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Исследовали влияние экстракта, приготовленного на основе отработанного соломенного субстрата
вешенки (далее экстракт), на ростовые процессы, уровень перекисного окисления липидов (ПОЛ),
окислительной модификации белков (ОМБ), активность тиоловой протеиназы и экспрессию ее ге-
на (СР). Показано стимулирующее действие 10%-ного экстракта и ингибирующее влияние
100%-ного экстракта на ростовые процессы прорастающих семян и проростков пшеницы. Выявле-
но усиление процессов ПОЛ, активности тиоловой протеиназы и экспрессия гена СР, при этом уро-
вень ОМБ не изменялся. В семенах, прораставших на 100%-ном экстракте, содержание продукта
ПОЛ не отличалось от контроля, а уровень ОМБ был повышен, при этом активность и экспрессия
гена цистеиновой протеиназы была подавлена относительно контроля.
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ВВЕДЕНИЕ
Переработка грибных отходов – не только

важный технологический процесс, дающий по-
вышение эффективности производства, но и вно-
сящий существенный вклад в экологизацию про-
мышленности и сельского хозяйства. По сути, ра-
циональное использование отходов грибоводства
делает аграрное производство полностью замкну-
тым и безотходным [1]. Основным направлением
в использовании отходов грибного производства
является получение удобрений и биостимулято-
ров [2–4]. Вешенка занимает одно из лидирую-
щих мест в мировом производстве грибов [5], а
следовательно, от ее производства остается и
много отходов в виде отработанного субстрата, на
котором она произрастала. Отработанный суб-
страт вешенки может быть переработан в виде ор-
ганических удобрений и регуляторов роста и раз-
вития растений.

Органические удобрения занимают особое ме-
сто в севообороте культурных растений, они иг-
рают важную биосферную роль, являясь источ-
ником органо-минеральных компонентов не

только для продуцентов, но и источником пита-
ния для редуцентов, которые играют важнейшую
роль в поддержании баланса в агроэкосистемах
[6]. С хозяйственной точки зрения органические
удобрения и регуляторы роста и развития способ-
ствуют увеличению урожая [7–9], позволяют под-
держивать естественное плодородие почв [10, 11],
управлять процессами онтогенеза растений [12,
13], способствуют адаптации к стрессовым воз-
действиям [14], увеличивают количество полез-
ных веществ в растениях [15], а также могут обла-
дать протекторным действием от инфекций [16].

Основными функциональными компонента-
ми органических удобрений и регуляторов роста
и развития являются: разлагающееся органиче-
ское вещество, свободные аминокислоты, гуми-
новые вещества (гуминовые и фульвокислоты,
гуматы), карбоновые, жирные кислоты, фитогор-
моны, простые сахара, минеральные компоненты
и ряд других веществ в зависимости от их приро-
ды [17, 18].

Несмотря на физиологическую, экологиче-
скую и хозяйственную важность органических
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удобрений и регуляторов роста и развития совре-
менная фундаментальная наука уделяет пока не-
достаточное внимания изучению их влияния на
метаболизм растений.

Слабо изученным остается влияние органиче-
ских удобрений и регуляторов роста и развития в
разных концентрациях на процессы окислитель-
ной деструкции биомолекул растений, в том чис-
ле на процессы перекисного окисления липидов
(ПОЛ) и окислительной модификации белков
(ОМБ). Мало данных также и о влиянии регуля-
торов роста и развития на гидролиз органическо-
го вещества при прорастании семян.

Наиболее удобным объектом, для изучения яв-
ляются прорастающие семена пшеницы, что обу-
словлено их быстрой энергией прорастания, по-
ложительной реакцией на внесение органических
удобрений, а также важным стратегическим зна-
чением культуры в хозяйственной деятельности
человека [19].

Исходя из всего вышесказанного, цель работы –
исследование влияния различных доз экстракта
из отработанного соломенного субстрата вешен-
ки (далее экстракт) на ростовые показатели, уро-
вень ПОЛ, ОМБ, активность цистеиновой проте-
иназы и экспрессию гена СР в прорастающих се-
менах пшеницы.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
В качестве объекта исследования использовали

семена пшеницы (Triticum aestivum L.) сорта Экада-
70. Семена замачивали в растворах экстракта с
концентрацией 10 и 100%, контролем служили се-
мена, замоченные в водопроводной воде.

