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ABSTRACT. An experiment was carried out at the Federal
University of Parana, Brazil, which was established and
developed under controlled conditions of greenhouse.
The aim of this research was to obtain a methodology
to improve the adaptation process of seedlings of the oil
palm Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex mart., obtained
from the in vitro culture of zygotic embryos. A substrate
composed of soil and river sand washed in proportion (3:1)
was used and the following products were applied to the
seedlings: Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) and
a Spirostic Analogue of Brassinosteroid (Biobras-16),
with four treatments, which were: 1-Control, 2-Inoculation
of the Plants with AMF and one application of Biobras-16
to the transplant, 3- Inoculation of the plants with AMF
and 4- Inoculation of the plants with AMF and two
applications of Biobras-16, one at the transplant time and
another 30 days later. The results showed that the best
treatment was the number 2, in which the vitroplants were
inoculated with AMF and a foliar spray was performed with
the Biobras-16 at the time of transplantation, which produced
an increase in the different growth and development rates of
the plants with respect to the other treatments.

Key words: acclimatization, brassinosteroids, fungi,
inoculation, palm oils

INTRODUCCION

La produccién de aceites vegetales a partir
de nuevas fuentes como son las palmas se ha ido
incrementando paulatinamente desde la década
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RESUMEN. Se llevo a cabo un experimento en la
Universidad Federal de Parand, Brasil, el cual se establecid
y desarroll6 bajo condiciones controladas de invernadero.
El objetivo de la investigacion fue obtener una metodologia
para mejorar el proceso de adaptacion de plantulas de la
palmera oleaginosa Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex
mart., obtenidas a partir del cultivo in vitro de embriones
cigoticos. Se utilizd un sustrato compuesto por suelo y
arena de rio lavada en proporcion (3:1) y se aplico a las
plantulas los productos: Hongos Micorrizico Arbusculares
(HMA) y un Analogo Espirostanico de Brasinoesteroide
(Biobras-16), con un total de cuatro tratamientos, los cuales
fueron: 1-Testigo, 2-Inoculacion de las plantas con HMA y
una aplicacion de Biobras-16 al trasplante, 3- Inoculacion
de las plantas con HMA y 4- Inoculacion de las plantas con
HMAy dos aplicaciones de Biobras-16, una al momento del
trasplante y otra 30 dias después. Los resultados obtenidos,
mostraron que el mejor tratamiento fue el numero 2, en el
cual las vitroplantas fueron inoculadas con HMA y se les
realiz6 una aspersion foliar con Biobras-16 al momento del
trasplante, lo cual produjo un incremento en los diferentes
indices de crecimiento y desarrollo de las plantas con
respecto a los demas tratamientos.

Palabras clave: aclimatacion, brasinoesteroides, hongos,
inoculacion, palmas oleaginosas

de los 90 hasta nuestros dias debido al aumento
de la demanda de su uso a nivel global, debido a
que poseen una amplia utilizaciéon, que va desde
satisfacer las crecientes necesidades alimentarias
de la poblacion, hasta la produccién industrial
de jabones, cosméticos y el uso de lubricantes y
biodiesel como fuente de energia renovable (1,2). La
agroindustria de la palma de aceite Elaeis guineensis,
es responsable de suplir casi el 40 % de las necesidades
de aceites y grasas de la poblacién mundial (3);
sin embargo, la especie Acrocomia aculeata,
segunda en volumen productivo por superficie,
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ha ido cobrando en las ultimas décadas un desarrollo
importante, debido a que se adapta mejor a suelos
de menor calidad y es menos exigente en agua (1).

Sin embargo, en los paises en que se producen
aceites a partir de A. aculeata, principalmente en
Paraguay y Brasil, la cosecha de los frutos en su mayor
parte se hace por medio del extractivismo familiar a
partir de plantas que crecen de forma natural (4).

Durante el ultimo quinquenio se ha estado
trabajando en domesticar la especie para poder
organizar la cosecha con menores costos,
seleccionando el material de plantacién, ya que
posee mucha variabilidad genética y asi lograr plantas
que tengan los caracteres mas homogéneos, lo cual
permitird una mayor eficiencia productiva (5).

