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RESUMO: O oidio (Erysiphe diffusa) tornou-se uma das principais doengas que afeta a cultura da soja (Glycine
max), podendo causar reducdo significativa no rendimento da cultura. Esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito dos
extratos aquosos de Agaricus blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus sanguineus no controle do oidio em casa-de-
vegetacdo e na inducdo de fitoalexinas em cotilédones de soja. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado com cinco repeti¢des. Como controle utilizou-se fungicida (enxofre — 3g/L) e testemunha - sem aplicagdo. Os
tratamentos utilizados foram: extratos aquosos de Agaricus blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus sanguineus na
concentracdo de 20 %v/v sendo estes aplicados aos 61 e 68 dias apds a semeadura. Avaliou-se a incidéncia e severidade
aos 59, 65, 69, 73 e 77 dias ap0ds a semeadura em todos os foliolos de cada planta. Com os dados da severidade, calculou-
se a drea abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD). Para a incidéncia, detectou-se diferenca significativa entre o
fungicida e os demais tratamentos. Para severidade e AACPD, observou-se que os extratos diferiram da testemunha, sendo
que L. edodes mostrou ser mais eficiente que os demais tratamentos. Para o bioensaio de fitoalexinas foi aplicado sobre
cada cotilédone de soja uma aliquota de 75 puL de cada extrato aquoso nas concentra¢des de 1%, 2%, 4% e 10%. Apéds 20
horas, os mesmos foram transferidos para erlenmeyers contendo 15 mL de dgua destilada esterilizada e deixados em
agitacdo por 1 h para extracdo da fitoalexina formada. A absorbancia foi determinada a 285 nm em espectrofotdmetro.

Observou-se um maior actimulo de fitoalexina nas maiores concentragdes dos extratos aquosos.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoalexinas. Erysiphe diffusa. Cogumelos. Controle alternativo.

INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) é a
principal cultura de graos produzida no Brasil com
aumentos de producdo e comercializagdo a cada
ano. Entre os fatores que contribuem para a variacao
no rendimento da cultura nas diversas regides estdo
as doencas (EMBRAPA, 2003). O oidio da soja,
causado pelo fungo Erysiphe diffusa Cooke & Peck,
embora considerado de pouco interesse ha alguns
anos (YORINORI, 1997), ultimamente vem
aumentando em importancia. A partir de 1996/1997,
desde a regido Sul até as regides Sudeste e Centro
Oeste do Brasil, foram relatados diversos surtos
epidémicos desta doenca (SAWADA; AZEVEDO,
1997; BLUM et al., 2002. Algumas vezes, nos casos
de elevada colonizagdo dos fungos nos tecidos
superficiais da planta, é possivel ocorrer uma
reducgdo significativa no rendimento da soja devido
a reducdo da 4rea fotossinteticamente ativa
(YORINORI; SARTORATO, 2001).

Seu controle convencional é feito através de
aplicacdes preventivas com fungicidas, porém, a
aplicagdo indiscriminada de produtos quimicos,

pode causar danos ao meio ambiente, como gerar
resisténcia por parte do fungo e predispor a planta a
uma maior incidéncia da doenga (GHINI; KIMATI,
2000). No entanto, novos produtos naturais t€m sido
pesquisados como alternativas no controle de
doencas. Como por exemplo, podem ser citados o
controle do oidio (Erysiphe polygoni) por extratos
do 6leo de nim (CARNEIRO et al., 2007, controle
da antracnose (Colletotrichum lindemuthianum) do
feijoeiro por extratos de Pycnoporus sanguineus
(ASSI, 2005), controle do mofo branco (Sclerotinia
sclerotiorum) em alface por extrato de gengibre
(RODRIGUES et al., 2007) entre outros.

