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RESUMO - Avaliaram-se os efeitos de diferentes meios de cultivo de células vegetais (B 5 , 

LS, MS, SI1, White) na presença e ausência de células de puerária Pueraria pliaseoloides 
(Roxb) Benth sobre a germinação e crescimento micelial de Scutel!ospora hetero gama. O 
meio MS não diluído prolongou o período de viabilidade das células, e quando diluído dez ve-
zes (0,1 x MS), e com adição de células obtidas de hipocótilo de puerária promoveu os maio-
res benefícios para a germinação e ramificação do micélio de Gigaspora gigantea, Gigaspora 
margarita e Scutellospora hetero gama. Apesar do crescimento micelial abundante, em ne-
nhum meio de cultivo com adição de células foram verificados sinais visuais de colonização 
das células ou esporulação dos fungos mícorrízicos VA. 

Termos para indexação: Puerária, crescimento micelial, hipocótilo, germinação 

BENEFITS OF PLANT CELL SUSPENSION 
TO VESICULAR-ARBUSCULAR MYCORRI-IIZAL FUNGI IN VTTRO. 

III. EFFECTS OF DIFFERENT CULTURE MEDIUM 

ABSTRACT - The effects of different culture medium of plant cells (B5, LS, MS, 5H and 
White) were evaluated iii the presence or absence of Pueraria Puera ria phaseoloides (Roxb.) 
Benth cells upon germiriation and growth of mycelium of Seuteliospora heterogama. 
Nondiiuted MS medium extended the viabiity period of cells and at ten times (0,1X MS) 
dilution and addition of cells from Pueraria hypocotyls promoted the greatest benefit to 
germination and ramitication of the mycelium of Gigaspora gigantea, Gigaspora margarita 
and Scutellospora heterogama. Despite the significant myceium growth, colonization or 
sporulation by the VAM fungi in the culture medium containing plant ceus were nol 
observed. 
Index terms: Puera ria, growth ol' mycelium, hypocotyls, germination. 

INTRODUÇÃO 

Células vegetais possuem elevado requeri-
ntnto nutricional para seu crescimento iii vi-

tro, exigindo meios bastante ricos em nu- 
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trientes (Street 1973 e Wilson et ai. 1971). 
Apesar de o meio MS (Murashige & Skoog 
1962) ser utilizado na maioria dos estudos 
com suspensão de células, estas também po-
dem ser obtidas em diferentes meios de cultivo 
como meio B5 (Oamborg et aI. 1968), meio iS 
(Linsmaier & Skoog 1965), meio 511 (Schenk 
& Hildebrandt 1972) e meio White (White 
1963), sendo que esses apresentam composi-
ção qualitativa e quantitativa bastante dife-
rentes. 

Tanto a germinação quanto o crescimento 
micelial de fungos micorrfzicos vesículo-ar-
busculares (FMVA) são estimulados pela pie-
sença de células vegetais obtidas iii vitro (Cair 
et ai. 1985 e Paula et ai. 1990a). No entanto, 
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ao contrário do que é verificado para células 
vegetais (Street 1973), o crescimento do fungo 
é inibido pela presença de elevadas concentra-
ções de nutrientes orgânicos e minerais (Hep-
per 1984 e Siqueira 1987). A formulação de 
meios de cultura capazes de prolongar a via-
bilidade de células e permitir o crescimento 
micelial dos FMVA pode contribuir para o es-
clarecimento dos fatores nutricionais requeri-
dos para o crescimento, permitindo o estabele-
cimento de cultura axênica e esporulação des-
tes importantes agentes promotores do cresci-
mento vegetal iii vitro. 

Neste trabalho foram avaliados os efeitos 
de diferentes meios de cultivo na genuinação e 
crescimento micelial de esporos de FMVA na 
presença de células de puerária itt vitro. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Calos e suspensão de células de hipocótilo e radí-
cula de puerária (Pueraria p/wseoloides (Roxb.) 
Benth) foram obtidas conforme Paula et aI. (1990b). 
Azigósporos de Gigaspora margarita (Becker & 
Hall), Gigaspora gigantea (Nicolson & Gerdemann) 
Gerdemann & Trappe e Seuteliospora heterogama 
Waiker & Sanders foram extraídos pelo método do 
peneiramento úmido (Gerdemann & Nicolson 1963), 
seguindo-se centrifugação em água por três minutos 
a 3.000 rpm e em sacarose 45% por dois minutos a 
2.000 rpm, lavados em água destilada e selecionados 
pelo uso de microscópio (40X) quanto a sua morfo-
logia e ausência de germinação. Posteriormente, em 
capela de fluxo laminar, os azigósporos foram 
transferidos com auxílio de seringas para unidades 
de filtração Millipore, para desinfestação superficial, 
que foi realizada com hipoclorito de sódio a 0,5% 
por seis minutos, seguido de lavagens sucessivas com 
água destilada e autoclavada. 