Una vez seleccionado el material de plantacion,
deben producirse plantas de forma acelerada con
caracteristicas homogéneas, siendo uno de los
métodos a utilizar la multiplicacién in vitro a partir de
embriones cigéticos. Con el objetivo de obtener una
metodologia para mejorar el proceso de adaptacion
de las vitro plantas a condiciones ex vitro, se
desarrollé un trabajo de investigacion bajo condiciones
controladas, con la aplicacion de dos bioproductos, los
Hongos Micorrizico Arbusculares (HMA), los cuales
son de gran ayuda en la solubilizaciéon y absorcion
de nutrientes para las plantas (3,6) y un analogo
espirostanico de Brasinoesteroide, del cual algunas
de sus formulaciones han demostrado estimular el
crecimiento cuando las plantas son sometidas a estrés.

Tabla I. Descripcion de los tratamientos

Existen buenos resultados en tratamientos realizados
en adaptacion de vitroplantas y en el tratamiento de
plantas de otros cultivos sometidas a estrés, como
la produccion de plantas en viveros, y otros tipos de
producciones vegetales (7,8).

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevd a cabo bajo
condiciones controladas en un invernadero modelo Van
der Hoeven con sistema automatico de programacion
de temperatura y humedad relativa, que mantuvo
todo el tiempo la temperatura media entre 25 y 26 °C
y la humedad relativa al 70 %, perteneciente al
departamento de Fitotecnia y Fitosanitarismo, Sector
de Ciencias Agrarias de la Universidad Federal
de Parana, Curitiba, Brasil. Para llevar a cabo el
experimento se utilizaron vitroplantas obtenidas a
partir del cultivo in vitro de embriones cigéticos de
A. aculeata en el laboratorio de cultivo de tejidos de
dicha universidad, obtenidas en medio de cultivo Woody
Plant Medium (WPM) (Lloyd y McCrown 1980). Los
embriones utilizados se obtuvieron a partir de semillas
de plantas seleccionadas en la Finca “Campanario”,
municipio Bodoquena, estado de Mato Grosso del Sur.

Se establecieron cuatro tratamientos
experimentales, los cuales tuvieron tres réplicas de
diez plantas cada uno (Tabla I).

El sustrato utilizado estuvo compuesto por
suelo+arena de rio lavada. En proporcion (3:1 v/v),
mostrandose su composicién quimica en la Tabla 11 y
la composicién granulométrica en la Tabla III.

No.

Composicion de los tratamientos

Testigo

2 Plantas inoculadas con HMA + aplicacion de Biobras-16 al momento del trasplante

3 Plantas inoculadas con HMA al momento del trasplante

trasplante

Plantas inoculadas con HMA + 2 aplicaciones de BioBras-16, la 1ra. al momento del trasplante y la 2da. 30 dias después del

Tabla Il. Caracterizacion quimica del sustrato utilizado en la adaptacion de las vitroplantas

pH Al® H+AP Ca” Mg K P C
Ca/Mg
Ca(l, SMP cmol kg mg kg! g kg!
45 4.8 2,60 14,4 3,90 2,90 0,10 4,60 54,5 1,3

Tabla Ill. Composiciéon granulométrica del sustrato utilizado en la adaptaciéon de vitroplantas,

expresados en g kg

Arena gruesa Arena fina

Limo Arcilla

85 95,5

369,5 450,0
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CoOMPOSICION DE LOS BIOPRODUCTOS
Y EL FERTILIZANTE MINERAL UTILIZADOS.
FORMA DE PREPARACION Y APLICACION

Los Hongos Micorrizico Arbusculares (HMA)
utilizados para la inoculaciéon, correspondientes
a la serie EcoMic®, producto comercial patentado
y producido en Cuba por el Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas (INCA), utilizandose la especie
Glomus cubense (9), con un contenido de 40 esporas
por gramo. El mismo se aplicé colocando dos gramos
de producto en polvo en el interior del hoyo hecho en
el sustrato de la bolsa que recibiria la planta a adaptar.

