UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS

JOAO PAULO SARDIN NASARIO

ASPECTOS GERAIS DA BIOLOGIA REPRODUTIVA DE TROPAEOLUM MAJUS L.
(TROPAEOLACEAE)

Dourados — MS
2011



JOAO PAULO SARDIN NASARIO

ASPECTOS GERAIS DA BIOLOGIA REPRODUTIVA DE TROPAEOLUM MAJUS L.
(TROPAEOLACEAE)

Trabalho de Conclusdo de Curso de
graduacdo para obtencdo do titulo de
Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.
Faculdade de Ciéncias Biologicas e
Ambientais, Universidade Federal da
Grande Dourados.

Orientadora:  Rosilda Mara  Mussury
Franco Silva.

Dourados — MS

2011



JOAO PAULO SARDIN NASARIO

ASPECTOS GERAIS DA BIOLOGIA REPRODUTIVA DE TROPAEOLUM MAJUS L.
(TROPAEOLACEAE)

Trabalho de Conclusao de Curso aprovado como requisito parcial para obtencédo do titulo de
Bacharel em Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal da Grande Dourados, pela comissdo formada por:

Profé, Dr2. Rosilda Mara Mussury Franco Silva
Orientadora
FCBA/UFGD

Profd. Dra. Fatima Cristina De Lazari Manente Balestieri
FCBA/UFGD

Prof. Dr. Alan Sciamarelli
FCBA/UFGD

Dourados, 12 de dezembro de 2011.



Dedico a Deus pela constante presenca e
protecdo, aos meus pais, Jacinto e Sueli, a
meu irmao José Luis pelo amor e dedicacao
de toda a vida e também pela confianca que
sempre tiveram em mim, aos meus amigos,
pelo companheirismo e pelo apoio de
sempre, em especial a Marcos Vaz, pela
paciéncia e ajuda estatistica.



AGRADECIMENTOS

A Deus, Inteligéncia Suprema e causa primeira de todas as coisas.

A Universidade Federal da Grande Dourados pela oportunidade na realizacdo do
Curso de Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas.

A Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais pela acolhida durante os quatro
anos de Graduacao.

A Professora Dra. Rosilda Mara Mussury, pela oportunidade, orientacdo, pelo
companheirismo, paciéncia, conselhos e sua amizade. Por acima de tudo fazer com que o
espirito de luta e perseveranga surgisse em mim, pois sem estes, nada seria feito.

Aos meus professores, que possibilitaram meu crescimento e amadurecimento
durante a graduacéo.

A Professora Dra. Fatima Cristina De Lazari Manente Balestieri, pela participacio
na banca avaliadora e por despertar em mim a paixdo pela Biologia da Polinizacéo.

Ao Professor Alan Sciamarelli pela participacdo na banca, amizade e conselhos
importantes durante minha Graduacdo e em especial na reta final do meu Curso.

Ao Professor Valter Vieira Alves Junior, pelo apoio e sempre pronta ajuda.

A Bidloga e mestranda Graziela Martins dos Santos, pelo companheirismo e
constantes sugestoes.

Ao Eng® Agrénomo Marcos André Braz Vaz, pelo companheirismo, apoio
estatistico, longas, divertidas e produtivas conversas e sentimento verdadeiro.

Ao Carlos Milanezi, Augusto Souza, Carlos Gongalves, Allison Xavier, Anderson
Ovlivera e Antonio Lima pela amizade, companheirismo, pelo incessante incentivo e pelos
divertidos episddios de amizade.

A todas as minhas amigas e amigos da faculdade Flavia, Joyce, Jéssica, Natiele,
Giseli, Patricia, Juliana, Debora, Tatiana, Gleyson e Andressa, que sempre estiveram
presentes me aconselhando e me incentivando com carinho e dedicagdo, alem de paciéncia e
por me proporcionar os melhores anos da minha vida.

Ao Grupo PET Bio, por proporcionar experiéncias incriveis e ensinamentos que
jamais serdo esquecidos.

Aos meus pais, Jacinto e Sueli que me proporcionaram a realizacdo de um sonho,
que me deram suporte, amor e testemunho de perseveranca.

Aos meus familiares, que me ajudaram e apoiaram cada um a sua maneira,

durante minha caminhada pela graduacéo.



