EFICIENCIA DE INDICES FENOTIPICOS DE COMPRIMENTO DE RAIZ
SEMINAL NA AVALIACAO DE PLANTAS INDIVIDUAIS DE MILHO
QUANTO A TOLERANCIA AO ALUMINIO *
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RESUMO- O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia do comprimento relativo de raiz seminal
(CRRS) e do comprimento liquido de raiz seminal (CLRS) como indicadores fenotipicos quanto a
tolerancia ao aluminio na avaliag&o de plantas individuais de milho. Plantulas de gendtipos tolerantes e
suscetiveis ao Al foram submetidas a solu¢&o nutritiva contendo nivel toxico deste elemento, por um
periodo de sete dias, ap0s o qual, determinaram-se os valores de CRRS e CLRS. Os resultados obtidos
quando se utilizaram valores médios para CRRS e CLRS mostraram que ambos os indices foram
capazes de discriminar com eficiéncia os materiais tolerantes dos suscetiveis. Entretanto, quando foram
utilizados os valores de CRRS e CLRS obtidos a partir de plantas individuais, observou-se a existéncia
de plantas tolerantes com valores tipicos de plantas suscetiveis, 0 que indica que a avalia¢éo fenotipica
de plantas individuais pelos dois indices esta sujeita a erros significativos, principalmente na caracteri-
zagdo de plantas suscetiveis. Portanto, em estudos para mapeamento de “quantitative trait loci” (QTLS)
ligados a tolerancia ao Al, nos quais utilizam-se estes indices fenotipicos, o mais apropriado € avaliar
familias F,, onde é possivel obter valores medios para CRRS e CLRS e utilizar estas médias para
representar os valores fenotipicos das respectivas plantas F

Termos para indexa¢do: solucao nutritiva, toxidez de aluminio, avaliagéo de plantulas.

EFFICIENCY OF ROOT LENGTH PHENOTYPIC INDEX IN THE EVALUATION
OF INDIVIDUAL MAIZE PLANTS FOR ALUMINUM TOLERANCE

ABSTRACT - The objective of this work was to verify the efficiency of the relative seminal root length
(RSRL) and net seminal root length (NSRL) as phenotypic indexes for aluminum tolerance in individual
maize plants. Seedlings of Al tolerant and susceptible genotypes were grown in nutrient solution
containing toxic level of Al for a period of seven days, after which the values of RSRL and NSRL were
determined. The results obtained when mean values of RSRL and NSRL were utilized showed that both
indexes were able to discriminate tolerant from susceptible maize genotypes. However, when individual
values of RSRL and NSRL were utilized, some tolerant plants scored as susceptible ones were observed,
showing that the phenotypic evaluation of individual plants by both indexes is subjected to significant
errors, mainly in the characterization of susceptible plants. Therefore, in studies for quantitative traits
loci (QTLs) mapping for Al tolerance in maize, where these indexes are used, the most appropriate is
to use Efamilies, where it is possible to obtain mean values for RSRL and NSRL and then utilize these
means to represent the phenotypic values of the respegtplarfts.

Index terms: nutrient solution, aluminum toxicity, seedlings evaluation.
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(Borgonovi et al., 1987). Aaixa fertilidade deste raiz seminal (CLRS) foi mais eficiente quando com-
tipo de solo é um problema complexo, e as razdearado com o CRRS, por apresentar menores coefici-
para o baixo desenvolvimento das plantas ainda réfites de variacéo.
sdo totalmente esclarecidas. Entretanto, a ocorrén-Com o desenvolvimento da biologia molecular,
cia de Al em concentragées tdxicas no solo é continou-se possivel a utilizagdo de modernas técni-
derada como a principal causa deste problema €as de marcadores moleculares, que possibilitam a
muitas situacées (Blamey et al., 1992). identificacdo de regides cromossémicas relaciona-
A calagem é uma pratica cultural que possibilitéias a caracteristicas quantitativas (QTLs). O uso de
minimizar este problema e que contribui para elevafdarcadores moleculares pode auxiliar as
pH, principalmente na camada aravel do solo, tonetodologias atualmente utilizadas em programas de
nando o Al menos sollvel e portanto reduzindo stizelhoramento classico, cujo objetivo € a obtencao
toxicidade relativa (Marion et al., 1976). Entretantéle gendtipos mais produtivos e adaptados a dife-
muitas vezes esta pratica cultural ndo é realizada, ptes condicdes de estresse, além de permitir um
ndo estar ao alcance econdmico dos produtor’@§|h0r entendimento do controle genético destas
(Pandey et al., 1994; Zeigler et 4095). Além disso, caracteristicas (Aranza et al.., '1996). Na caracteriza-
dada a dificuldade técnica de se realizar a calag€AP de QTLs € comum a utilizagdo de populagoes
abaixo da camada aravel, o excesso de Al trocav&@regantes, tais comg F; ou de retrocruzamentos,
torna-se especialmente prejudicial no subsolBara maximizar o desequilibrio de ligagéo. Em espéci-
porque reduz a profundidade e a ramificacio & due toleram alto grau de endogamia € também
sistema radicular, tornando as plantas predisposkgssivel a utilizacao de linhagens recombinantes

