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Summary 

To improve the mutation br田dingfor vegetatively propagat巴dplants chemical mutagen日SlS

and shoot tip culture wer記combined

Excis色dshoot tips of garlic， Allium sativum L.， w日retr巴atedwith various doses of N -methyl 

-N…nitrosourea (MNU) (5， 10mM， pH 5.0， 25'C， 2.5-80min.) just aft釘担xcisionor two days aftぽ

inoculation on MS m丘diawithout hormone. After w丘shingwith sterilized water thεshoot tips 

wer己culturedon th巴samemedia. The increasing dose of MNU decr巴asεdthe growth of shoot 

tips on m己diaand delayed the transplanting of regeneratεd plants to nursεry beds. During two 

times of cultivations of the plants on nursery beds昌ndpots， thεsurvival rates， growth habits and 

morphologies were observed. Survival rate d吉creas巴dwith th日increasingdose of MNU and with 

thεpassage of time， but it was not influenced significantly by prεculturεof shoot tip. LD50 of 

MNU for the survival rate at the end of second cultivation was 100mM .min. (5mM X 20min.， 

lOmM X lOmin.). Various induced mutations were obs告rv吋 inmany characters of the tops and 

bulbs of survivors， such as the shapes， colors and sizes of leaf and bulb， wax and chlorophyll of 

!eaf， number and arrangement of c10ves in a bulb，日tc.When the shoot tips w巴rεtrεatedwith 

MNU (5mM， 2.5-40min.l just after excision， the chlorophyll mutant freq世間yincreased progr出巴

sively with the increasing dose of MNU. Eight of 22 visible mutants巴X旦minεddid not show 

segregations in the v巴getativelypropagated progenies. The values for practical us巴swer巴recog噂

nized in some of the mutants. 

From these results it is demonstrated that the combination of chemical mut品genesisand shoot 

tip culture is effective to induc吉田silyabundant mutations and establish the mutants in veget丘団

tively propagated plants. 

K巴ywotds: garlic， Allium sativum， mutagεnεsis， chemical mutagen， shoot tip culture 

CORE Metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

Provided by Saga University Institutional Repository

https://core.ac.uk/display/59165183?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


第71号 (1991)佐賀大学農学部重量報100 

突然変異育種は栄養繁殖性植物の育撞にとって効果的方法であると考えられる.近年，種々

の化学物質が突然変異を高頻度で誘発することが明らかにされ，これらは放射線と共に作物の

突然変異育種のための変異原として用いられるようになった1，2) 特に，アルキ/レ化剤は核酸塩

に直接作用して突然変異を多発する強力な変異原であり，放射線とは異なる突然変異スペク

トルが期待できることや9 処理に際して特別な設備を必要としないなどの利点を持っている.

しかし，栄養繁殖性植物の場合には，処理材料として用いる繁殖体が大きくて構造が譲雑であ

るので，茎頂などの鋼体の出発点となる細胞(細胞群)に本剤を効果的に接触させることは容

易でない.また，突然変異を起こした細胞が淘汰されるのを防ぎ9 変異細胞のみから成る個体

あるいは安定したキメラ個体を単離するのも容易でない3) 従って，アルキル化剤を用いた栄養

繁殖性植物の突然変異育覆を容易で効率的にするためには突然変異誘発材料及び処理方法の改

良，突然変異縮胞の救済，さらに，キメラの解消或いは安定化を図る必要がある.

本研究では，典型的な栄養繁殖性植物であるニンニクを材料に用いて，アルキルイ七剤の一つ

であるメチルニトロソウレア (MNU)による突然変異誘発処理と茎頂堵養を組み合わせること

により上記の問題を克服しラ突然変異体を効率良く作出する方法を検討した.