“Eu ndo me envergonho de corrigir meus erros e mudar minhas opinioes porque ndo me
envergonho de raciocinar e aprender.”

Alexandre Herculano



Aspectos Gerais da Biologia Reprodutiva de Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae)

por

Jodo Paulo Sardin Nasario!; Rosilda Mara Mussury?

RESUMO

Tropaeolum majus L. (Tropaeolaceae), é conhecida popularmente por capuchinha sendo
utilizada como ornamental, horticula e empregada como medicinal. O objetivo da presente
pesquisa foi determinar o tipo de sistema reprodutivo da espécie, as abelhas visitantes, seu
comportamento e a preferéncia pela cor da corola. Para o estudo do desenvolvimento das
pecas florais, foram observados em laboratério flores em estagios de antese e feitos testes de
viabilidade de polen e receptividade de estigma. Para o estudo do sistema reprodutivo, vinte
botbes em pré-antese foram ensacados e realizados 0s seguintes tratamentos: Autopolinizacdo
Manual, Xenogamia, Geitonogamia, Polinizacdo Natural (controle). Nas observacdes a campo
verificou-se que somente a polinizacdo natural decorreu em 100% de frutos e nos demais
tratamentos a flor apresentavam um intumescimento do ovario, mas ndo havia formacéo de
frutos. Foi observada a receptividade do estigma e a viabilidade do pdlen durante a antese. O
teste de receptividade do estigma mostrou que 0 mesmo estava receptivo apenas nas flores
onde as anteras encontravam-se fechadas, o que nos sugere uma protoginia, decorrendo,
portanto, na auséncia de frutos nos outros sistemas reprodutivos testados. Foi observada a
visita de varios insetos na flor, dando-se destaque dois polinizadores, Trigona spinipes e Apis
mellifera, que demonstraram comportamento de visita de caminhada sobre os 6rgaos
reprodutivos, armazenando pdlen em sua corbicula, nos propondo uma polinizacdo efetiva
com formacéo de frutos. A maior frequiéncia média de visitas se deu na corola de cor laranja

para A. mellifera e laranja e vermelho para T. spinipes.
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INTRODUCAO

Para Costanza et al. (1997), os bens e servigos disponibilizados pela natureza,
colaboram, direta e indiretamente, para o bem-estar humano. Dentre 0s servicos prestados
pelo meio ambiente, encontra-se o da polinizacdo sendo este um relevante servico
ecossistémico. As abelhas distinguem-se da maioria dos polinizadores porque coletam polen e
néctar para alimentar sua progénie e apresentam constancia floral, comportamentos que
contribuem para realizacdo da polinizacdo cruzada e, por conseguinte, formacgdo de frutos e
sementes (Pereira Vieira et al. 2010).

As abelhas séo os principais agentes polinizadores dos vegetais e em troca 0s vegetais
produzem substancias adocicadas que atraem as abelhas, as quais levam em seus pélos o
polen dessa planta florifera. O pdlen é importante para o desenvolvimento da colmeéia, pois €
a fonte principal de proteina das abelhas, logo ao garantir o desenvolvimento da familia as
abelhas também perpetuam a espécie vegetal (Souza et al. 2007).

Recentemente vem crescendo o nimero de trabalhos sobre a utilizacdo das abelhas na
polinizacdo de diversas culturas. Trindade et al. (2004) trabalhando com polinizacao e estudo
comportamental observou que a abelha A. mellifera é de extrema importancia na polinizacdo
da cultura do meloeiro e que a presenca da abelha no processo de polinizagdo da cultura do
meloeiro é indispensavel, ja que na sua auséncia, praticamente, ndo houve producéo.

Silva et al. (2001) estudando a biologia reprodutiva de etnovariedades de mandioca
observou em campo que a flor de mandioca € visitada por coledpteros, vespas, abelha irapua
(Trigona spinipes Fabricius, 1793) e abelha A. mellifera. A abelha A. mellifera foi o principal
polinizador. Observaram ainda que os insetos utilizam o0 estigma da flor feminina como “pista
de pouso” e ao apoiar-se nas pernas traseiras atingem o néctar localizado na base da flor,
proximo ao disco estaminal, promovendo contato entre os grdos de pdlen aderidos ao seu
corpo com o estigma. Para coletar o néctar, as abelhas contornam toda a flor, depositando
polen nos trés lobulos do estigma, caracterizando uma perfeita interacdo entre o agente
polinizador e a flor da mandioca.