a outros tipos de estresse, como, por exemplo, a sgglidas a partir de populacdes Em populacdes
(Kennedy et al., 1987). F,, apesar do maior desequilibrio de ligacédo, ndo é

%ossivel arealizacdo de experimentos com repeticdes,
flue pode tornar o processo de avaliagéo fenotipica
enos preciso, devido ao pronunciado efeito de fa-

Desta forma, o desenvolvimento de materia
tolerantes ao estresse provocado pelo Al constifl
uma alternativa ecologicamente compativel, ; K
custo relativamente baixo, podendo proporcion}:lcl?res ambientais (Tanksley, 1993).

ganhos esévei ce prodinidade (Duae-Varggat 1S (2PN eve T e esara e
et al., 1994), além de reduzir os riscos da produggg P ' &

e plantas individuais de milho, para verificar a via-
nestes solos (Lopes et al., 1987). o . ~
o ilidade de utilizar populacdes segregantgeri
Em programas de melhoramento genético de I .
A . .~ estudos que utilizam marcadores moleculares na iden-

~ ~ - dﬂﬂcagéo de QTLs relacionados a tolerancia ao alu-
de selecdo em solucdo nutritiva, contendg. .

niveis toxicos de Al. Existem, entretanto, varias
metodologias para avaliagéo da tolerancia ao Al MATERIAL E METODOS
(Rhue & Grogan, 1977; Garcia etal., 1979; Magnavaca,
1982). Principalmente no caso das gramineas, ha unmo experimento foi conduzido em casa de vegetacao,
consenso de que caracteristicas baseadas no desgnquatro materiais: duas linhagens endogamicas consi-
volvimento do sistema radicular sdo os melhores crigeradas suscetiveis ao Al, L53 e L19 (Brondani, 1993),
rios para a avaliacéo da tolerancia. uma linhagem endogéamica considerada tolerante (L1143) e
Testando quatro diferentes tipos de indicé4n@ variedade de pc_)linizagéo Iivre., també_m tolerante
fenotipicos para avaliagdo da tolerancia ao A{CMS 36) (Parentoni, 1996). Incluiu-se, ainda, neste
Magnavaca et al. (1987a) concluiram que o Compﬁgperlmento, o fator periodo de germinagéo, com as varia-
mento relativo da rf’:uz seminal .(C|3RS) foio ma|§ "’}d erminacdo. Desta forma, o experimento foi constituido de
quado para este tipo de avaliagéo, por ser 0 UNICiR tratamentos, num delineamento experimental de par-
possibilitar corre¢oes quanto as diferencas de VigQias subdivididas, com trés repeticdes, sendo o fator pe-
que ocorrem durante a germinagao. Por outro lad@do de germinagéo aleatorizado nas parcelas e os materi-
Prioli (1987) verificou que o comprimento liquido dais nas subparcelas, que foram constituidas de 21 plantas.
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Em cada tratamento foram germinadas 200 sementesVerificou-se, tanto para CRRS como para CLRS,
em papel-toalha umedecido, de maneira escalonada, Epie existiram efeitos significativos para genétipos
que as plantas representantes dos tratamentos no terqelipe para periodo de germinagéo (P), o que indica
terai‘est;g%;s'apg; gesrgbr:%%agu?jtﬁ'\‘/’:s:;mur":‘]prtr?ssi osed@% os materiais avaliados apresentam diferentes
Durante esta transferéncia, selecior;aram-se as pléntlﬂé\ée!s de tolgranma,ao. Ale que o tempo de gerfn.'”a'
mais uniformes sem danos visiveis na raiz, medindo-s&@0 influenciou os indices estudados. Os coeficien-
comprimento inicial da raiz seminal (CIRS). tes de variacao para os dois indices fenotipicos ava-