言緒

材料及び方法

1982年10~11月にニンニクの品種 4上海'の子球から無躍的に切り取った茎頂をただちに，あ

るいは，一旦抗S固形培地4)で2日間， 240C， 12時間日長下で培養(処理前培養)した後， MNU 

水溶液 (pH=5，0)で振とう処理 (25
0

C，暗黒， 100回/分)した.MNUの処理量(濃度×時間)

は，処理前培養をしない区では 5mM で2 ， 5~40分間とし，処理前培養をした区では 5 mMで

20~80分間及び~10mM で10~40分間とした(第 1 表). MNU処理した茎演は滅菌水で40分間振

Table L Composition of芭xp巴rimentfor treatm巴nt
of garlic shoot tips with MNU， 
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a) : Control for treatment 2， 3， 4， 5， 6. 
b) : Control for treatment 8， 9， 10， 11， 12， 13. 
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とう洗浄(25T，暗黒， 100回/分)した後， MS固形培地に植え付け， 24'C， 12時間日長下で培

養した.また，対照区としてラ処理前培養をしない茎頭及びした茎I買を MNUを含まない水港

液でそれぞれ40分間及び80分間振とう処理後，MNU処理毘と同様に洗浄し，培養を行う区を設

けた@なお，MNU処理及び洗浄中の無菌操作はクリーンベンチ内に取り付けた純黄色蛍光灯下

で行い，処理後12時間は茎頂に光が当たらないようにした。培養60日後にすべての茎頂のき主丈

及び葉数を調査した，

茎I頁が生長@発根し，草丈が約12cmに達した時に順次培地から良く水洗した川砂を詰めた青

苗床へ移植した.育菌床に活着し，生長した姻体は1983年5月に球根形成を行い休眠したので，

同年6月に球根を収穫@乾燥後，室温で貯蔵した。同年8月にこれらの球根を良く水洗した;11

砂を詰めた 5号素暁き鉢へ 1個体ずつ植え付け，ガラス室内で栽培し， 1984年3月に地上部の

形態調査を行った.これらの個体は同年5月に再び球根を形成したので，同年6月にこれらを

収穫し，球根の形態調査を行った.また，茎頂培養から鉢栽堵終了時まで適時生存個体率を調

査した.

1983年 8 月から 1984年 6 月の鉢栽培中の植物体及び~又接した球根で顕著な可視突然変異が観

された錨体については，形成された子球を1984年9月に 1球ずつ分けて鉢に構え付け， 1985 

年6月まで栽培し，地上部と球根を観察して，栄養繁殖後代における突然変異の分離の諜相を

した.さらに，部の個体についてはその後数年間鉢栽培或いは圏場栽崎を繰り返し，同

様の調査を行った.

結 果

t .処理前培饗をしなかった寵

MNU処理したニンニク

12 「町一

の生長については，処理量が大きいほど

草丈は小さかったが，展開葉数はむしろ g 
やや多かった(図1).対照区及び5mM  制
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あり， 1984年6月の球根収穫時において 官。

もほとんどの個体が生存していた即)3: 
しかし， 5 mMX20分間処理区では 9 大ち 。
部分の個体が育苗床へ活着し，球根を形長 123456  7 8 9 10 11 12 13 

成したが，球根植え付け後務芽しないで

枯死した個体が多かったために， 1984年

6月の球根収穫時の生寄鍋体当主は60%に

Treatment number 

Figure 1. Plant heights and numbers ofεxpanded 
leaves of garlic shoot tips treatd with MNU 
and cultured on MS media for 60 days 
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Tabl 2. Periods of shoot tip culture necessary to grow shoot tips treated with 

MNU into whole plants for transplanting to nurs巴rybeds. 

Percent. of 
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下がった.また， 5 mMX40分間処理区では育苗床へ移植後活着しないで枯死した個体が多し

さらに，球根植え付け後萌芽しないで枯死した個体も多かったために， 1984年6月の球根収韓

時の生存個体家は24%に下がった.