Экстракт получали путем высушивания отра-
ботанного субстрата с последующей экстракцией
в воде. Для этого 10 г сухого вещества заливали
200 мл воды, экстрагировали в течение 6 ч при
комнатной температуре, постоянно перемешивая
на шейкере. По окончанию обработки семян, в
них определяли уровень ПОЛ путем определения
содержания малонового диальдегида (МДА), уро-
вень ОМБ путем определения производных 2,4-
денитрофенилгидразина (2,4-ДНФГ), актив-
ность кислой протеиназы и экспрессию ее гена
(СР). Содержание МДА проводили согласно ме-

тодике, основанной на его способности реагиро-
вать с тиобарбитуровой кислотой (ТБК) с образо-
ванием окрашенных производных [20], продукты
ОМБ определяли по методике, основанной на
способности окисленных белков взаимодейство-
вать с 2,4-ДНФГ [21] с авторской модификацией,
применимой к растительным объектам. Расти-
тельный материал массой 1 г растирали в фарфо-
ровой ступке с 9 мл фосфатного буфера рН 7.2,
полученный гомогенат центрифугировали 15 мин
при 3000 g, супернатант использовали для анализа.
Активность протеиназ определяли по методике
Ансона [22]. Экспрессию гена СР в прорастающих
семенах определяли полуколичественно с помо-
щью полимеразной цепной реакции по конечной
точке, с последующей визуализацией в агарозном
геле [23]. Для этого 0.05 г растительного материа-
ла гомогенизировали с использованием набора
для выделения тотальной РНК (ExtractRNA “Ев-
роген”, Россия). кДНК синтезировали, исполь-
зуя набор для обратной транскрипции ОТ-1 с М-
MLV обратной транскриптазой и случайными
(random) гексапраймерами (“Синтол”, Россия).
В качестве референсного гена использовался ген
актина. Подпор праймеров проводили по кодиру-
ющему (CDS) участку гена в программе Primer-
BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast). Полученные олигонуклеотиды представле-
ны в табл. 1. Количественную оценку ампликонов
проводили путем анализа агарозного геля и выра-
жали в условных единицах (отн. ед.) [24].

Ростовые показатели оценивали общеприня-
тыми методами, определяли энергию прораста-
ния, лабораторную всхожесть, морфометрию
проростков (длину корней и побегов), общую
массу и массовую долю сухого вещества.

Данные обработаны статистическими метода-
ми, рассчитывали среднее арифметическое (М) и
стандартные отклонения (σ) с использованием
программы Microsoft Excel 2010. Достоверность
различий оценивали по параметрическому t-кри-
терию Стьюдента и непараметрическому крите-
рию Крускалла–Уоллиса [25].

Таблица 1. Нуклеотидная последовательность праймеров для проведения ПЦР

№ Ген Тип праймера Последовательность 5'–3' Номер NCBI

1 СР Прямой CTCTCCGTCTTCAAGGCCAA AY841792.2
Обратный TCTTGAGCCCCAGGAAGGTC

2 Актин Прямой CTTCGTTTGGATCTCGCTGG KC775780.1
Обратный GCCAATCGTGATGACCTGAC
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для изучения воздействия экстракта на содер-

жание продуктов ПОЛ, ОМБ, активность тиоло-
вой протеиназы и экспрессию ее гена в прораста-
ющих семенах пшеницы время инкубации было
ограничено 24 ч, именно через 24 ч максимально
запускаются исследованные физиологические
процессы в период раннего прорастания семян
[26–28]. Выбор концентраций экстракта был обу-
словлен имеющимися в литературе данными о
ростактивирующем и ингибирующем действии
компонентов органических удобрений и регуля-
торов роста и развития растений [29], и поэтому
были исследованы высокие – 100% и низкие –
10% дозы экстракта.

Результаты показали неоднозначное действие
исследованных доз экстракта как на ростовые
процессы, так и на физиолого-биохимические
показатели прораставших семян и проростков
пшеницы. Показан как статистически значимый
(Р ≤ 0.05) эффект 10- и 100%-ной дозы экстракта,
так и в некоторых случаях его отсутствие (Р ≥ 0.05).