El analogo espirostanico de brasinoesteroide
utilizado para la aplicacién asperjada se correspondi6
con “Biobras-16”, que es producido por el Laboratorio
de Productos Naturales de la Facultad de Quimica de
la Universidad de La Habana, Cuba, el cual tiene una
concentracion de 1 g L. Para ser aplicado, se prepard
a una concentracion de 0,05 mg L', mezclandolo en
agua, agitado y asperjado en forma de rocio hasta
punto de goteo a las plantas después de trasplantadas
o en el momento que le correspondiese segun el
tratamiento (Tabla I). Para aplicar el bioproducto se
utilizé un asperjador de mano.

La fertilizacién de las plantulas en adaptacion se
realizd con el producto comercial “Nutriverde” formula
liquida (6-6-8 + micro nutrientes), a razén de 2 ml del
fertilizante liquido en tres litros de agua. Se aplic6é de
forma pareja al sustrato de las bolsas a razén de 25 ml
en cada una y luego se dio un riego ligero; esta
fertilizacion se realizé en dos momentos, cuando las
plantas tenian 180 dias de trasplantadas y alos 210 dias.

Variables estudiadas:

La evaluacion final de las plantas se realizé cuando

estas tenian 399 dias después del trasplante (ddt).

¢ Altura de las plantas: se midi6é con una cinta métrica
desde el cuello de la planta hasta el apice.

¢ Diametro de los tallos: se midié con un Vernier a
una altura de un centimetro por encima del cuello
de la planta.

¢ Numero de hojas emitidas: se cont6 el numero de
hojas emitidas.

¢ Largo promedio de las hojas: se midié con una cinta
métrica la longitud en cm. de cada una de las hojas
por planta y se saco el promedio de las mismas.

¢ Masa seca de las diferentes partes de las plantas
y total en el muestreo final: una vez extraidas las
plantas seleccionadas, se separaron por secciones
raices, cormo, tallo, hojas y raquis. Se tomo el peso
verde pesando las diferentes partes en balanza
técnica con 0,01 g de precisién. Una vez pesadas
se pusieron en estufa hasta peso seco constante,
y se pesaron nuevamente.
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¢ Para determinar la colonizacion radical por los HMA,
se tomaron 200 mg de raices de cada muestra que
se tifieron con azul tripan (10), posteriormente se
utilizé el método de los interceptos para cuantificar
la colonizacidon micorrizica (11). La densidad visual
se determiné por medio de la evaluacion de la
ocupacion fungica del hongo en la raiz de cada
intercepto asignandosele un nivel a los porcentajes
de ocupacion (12).

¢ Determinacion de area foliar de las plantas: se utilizo
para ello el método de los discos, segun (Watson
& Watson 1953) citado por Vidal (13), sacando un
promedio de 10 discos de 1 cm 2 por planta en
hojas de diferente estado de desarrollo y un total
de nueve plantas muestreadas por tratamiento.
Posteriormente se secaron en estufa de circulacion
forzada a temperatura de 70 °C, hasta peso
constante. Tanto las hojas como los discos extraidos
a cada planta, se pesaron en balanza analitica con
error (+ 1 mg), pudiéndose asi calcular en base a
los discos de area y peso promedio conocido, el
area foliar de las plantas.

EXTRACCION DE NUTRIENTES POR LAS PLANTAS

Para determinar la extraccion de nutrientes hecha
por las plantas en el periodo evaluado, se envié al
laboratorio las muestras secas de plantas completas
por cada tratamiento para la extraccién de los
nutrientes en ellas contenidos, utilizandose el método
de Dumas para la determinacién de N y el método
Nitroper para las determinaciones de P, K, Ca, Mgy S
expresados en mg/gr. Después en base a la media
de la materia seca por planta por cada tratamiento, se
calculd la cantidad de nutrientes extraidos.

METODO EMPLEADO PARA EL TRASPLANTE DE TUBO
A BOLSA

Durante el proceso de pase de tubo a bolsa con
sustrato, se tuvo mucho cuidado de poner a funcionar
con anterioridad en el interior del invernadero el
sistema de riego por micro aspersion antes de realizar
el trasplante de las vitroplantas, con el objetivo de
aumentar la humedad relativa dentro del local y
minimizar el estrés de las plantulas al realizar el
trasplante.