MNU処理したニンニクの形態調査の結巣，葉及び球根の大きさ，形及び色，葉のワックス及

び葉緑素，一つのま求根に含まれる子球の数及び配置など種々の形質について顕著な形態的突然

変異が観察された(鴎6).アノレピノ，

色，淡緑色などの葉緑素突然変異が観察

され，葉緑素突然変異体頻度は MNU処

理量が大きいほど高い傾向を示した(表

3) .また，処理霊が大きい区では地上部，

球根ともに小ざい個体が多かった(図 4，

5 ).さらに，明瞭な葉緑素突然変異キメ

ラ個体の他に，突然変異キメラが主な原

国であると考えられる葉の生長の嬬り

(湾曲，擦れ，螺旋など)あるいは球根

の形の異常(子球の大きさの不揃い，配

置の乱れなど)を示す個体が観察された

(図 6)• 
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Figure 2. Changes in survival rates of gar1ic plants 
regenerated from shoot tips treated with 
MNU (Treatm日ntNo. 1…6). 

2.処理前培養をしたfji

培養中の茎頂の生長は， MNU 

mM区， 10mM g共に処理量が大きいほ
ど懇く(函 1)，育詰床へ移植した時期が

遅かった(表2).5 mMx80分間及び10

mMX40分間処理区の茎I買の生長は特に

5 
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Table 3. Chlorophyll mutant frequency of garlic plants reg邑neratedfrom shoot tips tr芭ated
with MNU and grown in pots (Observed on Mar. '84). 

Chlorophyll mutant 
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く，移植までに86日以上を要した個体

がほとんどで，枯死した儲体も多かった.

したがって，これら以外の誌では移描髄

体率が90%以上であったのに対し，これ

らの 2区では60及び48%と低かった.な

お， 5 mMX80分間処理区の 1個体は

シュート及び根を形成せず，黄色のカル

スのみを形成した. このカノレスはホルモ

ンフリーのMS培地で継代培養するこ
とにより旺盛に増殖させることが出来た.

育蔀床へ移植後の生存個体率は，対照

区では1984年6月の球根収護時までほぽ

100%で推移したがラ処理症では MNU

濃産 5mM  ~， lOmM 区共に処理量が大

きいほど時間の経過とともに小さくなっ

た(図 3).MNU濃度 5mM霞と10mM
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Figure 3. Changes in survival rates of garlic 
plants regenerated from shoot tips 
treated with MNU (Tr巴atmentN o. 7-
13) . 
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Figure 4‘ Plant heights and numb告rs of 
expanded leav色sof garlic pl呂nts，
regenerated from shoot tips treated 
with MNU and grown in pots 
(Observed on Mar. '84). 
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Figure 5. Fresh weights and diameters of 
bulbs of garlic plants， reg巴nerated
from shoot tips treated with MNU 
and grown in pots (Observed on 
Jun. '84). 

萌芽しないで枯死した摺体の両方が多かった.さらに， 5 mMx80分間処理思と10mMX40分

間処理区では培養中に枯死した個体が多かったのに加えて，育苗床へ移植後活着しないで枯死

した娼体が多かった.したがって，これらの三つの処理量の1984年6月の収穫時の生存個体率

はそれぞれ48-60，26-40及び10-12%に下がった@

形態謂査の結果，これらの処理前培養をしたお'1NU処理区でも処理前培養をしなかった
MNU処理区と同様に種々の形質について形態的突然変異が観察された(囲 6).葉緑素突然変

異体頻度はいず、れの処理毘でも高く，MNU処理主量に対する一定の傾向は明確でなかったが(表

3 )ヲ植物体の大きさについては処理量との明確な相関がみられた.すなわち， MNU濃度5

mM区， 10mM区共に処理量が大きいほど、地上部及び球根が小さかった(図4，5). また，

もMNU処理量が大きい 5m班 X80分間処理i玄及び10m羽 X40分間処理区では主主丈が20cmに

満たない媛牲個体が多かった@

処理前培養をしなかった区とした涯を，まず，両者に設けた対照区について比較すると，処

理前培養をした方が培養中の生長が旺盛で、(図 1)，移植可能な大きさに達するのが早かった(表

2). また，移植僧体率はほとんど差が無かったが(表2)，生存個体率は処理前培養をした方

がやや高く(留し 3)，形態調査時の地上部及び球根も処理前培養をした方が大きかった(留

し 5).次に，両者を 5mMx20分間処理区及び5mMx40分間処理区で比較すると，処理前

をした方が培養中の生長が旺盛で，移植可能な大きさに達するのが早かった.また，移揺

{障体液及び生存{副本率の推移は両者間でほとんど差が無かったが，形態調査時の地上部及び球

根は処理蔀培養をした方が大きかった.葉緑素突然変異体頻度については両者間に顕著な差は
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みられなかった(表3). 