Além do controle direto de fitopatdgenos, os
extratos de plantas ou de cogumelos podem ser
utilizados como indutores de mecanismos de defesa
das plantas. O actimulo de fitoalexinas, assim como
a ativacdo de outros mecanismos de defesa, ocorre
em resposta ao reconhecimento de moléculas
elicitoras (HAHN, 1996; SMITH, 1996). Entre estes
estudos se destacam os de Beninca (2007) que
observaram o potencial dos extratos aquosos dos
basidiocarpos de Agaricus blazei, Lentinula edodes
e P. sanguineus na indugao de fitoalexinas em soja e
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sorgo e Fiori-Tutida et al. (2007) estudaram o efeito
de Agaricus blazei e Lentinula edodes no controle
de ferrugem da folha e helmintosporiose em trigo.
Outros autores verificaram que tanto no
basidiocarpo quanto no micélio dos cogumelos A.
blazei e L. edodes existem substincias com
potencial para o controle de patégenos por ativacao
de mecanismos de defesa da planta (SILVA et al,,
2007; DI PIERO, 2003).

Assim, este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar o efeito dos extratos aquosos de
A. blazei, L. edodes e P. sanguineus no controle de
oidio em casa de vegetagdo e na inducdo de
fitoalexinas em cotilédones de soja.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Biotecnologia Fitopatoldgica e em
casa-de-vegetagdo da Universidade Estadual de
Maringd (UEM), Maringd, PR. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 5
repeticdes no ensaio em casa-de-vegetagio e 4
repeticoes no bioensaio com fitoalexinas em
cotilédones de soja.

Obtencao dos extratos

Para a producdo dos extratos aquosos, 0s
cogumelos Agaricus blazei, Lentinula edodes e
Pycnoporus sanguineus, ja triturados e secos foram
cedidos pela Universidade Estadual Paulista “Julio
Mesquita Filho”- UNESP.

Os cogumelos foram diluidos em &4gua, na
concentracdo de 1g / 14 mL de 4gua destilada e
foram armazenados em geladeira a 4°C por 24
horas, sob auséncia de luz. Esta suspensdo foi
filtrada a vicuo em papel filtro Whatman n° 1,
produzindo assim o filtrado que foi armazenado em
geladeira a 4°C e utilizado para a aplicagdo na
concentracdo de 20% v/v (20 mL de extrato
concentrado + 80 mL de 4gua destilada). Este
extrato foi utilizado em casa-de-vegetagdo no
controle da doenca.

Para o bioensaio na inducdo de fitoalexinas
em cotilédones de soja, as amostras obtidas apds a
filtragem a vicuo foram centrifugadas a 20000g,
temperatura de 4°C, durante 20 minutos. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi coletado e
submetido a uma nova filtragem em membrana de
milipore (0,2 mm) e posteriormente armazenado em
geladeira a 4°C (FIORI-TUTIDA et al., 2007; DI
PIERO et al., 2006).
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Bioensaio para a producido de fitoalexinas em
cotilédones de soja

Sementes de soja cultivar CD 202 foram
semeadas em areia esterilizada e mantidas em casa-
de-vegetacdo em bandejas de isopor de 128 células.
Dez dias apds a semeadura, os cotilédones foram
destacados das plantulas, lavados em dgua destilada,
enxugados e cortados em sec¢do aproximada de 1
mm de espessura ¢ 6 mm de didmetro a partir da
superficie inferior. Posteriormente os cotilédones
cortados foram colocados em placa de Petri
contendo papel de filtro umedecido com dgua
destilada estéril. Foi aplicado sobre cada cotilédone
uma aliquota de 75uL de cada extrato aquoso. Os
extratos aquosos foram utilizados em aliquotas de
1%, 2%, 4% e 10%. Como controle utilizou-se dgua
destilada esterilizada. As placas de Petri foram
mantidas no escuro a 25°C. Apds 20 horas, os
cotilédones foram transferidos para erlenmeyers de
125mL  contendo 15 mL de 4gua destilada
esterilizada e deixados em agitacdo por 1 h para
extracdo da fitoalexina formada (Bonaldo, 2004). A
absorbancia foi determinada a 285 nm em
espectrofotometro (AYERS et al., 1976; ZIEGLER;
PONTZEN, 1982).