Las vitroplantas fueron trasplantadas de los
tubos a pequefias bolsas de polietileno (3x7 cm) que
contenian un sustrato de suelo+arena descrito con
anterioridad. Se retir6 con agua estéril y la ayuda de
un frasco lavador, los restos de medio de cultivo de las
raices de las vitroplantas. Las pequefias bolsas donde
fueron colocadas las vitroplantas estaban depositadas
a su vez dentro de cajas plasticas trasparentes con
tapa, las cuales contenian 30 bolsas cada una.
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En el caso de las plantas que se inocularon con
HMA, se aplicé el bioproducto en forma de polvo a
razén de dos gramos por bolsa, momentos antes del
trasplante, depositandose en el hoyo que se hizo en
la bolsa que habia sido previamente humedecida para
recibir la plantula.

La aplicacion de Biobras-16 se realizé segun
correspondié por tratamiento y momento (Tabla 1);
una vez terminado el trasplante, las plantas fueron
asperjadas y cerradas las cajas plasticas, colocandose
sobre una mesa. Estas cajas plasticas trasparentes
con tapa, y dimensién de 35 cm largo x 20 cm de ancho
x 10 cm de profundidad y tapa con 10 cm de altura
sobre el eje del cierre, hacen la funcion de camara
himeda para la adaptacion de las vitro-plantas. Las
plantas se mantuvieron en la etapa de cdmara humeda
durante los primeros 30 dias y se fueron abriendo poco
a poco hasta que 10 dias mas tarde las tapas fueron
retiradas definitivamente.

Las vitroplantas ya adaptadas en las bolsas
pequefas, fueron trasplantadas a los tres meses de
edad a bolsas de polietileno negro de mayor tamafio
(18x30 cm) que contenian un sustrato con la misma
composicion al utilizado en las bolsas pequefas. Las
mismas se colocaron sobre una mesa de madera
cubierta con nylon distribuyéndose en un disefio
de bloques al azar de cuatro tratamientos y tres
repeticiones, teniendo cada tratamiento 10 plantas.

El riego de las plantas se llevo a cabo cada siete
dias en las cajas de adaptacion, después que estas se
extrajeron de las mismas y se trasplantaron, el riego
se realiz6 cada tres dias.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos correspondientes a porcentaje fueron
transformados por la férmula arc sen Vx y las medias de los
conteos por la férmula V(x+1) para hacer los analisis
estadisticos.

Los datos obtenidos se analizaron por medio de
un Analisis de Varianza de clasificacién simple. En
los casos en que se encontrd diferencia significativa
entre los tratamientos, se realiz6é la comparacion de
medias mediante la prueba de rangos multiples de
Duncan, y para el procesamiento estadistico se utilizé
el programa Statgraphics plus, version 5.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla IV se muestran los resultados del
efecto de los diferentes tratamientos aplicados a las
vitroplantas en fase de adaptacion.

Como se puede apreciar en la Tabla, los
mejores resultados se obtuvieron cuando el sistema
radical de la planta se inocul6 con HMA, y se aplico
Biobras-16 al momento del trasplante (tratamiento 2).
Las variables altura de las plantas, longitud media
de las hojas y numero promedio de raices por planta
mostraron diferencias significativas con el resto de
los tratamientos, lo que demuestra la existencia de
sinergismo entre los dos bioproductos aplicados.
Resultados similares en cuanto a la aplicacion de
Biobras-16, fueron obtenidos en la adaptacién de
vitroplantas de banano (14); sin embargo, se puede
apreciar que cuando se realizé la inoculaciéon del
sistema radical con HMA, y se hacen dos aplicaciones
de Biobras-16, una al momento del trasplante, y otra
30 dias después del trasplante (Tratamiento 4), se
obtiene un menor crecimiento de las plantas.

Esta respuesta no coincide con los trabajos
del autor antes citado, el cual obtiene un mayor
crecimiento de las plantas con la inmersion de
las raices de las vitroplantas en una solucion
de Biobras-16 por 15 minutos antes del
trasplante y una aplicacion foliar a concentracion
de 0,02-0,2 mmol L-',15 dias posteriores al trasplante.