Silva et al (2011) sugerem que Astylus variegatus (Germar, 1824) pode ser
considerado polinizador de T. majus em fungdo de seu comportamento durante as visitas, por
apresentarem grdos de polen retidos no abdome, pelo habito de caminharem por todo o
sistema reprodutor, e a compatibilidade de tamanho entre estes e as flores, o0 que proporcionou

um contato mais eficiente com os 6rgaos reprodutivos.



As abelhas tém uma preferéncia inata por cores especificas, nomeadamente amarelo e
azul, que reflete a sensibilidade de pico dos receptores de sua cor ( Gumbert, 2000). Para
Goulson et al. (2007) Bombus hortorum Lineau  (1761) e Appis mellifera exibem
uma faixa longa de preferéncia para T. majus de cor amarela, em vez de flores laranja.
Afirma ainda que flores amarelas possam ser mais visiveis para as abelhas em uma floresta
sombreada, porém T. majus ndo é uma planta nativa, de modo que a frequéncias de cores

atuais sdo susceptiveis de ter sido influenciada pela selecéo artificial.

Conhecida principalmente por capuchinha, Tropaeolum majus L., agrega outros nomes
populares tais como, chaguinha, capuchinha-grande, alcaparra-de-pobre, papagaios, chagas,
mastruco-do-peru, flor de sangue e agrido do México (Corréa, 1926; Font Quer, 1993;
Dematti & Coan, 1999).

A capuchinha é medicinalmente indicada na cultura popular como antiespasmaodica,
antiescorbutica, anticéptica, estimulante do bulbo capilar, expectorante, desinfectante das vias
urindrias, digestiva e dermatoldgica; algumas espécies do género também sdo usadas como
anticoncepcionais (Johns et al., 1982; Font Quer, 1993). Os frutos, maduros e secos, podem
ser utilizados como purgativo (Corréa, 1926). Utilizada também no tratamento de resfriados,
devido a grande quantidade de vitamina C presente em suas folhas (Dematti & Coan, 1999).
Podem ser utilizadas na culinaria, suas sementes verdes possuem sabor agro e picante,
assemelhando-se as do agrido, e em vinagre, as alcaparras (Zurlo & Brandao, 1989). As folhas
e flores sdo utilizadas em saborosas saladas e sanduiches.

A polinizacao cruzada constitui uma adaptacdo evolutiva das plantas e esse sucesso foi
garantido através da interacdo desses individuos com as abelhas (Couto & Couto 2002), pois
conforme Eardley et al. (2006) uma producdo agricola reduzida com frutos deformados pode
ser resultado da falta de polinizadores. Em Tropaeolum majus, Franco Silva (2009)
determinou que uma diversidade de insetos visitam as flores, muitas tocando as anteras e o
estigma, mas ndo determinou a eficiéncia da polinizacdo realizada por eles, destacando que
estudos mais aprofundados para determinar a real contribuicdo desses insetos para a cultura
devem ser desenvolvidos.

De acordo com Franco Silva (2009) T. majus L. é alégama, pois as flores marcadas
quando visitados pelos insetos originaram frutos. No entanto, ressalta que os tratamentos de
polinizagdo manual (Xenogamia e Geitonogamia) ndo permitiram inferéncias relacionadas ao
sistema reprodutivo, pois ndo houve formacéo de frutos. Fato também constatado por Krieck
et al. (2008) em flores de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.SM. (Zingiberaceae).
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Através da 6tica econdmica a reproducdo é uma peca fundamental para a manutencdo
uma sociedade economicamente viavel. O estudo dos registros fenoldgicos e dos mecanismos
de polinizagdo sdo de grande importancia tanto para producdes de larga escala, como para ao
meio natural.

