzed in response to salinity 

stress. 

 

Materials and methods 

Seeds of bread wheat (Triticum aestivum CV. Rooshan), durum wheat (Triticum turgidum CV. 

Hana), and Aegilops tauschii were provided by the Seed and Plant Improvement Institute, Karaj, 

Iran. In order to quantify the expression of SPP genes, qRT-PCR was performed on total RNA 

extracted from leaf and root tissues of control and salt-treated (NaCl 200 mM) samples. A gene 

tree was constructed to calculate the evolutionary and phylogenetic relationships of the SPP 

protein family in bread wheat and its progenitors. The possibility of post-transcriptional 

regulation of the SPP genes was also evaluated using the online tool psRNATarget. 
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Results 

The results of the phylogenetic analysis showed that 6, 4, and 2 SPP paralogous genes have 

evolved on chromosomes 1 and 5 of bread wheat, durum wheat, and Ae. tauschii, respectively. 

Additionally, we predicted 16 different microRNAs can target some of the SPP gene transcripts 

in bread wheat and Ae. tauschii. Gene expression results also indicated that SPP gene expression 

increased in the root and leaf tissues of bread wheat in response to salinity stress, while it 

decreased in durum wheat. The response of Ae. tauschii to salinity stress was different, with 

decreased expression observed in leaf tissue but increased expression in root tissue. 

 

Conclusions 

Post-transcriptional regulation through miRNAs can play an important role in the regulation of 

the complex sucrose metabolism, especially in the regulation of SPP gene expression. Gene 

expression results showed that under salinity stress conditions, bread wheat increases sucrose 

production, while in durum wheat, which is more sensitive to salinity stress, sucrose production 

is disrupted or decreased. This reduction in sucrose production can lead to a decrease in yield. 
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  چکیده

اندقا   ی،انهژ یهبدر رشجگ، نم ، خ  یم م هایشکه نق  اشجگیم یاهانفد  جسد  در و ی جاکار  مصوج   اصج  یا ج که    هدف:

 یک  که   که  ی  سد   یهمهح ه در مس ین(، آ هSPPدارد. ژن   که   فسفات فسفاتا  ) یطیمص های ا تسش ی   ا وار یهسا  

آن  یاجگاد هایدر وسگم نان   و نه SPPا رت ل گ  هایپژ هش ژن ین. در اکسگیم ی ا جججت را کاتال یه هوشجججت پذ یه اکسش غ

 قهار وهفت. یا ی رد ار م یآن ا در پا خ  ه تسش ش ر یان  ی انم ییهات  اندخاب شگ   تغ ییشسا ا

 .Triticum turgidum CV( ، وسگم د ر م )Triticum aestivum CV. Rooshan ذ ر وسگم نان ) :هاروشمواد و 

Hana( آجی  پس   )Aegilops tauschii )شگ صلاح   ت یه ن ا     ذر کهج ت یه  سه تصقیقات ا ا   RNAا دخهاج  .ا  م  

م رد  qRT-PCR( ان ام شججگ   تغییهات  یان  ا ر ش NaCl 200 mMکسده    تصت تیمار )های ریشججه    هگ ویاهان  افت

، در ت SPPهای ژن ها   پارال گار یا ی قهار وهفت.  ه مسظ ر مطالعه ر گادهای تکام ی   شسا ایی ر ا ط فی  ژنی  ین ا رت ل گ

شگ.  ا ا دفادب ا  ا  ار آنلاین  ها نی  م رد ار یا ی  miRNAپس ا  ر ن یسی  ا  ا طه  امکان تسظیم psRNATargetژنی ر م 

 قهار وهفت.
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ژن  2   4، 6وسگم نان، وسگم د ر م   آجی  پس  ه تهتیب  5   1های ندایج آنالی  فی  ژنی نشجججان داد که  ه ر ی که م   م :نتایج

را در  SPPهای  ه ی ا  ر ن شت ژنت انسگ مدفا ت می miRNA 16چسین مشخص شگ که تکامل یافده ا ت. هم SPPرال گ پا

شسا ایی نمایسگ. ندایج تغییهات  یان ژن نی  نشان داد که در  افت ریشه    هگ وسگم نان  وسگم نان   آجی  پس،  ه عس ان ژن هگف 

پس مشاهگب شگ.  اکسش ویاب آجی   SPPاف ایش یافت اما در وسگم د ر م کاهش  یان ژن  SPPدر پا خ  ه تسش ش ری  یان ژن 

 مشاهگب شگ. SPP ه تسش ش ری مدفا ت   د  ه ط ری که در  افت  هگ کاهش  یان  لی در  افت ریشه اف ایش  یان ژن 

سی  ا  ا طه  گیری:نتیجه سم پیچیگبها می miRNAتسظیم پس ا  ر ن ی   که      ط ر  ت انگ نقش م می در تسظیم مدا  لی

یان ژن نشججان داد که ویاب وسگم نان تصت شججهایط تسش شجج ری ت لیگ  جج که   را داشججده  اشججگ. ندایج   SPP یژب تسظیم  یان ژن 

اف ایش داد در حالی که در وسگم د ر م که حسا یت  یشدهی  ه تسش ش ری دارد تصت شهایط تسش ش ری ت لیگ   که   مخدل   

 عم کهد نقش   اهگ شگ.یا کاهش یافت که این کاهش ت لیگ   که   در کسار  ایه اثهات مخهب تسش ش ری در کاهش 

  .یژن، تسش ش ر یان  که  ،  : هاکلیدواژه

 پژ هشی.: نوع مقاله

فسفات فسفاتا  در وسگم نان   و نه -ژن   که   یان  یمتسظ (1402) کا  ی حمیگ رضا، مسو ری م گی، عبیگنژاد ال ام استناد:

 .188-173(، 4)15، م  ه  ی تکس ل ژی کشا ر ی. یآن تصت تسش ش ر یاجگاد یها
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 مقدمه

درصگ  20  حگ د  دهگیم یلج ان را تشک یا  موهف غذا یا  غلات م م ا ت   ج ء م م یکی( .Triticum sppوسگم )

وسگم که عم کهد  یگارقام جگ یگاصلاح نباتات   ت ل ی،ر  اف  ن ج ان ی  تقاضا یت. رشگ جمعکسگیم ینانسان را تام ییغذا یا  انهژ