Os ensaios envolvendo azigósporos de FMVA - 
células vegetais - foram conduzidos em placas de 
60 mm de diâmetro, contendo 20 ml de meio (água, 
nutrientes e 7 g/l de ágar Difco-purificado, pH 6,4), 
adicionando os azigósporos no centro da placa e 
aplicando-se ao seu redor as células vegetais, utili-
zando-se pipetadores automáticos. 

Sendo o meio MS mais utilizado na obtenção de 
suspensão de células, no primeiro ensaio avalia-
ram-se os efeitos de diversas concentrações desse 
meio (ágar-água-O; 0,1X; 0,2X; 0,3X e MS não di- 
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luído - 1), na presença e ausência de 500 células ob-
tidas de calos de hipocótilo de puerária, em 45 pÁ de 
sacarose 0,2%, com seis dias de incubação e viabili-
dade em tomo de 70%, sobre a germinação e cresci-
mento micelial de azigósporos de G. gigantea, G. 
margarita e S. hetero gama. No segundo ensaio, ava-
liaram-se os efeitos de suspensão de células origina-
das de calos de hipocótilo e radícula de puerária, so-
bre a germinação e crescimento de S. heterog~ 
utilizando-se as mesmas concentrações do meio MS 
do ensaio anterior, na presença e ausência de 500 
células, em 45 pÁ de sacarose 0,2%, com seis dias de 
incubação e viabilidade em tomo de 80%. Para veri-
ficar a viabilidade de células utilizadas nesse ensaio, 
nas diversas concentrações do MS testadas, em fun-
ção do tempo de incubação, conforme descrito em 
Paula et aI. (1990a), amostras de no mínimo 200 cé-
lulas, com quatro repetições, foram avaliadas pelo 
teste de redução do iodonitrotetrazolium violeta - 
INT (Carr et aI. 1985). No terceiro ensaio, meios de 
cultivo de células, como B5 (Gamborg et aI. 1968), 
LS (Linsmaeir & Skoog 1965), MS (Murashige & 
Skoog 1965), SH (Schenk & Hildebrandt 1972), WI-! 
('White 1963), foram testados na concentração de 
0,1X (diluído dez vezes), na presença e ausência de 
5(1) células obtidas de calos de hipocótilo de puerá-
ria, em 45 jil de sacarose 0,2%, com seis dias de in-
cubação e viabilidade em tomo de 70% na germina-
ção e crescimento micelial de S. heterogamna. Como 
controle utilizou-se meio ágar-água sem células e 
com adição de 45 pÁ de sacarose 0,2%. 

Todos os ensaios, repetidos pelo menos duas ve-
zes, e os tratamentos, apresentando no mínimo cinco 
repetições, foram dispostos no delineamento intei-
ramente casualizado. Após a aplicação dos trata-
mentos, as placas e frascos foram vedados com fita 
de plástico autocolante e mantidos em estufa a 25 0C 
no escuro. Os ensaios foram conduzidos até a para-
lisação do crescimento micelial, verificado pelo sur-
gimento de septos e redução ou interrupção dos mo-
vimentos citoplasmáticos bidirecionais (ciclose) ob-
servados nas hifas, conforme relatado por Sward 
(1981). Avaliaram-se a taxa de germinação e o cres-
cimento micelial, sendo este estimado pelo número 
de pontas de hifa, interseções de hifas em placas 
quadriculadas, número de células auxiliares e cate-
goria decrescimento, conforme Paula et aI. (1990a). 