Estas plantas foram acondicionadas em casa de vegk&dos foram em torno de 10%, e indicam boa preci-
¢ao, sobre bandejas de plastico contendo 8,5 litros de s@io experimental.
¢do nutritiva com 6 ppm de Al na forma de KAIB©  No caso especifico do CRRS, observou-se a ocor-
(Magnavaca, 1982), sob oxigenagdo constante. Durantgcia de efeito significativo na interagéo G x P, o que

sete dias de condugdo do experimento, realizaram-se, gy o jenendéncia entre genétipos e periodo de
todas as bandejas, leituras de pH da solugdo nutritiva, a

cada dois dias. Pelo fato de o pH da solucao nao ter a&g_rmlnagao, ou §eja, a ClaS.SIflcaQa(.) dos Qe”Ot'pPS
sentado alterac8es maiores que 0,2, ndo se realizou o &Nto a0 comprimento relativo de raiz seminal seria
te de pH. Apos este periodo, foi realizada a medicao dferente dependendo do periodo de germinagao
comprimento final da raiz seminal (CFRS). considerado. Portanto, procedeu-se ao desdobramen
Os dados de CIRS e CFRS foram utilizados para cal¢g- da interacdo P x G, com o intuito de estudar o
lar o CLRS, que foi determinado subtraindo-se o compgomportamento dos diferentes gendtipos dentro de
mento |n|_C|_aI_ do comprimento final. Calculou-se também @44 periodo de germinagio (Tabela 2). Como este
CRRS, dividindo-se o CLRS pelo CIRS (Magnavaca, 198&'

Prioli, 1987). Tanto o CRRS quanto o CLRS foram utiliza-p.O de analise envolve dois residuos, foi necessario

dos para a realizacdo de analises de variancia, testeé”t'.lll,zar um residuo médio e E:a!cular ograu de Ilber_da-
médias e distribuico de freqiéncias, com base nos valdigLleste novo quadradq medlo,de maneira aproxima-
fenotipicos de plantas individuais em cada um dos trai@, conforme as seguintes formulas (Banzatto &

@ mentos avaliados. Kronka, 1989): @

RESULTADOS E DISCUSSAO Q.M. Res. Médiq. Q-MRes.(ay (b-1)Q.M.Res.(b)

b
Os resumos das analises de variancia do experi- )
mento em parcelas subdivididas para avaliar a efigj-= [Q.M.Res(a)+ (b-1)Q.M.Res (b)]
éncia dos indices fenotipicos CRRS e CLRS estdo [Q-M.Res.(af’ + [(b-1)Q.M.Res.(b]’
apresentados na Tabela 1. g.l.Res.(a) g.l.Res(b)

TABELA 1. Resumo das analises de variancia empregando-se o delineamento em parcelas subdivididas para
comprimento relativo de raiz seminal (CRRS) e comprimento liquido de raiz seminal (CLRS),
de plantulas de milho submetidas a solug&o nutritiva com 6 ppm de Al toxico. Abril de 1997.

Fontes de variacéo G. L. Quadrado médio

CRRS (x 1d) CLRS
Blocos 2 21,53 0,26
Gendtipos (G) 3 5.768,91** 103,75**
Residuo (a) 6 101,17 1,28
Periodo de germinagéo (P) 1 42.250,08** 63,39**
Interacdo G x P 3 698,34** 2,24
Residuo (b) 8 61,22 1.04
Total 23
c.v. Residuo (a) (%) 12,61 13,18
c.v. Residuo (b) (%) 9,81 11,85
Média 0,80 8,60

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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onde,

a = numero de tratamentos principais;

b = nimero de tratamentos secundarios;

n'= nimero de graus de liberdade aproximado
Q. M. do residuo médio.