شد یطیمص هایتسش یطتصت شها یشدهی    تکامل،   ی ایاه  یسگهای(. فهاJing et al. 2022کهدب ا ت ) ی اشسگ را ال ام هدا

شگنمانسگ د شکل دادب ا ت.  یژن م وسگم نان امه   پ  ئیگی،ی  پ  یبهیگا ی نه ی طح ژن م پس ا  ر گادها یپ  ئیگ ا   یکیرا 

 یمیاق  یطآن  ه شججها ی ججا وار ی انم« ج ان اییمسبع غذ تهینیاصجج »وسگم نان  ه کسججب عس ان  یتدر م فق یگیک  یفاکد رها

شگیمدفا ت م ا ت که در  یبهیگا ی نیه یر گادها ی هآن قهار دارد   ند یگآل هه اپ  ئ یدر  ا دار ژن م ییت انا ینا  ا ی.   خش ا

انگ، رفده ینا    یژن ایه ان ادب یاها ا  ژن یاریتکامل،  س ی(. در طConsortium et al. 2014تکامل آن ان ام شگب ا ت ) یط

(. در ط   ر نگ تکامل وسگم Murat et al. 2013انگ )شجججگب ی ادا یا  دنگ حفظ  تهیق  یکه  ه لصاظ تکام  هاییژن یکهدر حال
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 Triticum urartu   Aegilops ید  و نه  حش یندر چسگ صگ ه ار  ا  قبل اتفاق افداد که   یبهیگا ی نیر گاد ه یننان، ا ل

speltoides یگ،و نه آل تدهاپ  ئ یلمس ه  ه تشک یبهیگا ی نه ینان ام شگ. ا Triticum turgidum یند م   یبهیگا ی نشگ. ه 

Triticum turgidum  و نه  Aegilops tauschii  داد   و نه وسگم نان  یرTriticum aestivum   یش ه  ج د آمگ که 

 (.Petersen et al. 2006د )ش یکشت وسگم را شامل م یه طح  درصگ ا   95ا  

 ییهات. تغش نگی  مس ه  ه کاهش عم کهد م کسگیم ی ادا یکشا ر  یگاتت ل یهرا در مس ی  رو یتمصگ د یطیمص هایتسش

 Storey & Taninoدادب ا ججت ) یشرا اف ا یمصوجج  ت  راع یگ ا  ه ت لع امل تسش ر ججانییبحادث شججگب،  طه آ جج یمیاق 

که در حا  حاضه  ی ه ن اح ی راع یاهانو یمعهف ی  که  ها کسسگ،یاثه م یفع  عی را یهاو نه یها نه تس ا  ه ر تسش ین(. ا2012

شا ر  ی ها  ه  یکی  م رف ل ژ یکیآنات م یکی،مدا  ل یها(. پا خDuncan 2000هسدسگ ) یم انع م م ی ن ش نگیا دفادب نم یک

 یاهانهد وکه  ا دار   عم ک یاص  یه هایا  ن یکین یا ت.  سا ها یعیتکامل ت  ط اندخاب طب ییا دگا یا  ر گادها یها،  ه تسش

مشججکلات م ج د در  ینتها    رگ یکی ی(. تسش شجج رOrcutt & Nilsen 2000ا ججت ) یطیمص هایتسش دهگ،یرا شججکل م

شا ر  س یهانا ی راع یگات  ت ل یک شگت عم کهد  راع یاا  مساطق دن یاری     های. علا ب  ه  اکدهگیرا کاهش م یا ت که  ه 

شک یعیکه  ه ط ر طب یمی گ یاش ر    سدهش  ش نگیم یلت صل ر ش یهثان  یش ر یهتصت تاث هایک او  یاریآ  هایکه حا

 (.Pessarakli & Szabolcs 1999 ه ط ر ر   اف  ن قا ل مشاهگب ا ت )  اشگیم یکشا ر  هایین م

 یهسا دقا   ان ی،انهژ یهبدر رشگ، نم ، خ  یم م یهاکه نقش  اشگیم یاهانفد  سد  در و ی اکار  مصو   اص  یا  که   

 یفیتعم کهد   ک ی اندر م ی  که   نقش م م ی راع یاهان(. در وJiang et al. 2015را دارد ) یطیمص های ا تسش ی   ا وار

سفات   هاییمت  ط آن  ید    در    که  (.  Halford et al. 2011دانه دارد )  یسدا (،   که    SPS) یسدا   که   ف

(SuSy سفات سفاتا  )(     که   ف سفات   یم(. آن Leloir & Cardini 1955) ش دی(  سد  مSPPف  ا ده  یسدا ،  که   ف

  که   فسفات فسفاتا   ا  یمآ ه آن   ه  در مهح کسگیم ی فسفات کاتال -6-و  ک    فه کد  -UDPفسفات را ا   6-شگن   که  

سفات، ت ل 6-  که   یگر لی ه س     ا ت آن  هاین. ژکسگیم ی   که   را کاتال یگف سفاتا  در و نه یمم سفات ف  های  که   ف

ژن  4 یگ پسیس،آرا  یاب(. در وLunn 2003) انگشگب ییو جه، خرت،  هنج   وسگم شسا ا یگ پسیس،همچ ن آرا  یاهانا  و یمخد ف

در  TaSPP1 ،TaSPP2   TaSPP3 هایژن 2003شگب ا ت. در  ا   ییشسا ا SPPژن  4   3 یب  در وسگم    هنج  ه تهت

 ا  یندر ج    خرت   همچس SPP1 هاینشان داد که  ا ژن ندایج. انگ  ک  ن شگب ییشسا ا یگدر  طح ن ک   ت %94وسگم  ا تشا ه 

 های ه انب ب دادب ی(. امه  ب  ا د ججده ججLunn 2003) دارنگ ییتشججا ه  ا  یندر  هنج در  ججطح په ت  SPP1   SPP2 هایژن

صل ا  ت ال یژن م س یا ییحا سهمقا ی هایوسگم، امکان آنال یاجگاد هایو نه ین  همچس ی راع هایا  و نه یاری  در عم کهد  ایی

سه ا ان ام مطالعه مق یقتصق این در لذا. ا ت شگب فهاهم هاژن ینا  یاطلاعات هاییهابا  اطلاعات م ج د در پا ویهی    هب ایای

