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RESUMEN

El género Drosophila comprende muchas especies distribuidas a nivel global.
Dentro de este género, se e encuentran las especies andinas del Ecuador D.
cashapamba, D. guayllabambae, D. machachensis, D. papallacta y D.
mesophragmatica de las cuales no se posee informacion molecular suficiente.
Este estudio busca comparar los ensamblajes mitocondriales de estas especies
al utilizar diferentes referencias, D. melanogaster y D. mojavensis. La razon de
utilizar estas dos especies como referencias radica en el origen geografico de
ellas; D. melanogaster es una especie africana, mientras que D. mojavensis es
una especie norteamericana. Para realizar los ensamblajes se utilizo la
herramienta bioinformatica de NOVOPIasty, las referencias seran procuradas del
Centro Nacional para Informacion Biotecnolégica, NCBI. Posterior al ensamblaje
de las especies andinas ecuatorianas, se realizé el analisis comparativo
mediante herramientas bioinformaticas. Se obtuvieron 10 ensamblajes en total,
dos por cada especie, y 16 figuras dot plot, una comparando las referencias, 10
comparando el ensamblaje de las especies versus las referencias, y 5
comparando los ensamblajes de una misma especie. Estos resultados
demostraron que ambas referencias arrojaban resultados similares, con unas
pequefas diferencias, siendo fragmentos de la region A+T de D. melanogaster.
Hubo un caso extraordinario de D. papallacta cuando se utilizé a D. mojavensis
como referencias, obteniendo un ensamblaje de 727 pares de bases, que no se
relaciona a la diferencia entre los genomas mitocondriales de referencias. Se

recomienda mas analisis para determinar la razén de este caso.

Palabras claves: Analisis, bioinformatica, ensamblaje, mitocondrial, molecular.



ABSTRACT

The genus Drosophila comprises many species distributed globally. Within this
genus, there are the Andean species of Ecuador D. cashapamba, D.
guayllabambae, D. machachensis, D. papallacta and D. mesophragmatica for
which there is insufficient molecular information. This study seeks to compare the
mitochondrial assemblies of these species using different references, D.
melanogaster and D. mojavensis. The reason for using these two species as
references lies in their geographical origin; D. melanogaster is an African species,
while D. mojavensis is a North American species. To carry out the assemblies,
the NOVOPIlasty bioinformatics tool was used, the references will be obtained
from the National Center for Biotechnology Information, NCBI. After the assembly
of the Ecuadorian Andean species, the comparative analysis was carried out
using bioinformatics tools. A total of 10 assemblages were obtained, two for each
species, and 16 dot plot figures, one comparing the references, 10 comparing the
assemblage of the species versus the references, and 5 comparing the
assemblages of the same species. These results showed that both references
gave similar results, with a few small differences, being fragments of the A+T
region of D. melanogaster. There was an extraordinary case of D. papallacta
when D. mojavensis was used as references, obtaining an assembly of 727 base
pairs, which is not related to the difference between the reference mitochondrial
genomes. Further analysis is recommended to determine the reason for this

case.

Keywords: Analysis, assembly, bioinformatics, mitochondrial, molecular.



INTRODUCCION

El género Drosophila ha tenido un gran trayecto experimental desde los
primeros experimentos con Castle y los experimentos genéticos de Morgan a
inicios del siglo anterior (Yamaguchi y Yoshida, 2018). De este género se
destaca principalmente Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) debido a que
sigue siendo una especie modelo usada comunmente para estudios en las
ciencias biomédicas gracias a su bajo costo de mantenimiento, rapida
produccién de generaciones y al hecho de que comparte alrededor del 60% de
material genético con los humanos. Ademas, el estudio de embriones de D.
melanogaster ha permitido avances significativos de investigacion sobre genes
relacionados con el desarrollo embrionario, que ahora sabemos son homélogos
a los de los mamiferos (Tolwinski, 2017). Por otro lado, estudios genéticos sobre
el microbioma intestinal de Drosophila han dado pautas importantes para
manejar la salud y bienestar fisico de los animales, a través de la regulacién del
microbiota utilizando recursos genéticos y gendémicos (Douglas, 2018). Esta
especie posee uno de los genomas mitocondriales mas grandes del género
Drosophila, teniendo 19 524 pb (Wan y Celniker, 2014).