Efeito dos extratos aquosos de cogumelos no
controle de oidio em casa-de-vegetacao

Sementes de soja cultivar CD 202 foram
semeadas em vasos plasticos (10 L), contendo duas
plantas por vaso num total de 25 vasos. O substrato
utilizado foi terra, areia e esterco (2:1:2). O
experimento foi inteiramente ao acaso, com 5
repeticdes. As plantas foram mantidas em casa-de-
vegetacdo e aos 59 dias apés a semeadura (DAS),
quando as mesmas estavam no estddio R3, a doenca
foi detectada naturalmente. As avaliacdes foram
realizadas aos 59, 65, 69, 73 e 77 DAS. Apés 61 e
68 DAS, foram realizadas a primeira e a segunda
aplicagdo, respectivamente, com 0s extratos aquosos
dos cogumelos A. blazei, L. edodes e P. sanguineus,
na concentracdo de 20%. Como controle foi
utilizado enxofre (3g/L. calda) e a tesmunha
consistiu em plantas sem aplicagdo de extratos ou
de 4gua. As aplicacdes foram realizadas com
pulverizadores manuais de 1L até o ponto de
escorrimento. Para incidéncia e severidade, a
doenca foi quantificada em todos os foliolos de cada
planta. Utilizou-se a escala proposta por Martins et
al., (2004) para a avaliacdo de severidade. Com os
dados da severidade, foi calculada a area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD), segundo a
equacdo proposta por Campbell e Madden (1990).
Aos 78 DAS, com as plantas no estddio fenolégico
RS, o experimento foi encerrado e foi avaliada a
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massa fresca e seca da parte aérea, nimero de
vagens e peso das vagens. Para a massa fresca as
plantas foram pesadas no momento da coleta do
material e para a massa seca, as plantas foram
acondicionadas em estufa por 24 horas a 105°C para
posterior pesagem. Os valores médios de massa
seca foram submetidos a andlise de correlagdo com
a severidade da doenca, nas diferentes épocas de
avaliacdo.

Anélise dos dados

Para a andlise dos dados obtidos em casa-
de-vegetacdo, foi aplicada a andlise de varidncia
(ANOVA) e, havendo significincia a 5% de
probabilidade pelo teste F, compararam-se as
médias dos tratamentos por meio do teste de
agrupamento de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
Os dados obtidos da produgdo de fitoalexinas foram
submetidos a regressdo linear. As andlises
estatisticas foram realizadas por meio do programa
SAS (SAS INSTITUTE, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producao de fitoalexinas em cotilédones de soja

Os resultados do bioensaio para a producio
de fitoalexinas em cotilédones de soja tratados com
extratos de cogumelos estdo apresentados na Figura
1. Na andlise de regressdo foi ajustada a equacdo
quadritica. O extrato aquoso de A. blazei na
concentracdo de 10% foi o tratamento que induziu o
maior acumulo de fitoalexinas (gliceolinas) nos
cotilédones da planta, e para esse mesmo extrato, foi
observado o acimulo a partir da concentracdo de
1% e para os extratos com L. edodes e P.
sanguineus, a inducao foi observada a partir de 2%.
Foi observado também que a indugdo de gliceolinas
foi dose dependente, isto €, ocorreu maior actimulo
dessa substincia com o aumento das concentragdes
de cada extrato aquoso.

Piccinin  (2000) utilizou filtrado do
basidiocarpo de L. edodes autoclavado, filtrado do
crescimento micelial e filtrado do micélio macerado
e observou a indugdo de deoxiantocianidinas em
mesocétilos de sorgo e de gliceolinas em
cotilédones de soja. Fiori-Tutida (2003) obteve
resultado semelhante na inducdo de fitoalexinas em
cotilédones de soja e em mesocdtilos de sorgo,
utilizando diferentes isolados de A. blazei e L.
edodes. Ja Beninca (2007) observou que extratos
diclorometanico, hexanico e etandlico de
basidiocarpos de P. sanguineus ndo ativaram a
sintese de fitoalexina gliceolina, mas indicaram a
sintese de deoxiantocianidinas em sorgo. O efeito
elicitor de fitoalexinas em soja sob extratos aquosos
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de A. blazei, L. edodes e P. sanguineus mostram que
estes microrganismos podem auxiliar na ativacdo de
mecanismos de defesa latentes da planta.