ش ر SPPژن  یمیتسظ هاییسم  مکان یکام ت ی ه مطالعه ر گادها ی ع  هایدر وسگم نان   و نه ی  نقش آن در پا خ  ه تسش 

 .شگ qRT-PCR  شآن  ا ا دفادب ا  ر یان  ییهاتتغ ویهی  انگا ب ی انف رماتیکی  هایر ش یقآن ا  طه یاجگاد
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 هامواد و روش

های   پارال گ هاا ایی ر ا ط فی  ژنی  ین ا رت ل گتکام ی   شس ه مسظ ر مطالعه ر گادهای  :یوانفورماتیکیب یزهایآنال

 EnsemblPlantدادوان  1های اجگادی ا  پایپلاین ر م در ت ژنی  و نه spp Triticum.در  ین اعضای جسس  SPPژن 

(https://plants.ensembl.org)   های ا رت ل گ   پارال گ ژنا دفادب شگ. در این ر ش   سگتهین په ت ین کگ شگب اSPP  در

-Mاف ار نهمشسا ایی   اندخاب شگ.  BLAST ا ا دفادب ا  جسد  ی ، EnsemblPlantهای ویاهی م ج د در دادوان تمام ژن م

Coffee  یاmafft ( ج ت همهدیفیAlignmentا دفادب شگ ) اف ار دب ا  نهم   پس  ا ا دفاTreeBeST 

(https://github.com/Ensembl/treebest) ( در ت ژنی اجماعیConsensus ) ه ا اس ر ش ارایه شگب ت  ط viela 

et al. (2009)  تسظیم  یان ژن . وهدیگر مSPP تسظیم پس ا  ر ن یسی  ا  ا طه ای ها  طهیق مکانیسمmiRNA ها  ا ا دفادب

م رد ار یا ی قهار وهفت. ا  پارامدههای پیش  psRNATarget (https://www.zhaolab.org/psRNATarget/)ا  ا  ار 

 Cytoscapeاف ار های هگف  ا نهمها  ا ژن miRNAاف ار ا دفادب شگ. شبکه  ههمکسشی ( نهم release 2017) 2فهض نسخه 

 ته یم شگ. (3.7.1)

 Triticum، وسگم د ر م )(Triticum aestivum CV. Rooshan) ذ ر وسگم نان  :اینهگلخا یشاتآزما

turgidum CV. Hana( آجی  پس   )Aegilops tauschii )ر کهج در ت یه شگب ا  م  سه تصقیقات اصلاح   ت یه ن ا     ذ

 5-6 قطه  ا هاییما ه مده   حا ی اندی 25ارتفاع های  ا دیش  ه و گان نی در پدهیها پس ا  ج انهاین پژ هش ا دفادب شگ.  ذر

گ ویاهان   اعما  تسش در یک مده، اندقا  دادب شگنگ. هه کگام ا  ویاهان در  ه و گان   در هه و گان  ه   ته کاشده شگ. رشمی ی

 در. وهدیگ ان ام  د  شگب ا دفادب (Munns & James 2003)جیم     م ن  مقاله در که آنچه  یسدم هیگر پ نیک  سده مشا ه  ا

 معین های مان در  سج دی یدا  مان  ه مدول الکده نیکی پمپ یک ت  ط   دارد قهار مخ ن یک در غذایی مص     یسدم این

  ا .وهدد همی مخ ن ه  مص    غذایی هایی،ل له طهیق ا  م گدا   دهگمی قهار ویاب هایریشه م ا رت در را مص    غذایی شگب

 مص   . ویهنگمی قهار ییغذا مص    معهض ثانیه در 40مگت  ه   دقیقه 30 هه ویاب هایریشه  یسدم هیگر پ نیک، این ا  ا دفادب

 45پس ا  طی  (.Munns 2013) وهدیگ تع یض هفدهی غذایی مص    وهدیگ   همچسین ا دفادب م ن  د د رالعمل طبق ه و سگ

 عس ان ) 2CaCl م  رمی ی 12 ه همهاب  م  رمی ی 200ر  ، اعما  تسش ش ری آغا  وهدیگ.  ه و گان تصت تیمار تسش ش ری 

 ش ک ای اد ا  تا ر   ان ام شگ د  طی   تگری ی  ه ص رت ش ری    ه و گان  عس ان شاهگ در نظه وهفده شگنگ. تسش مکمل(

 . ش د ج  ویهی ویاب در ا م ی

                                                      
1 Ensemble Gene Tree Pipeline 
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 ویاهان ا  اند ایی ج ان های هگ ش ری، تسش ر  ب دب د رب شگن طی ا  پس :cDNAو ساخت  RNAاستخراج 

 هایآنالی    مگت ط  نی نه گاری ج ت دادب شگنگ. قهار مایع ا ت در  هیعا   شگنگ  هداشت RNA ا دخهاج ج ت تیمار   شاهگ

 Sharifi-Sirchi ا ا دفادب ا  ر ش  RNAا دخهاج  .شگنگ نه گاری وهاد اندی درجه -80 فهی ر در   مسدقل آ مایشهاب  ه  عگی

.et al )2011( کمیت   کیفیت  .ان ام شگRNA   ا دخهاج شگب  ا ا دفادب ا  ا پکده ف ت مده )مگThermoScientific, 

CNanoDrop One  .میکه وهم ا   2(   ژ  آوار  ار یا ی شگRNA  ا دخهاج شگب طبق د د العمل شهکت  ا نگب تصت تیمار

 RevertAid M-MuLV RT  یساک  ن، ت هان( قهار وهفت    ا ا دفادب ا  آن یم )شهکت  I (DNase I) ریب ن ک  ا  داکسی

طبق په تکل    هنامه دمایی پیشس ادی  cDNA اکسش  ا ت  dT(    ا ا دفادب ا  آغا وه الیه  ThermoScientific )شهکت

 شهکت  ا نگب ان ام شگ.