3.栄饗繁植後代における突然変異の分離

突然変異キメラを含む22系統の顕著な可視突然変異系統について栄養繁殖後代における実然

変異の分離を調査した結果， 8系統 (36%)では，後代の全ての個体が親と詞じ形態を示し，

突然変異の分離は観察されなかった (Fig.6.B， C， E， 1，瓦入しかし， 9系統 (41%)で

は後代の儲体問で形態が異なり，突然変異の分離が観察された(Fig.6.D， F， G， J ， L -right). 

また， 5系統 (23%)ではすべての儲体が正常な形態に戻った.突然変異の分離が観察された

9系統のうちの8系統の親は形態的にみて明らかに突然変異キメラ(大部分は区分キメラ)で

あったが，後代の大部分の個体ではキメラが解消され，キメラでない突然変異体が分離された.

なお，アルビノ及び黄緑突然変異系統は球根を形成しなかった為に (Fig.6.L-left， center)， 

また，強度の安委性系統の多くは分球しなかった為に(Fig.6. H)，突然変異の分離を調査するこ

とができなかったが，これらのうち系統維持が可能であった系統の後代は親と開様な形態を示

した.

考

以上に述べた結果から，茎I翼の描NU処浬と組織培養を組み合わせることにより容易にニン

ニクの突然変異を誘発し，多様な突然変異体を単離することが可能であることが明らかになっ

?こ一色

突然変異誘発処理と紘織培養を組み合わせた場合の適当な処理量について詳しく検討した報告

はこれまで記無いが，本研究の結果，ニンニクの培養茎I震に対する抗NU処理の50%致死量は，培

養完了時で400mM.分，最初の球根収穫時で200mM.分， 2由自の球根収撞時で'100mM'分で

あった.このように，培養系から普通栽堵に移行するのに伴って処理個体の生存率が大きく下

がったが， MNU処理量が100mM.分の場合でも葉緑素突黙変異体頻度がかなり高かったこと

から，実用的にはこの処理量で効果的な突然変異誘発が期待出来ると考えられる.

本研究の計画段階ではニンニクの茎1震を摘出後直ちに処現液及び洗浄液中で長時間接謹する

ことにより生存個体率が大きな影響受けると予想されたため，処理前培養を行わない区と行う

匿を設け，前者を比較した.その結巣，ニンニクの茎]買を摘出後直ちに水溶液中で約2時間振

しでも生存個体主容はほとんど影響を受けないことが分かった.また，処理前培養を行った方

が処理茎l震の生長は良かったが，生存個体率の推移及び葉繕素突然変異体頻度はほとんど差が

無かった.したがってラ操作として繁雑な処理前培養を行う必要性は無いと思われる.

一般に多細胞の繁殖体を突然変異誘発処理した場合にはキメラの発生が大きな問題となるが，

本研究では調査した突然変異系統の36%では栄養繁殖後代で分離が見られなかった.したがっ

て，本方法では摘出した茎頂を MNUで処理した後，茎頂培養により植物体を再生させること

で処理当代におけるキメラ形成をかなり抑えることができたと考えられる.一方，残りの大部

分の系統は後代で分離し，明らかに突然変異キメラであった.したがって，これらの突然変異

キメラも利用するためにはキメラの解消方法を確立する必要がある.タマネギのような種子繁

殖性植物の場合は接合子(単細砲)を経由することで容易にキメラが解消されるがヘニンニク

のような栄養繁殖性植物の場合はこのような確実なキメラの解消方法は無い.そこで，ニンニ

クのキメラの解消を効率化し，確実にする為には，培養系で増殖及び選抜を行う方法を検討す

る必要がある.ただし，ネギ属植物は培養により染色体変異を起こし易いのでヘ培養方法として
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は細胞培養やカ/レス培養よりもシュートの分けつを旺盛に起こさせる培養方法が適当であろう.