Проведенный эксперимент показал суще-
ственное влияние дозы экстракта на показатели
энергии прорастания и всхожести семян пшени-
цы. Зафиксировано ингибирующее влияние
100%-ного экстракта на всхожесть и энергию
прорастания семян, а 10%-ный экстракт, напро-
тив, оказал стимулирующие действие (табл. 2).
Установлено увеличение средней массы расте-
ний, длины корней и побегов проростков. Под

действием 100%-ного экстракта зафиксировано
уменьшение длины побега недельных проростков
пшеницы (табл. 3).

Содержание сухого вещества в проростках ста-
тистически значимо не отличалось во всех иссле-
дованных вариантах (Р ≥ 0.05). В суточных семе-
нах, прораставших на 10%-ном экстракте, отме-
чено меньшее содержание сухого вещества по
отношению к контролю. В семенах, культивируе-
мых на 100%-ном экстракте, содержание сухого
вещества было, напротив, больше, чем в кон-
трольных образцах (рис. 1).

В семенах, которые прорастали в 10%-ном
экстракте, зафиксировано увеличенное содержа-
ние МДА по сравнению с контролем (Р ≤ 0.05).
Содержание исследованного продукта ПОЛ в се-
менах, культивируемых с использованием 100%-
ного экстракта, статистически значимо не отли-
чалось от аналогичных показателей в контроле
(Р ≥ 0.05) (рис. 2а). Результаты исследования сум-
марного содержания всех фракций, образовав-
шихся в процессе ОМБ, показало картину, отлич-
ную от таковой по содержанию продуктов ПОЛ.
В прораставших семенах пшеницы при примене-
нии 10%-ного экстракта отмечено отсутствие до-
стоверного изменения суммарного содержания
продуктов ОМБ. Содержание 2,4-динитрофенил-
гидразонов в прораставших семенах, культивиру-
емых на 100%-ном экстракте, было существенно
больше, чем в контроле (рис. 2б) (Р ≤ 0.05).

Показаны фракционный состав исследован-
ных продуктов ОМБ, аналогичная динамика сум-
марного содержания продуктов ОМБ и всех ис-
следованных фракций, образовавшихся в резуль-
тате данного процесса (рис. 3). Отчетливо видно
преобладание альдегид- и кетон-денитрофенил-
гидразонов нейтрального характера, при этом не
отмечено преобладания какого-либо из этих про-
дуктов. Содержание алифатических альдегид- и
кетон-денитрофенилгидразонов основного ха-
рактера было меньше. Стоит также отметить в
этом случае и явный перевес в содержании альде-
гид-денитрофенилгидразонов по сравнению с ке-
тон-денитрофенилгидразонами.

Оборот окисленных белков тесно связан с их
протеолизом. Ключевую роль в расщеплении
белков на начальных этапах прорастания семян

Таблица 2. Всхожесть и энергия прорастания семян
пшеницы в зависимости от дозы экстракта

Примечание. ПК – контроль, П10, П100 – варианты прорас-
тавших семена в 10%- и 100%-ном растворах экстракта отра-
ботанного соломенного субстрата вешенки. То же в табл. 3,
на рис. 1–4.
*Р ≤ 0.05 относительно контроля по t-критерию Стьюдента.
То же в табл. 3, на рис. 1–4.

Вариант
3-и сут (энергия 

прорастания) 7-е сут (всхожесть)

всхожесть, %

ПК 86.4 ± 1.4 98.0 ± 0.3
П10 95.4 ± 0.4* 98.4 ± 0.2
П100 78.2 ± 2.2* 91.2 ± 0.6*

Таблица 3. Показатели прорастания семян пшеницы в зависимости от дозы экстракта

Вариант Средняя масса 
одного проростка, г

Средняя длина корня 
одного проростка Lк, см

Средняя длина побега 
одного проростка Lп, см

Массовая доля 
сухого вещества, %

ПК 0.265 ± 0.013 2.59 ± 0.15 3.13 ± 0.083 15.3 ± 0.6
П10 0.353 ± 0.017* 3.79 ± 0.25* 4.14 ± 0.08* 15.2 ± 1.0
П100 0.228 ± 0.009 2.18 ± 0.26 2.21 ± 0.11* 14.5 ± 1.4
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играют тиоловые протеиназы [30, 31]. Расщепле-
нию подвергаются как нормальные, так и окислен-
ные белки. Протеолиз окисленных белков, по сути,
приводит к их утилизации, и он может рассматри-
ваться как компонент поддержания баланса окис-
лительного гомеостаза прорастающих семян наряду
с антиоксидантной системой защиты [32–37].