 5X Hot FIREPOL Eva Green کیت ا  ا دفادب  ا ها اکسش :Quantitative Real time PCRواکنش 

qPCR Mix Plus  شهکت(Solis BioDyne)   د دهاب در Rotor-Gene Q شهکت( Qiagenا  ) تکهار  ه ا  ا دفادب 

 ا دفادب میکه لیده 20 ح م در ا دواصی    هوشت رفت آغا وههای   cDNA میکه لیده 1  اکسش ا  هه در. شگ ان ام  ی ل ژیکی

اف ارهای آنلاین م ج د در  ایت دار  ا ا دفادب ا  نهمهای  انه  ژن SPPآغا وههای ا دفادب شگب در این تصقیق  های تکثیه ژن  .شگ

(www.idtdna.com   ا ا دفادب ا  نهم1( طهاحی شگ )جگ  .) اف ارBLAST ژن م رد نظه  ا دواصی   دن آن ا   قا  یت تکثیه

  ه ر ی هه  ه ویاب م رد ا دفادب در این پژ هش ار یا ی شگ. 

 . آغازگرهای استفاده شده در این تحقیق1جدول

Table 1. Sequence of primers used in this study 

 نام ژن

Gene name 

 ت الی

Sequence 

Amplicon 

length 

(bp) 

EnsemblGene ID 

sucrose-6F-

phosphate 

phosphohydrolase 

GAGAAGCCTATGCTAACTCCAG 

TCCTGTCCCACTTATTGTTCAG 
121 

TraesCS5A02G002700, 

TRITD5Av1G000440, 

AET5Gv20005800 

Elongation factor1 
GGAAGGAGAAGATCCACATCAG 

CCTTCTCAAACCTCTCGATCAC 
129 

TraesCS4A02G107600, 

TRITD4Av1G050690, 

AET4Gv20509200 

Tubulin 
CCTCCTTCCTCACAACATCC 

CAACTTCGTCTTTGGGCAATC 
107 

TraesCS3D02G326900, 

TRITD3Av1G206030, 

AET3Gv20755700 
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  یکل 40  پس   دقیقه 3 مگت  ه وهاد اندی درجه 94 دمای در ا لیه  ا هشت مهح ه یک شامل تکثیه دمایی چه ه

   ثانیه 30 مگت  ه   مدفا ت مهح ه این دمای پهایمه ن ع  ه  سده اتوا  ثانیه، 30 مگت  ه وهاد اندی درجه 94 در  ا هشت شامل

ا  الکده ف ر  ژ   تکثیه، ا دواصی   دن ار یا ی ج ت  پس. شگ ان ام وهاد اندی درجه 72 دمای در ثانیه 50 مگت  ه  سط مهح ه

 شامل که حاصل هایدادب آ دانه،  ط تسظیم ا  پس. شگ ا دفادب وهاد اندی درجه 95 تا 67 در دمای خ ب آوار    آنالی  مسصسی

 ژن افدهاقی تغییهات  یان آنالی  REST اف ارنهم ا  ا دفادب  ا   وهدیگ ا ذ د دهاب اف ارنهم ا   اکسش رانگمان همهاب  ه آ دانه  یکل

 .وهدیگ نهما  دا  ی، کسده  ژن عس ان  ه Elongation Factor 1   Tubulin هایژن ا  ا دفادب  ا ژن ندایج  یان. شگ ان ام

 

 نتایج و بحث

.  اشگمی ویاهی های افت در هاکه  هیگرات   موهف ت لیگ مگیهیت در ت انایی  ا مهتبط ا ا ا ویاهان در  ا واری فهایسگ

 کسگ.مینقش م می در وسگم ایفا   ارتباط مسدقیمی  ا می ان عم کهد  راعی   ان مصو لی اص ی فهایسگ فد  سد ،  که    ه عس

ها،  سیاری ا  مطالعات قب ی مدمهک   ه مدا  لیسم عم می قسگها در ویاهان   دب ا ت   اطلاعات کمی در م رد شسا ایی تعگاد پارال گ

 ایی   همچسین نقش عم کهدی هه یک ا  (   و نهGene duplicationنقش ر گادهای تکام ی همچ ن مضاعف شگوی ژن )

های اجگادی آن  ج د دارد. وسگم  ه دلیل  ا دار ژن می آل هه اپ  ئیگ ای در وسگم   و نهعات مقایسهها در وسگم   مطالپارال گ

های اجگادی های  یسدی   غیه  یسدی، نسبت  ه و نهته   مقا مت  یشده در مقا ل تسشهای  یشدهی همچ ن  ا واری   یعم یت

ها نقش  یشدهی پ  ئیگ غالبیت ژن می  ا این مف  م که  ه ی ا   یهژن م. در ویاهان آل پ ی(Eckardt 2014)  د کسب کهدب ا ت 

   AA ه ی صفات م رف ل ژیک دارنگ مشخص شگب ا ت.  های مثا  در وسگم د ر م صفات مهتبط  ا نم  ت  ط  یهژن م در کسده  

 Yang et al. (2014)ای که ش د. در مطالعهکسده  می BBها ت  ط  یهژن م صفات مهتبط  ا  ا واری همچ ن مقا مت  ه تسش

های اجگادی آن در پا خ  ه تسش ش ری در  ین وسگم   و نه HKTآنالی   یان ژن  ه همهاب  صفت م رف فی ی ل ژیک 92ان ام دادنگ، 

ویهی کهدنگ که اف ایش  طح پ  ئیگی در وسگم نان  ا اف ایش تصمل  ه تسش ش ری اف ایش را م رد ار یا ی قهار دادنگ. آن ا ندی ه

 اشگ. م ج د   دن اطلاعات ژن می در وسگم   حائ  اهمیت می ها در ژن م هه اپ  ئیگ وسگم    اوهایی  یان ژنیا گ   نقش  یهژن ممی

های اجگادی آن مطالعات مبدسی  ه ژن میکس عم کهدی   مقایسه ای را امکان پذیه نم دب ا ت   در این تصقیق  ا هگف مطالعه و نه

ها، شسا ایی ها   پارال گی ا رت ل گهای ک یگی   اند ایی مسیه مدا  لیسم   که   اقگام  ه شسا ای ه عس ان یکی ا  ژن SPPژن 

miRNA های اجگادی آن در پا خ  ه ویهی تغییهات  یان آن در  افت  هگ   ریشه وسگم نان   و نه  انگا ب ای  الق ب تسظیمی آن

 تسش ش ری شگ.