Os resultados de percentagem de germinação, 
contagens de pontas de hifa e interseções em placas 
quadriculadas, foram submetidos a análise de varián-
cia e teste de médias usando as transformações de 
Y = arc sen V5UI00 e y = 'Vt + 0,5, quando 



14 bBy 
22 abAy 
37 abBy 
35 abBx 
59 aAx 

8 dBy 
10 cdAy 
32 abAx 
24bcAx 
49 aAx 

57 aAy 
7 bAy 

74aAy 
72 aAx 
75 aAx 

31 abAy 
4cAy 

l4bcBy 
34 abAy 
53 aAxy 
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X se referia a percentagem e t, aos dados de conta-
gem. A apresentação e discussão dos resultados fo-
ram feitas segundo a análise de variáncia dos fatores 
e suas interações. 

RESULTADOS 

As concentrações do meio MS e a presença 
de células de puerária influenciaram significa-

tivamente a germinação de G. margarita, G. 

gigantea e S. heterogaina (Tabela 1). Para G. 

margarita, na ausência de células, a germina-
ção foi maior nas concentrações de 0,1 e 0,2X 
MS, enquanto que na presença de células essa 
variável não diferiu entre as concentrações do 
MS, sendo, no entanto, superior aos trata- 

mentos controle sem células, 0,3X MS e MS. 
Os tratamentos pouco influenciaram a germni-

nação de G. gigantea, que se mostrou elevada 
mesmo no controle. A taxa de germinação 
desta espécie apresentou-se superior às de-
mais, tanto na presença como na ausência de 
células, nos meios ágar-água, 0,3X MS e MS, 
não diferindo nos outros meios. Pan S. hete-

rogama, na ausência de células, a maior ger-
minação foi obtida com 0,1X MS, e na pre-
sença, essa variável não diferiu entre as con-
centrações do MS, à exceção do MS, que 
apresentou a menor taxa de germinação. A 
adição de células aumentou a germinação de 

S. heterogania nos meios ágar-água, 0,2X e 

0,3X Ms, não diferindo nos demais. 
O número de pontas de hifas de G. marga- 

TABELA 1. Médias' de germinação, número de pontas de hifas e medianas de crescimento micelial 
de azigósporos de G. margarita, G. gigantea e S. heterogama em diferentes concentrações 
do meio Murashige & Skoog (MS) na presença e ausência de suspensão de células de 
puerária. Baseado em 5 repetições. 

G. margarita 	 G. gigantea 	 S. hetero gama 

Meio 
s/cel 	c/cel 	s/cel 	cicel 	s/cel 	c/cel 

Taxa de germinação (%) 
44 abBy 59 aAy 97 aAx 98 aAx 

OcBz 57aAy 75aAx 79aAx 
15cBy 62aAy 78aAx 97aAx 
63aAx 65aAx 62bAx 92aAx 
63 aAx 78 aAx 80 abAx 96 aAx 

Poutas de hifa, n91placa 

10 bBy 33 abAy 41 abAx 60 abAx 
4bAy llcAy 29bAx 34bAx 
8 abBy 23 abcAy 50 abAx 53 abAx 

lSabAx 19bcAy 31 bBx 60abAx 
18aBy 43 aAy 58 aAx 76aAx 

Categoria de crescimento 
1 2 2 2 
1 1 1 1 
1 1 2 2 
1 1 1 2 

Ágar-água 
MS 
0,3X MS 
0,2X MS 
0,IX MS 

Ágar-água 
MS 
0,3X MS 
0,2X MS 
0,1X MS 

Ágar-água 
MS 
0,3X MS 
O,2X MS 
O,1X MS 

As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem entre si pelo teste de Tulcey a 5%: as letras a, b, c são 
usadas para comparar meio; as letras A e B para comparar tratamentos com célula e as letras x, y, z para 
espécie de fungo. 
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rita foi superior na concentração de O,IX MS, 
tanto na presença como na ausência de célu-
las. Além disso, a adição de células aumentou 
o número de pontas de hifas nos meios ágar-
água, 0,1X MS e 0,3X MS, não diferindo nos 
outros tratamentos (Tabela 1). Em G. gigan-

teci, a maior produção de hifas ocorreu no 
0,1X MS, e a adição de células apenas favore-
ccii significativamente essa variável no 0,2X 
MS (Fig. 1). Também para essa variável, G. 
gigantea apresentou-se superior às demais es-
pécies, principalmente nos meios ágar-água, 
0,3X MS e MS. Pan S. heterogama o maior 
número de pontas de hifas foi obtido com 
0,1X MS, tanto na presença quanto na ausên- 

cia de células. Observa-se, ainda, para essa 
espécie, que a adição de células aumentou o 
número de pontas de hifas no meio ágar-água, 
reduziu no 0,3X MS, e não apresentou dife-
renças nos demais. 