Tabla IV. Influencia de los tratamientos en el crecimiento de las plantas a los 399 dias después del

trasplante
) ) ) ) . Raices
Tratamient Altura de las Numero de hojas  Longitud media  Didmetro medio . )

ratamientos Plantas (cm) por planta de las hojas (cm) de los tallos (cm) Lgngltud Numerg

media en (cm) promedio
1 18,12 b 3,64b 30,63 b 2,52b 70,89 b 5,11 ab

2 29,50 a 3,80 a 82,78 a 323a 119,06 a 6,33a

3 16,23 b 34l c 2745b 1,89d 57,61b 4,11b

4 17,65b 335¢ 28,471 2,15¢ 60,20 b 4,441
ESX 1,100%* 0,023* 3,89 * 0,018%* 0,286%* 0,363*

CV % 9,36 3,54 15,92 1,265 0,64 12,57

Medias con letras comunes por columnas, no difieren significativamente segin Décima del Rango multiple de Duncan para p< 0,05
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Con respecto al indice materia seca acumulada
por las plantas por 6rgano y total, también se puede
apreciar que el tratamiento 2 tiene la mayor cantidad
de materia seca acumulada al momento del muestreo
final con diferencias significativas con el resto de los
tratamientos (Tabla V), seguida del tratamiento 4,
donde se inoculd el sistema radical de las plantas con
HMA y se hicieron dos aplicaciones de Biobras-16.

Experimentos realizados con la aplicaciéon de
los brasinoesteroides en varios cultivos agricolas,
demostraron que con aspersiones foliares de ese
bioproducto, a concentraciones de 0,1 mg L se promovié
marcadamente el crecimiento de las plantas en altura,
grosor del tallo, longitud de la raiz principal, la masa
seca por planta, el area foliar y la fotosintesis (15-17).

En cuanto a adaptacion y crecimiento estimulado
por los HMA, Schultz (2001) (3), se reporté que
plantulas de E. guineensis propagadas in vitro e
inoculadas con 12 aislamientos de HFMA (Hongos
Formadores de Micorriza Arbuscular), mostraron un
aumento en la supervivencia durante la etapa de
endurecimiento entre el 83 y 100 %, mayor crecimiento
tanto radical como de la parte aérea, y un incremento en
la toma de fésforo, siendo las especies mas eficientes
Glomus manihotis, Entrophospora colombiana,
Acaulospora mellea y Acaulospora appendicula. En
trabajos realizados con inoculaciones con HMA en
palma de aceite, pero propagadas a partir de semilla
sexual, se han obtenido importantes resultados al
realizar la inoculacion de las plantas en fase de vivero,
observandose que después del trasplante a campo, las
plantas inoculadas sobrepasan en altura y formacion
de materia seca al menos en tres veces a las plantas
que no fueron inoculadas, con diferencias altamente
significativas entre ellas (18-21).

Por otra parte ademas de los beneficios ya
conocidos de la simbiosis con las micorrizas, como son
la ayuda no solo a una toma de nutrientes mas eficiente
por la planta, sino también contribuye a la tolerancia al
déficit hidrico, la resistencia al ataque de patdgenos,

y al acortamiento al tiempo de aviveramiento de
las plantas (22), la tolerancia a niveles altos de
metales pesados y la agilizacion de crecimiento en
etapas tempranas del desarrollo, especialmente bajo
condiciones de vivero (23). También sobre tolerancia
de las palmaceas al déficit hidrico cuando su sistema
radical se encuentra realizando simbiosis con HMA se
cita el caso de la especie Coccotrinax readii Quero (20).

En cuanto al tratamiento 3 (plantas inoculadas
con HMA al momento del trasplante), las plantas
no mostraron un incremento del crecimiento como
se esperaba, por tener el sustrato en el cual se
estan desarrollando un pH bastante acido y un alto
contenido de aluminio como se puede apreciar en la
Tabla 11, el cual no es el adecuado para la especie
Glomus cubense, ya que esta se adapta mejor a pH
que van desde ligeramente acidos a neutros (21).

Probablemente la aplicacion de Biobras-16 actua
como un anti estresante ante el efecto de la acidez
sobre las simbiosis que se lleva a cabo en las plantas
inoculadas, lo cual se puede corroborar en la Tabla VI
donde se observa también que el tratamiento 3 (plantas
inoculadas con HMA al momento del trasplante), la
colonizacién radical, es casi nula con respecto al
tratamiento 1 (testigo), donde obviamente existe una
cepa de HMA nativa del suelo, que es mas abundante
y coloniza con mayor intensidad pero que es poco
eficiente, pues las plantas tienen poco crecimiento y
desarrollo lo cual se puede apreciar en la Tabla VII.