شگوی  ه مسظ ر مطالعه اثه ر گادهای تکام ی همچ ن مضاعف  : SPPژن  هایپارالوگ و هااورتولوگ ییشناسا

های اجگادی وسگم در و نه SPPهای ژن ها   پارال گهای په تییسی ا رت ل گا  مقایسه ت الی SPP ه  ان ادب ژنی   اییژن   و نه
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  در د دهس   دن آن ا در  های اجگادی وسگم شامل آجی  پس   وسگم د ر میا ی ژن م و نههای ت الیا دفادب شگ. تکمیل په ژب

ندایج نشان داد کسگ. پذیه میها را در ر نگ تکامل امکانهای دقیق ته ر ا ط تکام ی   اهمیت ژنمخد ف امکان ار یا یدادوان ژن می 

در  SPPهای ژن (. پارال گ1ان ام شگب ا ت )شکل SPP های ژن مضاعف شگوی ژن های اجگادی آن د  ر گاد در وسگم   و نه

 ه ر ی  TraesCS5A02G002700، TraesCS5D02G002500   TraesCS5B02G002900 وسگم نان شامل 

  TraesCS1D02G090000، TraesCS1A02G088600 های پارال گ ژن   5A، 5B  5D های که م   م

TraesCS1B02G107600 1 های  ه ر ی که م   مA، 1B  1D  تشکیل شگب ا ت که در در ت ته یم شگب در د  کلاد جگا

 ه ر ی  SPPمشخص شگب ا ت که  ه پارال گ ا  ژن  Jing et al. (2022)ش نگ. در پژ هش ان ام شگب ت  ط وانه مشاهگب می

 شسا ایی شگ که ارتباط می ان  یان آن ا  ا می ان   که       ن ه ار دانه را مشخص کهدب ا ت.  5A، 5B  5D های که م   م

   TRITD5Av1G000440 ه تهتیب  5A، 1A  1B های  ه ر ی که م   م SPPهای ژن پارال گدر وسگم د ر م 

TRITD1Bv1G042910, TRITD1Av1G034220  قهار دارنگ اوه چه ژنTRITD0Uv1G048460  در ژن م وسگم

   AET1Gv20220800د ر م شسا ایی شگب ا ت اما جایهاب که م   می آن مشخص نشگب ا ت. در ویاب آجی  پس د  ژن 

AET5Gv20005800 5های    م ه ر ی که مD   1D .شسا ایی شگب ا ت 

ها در ویاهان مخد فی ها در مدا  لیسم که  هیگرات miRNAنقش : ها miRNAبا واسطه  SPPژن  یانب یمتنظ

 .Meng et al)  وسگم  (Chen et al. 2015)، کا ا ا (Xie et al. 2011)،  یب  میسی (Peng et al. 2013)همچ ن  هنج 

2013; Hou et al. 2020) م کهد  اشگ که تعیین کسسگب می ان عو ارش شگب ا ت. په شگن دانه در غلات مهح ه نم ی م می می

 Xue)ها را در ارتباط  ا نم  دانه را  هر ی کهدب ا ت  miRNAش د. در ویاب  هنج مطالعات مدعگدی نقش  راعی نی  مصس ب می

et al. 2008; Zhang et al. 2013) در این پژ هش نقش تسظیم پس ا  ر ن یسی  ا  ا طه .miRNA د مطالعه قهار ها م ر

دان  د وهدیگ  EnsemblPlantدر وسگم نان، وسگم د ر م   آجی  پس ا  دادوان  SPPهای کگکسسگب وهفت.  گین مسظ ر ت الی ژن

ها ار یا ی  miRNAدر ویاهان م رد مطالعه  ا  ا طه  SPPهای امکان تسظیم ژن psRNATarget   ا ا دفادب ا  ا  ار آنلاین 

نی  ا   psRNATargetثبت شگب ا ت   ا  ار آنلاین  miRBase ا  وسگم د ر م در پایهاب miR160که فقط شگ.  ا ت جه  ه ایس

 ه عس ان ژن هگف شسا ایی  miR160در وسگم د ر م ت  ط  SPPهای کسگ لذا هیچ یک ا  ژنا دفادب می miRBaseاطلاعات 

 miR9670-3p ه عس ان ژن هگف  های  TraesCS1B02G107600نشگ. ندایج این تصقیق نشان داد در ویاب وسگم نان، ژن 

  miR531  ژن شسا ایی شگ    یانTraesCS1A02G088600  ی ه   miR9675-3p (.2ش د )شکلکسده    تسظیم می 

 ه عس ان ژن هگف  TraesCS1D02G090000قادر  ه اعما  نقش تسظیمی  ه ر ی ژن  miR531همچسین مشخص شگ که 

را  ه عس ان  TraesCS5A02G002700 ه ط ر مشدهک ژن  miR9674a-5p, miR530   miR9777همچسین  اشگ. می

  نمایسگ.  ژن هگف شسا ایی    یان آن را کسده  می
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. سمت چپ: درخت ژنی EnsemblPlantهای موجود در دادگان . درخت ژنی رسم شده بر اساس داده1 شکل

در گندم نان  SPPزایی )مربع آبی( و مضاعف شدگی ژن )دایره قرمز( ژن و رخدادهای تکاملی مرتبط با گونه

)رنگ آبی(، گندم دوروم )رنگ سبز( و آجیلوپس )رنگ قرمز( نشان داده شده است. سمت راست: همردیفی 

 چندگانه توالی اسیدهای آمینه و نواحی حفاظت شده )بارنگ سبز( نشان داده شده است

Figure 1. The gene tree was constructed based on sequencing data from the EnsemblePlant 

database. Left: The gene tree and evolutionary events associated with speciation (blue box) 

and gene duplication (red circle) of the SPP gene in bread wheat (Gene ID in blue), durum 

wheat (Gene ID in green), and Ae.tauschii (Gene ID in red) are shown. Right: A pictographic 

representation of multiple sequence alignment of amino acids and conserved regions 

(highlighted in green) are shown   
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کسگ را  ه عس ان ژن هگف شسا ایی می AET1Gv20220800در ویاب آجی  پس هم ژن  miR9674ندایج نشان داد که 

 Bonnet et al. 2004; Xu)ها  ه عس ان یک  و صیت  های آن ا تاییگ شگب ا ت  miRNAشگوی در عم کهد که این حفاظت

et al. 2021) در این تصقیق مشخص شگ ژن .TraesCS5D02G002500  در وسگم نان دارای جایهاب شسا ایی   اتوا   ا

miR1136, miR9655-3p   miR9673-5p  مشخص شگ که  همچسین. (2)شکلداردmiR9675-3p های  ه ر ی ر ن شت