Suspensão de células originadas de calos de 
hipocótilo e radícula de puerária, em meio 
com ágar contendo diferentes concentrações 
do meio MS, aumentaram a germinação e 
crescimento de S. heterogama (Tabela 2 e 
Fig. 2). Observa-se que os azigósporos apre-
sentaram maior germinação em meio 0,1X MS, 
na presença de células obtidas de hipocótilo 
de puerária (Fig. 2). As menores taxas de 
germinação foram obtidas na ausência de cé- 

lulas e com células de 
radícula, nos meios 
ágar-água e MS. O 
número de pontas de 
hifas também foi 
bastante influenciado 
pelos 	tratamentos, 
sendo superior em 
meio 0,1X MS, po- 
rém não diferindo 
com a adição de cé- 
lulas de hipocétio e 
radícula (Tabela 2). 

t 	 Em meio ágar-água, 
0,3X MS e MS, os 

\ / 
 

	

17 \ 	tratamentos sem cé- 
C lulas não diferiram 

em relação aos trata-
mentos com células, 
sendo no entanto, in-
feriores aos mesmos 
nos O,IX MS e 0,2X 
MS. O crescimento 

	

•' 	micelial foi maior em 
rito 0,IX MS com 

- 	 células de hipocótilo, 

	

( . 	onde ocorreu também 
- 	o maior número de 

células auxiliares. Em 
meio MS, apesar de o 
crescimento micelial, 
mesmo na presença 
de células, não ter 

FIG. 1. Células vegetais em suspensão obtidas a partir de calos de hipocó-
tilo de puerária em meio MS (400X) (A) e crescimento micelial de 
azigósporos de Gigaspora gigantea (200X) na presença (B) e ausên-
cia de células vegetais (C). 
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ferido do controle, o surgirnento de septos 
ocorreu aos 21 dias, evidenciando seu efeito 
inibitório. Nos demais tratamentos, a paralisa-
ção do crescimento somente foi observada aos 
45 dias após a inoculação. 

A origem das suspensões de células e as 
concentrações do meio MS influenciaram as 
taxas de viabilidade das células (Fig. 3), sendo 
que tanto aquelas originadas de calos de hipo-
cótilo como de radícula, com o aumento do 
tempo de incubação apresentaram redução li-
near na viabilidade. Aos cinco dias, nos meios 

TABELA 2. Médias' de número de pontas de 
hifa e mediana de número de célu-
las auxiliares e crescimento mice-
lial de S. /zeterogwna em diferentes 
concentrações do meio Murashige 
& Skoog (MS) na ausência (s/cel) e 
presença de células de hipocótilo 
(cel hip), radícula de puerária (ccl 
rad). Baseado em 5 repetições. 

Meio 
s/cel 

Células 

cel hip cel rad 

Pontas de hifa, n9/placa 
Ágar-água 14bcA 17bcA 21 bA 
MS 8cA lOcA 9cA 
0,3X MS 22 abA 25 bA 27 bA 
0,2X MS 20ab13 27bA 34bA 
0,1XMS 30aB 53aA 68aA 

Categoria de crescimento 
Ágar-água 1 1 2 
MS 1 1 1 
0,3XMS 1 2 2 
0,2XMS 2 2 2 
0,1XMS 2 4 3 

Células auxiliares, n2/placa 
Ágar-água O 2 5 
MS O O O 
0,3XMS O O O 
0,2XMS O O O 
0,1XMS 7 14 9 

As médias seguidas pelas mesmas letras não dife-
rem entre si pelo teste de Tukey a 5%: as letras 
minúsculas são usadas para comparar meio e as 
maiúsculas, para tratamentos de célula. 