培養中の草丈，移植可能な大きさに達するまでの日数，球形成など多くの形質について MNU
処理による生物効巣が見られ，MNUの処理震が大きい場合には媛性鋼体が高頻度で出現し，こ
れらはほとんど分球せず¥後代も媛性であった.また，鉢栽培に移行後，枯死したり，球形成

ができない個体もあった.これらは重援した突然変異を越こしていると考えられるが，

はこのような虚弱な突然変異体が淘汰されるのを訪ぎ，個体として存在することを可能にし，

誘発された突然変異の全容を知るうえで効果があると考えられる.

Novakら勺まニンニクの分裂組織をか1NUで処理後， して得た230系統の8.4%がニンニ

クモザイクウイルスに対して高い抵抗性を示したと報告している.一般に，突然変異誘発のみ

によって耐病性の実用品種を育成することは容易でないと考えられるが，彼らの結果はMNU
処理によりニンニクの有用な突然変異が誘発される可能性を示している.本苛究で得られた多

彩な可視突然変異系統の実用的価値の評儲を行うためには今後の詳しい調査を待たなければな

らないが，これまでの観察結果から推測すると， Fig. 6 に示した系統の中の 2~3 の系統は次

のような利用{価値があると考えられる.すなはち，系統8は個々の子球が大きく調理上有利で

あるので，その球根は高品価値が高いと考えられる.ただし，球担あたりの子球数が 2~3 で

少ないので，珠芽(数は 6~10で少ないが大きい)による繁殖，あるいは，組織培養による増

殖を検討する必要がある e 系統 Iは保護葉が厚くて丈夫であるので，球根の機械収穫に対する

耐性が大きいと考えられる.系統B及びれま共に地上部の生育が旺盛で球根重も大きいので，

上述の特徴を持つ新品種と成る可能性がある.また，系統Cは個々の子球が小さし形が不揃

いであるので，農業上の利用錨値はないが，通常のニンニクでは見られない分けつする性質を

持つので，ニンニクの臆芽の生長@休眠に関する生理学的研究の材料として利用できると考え

られる.なお，本研究では主として形態的な可視突然変異を調査したが，MNU処理した儲体の
中にはニンニク臭や殺菌作用を失った錨体が含まれていたことから，生理的突然変異の調査に

も興味がもたれる.

ニンニクの育種に関して，最近Etoh8，9)により稔性系統が発見され，交雑育撞の道が開かれた.

また，プロトプラストを用いた細胞融合技指が進歩し，野生麓を含む近縁撞を遺伝資源として

利用することも可能に成りつつある. 品方，現在，世界で栽培されている系統のほとんどは不

稔性であるが，遺伝的変異に富み，各地に適応、した品額として分化している 10) 本研究の方法は

このような不稔系統を育種素材として活用する為の最も簡単で効果的な育種方法として利用で

きると考えられる.さらに9 本方法はニンニク以外の栄養繁殖性植物の育種にも応用すること

ができ，ずで らはサトイモを材料に用いて有用な突然変異系統を多数得ている 11.1針。
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ニンニクの摘出した茎頂を直ちに，あるいは， MS培地で2日開培養後，メチルニトロソウレ

ア (MNU)で処理しは， 10mM， pH=5.0， 25
0

C， 2.5-80m知人 MS堵地で培養した.生

長・発根した個体を，まず育菖床で，次に鉢で栽培し，生存錨体率，生長の様相及び形態を調

査した.