 .Li et al(. 2دارد   احدما  قادر  ه تسظیم  یان آن می  اشگ )شکلجایهاب شسا ایی   اتوا   TraesCS1A02G088600ژن 

ش د.  ه می ان  یادی در  افت  هگ وسگم   آجی  پس  یان می miR9674و ارش کهدنگ که در مهاحل رشگی مخد ف  (2019)

در وسگم نان را  ه ط ر ا دواصی در  miR9673, miR9670  miR9675اف ایش  یان  Han et al. (2014)همچسین 

ر   پس ا  وهدب افشانی  20ر      10های  افت دانه وسگم  ه می ان  یادی در نم نه miR9655های پهچم و ارش کهدنگ    هگ

 و رت حفاظت شگب  miR530 اشگ. مطالعات نشان دادب ا ت که مشاهگب کهدنگ که نشان دهسگب نقش آن ا در نم  دانه وسگم می

های مصیطی نقش دارد. در وسگم د ر م  طح  یان در ویاهان تک لپه   د  لپه در فهایسگهای م می همچ ن نم    پا خ  ه تسش

در می ان عم کهد،    غ   مقا مت  ه  یماری  لا ت  miR530ج   در ویاب  هن (Fileccia et al. 2017) ا یی در  افت  هگ دارد 

 .(Li et al. 2021)نقش دارد 

را  ه عس ان ژن هگف  AET1Gv20220800قادر ا ت ژن  miR9674-5pدر ویاب آجی  پس نی  مشا ه  ا وسگم نان 

نی  قادر ا ت این ژن را نی  تسظیم  کسده  نمایگ. در ویاب آجی  پس ژن  miR160c-3pشسا ایی نمایگ اوه چه 

AET5Gv20005800  5مشدهکا ت  ط miRNA ،miR5181, miR156d-3p, miR169a, miR169d   

miR9863a-3p دهگ شسا ایی (. ندایج این پژ هش نشان می2ویهد )شکلتصت تسظیم پس ا  ر ن یسی قهار میmiRNA های

. اعدبار  س ی ندایج دهگ، نقش تسظیم پس ا  ر ن یسی را م م    سیار دقیق نشان میSPPهای مدعگد  های تسظیم ههیک ا  ژن

ها   شسا ایی همبسدهی مسفی های هگف در این پژ هش ا  طهیق مطالعه تغییهات می ان  یان ر ن شتشسا ایی  ی انف رماتیکی ژن

 ش د. در مطالعات تکمی ی آیسگب پیشس اد می Degradom sequencingها   آنالی  miRNAها    ین هه یک ا  ژن

ویاب  3را در  SPPا  ژن  bp121ندایج ت  یه   تص یل مسصسی خ ب، تکثیه ا دواصی قطعه  :SPPژن  یانب ییراتتغ

  ت   لین ان ام شگ که در  EF1های  انه دار وسگم نان، وسگم د ر م   آجی  پس را نشان داد. همچسین تکثیه ا دواصی  های ژن

 ا اف ایش  SPPهای ارتباط  ین اف ایش می ان  یان ژن  ا ی تغییهات  یان ژن ا  آن ا ا دفادب شگ. مشخص شگنفهایسگ نهما 

ویهی   مطالعه تغییهات  یان این های مصیطی اهمیت انگا بمصد ی   که  ، اف ایش عم کهد در وسگم   همچسین ارتباط آن  ا تسش

، (Guo et al. 2015)د یل در مدا  لیسم آن در وسگم نان  های. نقش   که     ژن(Jing et al. 2022)دهگ ژن را نشان می

در مطالعات قب ی و ارش شگب ا ت. ا  نظه  (Mansouri et al. 2019)  آجی  پس  (Annunziata et al. 2017)وسگم د ر م 

 Expressionویهی  اوهایی  یان )های اجگادی تاییگ شگب ا ت   آنچه اهمیت دارد انگا ب ین و نه SPPشگوی ژن تکام ی حفاظت
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divergenceهای اجگادی ا ت ها   و نه(   مقایسه می ان  یان ژن مذک ر در  ین  افت(Jiang et al. 2015) لذا در این پژ هش .

 وذاری شگ.های اجگادی وسگم نان تصت شهایط تسش ش ری هگف ین و نه SPPمقایسه تغییهات  یان ژن 

 

های های اجدادی آن. ژندر گندم نان و گونه SPPهای کدکننده با ژن miRNA. شبکه ارتباطی بین 2شکل 

miRNA های با شکل مثلث، ژنSPP های در گندم نان با شکل شش ضلعی، ژنSPP  در آجیلوپس با شکل

 در شکل مشخص شده است miRNAهر ژن و نام هر  IDمربع نشان داده شده است. 

Figure 2. The SPP-miRNA interaction network in bread wheat and its progenitors. The 

miRNA genes are shown as triangles, the SPP genes in bread wheat are shown as hexagons, 

and the SPP genes in Ae. tauschii are shown as squares. The SPP gene ID and the miRNA 

names are shown 

 

وسگم   هگ  افت در ژن این که داد نشان در ویاهان تصت تسش نسبت  ه ویاهان شاهگ SPP ژن  یان می ان ویهیانگا ب ندایج

داشده   یان کاهش  ها ه 18/1   02/2    هگ وسگم د ر م  ه تهتیب آجی  پس  هگ  افت در اما داشت  یان اف ایش  ها ه 39/2 نان

های تدهاپ  ئیگ اجگادی   د مقا مت  یشدهی  ه تسش (. مطالعات قب ی نشان دادب ا ت که وسگم نان نسبت  ه و نه3ا ت )شکل 

 اشگ های اجگادی   د میه احدما   گلیل ا دفادب حگاکثهی ا   طح پ  ئیگی  ا ته آن نسبت  ه و نهش ری دارد که این مقا مت  یشد

(Dubcovsky & Dvorak 2007; Munns & Tester 2008) اف ایش  طح پ  ئیگی  اعث اف ایش انگا ب        انگا ب .