Los estudios filogenéticos estan relacionados con lo que se conoce como el arbol
de la vida. Actualmente se lo conoce como el &rbol temporal evolucionario de la
vida y contiene la informacion de las relaciones filogenéticas entre especies y su
correspondiente historia evolutiva. Este concepto esta en constante ampliacion,
ya que van apareciendo nuevas técnicas de estudios filogenéticos, por ejemplo,
los estudios gendémicos mitocondriales, que ofrecen nuevas luces sobre las
historias evolutivas de las especies (Hedges, et al. 2015). El acceso a
informacion gendémica, no solamente genes aislados, provee de una importante
oportunidad para los estudios filogenéticos porque reduce el nivel de
incongruencias resultantes de los estudios genéticos en los cuales solo se
utilizaban unos cuantos genes. El beneficio principal de utilizar esta informacion

es el analisis de procesos genéticos a lo largo de la historia (Liu, et al. 2015).

El desarrollo de tecnologias de secuenciacién de siguiente generacién ha
provocado la produccion de cantidades grandes de informacion genética y

genomica; tanto nuclear como extra nuclear; por lo que la utilizacion de



herramientas bioinformaticas es necesaria para interpretar dicha cantidad de
datos (Oliver, et al., 2015). Una de estas herramientas es NOVOPIlasty, un
algoritmo de ensamblaje de novo disefiado para el ensamblaje de genomas
mitocondriales y de cloroplastos (Dierckxsens, et al., 2017) los cuales son de
gran importancia filogenética y taxondmica (Brozynska, et al., 2014). Los

genomas mitocondriales debido a su herencia materna guardan mucha
informacion relevante, tanto para estudios filogenéticos, como para entender los
procesos adaptativos que han permitido la alta radiacion de Drosophila en la
region Neotropical (Robe et al. 2005). Por tanto, los genomas mitocondriales
ensamblados serian un aporte relevante para esclarecer las relaciones

evolutivas de las especies andinas de Drosophila en Ecuador.

La especie Drosophila mojavensis (Patterson, 1940) es miembro del grupo
repleta, cuyas especies se caracterizan por ser cactofilicas. D. mojavensis se
distribuye principalmente en los desiertos del suroeste de Estados Unidos y en
México. Ademas, es una de las 12 especies de Drosophila de las cuales esta
anotado su genoma secuenciado (2007). Esta especie ha sido de gran interés
gracias a su capacidad de coevolucién con las especies de cactus, denotando
su rapida capacidad evolutiva (Benowitz, et al. 2020). Segun los datos de
GenBank, esta especie posee un tamafio de genoma mitocondrial de 14 904 pb

(Drosophila 12 Genome Consortium, 2007).

En los animales, incluyendo insectos, y por ende al género Drosophila, la
mitocondria cumple un papel de gran importancia, siendo este la respiracion
aerobia (Boore, 1999). Se pensaba que, al tener genes de importancia para la
esta respiracion, la mitocondria evolucionaba neutralmente, sino que tiene una
tasa de mutacion muy elevada por lo que depende de purificacién de mutaciones
(Montooth, et al, 2009). En Drosophila, la tasa de acumulacion de mutaciones
supera el 95% del genoma mitocondrial, pero la razén entre mutaciones no
sinbnimas y sinénimas es de 10 a 36, gracias a lo mencionado anteriormente.
Ademas, es posible que algunas de estas mutaciones no sinénimas, o
deletéreas, se fijen en diferentes organismos promoviendo la especiacion

(Montooth, et al, 2009). Dicha fijacién de mutaciones deletéreas puede suceder



gracias al evento de cuello de botella que sufre el genoma mitocondrial durante
la oogénesis (Montooth, et al, 2009). Ademas de participar en la respiracion
celular, la mitocondria también tiene papeles importantes dentro de las
enfermedades; control del ciclo celular, o apoptosis; y envejecimiento (Boore,
1999).