Efeito dos extratos de cogumelos no controle de
oidio em casa-de-vegetacao

No ensaio em casa de vegetacdo, foi
observada  diferenca  significativa entre  0s
tratamentos para a incidéncia e severidade da
doenca. Para a incidéncia, foi observado que aos 59
até os 69 dias apds a semeadura (DAS), ndo houve
diferenca entre os tratamentos, devido a baixa
pressdo de indculo no inicio da epidemia (Tabela 1).
Aos 73 DAS, os tratamentos com P. sanguineus e L.
edodes foram significativamente superiores a
testemunha, porém, aos 77 DAS somente o
tratamento com fungicida foi capaz de reduzir a
incidéncia da doenga. J4 para a severidade da
doenga, foi observada diferenca significativa a partir
dos 65 DAS, onde somente o tratamento com A.
blazei ndo foi eficiente na reducdo da severidade,
sendo inferior aos demais tratamentos com extratos
de cogumelo e fungicida.

A partir dos 69 DAS, os tratamentos com
fungicida e com L. edodes apresentaram as menores
curvas de progresso da doenga. Este extrato aquoso
mostrou ser mais eficiente em relagdo aos demais,
ndo diferindo significativamente do fungicida, fato
esse, que se manteve até a ultima avaliacdo da
doenca, aos 77 dias apds a semeadura. Os extratos
de P. sanguineus e A. blazei, apesar de terem tido
menos eficiente, foram superiores a testemunha na
reducdo da severidade da doenca (Tabela 1). Todos
0s tratamentos com OS extratos aquosos tiveram
apenas efeito local, ndo foi observado efeito
sistémico, pois folhas ndo tratadas apresentaram
sintomas da doenga e as tratadas com os extratos em
estudo apresentaram reducdo na severidade do oidio
(efeito local).

Di Piero et al (2004b) verificaram a
eficiéncia de extratos de A. blazei e L. edodes no
controle de Colletotrichum lagenarium em pepino,
utilizando concentra¢des a partir de 20% e 10%,
respectivamente, sendo registrados os efeitos locais
e sistémicos sobre a doenca. Na cultura do feijoeiro,
ASSI (2007) comprovou a reducdo de até 70% da
severidade de Colletotrichum lindemuthianium com
a aplicacdo do extrato aquoso de P. sanguineus na
concentracio de 20% (v/v) ndo sendo,
estatisticamente, diferente do tratamento com
fungicida (axozystrobin 0,6 g.p.c/L). J4 o extrato
aquoso de A. blazei é mostrado como um potencial
indutor de resisténcia de doengas de pds-colheita em
frutos de laranja (C. sinensis) in vivo e in vitro
(TOFFANO, 2005).
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Figura 1. Inducéo de fitoalexinas em cotilédones de soja (Glycine max) pelos extratos aquosos de Agaricus
blazei (A), Lentinula edodes (B) e Pycnoporus sanguineus (C), nas concentragdes de 1%, 2%, 4% e

10%.
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Tabela 1. Efeito de extratos aquosos de Agaricus blazei, Lentinula edodes e Pycnoporus sanguineus na
incidéncia e severidade de oidio (Erysiphe diffusa) da soja (Glycine max) avaliado aos 59, 65, 69, 73
e 77 dias apds a semeadura em casa-de-vegetacao.

Incidéncia (%) Severidade (%)
Tratamento Dias ap6ds a semeadura Dias ap6és a semeadura
59 65 69 73 77 59 65 69 73 77
66,43 65,43 68,86 13,27
A. blazei 47.64a 54,00a a a a 197a 6,37a b 19,92b 23,40b
4326 46,82 58,44
L. edodes 40,00a 41,61 a a b a 2,67a 546b 736¢ 11,07c 13,07c
49,82 57,64 58,22 12,90
P.sanguineus 38,82a 4343a a b a 297a 498D b 17,51b 25,34b
36,80 40,00
Fungicida 36,85a 47,10a 44,6a b b 1,20a 5,12b 6,21c¢c  8,92c¢ 10,15¢
60,45 77,61 81,00 16,12
Testemunha 36,43a 58,44 a a a a 298a 7,12a a 27,55a 31,47a
CV % 19,47 15,88 16,02 15,67 16,12 14,74 10,31 15,13 17,72 13,68
Médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
A AACPD ¢ um critério que representa a Como na agricultura orgdnica ndo se aplica