В ходе эксперимента было установлено, что
активность тиоловой протеиназы в прораставших
семенах пшеницы, культивируемых на 10%-ном
экстракте, была существенно больше (Р ≤ 0.05) по
сравнению с контролем. Активность исследован-
ных протеиназ в семенах, культивируемых на
100%-ном экстракте, уменьшалась относительно
контроля (рис 4а).

Активность ферментов тесно связана с их био-
синтезом. Ключевым этапом образования новых
молекул ферментов является транскрипция. Ис-

следования уровня транскрипции, наряду с ак-
тивностью изученного фермента, формируют бо-
лее детальную картину физиолого-биохимиче-
ской реакции прорастающего семени на действие
компонентов изученного экстракта.

Для изучения уровня транскрипции использо-
вали метод ПЦР. Результаты эксперимента пока-
зали схожую динамику активности тиоловой про-
теиназы и количество образовавшихся тран-
скриптов иРНК. Экспрессия гена СР в образцах,
культивируемых на 10%-ном экстракте была
больше относительно контроля. Содержание
транскриптов иРНК гена СР в прораставших се-
мена с использованием 100%-ного экстракта бы-
ло меньше, чем в контроле (рис. 4б).

Выявленные закономерности влияния экс-
тракта на ростовые показатели, динамику содер-
жания сухого вещества, уровень процессов ПОЛ,

Рис. 1. Содержание сухого вещества в 1-суточных прораставших семенах пшеницы в зависимости от дозы экстракта.
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ОМБ и протеиолиза запасного белка показали,
что компоненты, находящиеся в экстракте, могли
как активировать процессы прорастания, так и
подавлять ростовые процессы и увеличивать на-
копление окисленных метаболитов. Аналогичное
воздействие экстракта зафиксировано и при иссле-
довании активности тиоловой протеиназы и экс-
прессии гена СР. Физиолого-биохимическое дей-
ствие экстракта, по всей видимости, было обуслов-
лено концентрациями действующих веществ.

Снижение содержания сухого вещества в про-
раставших семенах в 10%-ном экстракте, по-ви-
димому, было обусловлено активацией процес-
сов катаболизма, что усиливало процессы освое-

ния питательных веществ, и снижало долю сухого
вещества в тканях. Активация процессов катабо-
лизма способствует накоплению в клетках хими-
ческой энергии, что, безусловно приводит к усиле-
нию биосинтетических процессов, а это способ-
ствует ускоренному росту и развитию растений,
это по-видимому и объясняет активацию росто-
вых процессов в проростках при применении
10%-ного экстракта.

Большее содержание сухого вещества и отста-
вание ростовых показателей относительно кон-
троля были обусловлены, вероятно, ингибирую-
щим действием высоких доз экстракта на различ-
ные ростактивирующие процессы в семенах, в

Рис. 3. Фракционное содержание продуктов ОМБ в прораставших семенах пшеницы в зависимости от дозы органи-
ческого удобрения: АН – алифатические альдегид-денитрофенилгидразоны нейтрального характера, АО – алифати-
ческие альдегид-денитрофенилгидразоны основного характера, КН – алифатические кетон-денитрофенилгидразоны
нейтрального характера, КО – алифатические кетон-денитрофенилгидразоны основного характера.
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Рис. 4. Активность цистеиновой протеиназы (а) и экспрессия гена СР (б) в прораставших семенах пшеницы в зависи-
мости от дозы органического удобрения. 
**Достоверные различия в сравнении с контролем по критерию Крускала–Уоллиса.
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том числе на протеолиз, изученный в данной ра-
боте.