ش د که ویاهان تصت شهایط تعگیل کسسگب فشار ا م ی  اعث میش د   ا  طهفی نقش   که    ه عس ان های    لی می اک ئل

. در وسگم د ر م (Jibiki et al. 1993; Munns & Tester 2008)تسش ش ری مقادیه  یشدهی ا    که   را ت لیگ نمایسگ 

های کم ی ن نیدهات در ویاهان مصد ی   که   در  افت ریشه  ا تسش ش ری   می ان ی ن نیدهات ارتباط دارد  ه ط ری که در غ ظت
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های کسگ اما در غ ظتیا گ     که   نقش تعگیل کسسگب ا م       را ایفا میکه   اف ایش میدر معهض تسش ش ری، می ان   

یا گ   نقش تعگیل کسسگوی ا م     لی  ا ولایسین  دائین،  ا ی ی ن نیدهات، می ان   که   در شهایط تسش ش ری کاهش می

 یشدهی نسبت  SPP. در  هگ ویاب آجی  پس نی  کاهش می ان  یان ژن (Annunziata et al. 2017) اشگ. په لین   آ پارژین می

وسگم نان   وسگم د ر م مشاهگب شگ اوه چه ویاب آجی  پس نسبت  ه وسگم د ر م عم ما مقا مت  یشدهی  ه تسش ش ری دارد. لذا   ه

ش د. ندایج ویهی کهد که در ویاب آجی  پس در اثه تسش ش ری، ت لیگ   که    ا کاهش شگیگتهی ر  ه  میشایگ  د ان ندی ه

 ها هی  ه تهتیب در آجی  پس    07/2   63/1در  افت ریشه ویاهان م رد مطالعه نی  اف ایش  SPPویهی تغییهات  یان ژن انگا ب

های  ها هی مشاهگب شگ. کاهش  یان ژن 3(. اوه چه در ریشه وسگم د ر م، کاهش  یان ن دیک  ه 3وسگم نان را نشان داد )شکل 

SPP اشگ که مس ه  ه کاهش عم کهد این در  افت  هگ   ریشه وسگم د ر م  ه دلیل حسا یت  یشده این ویاب  ه تسش ش ری می 

 اشگ.  ه ط ر ک ی وسگم د ر م حسا یت  یشدهی نسبت  ه تسش ش ری دارد   تصمل  یشده  ه تسش ویاب در شهایط تسش ش ری می

که ا  ویاب آجی  پس دریافت  DDهای مقا مت م ج د در  یه ژن م گی   اثه مط  ب ژنش ری در وسگم در ندی ه اف ایش  طح پ  ئی

ش د. البده شایان خکه ا ت که تسش ش ری اعما  شگب در این تصقیق  های ویاب وسگم نان نی  مس ه  ه کهدب ا ت نسبت دادب می

، چسانچه مس ه  ه اف ایش مصد ی   که   ش د SPPکاهش عم کهد   اهگ شگ اما این اف ایش  یش ا  د   ها هی در  یان ژن 

ت انگ دلی ی  ه نقش   که   در مگیهیت پا خ  ه تسش ش ری  اشگ. احدما   ا ت جه  ه ایسکه تسش ش ری اثهات مخهب مدعگدی می

 های ک یگی مسیه  ی  سد    که    هر ی شگ. ه ویاهان دارد در این مطالعه اثهات این تسش  ه یکی ا  ژن

 

نان، گندم دوروم و  گندم های برگ و ریشهدر بافت qRT_PCRبه روش  SPPژن  بیان تغییر . نتایج3 شکل

 میلی مولار 200آجیلوپس تحت تنش شوری 

Figure 3. Expression analysis of SPP gene in leaf and root tissues of bread wheat, durum 

wheat and Ae.tauschii under salinity stress (200mM NaCl) 
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های مصیطی های م می در رشگ، نم ، خ یهب انهژی، اندقا   یهسا     ا واری  ا تسشدر ویاهان   که   نقش: نتیجه گیری

سار تکمیل های اجگادی آن در ک اشگ. ر گادهای تکام ی ویاب وسگم نان   در د دهس   دن و نهدارد   تسظیم مدا  لیسم آن پیچیگب می

ای ا  مسظه تکام ی   عم کهدی را فهاهم آ ردب ا ت. ا  آن ا که مصو   ژن یا ی ژن م آن ا امکان مطالعات مقایسههای ت الیپه ژب

ای دارد. ندایج این پژ هش نشان داد  اشگ اهمیت  یژب  که   فسفات فسفاتا  آن یم ن ایی در مسیه  ی  سد    که   در ویاهان می

  که      ط ر  یژب تسظیم  یان  ت انگ نقش م می در تسظیم مدا  لیسم پیچیگبها می miRNAس ا  ر ن یسی  ا  ا طه تسظیم پ

دهگ در حالی که داشده  اشگ. ندایج  یان ژن نشان داد ویاب وسگم نان تصت شهایط تسش ش ری ت لیگ   که   را اف ایش می SPPژن 

یا گ که این سش ش ری دارد تصت شهایط تسش ش ری ت لیگ   که   مخدل   یا کاهش میدر وسگم د ر م که حسا یت  یشدهی  ه ت

وسگم نان را تامین کهدب ا ت    Dکاهش ت لیگ   که   مس ه  ه کاهش عم کهد آن   اهگ شگ. اوه چه ویاب آجی  پس که  یهژن م 

نی  در شهایط تسش ش ری ت لیگ   که   آن کاهش  ش دهای مقا مت  ه وسگم شسا ده می ه عس ان یک مخ ن ژنی  های اندقا  ژن

 یا گ. می

پ ان ام شگب /106/900این پژ هش  ا ا دفادب ا  حمایت مالی پژ هشکگب فسا ری ت لیگات ویاهی  ه شمارب : سپاسگزاری

 دارنگ. ا ت. ن یسسگوان مهاتب  پا ه اری   د را ا  آن مهک  پژ هشی ا ها  می

References 

Annunziata MG, Ciarmiello LF, Woodrow P et al. (2017) Durum Wheat Roots Adapt to Salinity 

Remodeling the Cellular Content of Nitrogen Metabolites and Sucrose. Front Plant Sci 7, 

2035. 

Bonnet E, Wuyts J, Rouzé P et al. (2004) Detection of 91 potential conserved plant microRNAs 

in Arabidopsis thaliana and Oryza sativa identifies important target genes. Proc Natl Acad 

Sci 101, 11511-11516. 