El genoma mitocondrial animal tiene entre 15 000 y 20 000 pares de base de
longitud, conteniendo 37 genes (Boore, 1999). Esta longitud es semi-
conservada, ya que muchos organismos pueden variar este tamarfio (Wolff, et al,
2016). Por ejemplo, en insectos, el tamafio mitocondrial es un poco mas
pequefio, de alrededor de 15 000 pares de base; caracteristica que se mantiene
en el género Drosophila (Kim, et al, 2016). Aunque, hay especies que superan
este numero gracias a aspectos especificos de las especies; por ejemplo
Drosophila melanogaster y Drosophila suzukii tienen genomas mas grandes, de
19 524 pb (Wan y Celniker, 2014) y 16 230 pb (Kim, et al, 2016) respectivamente.
Esta diferencia en el tamafio del genoma mitocondrial reside en la region control,
la cual es rica en secciones A+T (Wolff, et al, 2016). En D. melanogaster esta
regiéon de control ha sufrido varios eventos de replicacion, lo que causé el
crecimiento del genoma mitocondrial, de igual forma, la funcién biolégica de esta

region se desconoce (FlyBase, n.d).

Las especies andinas Drosophila cashapamba (Céspedes y Rafael, 2012),
Drosophila machachensis (Vela y Rafael 2001), Drosophila mesophragmatica
(Duda, 1927), Drosophila guayllabambae (Rafael y Arcos, 1988), y Drosophila
papallacta (Figuero y Rafael, 2013) son especies distribuidas en la regién andina
de Ecuador y Peru. Estas especies pertenecen a diferentes grupos de especie
de Drosophila. Existe un estudio realizado por Figuero, 2017, en la que se analiza
la filogenia molecular de algunas de estas especies, excluyendo la especie de
D. machachensis. En este estudio se ensamblaron los genomas de algunas
especies con la metodologia DeNOVO que ofrece Geneius, que a diferencia de

este estudio, no utiliza un genoma mitocondrial de otra especie como referencia.

La herramienta NOVOplasty, utiliza un genoma referencia para ensamblar los

nuevos genomas mitocondriales, por lo cual el genoma referencia podrian influir



en la calidad del genoma ensamblado. En este estudio se comparara la calidad
del ensamblaje del genoma mitocondrial de cinco especies andinas de
Drosophila al usar dos diferentes genomas referencia. Las especies cuyos
genomas seran utilizados como referencia son D. melanogaster la cual es
originaria de Africa (Lachaise et al. 1988) y D. mojavensis que es una especie
Neartica (Desierto de Sonora) (Shaible & Matzkin 2021).

En esta investigacion también se generan arboles filogenéticos basados en el
genoma mitocondrial completo como una herramienta para un estudio mas
amplio y profundo de las relaciones filogenéticas, por lo tanto, tendria una ventaja
frente a los estudios que emplean una secuencia individual o pocos genes para

el analisis filogenético (Crampton-Platt, et al. 2016).



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar la calidad del ensamblaje del genoma mitocondrial de cinco
especies andinas de Drosophila en Ecuador. Se utilizardn como
referencia los genomas de Drosophila melanogaster y Drosophila

mojavensis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

3.

Conseguir los genomas de referencia de Drosophila melanogaster y

Drosophila mojavensis del repositorio de GenBank NCBI.
Obtener el ensamblado de los genomas mitocondriales de especies
andinas de Drosophila del Ecuador mediante herramientas

bioinforméticas.

Analizar la calidad de los genomas ensamblados mediante herramientas

bioinformaticas.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los genomas de referencia

A través del repositorio en linea NCBI, se obtendran los genomas mitocondriales

de

referencia pertenecientes a Drosophila melanogaster y Drosophila

mojavensis que sean actuales y verificados por la comunidad cientifica.



Ensamblado mitocondrial y analisis

Se utilizara la informacion del secuenciamiento del genoma mitocondrial de las
especies del género Drosophila: D. cashapamba, D. machachensis, D.
mesophragmatica, D. guallabambae y D. papallacta proporcionadas por la Dra.

Doris Vela.

Antes de comenzar el ensamblado, se realizara un control de calidad de las
secuencias mediante la herramienta FastQC y se procedera con la limpieza
pertinente utilizando la terminal de comandos de Linux, mediante el uso del

programa FASTX-toolkit.