Представленные результаты редокс-метабо-
лизма вероятнее всего были связаны со следую-
щими обстоятельствами: с одной стороны, увели-
чение содержания МДА в семенах, прораставших
в 10%-ном экстракте, по-видимому было обу-
словлено активацией дыхания, что приводило к
увеличению содержания АФК и усилению про-
цессов ПОЛ, но с другой стороны, зафиксирова-
но отсутствие статистически значимого воздей-
ствия данной дозы на процессы ОМБ, что можно
объяснить протекторным действием компонентов
экстракта на белки, а также вероятной активацией
прооксидантно-антиоксидантной системы расте-
ний [38–40] и более быстрой деградацией окис-
ленных метаболитов. Накопление продуктов
ОМБ, вероятнее всего, было связано с торможе-
нием общих физиологических процессов прорас-
тания семян [41], что замедлило расщепление ор-
ганических веществ семени, в том числе и окис-
ленных, также угнетало работу антиоксидантной
системы и подавляло работу ферментов, участво-
вавших в метаболизме продуктов ОМБ.

Анализируя возможные пути воздействия
компонентов экстракта на исследованные про-
цессы, стоит уделить внимание его составу, т.к.
он содержит гуминовые и фульвокислоты [42–
44], мономеры основных биополимеров [45–47],
хитозан [48], фитогормоны [49] и пр.

Гуминовые и фульвокислоты входят в состав
многих органических удобрений и бистимулято-
ров [50]. Например, показана способность дан-
ных соединений ингибировать кластогенные яв-
ления, вызываемые малеиновым гидразидом в
прорастающих семенах травянистых растений
[51], что дает возможность предполагать их за-
щитное действие, в том числе и на уровне процес-
сов окисления биомолекул. Известно вияние
данных соединений на фитогормональный ста-
тус, в частности, показана их способность в опре-
деленных концентрациях увеличивать содержа-
ние индолилуксусной (ИУК) и жасминовой кис-
лот (ЖК) в корнях и цитокининов в листьях [52].
Известная способность жасмонатов защищать
растения от стрессовых воздействий [53–55], в
том числе путем активации антиоксидантной си-
стемы [56], дает основания считать, что увеличе-
ние ЖК свидетельствует о закаливающем эффек-
те гуминовых и фульвокислот, и этим можно объ-
яснить защитное действие на белки в семенах,
прораставших на 10%-ном экстракте.

Другие важные неотъемлемые компоненты в
составе исследованного экстракта – биомолеку-
лы и продукты их распада. Изучено влияние экзо-
генных сахаров на стрессоустойчивость растений
[57, 58]. Например, в работе [59] показано защит-

ное действие экзогенной глюкозы и сахарозы на
прорастающие семена кукурузы в условиях соле-
вого стресса, при этом отмечено снижение уров-
ня ПОЛ и Н2О2, что согласовалось с данными о
защитном влиянии 10%-ного экстракта на белки.

Наличие экзогенных аминокислот может так-
же воздействовать на исследованные показатели,
активируя напрямую антиоксидантную систему,
так и опосредованно воздействуя на сопутствую-
щую микрофлору, которая путем выработки гор-
монов действует на прорастающие семена [60].

Известно также, что хитозан в низких концен-
трациях (5 мкг/мл) может стимулировать прорас-
тание семян, индуцировать экспрессию гена, свя-
занного с ауксином, ускорять биосинтез и транс-
порт ИУК и снижать активность оксидазы ИУК,
что приводит к увеличению концентрации ИУК в
побегах и корнях [61], а также увеличивать био-
массу корней и побегов и активировать антиок-
сидантную систему защиты [62].

Еще одним объяснением отсутствия увеличе-
ния в содержании продуктов ОМБ в прорастаю-
щих семенах пшеницы, культивируемой на 10%-
ном экстракте, можно назвать наличие экзоген-
ных фитогормонов [63–65], которые модулируют
системы тиоредоксин/ферредоксин в пользу за-
щиты белков от окисления [66], повышают ак-
тивность антиоксидантных ферментов [67].

Усиление процессов ОМБ, снижение актив-
ности тиоловой протеиназы и экспрессии гена СР
в семенах прораставших в 100%-ном экстракте,
вероятнее всего объясняется слишком большим
содержанием вышеупомянутых компонентов.
Та же самая глюкоза, которая оказывает положи-
тельное влияние на изученные процессы, в высо-
ких концентрациях способна, напротив, ингиби-
ровать прорастание семян, индуцируя NO, кото-
рый усиливает деструктивные процессы [68], и
замедлять гидролиз запасного вещества в эндо-
сперме [69]. Известна способность глюкозы и
других моносахаров в больших концентрациях
усиливать транскрипцию генов ABI3 и RGL2, ко-
торые играют важную роль в передаче сигналов
гормонов, что индуцирует задержку прорастания
семян [70]. Показана способность глюкозы по-
давлять распад абсцизовой кислоты (АБК) [71],
что приводит к увеличению концентрации дан-
ного гормона в прорастающих семенах.