Segundo Fabbri & Valla (1998), as Flores de T. pentaphyllum (Tropaeolaceae) séo
protandricas e existe um curto periodo no qual a liberacdo de pdlen coincide com a exposicao
do estigma, onde pode haver ocorréncia de autogamia, ainda que pouco provavel pela
curvatura dos estames. Kugler (1970) mencionou autogamia para T. pentaphyllum pelo
movimento das anteras.

Foi apresentado por Franco-Silva (2011) que os 6rgaos reprodutores de T. majus sdo
bem expostos e a curvatura dos estames € acentuada, a deiscéncia extrorsa da antera Sdo
caracteristicas que favorecem a polinizacdo cruzada e impedem a autofecundagao,
constatando assim a necessidade de agentes polinizadores para realizarem a fecundacéo
cruzada.

Objetivou-se com este trabalho, esclarecer aspectos relativos a determinacdo do
sistema reprodutivo da cultura e o efetivo papel dos polinizadores na cultura de T. majus. e de
analisar o comportamento de forrageamento dos visitantes florais predominantes, inferindo

sobre a eficacia dos mesmos na polinizacao.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no municipio de Dourados no horto de Plantas Medicinais
da Universidade Federal da Grande Dourados. O solo foi preparado em area experimental de
500 m?, cujas coordenadas geograficas sao 22°12°16” de latitude Sul e 54°48°2” de longitude
Oeste. A altitude do municipio é de 452 m e o clima regional é classificado como Cwa-
Mesotérmico Umido, com precipitacio e temperatura média anual de 1500 mm e 22°C,
respectivamente. A topografia do local é plana e o solo, originalmente sob vegetacdo de
cerrado, é classificado como Latossolo Vermelho distroférrico de textura argilosa (Embrapa
1999).

As sementes de T. majus foram adquiridas através de plantagcdes anteriores dentro do
proprio horto da UFGD. O estudo do sistema reprodutivo foi realizado em 20 individuos
marcados aleatoriamente para cada sistema reprodutivo. Foram realizados 0s seguintes

tratamentos:
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T1 — autopolinizacdo manual, T2- xenogamia, T3 — geitonogamia, T4 - polinizacdo
natural (controle). Para cada tratamento as flores foram isoladas conforme metodologia
proposta por Mussury & Fernandes (2000).

Durante a antese floral, realizaram-se os testes de autogamia, onde foi colocado sobre
o0 estigma o pdlen da mesma flor, estas foram novamente ensacadas e seu desenvolvimento foi
acompanhado até a formacéo dos frutos (Figura 1).

Para os testes de Xenogamia foi coletado o polen de uma planta diferente e colocado
sob o estigma da flor e para os testes de Geitonogamia o pélen coletado foi de uma segunda
flor pertencente a mesma planta, apos este procedimento as flores foram novamente ensacadas
(Figura 2).

A viabilidade dos grdos de polen foi testada antes e durante a antese. Foi retirado de
vérias flores o contetido de uma antera recém deiscente, e colocado em uma gota de carmim
acético, sobre uma ldmina de microscopia (Radford et al. 1974). A receptividade do estigma
foi avaliada durante a antese utilizando-se peréxido de hidrogénio (H202) a 3% (Kearns &
Inouye 1993).

Ao mesmo tempo foram marcados 20 botGes com fita vermelha para cada teste, que
foram também escolhidos aleatoriamente no canteiro para os testes de polinizagdo natural
(controle).

Durante as visitas ao campo, flores em diferentes estagios foram fixadas em alcool
70% para investigacdo da morfologia floral. Foram observados, comparados e feito o

percentual de frutos obtidos em cada tratamento.

Figura 1-2. 1. Flor ensacada. 2. Ensacamento do teste de Geitonogamia.
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Observacdes diretas sobre o comportamento dos visitantes nas flores foram
acompanhadas a partir da coleta de espécimes para identificacdo, que foram feitas utilizando-
se uma rede entomologica para a posterior verificacdo do pélen armazenado além de registro
fotografico. Durante as visitas, foi observado o local de contato do visitante com as partes
florais, bem como a movimentacdo deste entre as flores. As observacfes foram conduzidas
das 9:00 H as 15:00 H.