0,2X MS, 0,3X MS e MS, células de hipocó-
tilo e radícula apresentaram viabilidade entre 

45-60 e 27-43%, respectivamente. Em meio 
0,1X MS, por até quatro dias a viabilidade 
manteve-se em tomo de 35 e 30% para células 
de hipocótilo e radícula, respectivamente. As 
células de radícula perderam a viabilidade 
mais rapidamente, sendo observado, inclusive, 
escurecimento do conteúdo citoplasmático. 

A taxa de germinação da S. heterogama, 
não diferiu entre os diferentes meios de culti-
vo de células testadas, sendo, no entanto, to-
dos os meios, superiores ao controle (Tabe-
la 3). Não foram observadas interações signi-
ficativas entre células e meios de cultivo tes-
tados; no entanto, as maiores taxas de germi-
nação, independentemente do meio de cultivo, 

foram obtidas na presença de células, onde 
também se verificou maior número de pontas 
de hifa, que pouco diferiu entre os meios de 
cultivo, exceção do meio O,IX LS que apre-
sentou os mesmos valores, mas ainda superou 
o controle (Tabela 3). A adição de células 
também favoreceu o crescimento micelial, 
principalmente nos meios 0,1X MS, O,IX B5 e 
O,IX SH, onde foram verificadas as maiores 
categorias de crescimento e a maior ocorrência 
de células auxiliares. Além disso, nesses 
meios o surgimento de septos e paralisação do 

li . 	•-. 
1. 

sou 

t 	l! 
d 

controle 

DMS5% 

20 	 f célula 	Concentração MS 

O' 

0 	0,2 	0,4 	0,6 	0,6 	1.0 

CONCENTRAÇÃO, MS 

FIG. 2. Efeito de concentrações do meio Mura-
shige & Skoog (MS) e da adição de sus-
pensáo de células obtidas de hipocótilo e 
radícula de puerária, na genninaçáo de 
Scutellospora lieterogama. 
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a) 
Hipocótilo 

1.ox 

O,3X 
0,2)1 

O,1x 

o 

Radicula 

l,ox 
O,3X 

O,2X 

o'lx 

o 
O 	1 	2 	3 	4 	5 

INCUBAÇÃO, DIAS 

FIG. 3. Viabilidade pela redução do INT, de 
células obtidas de aios de hipocótilo e 
radícula de pucrdria em diferentes con-
centrações do meio MS. 

crescimento somente ocorreram aos 40 dias 
após a inoculação, sendo que nos demais e no 
controle, isso ocorreu aos 30 e 21 dias, res-
pectivamente. 

rnscussÃo 

Para as três espécies de FMVA em estudo, 
o maior crescimento micelial obtido foi no 
tratamento com 0,1X MS, que também se 
nisfrou benéfico para o crescimento desses 
fungos em estudos realizados por Carr et ai. 
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(1985) e Miller-Wideman & Watrud (1984). 
No entanto, nessa concentração do MS, os 
efeitos apresentaram maior magnitude quando 
na presença de células de puerária. S. hetero-
gama e G. gigantea apresentaram crescimento 
superior ao de G. margarita e todos com ca-
racterísticas bastante distintas. Os tubos ger-
minativos de G. margarita e S. heterogama 
cresceram linearmente em relação à superfície 
do meio, ramificando-se muito quando imersos 
neste. As células auxiliares foram produzidas 
apenas no ágar-água e no 0,1X MS, sendo su-
perior nesse último (dados não apresentados). 
S. hetero gama apresentou maior número de 
células auxiliares à superfície do meio, en-
quanto que G. margarita e G. gigantea em 
micélio crescendo imerso no meio. G. gigan-
tea apresentou germinação múltipla, conforme 
já relatado para essa espécie por Koske 
(1981), sendo que o tubo germinativo ramifi-
cou-se imediatamente após a emergência, em 
três a quatro hifas, que imergiram no ágar 
(Fig. 1). Tubo genninativo aéreo foi observa-
do apenas em G. giganica em meio ágar-água 
e 0,IX MS com células, sugerindo um estí-
mulo quimiotrópico a compostos voláteis pre-
sentes no meio, conforme também relatado pa-
ra essa espécie em meio com cultura de raízes 
(Gemma & Koske 1988). 