Con esta informacion, a través de NOVOPIlasty, se ensamblaran por separado
los genomas utilizando las referencias antes mencionadas. Utilizando la

configuracion por defecto del programa.

Una vez ensamblado, se utilizard el visualizador de secuencias Gepard, para

comparar ambos grupos de ensamblajes.

La comparacion se realizara por grupos. Primero, entre las referencias, para
definir las diferencias iniciales. Segundo, entre cada genoma ensamblado de las
especies de estudio con su referencia. Y tercero, entre los genomas ensamblado

de ambas referencias.

Posteriormente, se utilizara Jalview para conocer la naturaleza de las diferencias

entre los ensamblajes.

Resultados

Calidad de las lecturas

No se pudo realizar el analisis de calidad de las lecturas de D. guayllabambae
porque, en repetidas ocasiones, ocurria un error en la extraccion del archivo

comprimido.

Las unicas lecturas que pasaron un proceso de filtracion fueron las de D.
cashapamba, de las cuales se eliminaron las 3 primeras bases para eliminar el

ruido de los adaptadores.



Al resto de secuencias no se les realizé modificaciones puesto que tenian buena

calidad.

Figura de puntos de las dos referencias

D. melanogaster vs D. mojavensis

Al comparar los genomas mitocondriales de las dos especies que seran
utilizadas como referencias se puede observar una diferencia en el tamafo del
genoma, que corresponden a secuencias repetitivas presentes en el genoma de
D. melanogaster y que estan ausentes en D. mojavensis no posee. D.
melanogaster tiene un genoma mitocondrial de 19523 pb, mientras que la otra

especie D. mojavensis tiene 14909 pb (Fig.1).

Figuras de puntos de D. melanogaster como referencia

D. melanogaster vs D. cashapamba

D. cashapamba no muestra la zona de secuencias repetitivas de D.
melanogaster y en el ensamblaje se obtuvo un genoma mitocondrial de 15524
pb. Ademas que se puede observar que D. cashapamba tiene pares de bases

antes de que comiencen las similitudes entre las dos secuencias (Fig.2).

D. melanogaster vs D. guayllabambae

D. guayllabambae mostro un resultado similar a D. cashapamba, regidn antes de
que comiencen a tener similitud con D. melanogaster. Ademas, también posee
una cantidad de pares de bases similar, teniendo 15567 pb, una diferencia de 43

pares de bases (Fig.3).



D. melanogaster vs D. machachensis

D. machachensis obtuvo un ensamblado mitocondrial muy menor al promedio de
las otras especies vistas, de 5541 pb. Aunque el segmento inicial antes de la

similitud con D. melanogaster es constante (Fig.4).

D. melanogaster vs D. mesophragmatica

D. mesophragmatica obtuvo un ensamblaje mitocondrial de 15150 y una region
inicial mas pequena que el resto de las secuencias. Esta especie tampoco tiene

el segmento repetitivo al final como D. melanogaster (Fig.5).

D. melanogaster vs D. papallacta

D. papallacta obtuvo un ensamblaje de 14893 pb, y a diferencia de las demas
secuencias, esta no posee al inicio un segmento diferente al de D. melanogaster,
en cambio, la situacidn es inversa. El genoma mitocondrial ensamblado

comienza a coincidir con el de D. melanogaster después en ese genoma (Fig.6).

Figuras de puntos de D. mojavensis como referencia

D. mojavensis vs D. cashapamba

Al comparar, ahora, D. cashapamba con D. mojavensis, de 14983 se tiene un
resultado similar al de D. melanogaster. Un ensamblado menor, de 15127 pb, y
un segmento inicial no similar mas pequefo. Ademas, este ensamblaje resultd

mas grande que el genoma de la referencia de D. mojavensis (Fig.7).

D. mojavensis vs D. guayllabambae

D. guayllabambae obtuvo resultados similares a D. cashapamba, un ensamblaje
mitocondrial de 15161 pb (Fig.8).



D. mojavensis vs D. machachensis

Nuevamente D. machachensis obtuvo un ensamblaje sumamente pequefio, de
apenas 1008 pb. Ademas, la pequefia secuencia no coincide mucho con la de D.

mojavensis (Fig. 9).
D. mojavensis vs D. mesophragmatica
D. mesophragmatica tiene resultados similares con D. cashapamba y D.

guayllabambae al utilizar de referencia a D. mojavensis en el ensamblaje. Esta

secuencia tiene 15164 pb (Fig. 10).