Chen X, Xia J, Xia Z et al. (2015) Potential functions of microRNAs in starch metabolism and 

development revealed by miRNA transcriptome profiling of cassava cultivars and their 

wild progenitor. BMC Plant Biol 15, 33. 

Consortium IWGS, Mayer KF, Rogers J et al. (2014) A chromosome-based draft sequence of the 

hexaploid bread wheat (Triticum aestivum) genome. Science 345, 1251788. 

Dubcovsky J, Dvorak J (2007) Genome plasticity a key factor in the success of polyploid wheat 

under domestication. Science 316, 1862-1866. 

Duncan R (2000) Plant tolerance to acid soil constraints: genetic resources ,breeding 

methodology, and plant improvement. In: plant-Environment Interactions. CRC Press. 

pp. 19-56. 



 1402و همکاران،  عبیدنژاد

187 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

Eckardt NA (2014) Genome dominance and interaction at the gene expression level in 

allohexaploid wheat. Plant Cell 26, 1834. 

Fileccia V, Bertolini E, Ruisi P et al. (2017) Identification and characterization of durum wheat 

microRNAs in leaf and root tissues. Funct Integr Genomics 17, 583-598. 

Guo R, Yang Z, Li F et al. (2015) Comparative metabolic responses and adaptive strategies of 

wheat (Triticum aestivum) to salt and alkali stress. BMC Plant Biol 15, 170. 

Halford N, Curtis T, Muttucumaru N et al. (2011) Sugars in crop plants. Ann Appl Biol 158, 1-

25. 

Han R, Jian C, Lv J et al. (2014) Identification and characterization of microRNAs in the flag leaf 

and developing seed of wheat (Triticum aestivum L.). BMC Genom 15, 1-14. 

Hou G, Du C, Gao H et al. (2020) Identification of microRNAs in developing wheat grain that 

are potentially involved in regulating grain characteristics and the response to nitrogen 

levels. BMC Plant Biol 20, 87. 

Jiang S-Y, Chi Y-H, Wang J-Z et al. (2015) Sucrose metabolism gene families and their biological 

functions. Sci Rep 5, 17583. 

Jibiki M, Kuno Y, Shinoyama H et al. (1993) Isolation and properties of large cell strains from a 

methanol-utilizing yeast, Candida sp. N-16 by colchicine treatment. J Gen Appl 

Microbiol 39, 439-442. 

Jing F, Miao Y, Zhang P et al. (2022) Characterization of TaSPP-5A gene associated with sucrose 

content in wheat (Triticum aestivum L.). BMC Plant Biol 22, 58. 

Leloir LF, Cardini C (1955) The biosynthesis of sucrose phosphate. J Biol Chem 214, 157-165. 

Li Y-F, Wei K, Wang M et al. (2019) Identification and temporal expression analysis of conserved 

and novel microRNAs in the leaves of winter wheat grown in the field. Front Genet 10, 

779. 

Li Y, Wang L-F, Bhutto SH et al. (2021) Blocking miR530 Improves Rice Resistance, Yield, and 

Maturity. Front Plant Sci 12, 729560. 

Lunn JE (2003) Sucrose-phosphatase gene families in plants. Gene 303, 187-196. 

Mansouri M, Naghavi MR, Alizadeh H et al. (2019) Transcriptomic analysis of Aegilops tauschii 

during long-term salinity stress. Funct Integr Genomics 19, 13-28. 

Meng F, Liu H, Wang K et al. (2013) Development-associated microRNAs in grains of wheat 

(Triticum aestivum L.). BMC Plant Biol 13, 140. 

Munns R, James RA (2003) Screening methods for salinity tolerance: a case study with tetraploid 

wheat. Plant Soil 253, 201-218. 

Munns R, Tester M (2008) Mechanisms of salinity tolerance. Annu Rev Plant Biol 59, 651-681. 



   (1402 زمستان، 4، شماره 15مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

188 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

Murat F, Zhang R, Guizard S et al. (2013) Shared subgenome dominance following 

polyploidization explains grass genome evolutionary plasticity from a seven 

protochromosome ancestor with 16K protogenes. Genome Biol Evol 6, 12-33. 

Orcutt DM, Nilsen ET (2000) Physiology of Plants Under Stress: Soil and Biotic Factors. Wiley. 

Peng T, Sun H, Du Y et al. (2013) Characterization and expression patterns of microRNAs 

involved in rice grain filling. PloS one 8, e54148. 

Pessarakli M, Szabolcs I (1999) Soil salinity and sodicity as particular plant/crop stress factors. 

Handbook of plant and crop stress 1, 1-16. 

Petersen G, Seberg O, Yde M et al. (2006) Phylogenetic relationships of Triticum and Aegilops 

and evidence for the origin of the A, B, and D genomes of common wheat (Triticum 

aestivum). Mol Phylogenet Evol 39, 70-82. 

Sharifi-Sirchi G, Beheshti B, Hosseinipour A et al. (2011) Priming against Asiatic citrus canker 

and monitoring of PR genes expression during resistance induction. Afr J Biotechnol 10, 

3818-3823. 

Storey KB, Tanino KK (2012) Temperature adaptation in a changing climate: nature at risk. 

CABI. 

Vilella AJ, Severin J, Ureta-Vidal A et al. (2009) EnsemblCompara GeneTrees: Complete, 

duplication-aware phylogenetic trees in vertebrates. Genome Res 19, 327-335. 

Xie F, Frazier TP, Zhang B (2011) Identification, characterization and expression analysis of 

MicroRNAs and their targets in the potato (Solanum tuberosum). Gene 473, 8-22. 

Xu T, Zhang L, Yang Z et al. (2021) Identification and functional characterization of plant 

MiRNA under salt stress shed light on salinity resistance improvement through MiRNA 

manipulation in crops. Front Plant Sci 12, 665439. 

Xue L-J, Zhang J-J, Xue H-W (2008) Characterization and expression profiles of miRNAs in rice 

seeds. Nucleic Acids Res 37, 916-930. 

Yang C, Zhao L, Zhang H et al. (2014) Evolution of physiological responses to salt stress in 

hexaploid wheat. Proc Natl Acad Sci 111, 11882-11887. 

Zhang Y-C, Yu Y, Wang C-Y et al. (2013) Overexpression of microRNA OsmiR397 improves 

rice yield by increasing grain size and promoting panicle branching. Nat Biotechnol 31, 

848-852. 

 