As observacdes sobre o comportamento dos insetos durante o florescimento foram
feitas em 14 dias. A frequéncia de visita dos insetos foi determinada pela observacdo dos
mesmos nas diferentes flores, marcando um individuo, anotando-se as cores das pétalas em

(Figura 3) em que os insetos visitavam durante 10 minutos, totalzando 100 horas de

.
=

c- Cor amarela.

observacao.

r

.

a- cor vermelha.

b- Cor laranja. d- Cor amarela/vermelho.

Figura 3. Diferentes coloragdes das pétalas de Tropaeolum majus.

Para analise, a frequéncia média de visitas de abelhas por flor foi corrigida para que o
namero de flores equivalesse a 25% de cada cor, dada pela seguinte formula:
fc =0,25 . fo
fr
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onde:

fc = frequéncia corrigida de visita de abelhas por flor

fo = frequéncia observada de visita de abelhas por flor

fr = frequéncia relativa de determinada cor de flor no campo (Tabela 1)

Durante os 14 dias, foi contado o nimero de flores para cada cor de corola em todo o

campo e feito a média desses valores.

Tabela 1. Frequéncia relativa de cores de flor de T. majus na area experimental. Os valores no campo

representam as médias obtidas durante a época de estudo, Dourados, MS, 2011.

Cor Frequéncia relativa Valor no campo
Vermelho 46% 388
Laranja 36% 299
Amarelo 10% 84
Amarelo/vermelho 8% 69
Total 100% 840

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, empregando-se o teste
F a 5% de probabilidade e as médias comparadas por Skott-Knot a 5% de probabilidade

utilizando o programa computacional SISVAR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os testes de Autogamia, ap6s 7 (sete) dias verificou-se que as flores ensacadas nao
apresentavam frutos mostrando um sutil intumescimento do ovério, desta forma, para este
teste, obteve-se 100% de negatividade neste sistema reprodutivo.

Nos testes de Xenogamia e Geitonogamia ap6s uma semana as flores foram analisadas e
observou-se que para ambos os testes ndo havia a formacéo de frutos, resultando na secagem
da flor (Figura 4). Nas flores do grupo controle, ap6s uma semana observou-se 18 frutos
formados, equivalendo a 90% (Figura 5).

Pbde-se constatar nos testes de receptividade de estigma e viabilidade de polen que o
estigma estava receptivo apenas em flores em pré-antese ou em antese primaria, enquanto o
pélen encontrava-se viavel em flores em antese tardia ou senescéncia, ou seja, 0 estigma
estava receptivo apenas nas flores onde as anteras encontravam-se fechadas, sugerindo-nos
uma protoginia, esclarecendo, portanto a auséncia de frutos nos tratamentos testados na

pesquisa.
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Foi observado visitando as flores Apis mellifera (L., 1758) (Hymenoptera: Apidae
(Figura 6), Astylus variegatus (Germar, 1824) (Coleoptera: Melyridae) (Figura 7), Phoebis
sennae (L., 1758) (Lepidoptera: Pieridae) (Figura 8) e Trigona spinipes (Fabricius, 1793)
(Hymenoptera: Apidae) (Figura 9).

|

Figura 4-5. 4. Flor seca. 5. Fruto desenvolvido (controle)

Tropaeolum majus, apresenta uma biologia floral bastante peculiar, que segundo Silva
2010, sdo irregulares, campanuladas, axilares, solitarias, vistosas, hermafroditas,
heteroclamideas e zigomorfas. A corola é pentamera, variando de amarelo ao vermelho. O
calice apresenta-se como uma peca Unica, porem dividido no &pice em cinco sépalas, sendo
gue uma alonga-se formando o calcar onde se localiza o nectario extrafloral.

Dos insetos observados T. spinipes e A. mellifera foram o0s que realizaram
polinizacdo por transferirem o polen da antera ao estigma da flor. Durante as visitas
coletavam polen e ndo tinham acesso ao nectario em funcdo do néctar estar depositado no
interior do calcar. Foi observado que T. spinipes sobrevoava a corola da flor analisando as
pétalas e em seguida pousava no apice do calcar, se dirigindo até a base e lambendo o calcar a
procura de néctar (Figura 9), logo ap6s sobrevoava novamente a flor pousando nas pétalas e
se dirigindo aos 6rgaos reprodutivos onde percorriam todo o interior da flor passando pelas
anteras, coletando polen e acumulando-o na corbicula. Um comportamento semelhante foi

observado em A. mellifera sem a passagem pelo calcar.
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Figura 6-9. 6. Apis mellifera (seta). 7. Astylus variegatus (seta)s. 8. Phoebis Sennae (seta). 9. Trigona spinipes
sobre o calcar (seta)

Estes mesmos comportamentos de passagem pela flor, acimulo de p6len em
seu corpo, utilizacdo da pétala para pista de pouso, foram observados para essas abelhas por
Silva et. al. (2011) no estudo de etnovariedades de mandioca.