D. mojavensis vs D. papallacta

D. Papallacta tiene resultados anormales, esta vez teniendo 727 pb (Fig. 11).

Figuras de puntos de los dos ensamblajes de especies

D. cashapamba (D. mojavensis) vs D. cashapamba (D. melanogaster)

Las dos secuencias mitocondriales ensambladas de D. cashapamba son
extremadamente similares, lo cual que se puede ver en la linea sélida en la
figura. La unica diferencia es en el tamafio del ensamblado, siendo el que utilizo
de referencia a D. mojavensis el mas pequefio de 15127 pb, mientras que el

mayor pertenece al ensamblado de D. melanogaster con 15524 pb (Fig.12).

D. gauayllabambae (D. mojavensis) vs D. guayllabambae (D.

melanogaster)

Con D. guayllabambae sucede lo mismo que con en el ensamblaje de D.
cashapamba. El ensamblaje con D. mojavensis tiene 15161 pb y con D.

melanogaster tiene 15567 pb (Fig.13).



D. machachensis (D. mojavensis) vs D. machachensis (D. melanogaster)

En ambos ensamblajes de D. machachensis se obtuvieron valores anormales en
el largo de las secuencias. En el ensamblaje con D. melanogaster se obtuvieron
5541 pb, mientras que con D, mojavensis se obtuvieron solamente 1008 pb
(Fig.14).

D. mesophragmatica (D. mojavensis) vs D. mesophragmatica (D.

melanogaster)

Los ensamblajes de D. mesophragmatica tuvieron longitudes similares, siendo
la mas grande la que fue realizada con D. mojavensis por solamente 14 pb
(Fig.15).

D. papallacta (D. mojavensis) vs D. papallacta (D. melanogaster)

El ensamblaje de D. papallacta con D. mojavensis como referencia, arrojé una
secuencia anormal, de solamente 727 pb. Mientras que con D. melanogaster

como referencia, se obtuvo un ensamblaje con valores esperados (Fig.16).

Analisis de secuencias por medio de Jalview

Mediante Jalview, se observé que las diferencias entre los diferentes
ensamblajes de D. cashapamba, D. guayllabambae y D. mesophragmatica

pertenecen a regiones A+T.

DISCUSION

D. melanogaster posee una seccidén en su genoma mitocondrial una region A+T.
Esta region esta principalmente compuesta por las bases de adenina y timina,
gue se encuentra desde la base 14917 hasta el final del genoma, la base 19523.
No se conoce la funcidon de esta region, ni en qué procesos bioldgicos se
encuentren, pero se cree que una region de replicacion (Flybase n.d). En

general, este genoma tiene una extension de 19523 pb (Cddigo de acceso



NC_024511.2). Por otro lado, el otro genoma mitocondrial de referencia, D.
mojavensis, N0 posee esta region, siendo su genoma de 14904 pb (Cdédigo de
acceso BK006339.1).

Esta region repetitiva puede ser la razén de las diferencias entre los ensamblajes
de las dos referencias. Estas diferencias son relativamente cortas, entre los
ensamblajes mitocondriales de D. cashapamba solo hay una diferencia de 397
pb, 15524 pb para en ensamblaje de D. melangaster y 15127 pb para D.
mojavensis. Esta region posee un alto contenido A+T que es similar a la region
final del genoma mitocondrial de D. melanogaster. Excluyendo esta pequefa
seccion en el ensamblaje de D. melanogaster es idéntico al ensamblaje de D.

mojavensis.

La comparacion de los ensamblajes mitocondriales de D. guayllabambae, 15567
pb para D. melanogaster y 15161 pb para D. mojavensis. Esta diferencia de 406
pb también se puede atribuir a la regién A+T de D. melanogaster, puesto que se
trata de una region rica de A+T. Similarmente con D. cashapamba, excluyendo

esta region, los ensamblajes mitocondriales son idénticos.