Известно, что тиоловые протеиназы пшеницы
являются альбуминами, т.е. водорастворимыми
белками, и они в достаточном количестве сосре-
доточены в эндосперме семян [72, 73]. Таким об-
разом, данные ферменты при набухании быстро
вступают в реакции. Запуск процессов катабализ-
ма под действием 10%-ного экстракта увеличива-
ет количество макроэргов, что по-видимому при-
водит к усилению активности цистеиновой про-
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теиназы. Другой вероятный путь усиления
активности фермента взаимосвязан с увеличени-
ем транскриптов иРНК. Показана активация экс-
пресии гена СР под действием гиббереллинов
(ГА) [74, 75], которые могли содержаться в иссле-
дованном экстракте, а также синтезироваться под
действием других его компонентов. Известно
также, что для правильного развития семян зла-
ков необходим баланс между содержанием цисте-
иновых протеаз и фитоцистатинов, который под-
держивается за счет антагонистической активно-
сти ГА и АБК, регулирующих экспрессию
соответствующих генов. Регуляция транскрип-
ции цистеиновых протеаз и фитоцистатинов
определяется цис-действующими элементами,
расположенными в промоторах этих генов, а так-
же экспрессией их соответствующих факторов
транскрипции (ФТ) и взаимодействиями между
различными ФТ [76].

Уменьшение активности тиоловой протеина-
зы вероятно было связано с увеличением синтеза
фитоцистатинов в связи с увеличением концен-
трации сответствующих фитогормонов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, изучено влияние экстракта,
приготовленного на основе отработанного соло-
менного субстрата вешенки (далее экстракт), на
ростовые процессы, уровень перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ), окислительной модифи-
кации белков (ОМБ), активность тиоловой про-
теиназы и экспрессию ее гена (СР) на ростовые
процессы прорастающих семян и проростков
пшеницы. Показано стимулирующее действие
10%-ного экстракта и ингибирующее влияние
100%-ного экстракта. Выявлено усиление про-
цессов ПОЛ, активности тиоловой протеиназы и
экспрессия гена СР, при этом уровень ОМБ не
изменялся. В семенах, прораставших на 100%-
ном экстракте, содержание продукта ПОЛ не от-
личалось от контроля, а уровень ОМБ был повы-
шен, при этом активность и экспрессия гена ци-
стеиновой протеиназы была подавлена относи-
тельно контроля.
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Growth Indicators and Metabolism of Germinating Seeds 
of Wheat (Triticum aestivum L.) Depending on the Dose of the Extract 
from Substrate after Oyster Mushroom (Pleurotus ostreatus) Cultivation

S. S. Tarasova,#, E. V. Mikhaleva, E. K. Krutovaa, and I. A. Shesterkinaa

aNizhny Novgorod State Agricultural Academy
prosp. Gagarinf Avenue 97, Nizhny Novgorod 603022, Russia

#E-mail: tarasov_ss@mail.ru

The work is devoted to the study of the effect of an extract based on the spent straw substrate of oyster mush-
room (hereinafter extract) on growth processes, the level of lipid peroxidation (LPO), oxidative modification
of proteins (OMP), the activity of thiol proteinase and the expression of its gene (CP). The stimulating effect
of 10% extract and the inhibiting effect of 100% extract on the growth processes of germinating seeds and
wheat seedlings are shown. There was an increase in LPO processes, thiol proteinase activity, and expression
of the CP gene; the LPO level did not change. In seeds germinating in 100% extract, the content of LPO
product did not differ from the control, the level of OMP was increased, the activity and expression of the
CP gene was suppressed relative to the control.

Key words: plant growth and development regulators, organic fertilizers, seed germination, wheat, oxidative
modification of proteins, lipid peroxidation, gene expression, thiol proteinases.
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