MNUの処理量(濃度×時間)が大きいほど，培養茎頂の生長は抑制され，育商床への移植時

期が遅くなった.また，培養及び栽培期間を遇した生存個体率は処理量が大きいほど時間の経

過とともに小さくなった.処理前培養は生存個体率に大きな影響を及ぼさなかった.鉢栽培終

了時における生存摺体率の MNU処理50%致死量は100mM'min. (5 mM  x 20min.， 10mM x 

10min.)であった.生存個体の，葉及び球根の形，色及び大きさ，葉のワックス及びクロロフィ

ル，球根あたりの子球の数及びその配列など，地上部及び球根の多くの形質について種々の誘

発突然変異が観察された.茎I買を摘出後，車ちに MNU処理(5m担， 2‘5-40min.)した場合

には処理量が大きいほど葉緑素突然変異体頻度が高くなった.栄養繁殖後代における突然変異

の分離を調査した22の顕著な可視突然変異系統のうち 8系統では，後代の全ての個体が親と同

じ形態を示し，分離は観察されなかった.また，これらのなかの数系統は有用な突然変異を起

こしていた.

以上の結果から，本研究で用いた方法は栄養繁殖性植物から多犠な突然変異を誘発し，突然

変異体を得るのに優れた方法であると言えよう.
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Explanation of photo富raphsin Fig現re6. 
A. Top and bulb of a normal garlic plant， r思generatedfrom a shoot tip tr邑atεdwith water， 
showing normal foliation and bulb formation with 6 c10ves 

B-K. Tops and bulbs of mutant garlic plants， regenerated from shoot tips treated with MNU， 
showing differεnt mutations: 
B : Spreading top， wide and thick blade， thick and short sheath and normal size of bulb com. 
posed only of 3 large c!oves. Bulbils on th邑receptac1ewεre also larg巴andthe number of 
them was smalL 9 plants from these cloves and bulbils did not show s巴gr巴gation.
C : TilIering top， slender leaf and complicated bulb with 13 small cloves. 13 plants from these 
cloves did not show segregation. 
D: Vir邑sc巴ntand pliable blade with green streak and opposite-like arrangement of cloves. 4 
plants from these cloves segregated into 1 plant with vir邑scentand pliable blades， 2 plants 
with green and slender blades， and 1 plant with green blades which showεd one-sid日d
growth 
E Falcate blade and orthostichous arrangement of cloves. This plant appεared to be a 
chim巴rawith one-sided growth of leaf. 3 plants from these cloves did not show segergation 
F Twisted leaf， viridescent leaf margin and small bulb with 6 sm呂IIclov君s.6 plants from 
thesεcloves segregated into 4 plants with straight and green blad邑s，1 plant with slend巴rand 
green blades， and 1 plant with straight and viridesc巴ntblades. 
G : Whirling leaf and small bulb with 2 tiny cloves. 2 plants from thes日c10v日sh昌dsl巴nd邑rand 
straight leaves 

日 Dwarfplant， viridescent and slim leaf， and small bulb only with'one clove. The plant from 
this clove maintained the characteristic of mother plant. 
1 Spr巴adingtop， wid巴， thick and viridescent blade with gre芭nishstreak， thick and short 
shεath， large bulb with 6 substantial cloves， and thick， solid and milk-white tunic of bulb. 
6 plants from these cloves did not show segregation. 
J Waxless and lustrous leaf and small bulb with orthostichous arrangεment of cloves. This 
plant was a chim日rawith waxless and normal sectors. 6 plants from these cloves s告gre.
gated into 3 non-chimeral dwarf plants with waxless and lustrous leav世sand 3 pl乱ntswith 
normal leaves. 
K : Dwarf top， viridescent b1ade， short sh君ath，small bulb with 8 cloves， red tunic of bulb and 
r巴dprotective leaf of clov巴. 8 plants from these cloves did not show segregation. 

L. Leaves of 3 mutant garlic plants， showing typical chlorophyll mutations: albino (left) ， 
viridis (cεnt在r)，and sectorial chim日rawith leaves composed of differεnt colors of ha1f 
blades， gr日記nand viridescent (right). Left and center plants did not form bulbs. Right plant 
formed a small bulb with 6 cloves. 6 plants from these clov官ssegregated into 2 green and 
4 viridescent plants. 