evolucdo da doenga, considerando todas as
avaliacdes conjuntamente e resumindo-as em um sé
valor. Com base na AACPD, o tratamento com L.
edodes foi tdo eficiente quanto o fungicida, ndo
diferindo significativamente. Os demais extratos
aquosos apresentaram resultados inferiores ao
extrato de L. edodes e ao fungicida, porém mais
eficientes se comparados a testemunha (Figura 2).

defensivos agricolas no controle de doencgas, o uso
de produtos naturais e capazes de reduzir a
intensidade das doengcas em qualquer percentual
deve ser visto com interesse. Essa reducdo resultou
em menor drea abaixo da curva de progresso das
plantas pulverizadas com L. edodes, denotando
menor intensidade da doenca devido ao controle
mais eficiente.

Tratamentos

3 4 5

Figura 2. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD) do oidio da soja (Erysiphe diffusa), tratada
com extratos aquosos de cogumelos. 1. Testemunha; 2. Fungicida; 3. Pycnoporus sanguineus; 4.
Agaricus blazei; 5. Lentinula edodes. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente

pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

No que se refere aos componentes de
crescimento da planta, somente foram observadas
diferencas significativas na massa fresca e massa

seca da parte aérea das plantas (Tabela 2). Os
tratamentos com extrato aquoso de P.sanguineus e
fungicida obtiveram os maiores valores, diferindo
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estatisticamente dos demais. Os valores de massa
seca dos tratamentos com L.edodes, A. blazei,
fungicida e testemunha nio apresentaram correlacdo
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com a severidade da doenca nas cinco épocas de
avaliacdo.

Tabela 2. Componentes de crescimento das plantas de soja tratadas com extratos aquosos de cogumelos no

controle de oidio da soja (Erysiphe diffusa).

Massa fresca
Tratamento

Massa seca (g)

N° de vagens

Peso vagens (g)

€3)
A.blazei 3452 a 1132 a 31,00 a 12,12 a
L. edodes 45,04 b 11,12 a 26,22 a 16,53 a
P.sanguineus 35,50 a 15,30 b 24.66 a 17,00a
Fungicida 59,50 b 15,33 b 21,24 a 18,22 a
Testemunha 24,78 a 10,09 a 2723 a 14,61a
CV % 24,37 16.74 11.43 18.95

Médias nas colunas seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A correlagio foi significativa entre o extrato
de P.sanguineus com a severidade aos 69 dias apos
a semeadura, mas, aos 73 e 77 dias, j4 com algumas
folhas em senescéncia, a correlacdo foi negativa,
possivelmente devido a algum fator como
temperatura ou umidade elevada, havendo reducio
na quantidade de doenca estimada (Tabela 3).

Apesar dos resultados, este € um aspecto
que deve ser avaliado, pois a intensidade e o
agravamento da doenca é um fator importante,
principalmente entre os estddios reprodutivos (R1 ao
R5.5), podendo diminuir a habilidade da planta de
soja para compensar as perdas decorrentes desse
estresse, aumentando assim o potencial de redugdo

da producdo.

Tabela 3. Correlag@o de Pearson entre massa seca obtida de cada um dos tratamentos e a severidade observada
nas avaliacdes aos 59, 65, 69, 73 e 77 dias apds a semeadura.