O surgimento de septos e paralisação de 
crescimento no meio 0, 1X MS com células, 
para as três espécies de FMVA, ocorreu aos 
45 dias após a inoculação, enquanto que nos 
demais tratamentos, a partir de 21 dias. No 
tratamento meio MS com e sem células, o mi-
célio apresentou septos mais freqüentes e pa-
ralisação do crescimento relativamente mais 
rápida, com intensa formação de vacúolos e 
aborto de ramificações de hifas. Isso possi-
velmente pode estar associado às elevadas 
concentrações de nutrientes no meio não di-
luído e aumento na quantidade de compostos 
exsudados pelas células neste meio, que atua-
ram inibindo o crescimento micelial. 

O maior crescimento micelial obtido em 
meio 0,1X MS com células de hipocótilo pode 
estar associado a maior viabilidade dessas cé-
lulas em relação as obtidas de calos de radf- 
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TABELA 3. Médias' de germinação e pontas de hifas e medianas de células auxiliarcs e crescimento 
micelial de S. heterogaina em diferentes meios de cultivo (0,1X) na ausência (slcel) e 
presença (c/cel) de células de puerária. Baseado em 5 repetições. 

Meio Germinação 
(%) 

Ponta de hiías 
n9/placa 

Categoria 
crescimento 

Células auxiliares 
n2/placa 

- Gamborg, Miller & Ojima 78 a 49 ab 3 11 
LS - Linsmaier&Skoog 79a 46b 2 8 
MS - Murashige & Skoog 73 a 60 ah 4 19 
SH - Schenk&Hildebrandt 74a 62ab 3 13 
WH- White 69ab 49a5 2 7 
Controle 50 b 33 c 2 5 

Célula 
-Ausente MB 41B 2 5 
-Presente 77A 59A 3 11 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%: as letras minúsculas 
são usadas para comparar meio de cultivo e as maiúsculas, para tratamento com célula. 

cula. Essas diferenças no crescimento e viabi-
lidade das células, segundo Wilson et ai. 
(1971), podem estar relacionadas às caracte-
rísticas intrínsecas do explante e dos calos de 
origem e ao não-suprimento das exigôncias 
nutricionais para a maximização do cresci-
rrento in vitro. As características de viabilida-
de de células, composição bioquftnica possi-
velmente diferenciada e as conseqüentes alte-
nçóes qualitativas e quantitativas nos com-
postos estimulantes, podem ter determinado as 
respostas diferenciadas de micélio de S. hete-
rogaina a adição de células de hipocótilo e ra-
dícula de puerária. 

O maior crescimento micelial obtido nos 
meios 0,1X MS, 0,1X B5 e 0,1X SH princi-
palmente com adição •de células, possivel-
mente deveu-se a um balanço mais adequado 
dos nutrientes utilizados em suas composições. 
Isso além de ter influenciado diretamente o 
crescimento da S. heterog~ pode ter per-
initido a manutenção da viabilidade das célu-
las por maior período. Apesar desses benefí-
cios obtidos, em nenhum dos tratamentos fo-
ram verificados indícios de hifas colonizando 
células, sendo que em alguns casos foi possí-
vel observar hifas com crescimento em sentido  

oposto às células. Essas características de 
crescimento podem ter sido determinadas pela 
presença de compostos voláteis e boa difusão 
de metabólitos exsudados pelas células, con-
forme também relatado por Cair et aI. (1985). 

Em nenhum meio com adição de células fo-
ram verificados sinais de colonização das cé-
lulas ou mesmo indícios de esporulação dos 
FMVA estudados. No entanto, os resultados 
obtidos mostram que estudos visando prolon-
gar a manutenção de células vegetais viáveis 
no meio de cultivo, juntamente à adição de 
outros fatores estimulantes do crescimento mi-
celial, poderão contribuir para incrementar o 
crescimento do FMVA in vitro. 

CONCLUSÕES 

1. Os maiores benefícios para a germinação 
e crescimento micelial de esporos de fungos 
miconízicos vesículo-arbusculares foram obti-
dos em meio MS, diluído dez vezes, e com 
adição de células de hipocótilo de puerária. 

2. Meio MS não diluído, apesar de prolon-
gar o período de viabilidade das células de 
puerária, apresentou efeitos inibitórios para a 
genninação e crescimento micelial. 
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3. As diluições no meio MS promoveram 
redução linear na viabilidade de células em 
função do tempo de incubação, sendo esse 
efeito mais acentuado em células obtidas de 
calos de radícula de puer6ria. 
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