Em relacdo a frequéncia média de visita, observou-se que houve diferenga estatistica
significativa entre a frequéncia de visitas de A. mellifera e T. spinipes em relacéo as cores das
corolas de Tropaeolum majus (Tabela 2). Trigona spinipes visitou as flores laranja e vermelha
com mais frequéncia (Tabela 2).

Em relagdo as flores amarelo/vermelho e amarelo, observa-se menor frequéncia média
de insetos por flor diferindo significativamente dos demais. Apis mellifera apresentou
preferéncia pela cor laranja com frequéncia média de 3,39 abelhas por flor diferindo

estatisticamente das demais cores.

Tabela 2. Frequéncia média de visitas por flor de Apis mellifera e Trigona Spinipes, por cores de corola de T.

majus.
Trigona spinipes Apis mellifera
Laranja 345 a 3,39 a
Vermelho 301 a 2,18 b
Amarelo/vermelho 187 b 1,87 b
Amarelo 1,03 ¢ 1,35 b

* medidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Skott-Knot a 5% de
probabilidade.

Trigona spinipes ocorreu nas flores vermelhas em maior nimero na Il época e nas
laranjas na VI época (Figura 10a). Apis mellifera foi mais abundante na | época nas flores

vermelhas e nas flores laranja na V época (Figura 10b).
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Segundo Srinivasan (2010), experiéncias feitas por Karl VVon Frisch demonstraram que

as abelhas percebem cores, e que elas notam as mesmas com uma sensacédo distinta, diferente

da sensacao de brilho. Para o referido autor, as abelhas podem “memorizar” uma cor em cerca

de meia hora, depois de 3 a 4 visitas a uma boa fonte de alimento.

Conforme Srinivasan (2010) as abelhas sdo menos precisas em discriminar cores que

sd0 muito parecidas em comparacdo com cores que sdo muito distintas. Como se pode

observar as cores das flores de T. majus (vermelho e laranja) ndo sdo de preferéncia nata das

abelhas, sendo assim é possivel que a cor ndo influencie diretamente na decisdo da abelha em

pousar ou ndo na flor. Outro ponto é que as cores das flores sdo muito proximas (laranja e

vermelho) podendo ndo ser possivel a discriminacdo por parte delas.

A.
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Figura 10: Numero total de insetos coletados durante XIV épocas de observacdo. A. Apis mellifera, B.

Trigona spinipes. Dourados-MS. 2011

Sugere-se como provavel hipdtese para as visitas o fato do calcar de todas as flores em

qualquer que seja a cor da corola ser amarelo, cor bem discriminada pelas abelhas atraindo-as.

Silva et al (2011) sugere que o cheiro de material em decomposic¢éo exalado pelas flores de T.
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majus pode funcionar como atrativo. Acredita-se que o néctar, mesmo de dificil acesso e a

abundancia de polen sejam fatores decisivos na atragdo de T. majus.

CONCLUSAO

Pode-se inferir sobre os dados que nas condi¢cdes apresentadas a especie em estudo
apresenta alogamia, sugerindo-nos um caso de protoginia. Apresenta duas abelhas como
polinizadores, que sdo Apis mellifera e Trigona spinipes. Ambas as abelhas se comportam de
maneira semelhante coletando o polen das anteras e os transferindo para outras flores, porém
ndo coletam o néctar.

H& uma preferéncia de Apis mellifera para as flores de cores laranja, j& Trigona
spinipes optam por flores vermelhas além das laranjas. Sugere-se que a proximidade de
colméias nos arredores da area experimental seja uma possivel justificativa para a presenca

dessas abelhas em grande quantidade.
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