Verificou-se que o0s genotipos apresentaram di
rencas estatisticas significativas, tanto para o per
do de germinacao aos trés dias, quanto aos sete
indicando a necessidade de realizar testes de mé
separados nas duas épocas de germinagéo.agﬁ
resultados do teste de médias no que tange ao CRRS,
considerando os dois periodos de germinacdo sepa-
radamente, e do CLRS utilizando a média dos dois
periodos de germinacdo com as respectivas

Observou-se, tanto aos trés, como aos sete

eficiente para discriminar as médias dos gendétipos
tolerantes (CMS 36 e L 1143) das médias dos
genotipos suscetiveis (L 19 e L 53), o que confirn%

comprimento relativo de raiz seminal
(CRRS) dentro dos periodos de germi-
nacdo de trés e sete dias, avaliados em
plantulas de milho submetidas a solu-
¢do nutritiva com 6 ppm de Al toxicd.

*

P.R. MARTINS et al.
os resultados

Quando se

I%ftiva, apesar

relatados por Lopes et(E987) e

Magnavaca et al. (1988).

compararam as médias de CRRS dos

uatro gendtipos nos dois periodos de germinacgéo
aliados, observou-se uma inversédo na classifica-
¢ao entre as médias dos gendtipos L 1143 e CMS 36
fg_entre as médias dos gendétipos L 19 e L 53, justifi-
cando, assim, a ocorréncia de interagdo G x P signifi-

de os materiais ndo terem apresentado

rencas significativas pelo teste de Tukey (5%).
mostra que os dois periodos de germinacao po-
am discriminar as médias dos genotipos de ma-
a semelhante.

Com relacéo ao CLRS (Tabela 3), observou-se que

este indice fenotipico também possibilitou a discri-

A L minacdo entre as médias dos materiais suscetiveis
variancias amostrais, sdo apresentados na Tabel{zL 9e L 53)
.af

Fontes de variagdo

G.L. Q. M (x10%

Gendtipos dentro periodo de germinagdo (3) 3
Genétipos dentro periodo de germinagéo (7) 3

Residuo médio

4.724,61*
1.742,64*
12 81,19

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

das plantulas

dos materiais tolerantes (CMS 36 e

143), possibilitando, ainda, a classificacdo dos
Materiais tolerantes em dois niveis de tolerancia.

O célculo das variancias amostrais dos genétipos
valiados (Tabela 3) mostrou a tendéncia de os ma-
riais tolerantes (L 1143 e CMS 36) apresentarem
TABELA 2. Analise de variancia para o desdobra- variancias maiores em relacdo aos materiais susceti-
mento da interacdo gendtipo (G) x peri- veis (L 19 e L 53); isto indica que as médias dos
odo de germinacéo (P) para estudo de materiais tolerantes foram estimadas com erros mai-
ores. Este fato é influenciado pelo menos por dois
fatores: o primeiro seria o efeito do Al téxico,
responsével por uma reducéo acentuada no desen-
volvimento radicular dos materiais suscetiveis, re-
sultando em menores médias quando comparadas
aos materiais tolerantes, e o segundo seria o efeito
de fatores ambientais aleatérios de dificil controle,
como, por exemplo, danos fisicos nao visiveis no
apice da raiz seminal provocados pela manipulacao
. Este efeito do ambiente pode ser

TABELA 3. Testes de médias, para o comprimento relativo de raiz seminal (CRRS) e comprimento liquido
de raiz seminal (CLRS) nas avaliagcfes realizadas aos trés e sete dias de germinagdo com as
respectivas variancias amostrais (Vars.) para cada genoétibo

Gendtipo CRRS CLRS
P. germinagéo (3) P. germinacgéo (7) P. germinacéo (3 e 7)
Média Vars. Média Vars. Média Vars.
L 19 0,834b 0,033 0,251b 0,014 6,25¢c 5,57
L 53 0,929b 0,075 0,105b 0,007 4,49c 9,20
L 1143 1,645a 0,285 0,535a 0,050 9,74b 11,23
CMS 36 1,460a 0,164 0,621a 0,026 13,90a 15,04

T Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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responsavel por uma reducéo no crescimento de raiVerificou-se, tanto para o CLRS como para o
seminal tanto em materiais suscetiveis, como nos €RRS, a ocorréncia de uma sobreposi¢&o entre 0s
lerantes de maneira semelhante. Entretanto, quaivéépres fenotipicos de materiais suscetiveis e tole-
este problema afeta individuos suscetiveis, pelo f4@tes aos trés e aos sete dias de germinacado. No
de a média destes gendtipos ser menor, em facef880 da avaliacéo para o CRRS, feita aos trés dias de
efeito do Al toxico, estes tendem a apresentar des¥gminacao, observou-se que 52% e 38% das plan-
os em relagdo & média de menor magnitude, quar@ 'ePresentantes dos materiais CMS 36 e L 1143
comparados aos de individuos tolerantes. respectivamente, apresentaram valores de CRRS em

Pelo fato de trés dos materiais avaliados serecljr”ilsseS de distribuicao de frequenc[a.s semelhgntes
. ., aos valores observados nos materiais suscetiveis.
linhagens, é esperado que as 63 plantas de cad

S - ra avaliacdo aos sete dias de germinacio, estes
nhagem apresentem variaces fenotipicas resultg as foram 33% e 63%. No CLRS, observou-se

tes exclusivamente de efeitos ambientais. Entretalli, mesma tendéncia com valores de 20% e 50%
to, com relagéo a variedade CMS 36, além de efeiloga a avaliagéo aos trés dias de germinagéo e 20% e
ambientais ha também variabilidade genética, por teggoy, para avaliac3o aos sete dias de germinacao.
tar-se de um material de polinizac;éo livre. Realiza- Pelo fato de a Sobreposigéo entre as curvas de
ram-se, entdo, distribuicbes de frequéncia, tanto nfistribuicdo de freqiiéncias de materiais tolerantes e
trés como nos sete dias de germinacéo, utilizandossgcetiveis ocorrer somente no tocante aos meno-
0 CRRS e 0 CLRS das 63 plantas de cada materid valores de CRRS ou CLRS, verifica-se que em
avaliado, com o intuito de verificar o comportamentavalia¢cdes de plantas individuais a identificacdo de
fenotipico destas plantas (Figs. 1 e 2). individuos tolerantes ao Al é mais confiavel.
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FIG. 1. Distribuicdo de freqtiéncia do nimero de FIG.2. Distribuicdo de freqiiéncia do nimero de
plantas nas classes de CRRS das linhagens plantas nas classes de CLRS das linhagens
de milho L 19 e L 53 suscetiveis ao Al, da de milho L 19 e L 53 suscetiveis ao Al, da
linhagem L 1143 tolerante ao Al e da linhagem L 1143 tolerante ao Al e da
variedade CMS 36 de polinizagao livre variedade CMS 36 de polinizagao livre
tolerante ao Al, avaliadas aos trés (A) e aos tolerante ao Al, avaliadas aos trés (A) e aos
sete (B) dias de germinacéo. sete (B) dias de germinacéo.

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.34, n.10, p.1897-1904, out. 1999

‘ PAB97251.p65 1901 11/01/2000, 16:09 ‘



| T T T ] .

1902 P.R. MARTINS et al.

A ocorréncia de maior variabilidade fenotipica nos Verificou-se, tanto aos trés como aos sete dias de
genatipos tolerantes (Tabela 3) e de plantas tolergerminacdo, que o CRRS apresentou coeficientes de
tes comportando-se como suscetiveis revela a pesrrelacio negativos e baixos (r =-0,25** e r = -0,22**
sibilidade da presenca de fendmenos conhecidgss trés e sete dias de germinacéo, respectivamen-
como penetrancia incompleta e ou expressividag§ |sto indica que o CRRS tende a favorecer plantas
variavel para esta caracteristica. Tais fenomenos, g apresentam um menor CIRS no momento da
vido a fatores genéticos ou ambientais, poderiainsterancia para a solugéo nutritiva. Por outro lado,
explicar a existéncia de plantas tolerantes exibin Qra o CLRS observaram-se coeficientes de correla-
fenétipos de plzilntas suscetivei§, sendq reSpongas positivos e baixos (r=0,33**er=0,10 aos trés e
veis por alteracGes na segregacdo fenotipica do &ie dias de germinacao, respectivamente), indican-

rater, constituindo, assim, uma dificuldade no estH—O que este indice, aos trés dias de germinacao