Los ensamblajes mitocondriales de D. machachensis arrojaron una cantidad de
pares de base extrafias. 5541 pb para D. melanogaster y 1008 pb para D.
mojavensis. Esto se le puede atribuir a una posible contaminacién en las
lecturas. Se puede observar un segundo pico de contenido %GC que puede

indicar lo mencionado (Andrews, 2020).

En los ensamblajes mitocondriales de D. mesophragmatica se observo lo
contrario a los de D. cashapamba y D. guayllabambae porque esta vez el
ensamblado de D. mojavensis fue mas grande que el de D. melanogaster,
aunque por solo 14 pb; siendo 15164 y 15150 pb respectivamente. De la misma
manera que D. cashapamba y D. guayllabambae, si se excluye esta region, los

ensamblajes son idénticos.

En relacién con los ensamblajes de D. papallacta se obtuvo un ensamblaje de
extension esperada por parte de D. melanogaster de 14893 pb, pero por parte
de D. mojavensis se obtuvo un ensamblaje de solamente 727 pb. La calidad de
estas secuencias fue buena, por lo que no se le puede atribuir ese error al

numero anormal de bases.



RECOMENDACIONES Y CONCLUSIONES

Se recomienda volver a realizar la secuenciacion de D. machachensis ya que las
lecturas se encontraban contaminadas. Ademas, se recomienda profundizar el
analisis de ensamblaje de D. papallacta con D. mojavensis como referencia para

poder explicar a futuro el resultado de 727 pb.

La comparacion de los ensamblajes de las especies andinas del Ecuador de
género Drosophila, utilizando dos referencias diferentes, D. melanogaster y D.
mojavensis se concluye que la mayoria resultados son bastante similares,
teniendo ligeras variaciones que se pueden otorgar a la region A+T que tiene D.
melanogaster al final del genoma mitocondrial, segmento que D. mojavensis no
posee. Por lo tanto, para el ensamblaje del genoma mitocondrial del género
Drosophila se podria utilizar cualquiera de las opciones como referencia,
habiendo la posibilidad de emplear una referencia en el caso de que una, ya sea
utilizada y presente errores.

En general se puede observar que los ensamblajes de D. cashapamba, D.
guayllabamabe, D. mesophragmatica obtuvieron un tamafio del genoma
mitocondrial de alrededor de las 15 000 pb con ambas referencias, lo cual entra

en el promedio de tamafio del genoma mitocondrial para los insectos.
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Fig.1.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de referencias D. melanogastery D.
mojavensis

Ensamblados mitocondriales con D. melanogaster
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D. cashapamba
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Fig.3.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de D. melanogaster y el ensamblaje de
D. guayllabambae
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Fig.4.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de D. melanogaster y el ensamblaje de

D. machachensis
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Fig.6.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de D. melanogaster y el ensamblaje de

D. papallacta

Ensamblados mitocondriales con D. mojavensis
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Fig.7.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de D. mojavensis y el ensamblaje de
D. cashapamba
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Fig.8.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de D. mojavensis y el ensamblaje de

D. guayllabambae
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Fig.9.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de D. mojavensis y el ensamblaje de

D. machachensis
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Fig.10.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de D. mojavensis y el ensamblaje de
D. mesophragmatica
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Fig.11.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de D. mojavensis y el ensamblaje de
D. papallacta

Comparaciones entre ensamblajes mitocondriales
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Fig.12.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de ensamblajes en D. cashapamba
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Fig.13.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de ensamblajes en D. guayllabambae
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Fig.14.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de ensamblajes en D. machachensis
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Fig.16.- Dot plot comparativo de los genomas mitocondriales de ensamblajes en D. papallacta



TABLAS

| Tamario de los genomas mitocondriales ()pb) |

Ensamblajes D. melanogaster |D. mojavensis

D. cashapamba 15524 15127
D. guayllabambae 15567 15161
D. mesophragmatica 15150 15164
D. machachensis 5541 1008
D. papallacta 14893 727

Referencias

D. melanogaster 19523

D, mojavensis 14904

Tabla.1.- Tabla comparativa del tamaio del genoma mitocondrial de las referencias y de los
ensamblados obtenidos.