Coeficientes de correlagdo

Tratamento *

59! 65 69 73 77
A.blazei 0,lnz97 0,4325™ 0,2155™ 0,1916 ™ 0,1798 ™
L. edodes 0,411?47 0,61115551 0,3060 ™ 0,3309 ™ 0,5787 "™
P.sanguineus 0,4{1?73 0,2394 ™ 0,1247* -0,1490%* -0,1087%*
Fungicida 0,0n§95 0,2029 ™ 0,0962™ 0,2972 ™ 0,3488 ™
Testemunha 0,2{1(5)09 0,2834 ™ 0,3817 ™ 0,7218 ™ 0,7541™

* . . . P = A~ . S ~ B v . . A
significativo a 10% de significancia pelo teste de F ™ = ndo significativo ' dias ap6s a semeadura

No trabalho desenvolvido por Silva et al.
(2007) verificou-se que os extratos de A. blazei
(isolado Abl 28) foi o que promoveu a menor
ocorréncia de folhas murchas causadas pela bactéria
Ralstonia solanacearum em berinjela e que em
relacdo ao peso de massa fresca e seca das plantas, o
extrato de A. blazei (isolado Abl-11) e o de L.

edodes (Le-96/17) a 5% apresentaram resultados
semelhantes &  testemunha-controle  (4gua).
Resultados semelhantes foram obtidos por Di Piero
e Pascholati (2004a) que observaram reducdo na
severidade da bacteriose (Xanthomonas vesicatoria)
em plantas de tomate tratadas com extrato de A.
blazei (isolado Abl-28). Estes mesmos autores
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observaram que no patossistema pepino X
Colletotrichum lagenarium houve reducdo parcial
na severidade da antracnose em folhas de pepino
pré-tratadas com extratos de A. blazei e L. edodes
sendo dependente da concentracdo do extrato e em
menor grau, do intervalo de tempo entre indugado-
inoculag¢do e ambiente. Verificaram também, que de
maneira geral, os extratos de L. edodes foram mais
eficientes que os de A. blazei. Fiori-Suzuki (2008),
verificou que os extratos aquosos de A. blazei e de
L. edodes a 20%, reduziram a severidade da
bacteriose do maracujazeiro em casa-de-vegetacao e
Piccinin (2000) mostrou que tanto a lentinana como
os filtrados de estipe e micélio de L. edodes foram
eficientes em reduzir o nimero de lesdes locais e
sisttmicas em folhas de maracujazeiro inoculadas
com X. axonopodis pv. passiflorae. Este mesmo
autor observou que o filtrado de basidiocarpo de L.
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edodes e o lentinana também reduzem a severidade
das doengas causadas por Exserohilum turcicum e
Colletotrichum sublineolum em plantas de sorgo.

Estes resultados mostram que os extratos de
cogumelos t€m potencial para serem utilizados no
controle de doengas de plantas seja pela atividade
antimicrobiana direta ou pela ativacio de
mecanismos de resisténcia como a indugdo de
fitoalexinas.

CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que os extratos
dos cogumelos estudados tiveram um efeito sobre
Erysiphe diffusa e também apontam para a
ocorréncia da indugdo de resisténcia por parte dos
extratos aquosos na ativacgdo fitolaexina (gliceolina)
in vitro.

ABSTRACT: The powdery mildew (Erysiphe diffusa) became one of the main diseases that effects soybean
(Glycine max) crops. The aim was to evaluate the effect of Agaricus blazei, Lentinula edodes and Pycnoporus sanguineus
aquous extracts on the control of powdery mildew in greenhouse and on the induction of phytoalexins in soybean
cotyledons. The control treatments consisted of fungicide (Sulphur — 3 g/L) and control without application. The
treatments were applied at 61 and 68 days after sowing (DAS). The incidence and severity was evaluated at 59, 65, 69, 73
and 77 DAS in all the folioles of each plant. With the severity values, the area under the disease progress curve (AUDPC)
was estimated. To the incidence, a significative difference was detected between the fungicide and the other treatments.
For severity and the AUDPC, the extracts and the fungicide differed from the control and L. edodes was the most efficient
treatment. For the phytoalexins production was applied 75 mL to each soybean cotyledon of each aqueous extract at 1%,
2%, 4% and 10% concentrations. After 20 hours, they were transferred to erlenmayer flask containing 15 mL of sterile
distilled water and remained stirring for 1 h for extraction of phytoalexin. The absorbance was measured at 285 nm in a
spectrophotometer. The highest accumulation of the phytoalexins was observed on highests concentrations of the aqueous
extracts.

KEYWORDS: Phytoalexins. Erysiphe diffusa. Mushrooms. Alternative control.
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