do da tolerancia ao Al. A ,
Nos dois indices fenotipicos utilizados, forantlende a favorecer plantulas com maior CIRS . Estas

subtraidos o CIRS do CFRS, na tentativa de elimirgftimativas confirmam a tendéncia de coeficientes
possiveis diferengas de vigor entre os materiais, fif¢ cOrrelacéo positivos em relacao ao CLRS e
normalmente ocorrem durante o processo de gerfggativos em relacédo ao CRRS obtidos por
nacdo. Assim sendo, realizaram-se andlises de Magnavacaetal. (1987a), que ao realizar este mesmo
gress&o para verificar o comportamento do CRRSio de abordagem relatou valores de r = -0,02 para
do CLRS em funcéo do CIRS, aos trés e sete dias@f@RS e r=0,31** para CLRS.

germinacéo, incluindo todas as plantas dos genétiposComo a regresséo entre CLRS e CIRS apresentou

avaliados (Figs. 3 e 4).

coeficiente de correlacdo ndo-significativo e a ava-
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Regresséo entre o comprimento relativo de FIG. 4. Regressao entre o comprimento liquido de

raiz seminal (CRRS) e o comprimento raiz seminal (CLRS) e o comprimento
inicial de raiz seminal (CIRS) aos trés (A) e inicial de raiz seminal (CIRS) aos trés (A) e
sete (B) dias de germinacao, para plantas dos sete (B) dias de germinacao, para plantas dos
gendtipos CMS 36, L 1143, L 19 e L 53. gendtipos CMS 36, L 1143, L 19 e L 53.

25 30
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liacdo com base no CLRS néo revelou a existénciawiés de estimativas, que pode resultar em tendéncia
efeitos significativos para a interacdo genétipate a suscetibilidade ser dominante em relagéo a tole-
(G) x periodo de germinagéo (P) (Tabela 1) e discriniincia ao Al.

nou os gendtipos tolerantes em duas classes distin4. Em estudos de mapeamento de QTLs em-
tas de tolerancia (Tabela 3), pode-se concluir qué@®gando-se marcadores moleculares, e em traba-
CLRS foi superior em relagéo ao CRRS para a avallBos sobre o controle genético da tolerancia ao Al,
¢d0 quanto & tolerancia ao Al, quando se utilizafigve-se realizar a avaliagéo fenotipica de famitias F
médias de plantas. Contudo, os resultados mostautilizar suas médias para representar os valores
ram que tanto 0 CRRS como o CLRS néo discrimindi@notipicos das respectivas plantas F

perfeitamente gendtipos tolerantes dos suscetiveis,
guando se realizam avaliagBes de plantas individu-

ais. Portanto, a avalia¢éo fenotipica de populat;oesAO Conselho Nacional de Desenvolvimento

F2 para trabalhos de mapeamento de QTL(S), OU M@ tifico e Tecnologico (CNPq), a Fundagéo de
mo para estudos sobre o0 controle genético da tojes,

ok T2 2 ) Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
rancia anI, nao ea}'qeal’ devendo-s,(? avaliar famUI':APEMIG) e a Agéncia Internacional de Energia
as K e utilizar as médias destas familias para rep

> . 'Ktomica, pelo suporte financeiro; aos técnicos
sentar os valores fenotipicos das respectivas p"'M\'gueI F. A. dos Reis e Gislene R. B. Cristeli, pela

tas b. » _ colaboragéo na condugdo do experimento.
Em estudos sobre o controle genético da tolerancia

ao Al, onde se utilizam populacfes E de
retrocruzamentos, ao se realizarem avaliacdes de
plantas individuais, o fato de plantas tolerant%ANZAl F. TADMOR, Y.. KLEIN, B.P.
apresentarem valores baixos para CRRS e ou CLRS ROCHEFORD, T.R.; JUVIK, J.A. Quantitative
pode resultar em um viés das estimativas. Viés, este, trait loci influencing chemical and sensory
que pode ser a causa de a tendéncia da suscetibilidade characteristics of eating quality in sweet corn.
ao Al em milho ser dominante em relagdo a tolerancia, ©€"°mMe V.39, p.40-50, 1996.

como descrito em alguns trabalhos (Magnavaca et BIWNZATTO, D.A.; KRONKA, S. do N.Experimenta-
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