En la Tabla VII se muestra el area foliar de
las plantas por tratamiento, donde el tratamiento 2,
muestra también una mayor area foliar que el resto de
los tratamientos, producto del sinergismo entre HMAy
Brasinoesteroide ya que la solubilizacion y absorcion
de nutrientes por ese tratamiento es mayor que en el
resto, lo cual se observa en la Tabla VIIIL.

Los macro y micro elementos extraidos por las
plantas, se encuentran en una mayor cantidad en el
tratamiento 2, demostrandose la absorcién de elementos
que realiz6 la planta producto del sinergismo (Tabla VIII).

Tabla V. Influencia de los tratamientos sobre el indice materia seca promedio por 6rgano de las plantas y total

Tratamientos Masa seca de las hojas ~ Masa seca del raquis ~ Masa seca del tallo + cormo ~ Masa seca de las raices ~ Masa seca total
1 0,20 b 0,047 ¢ 0,42 b 0,24 be 0,907 ¢
2 1,30 a 0,307 a 325a 0,99 a 5,847a
3 0,15¢ 0,043 ¢ 0,26 ¢ 0,20 ¢ 0,653d
4 0,21b 0,058 b 0,45b 0,27 b 0,988 b
ESX 0,008%* 0,001* 0,029* 0,019%* 0,001*
CV % 2,845 1,949 4,536 7,774 0,106

Medias con letras comunes por columnas, no difieren significativamente segun Décima del Rango multiple de Duncan para p<0,05
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Tabla VI. Colonizacion radical, Densidad visual y Peso del endoéfito por tratamientos a los 399 dias

después del trasplante

Tratamientos Colonizacion radical % Densidad Visual % Peso del endofito
1 3b 0,06 b 0,09 b
2 6a 0,22 a 0,33 a
3 1d 0,0l ¢ 0,015¢
4 2¢ 0,02 ¢ 0,028 ¢
ES X 0,005* 0,006* 0,008*
CV % 0,289 12,87 11,922

Medias con letras semejantes por columnas no difieren estadisticamente segun Décima del Rango multiple de Duncan para p< 0,05

Tabla VII. Area foliar media de las plantas por tratamiento

Peso seco promedio de las hojas

Masa seca promedio en gramos

Area foliar calculada en cm?

Tratamientos en gramos por planta de un disco de 1 cm 2 por planta
1 0,20 b 0,00364 ¢ 54,94 b
2 1,30 a 0,00375 b 346,66 a
3 0,15¢ 0,00357 d 42,01 b
4 021b 0,00457 a 4595b
ES X 0,008* 0,001* 16,128 *
CV% 2,845 0,386 22,24

Medias con letras comunes por columnas, no difieren significativamente segiin Décima del Rango multiple de Duncan para p<0,05

Tabla VIII. Extraccién de nutrientes en (mg planta')
por tratamiento

Tratamientos N P K Ca Mg S
1 10,16b 0,65b 10,86b 8,89b 4,13b 2,15b
2 5437a 5,03a 3824a 37,19a 279a 836a
3 6,07d 037c¢ 5,67d 4,03d 247d 086d
4 8,99¢ 048c 1032c¢ 6,27¢ 3,12¢ 1,39¢
ES X 0,035% 0,037% 0,034*  0,033* 0,019* 0,042*
CV % 0,305 3,962 0,361 0,403 0,351 2,286

Medias con letras semejantes por columnas no difieren
estadisticamente segun Décima del Rango multiple de Duncan
para p< 0,05

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mostraron que aplicando
el tratamiento donde se combina la inoculacién del
sistema radical de las plantas trasplantadas con
HMA, especie Glomus cubense, aplicando 2 g del
producto en el hoyo de la bolsa que recibid la plantula,
y haciendo la aplicacion del Andlogo Espirostanico
de Brasinoesteroide (Biobras- 16) al momento del
trasplante y antes del cierre de la cdmara humeda en
la fase de adaptacion, se pueden obtener los mejores
resultados en el crecimiento y desarrollo de las plantas
obtenidas a partir del cultivo in vitro de embriones
cigoticos de Acrocomia aculeata.
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