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RESUMEN

Lepidium virginicum, es una arvense de gran importancia medicinal, utilizada para tratar diversas afec-
ciones en la salud humana, como el cancer de colon. El presente trabajo tuvo como objetivo propagar
a Lepidium virginicum por medio de segmentos nodales en condiciones in vitro, utilizando medio MS
en fase solida, complementada con cisteina. Se utilizaron segmentos nodales de plantas elite. Para la
desinfestacion, se realizaron dos protocolos con variaciones en la concentracion y tiempo de inmersion,
en el primero se utilizé etanol al 10% durante 10 minutos; posteriormente se aplicé hipoclorito de sodio
(NaCl0) al 5% con 2 gotas de tween al 20 % durante 5 minutos en constante agitacion y, finalmente con
etanol al 10% por 10 minutos. En el segundo protocolo, se utiliz6 etanol al 15% durante 5 minutos, hi-
poclorito de sodio al 15 % durante 3 minutos y tween 20 al 100% durante 5 minutos. Se evalu6 el tiempo
de proliferacion en corte longitudinal y transversal, se compararon los perfiles de Bachharis salicifolia y
Lepidium virginicum por medio de cromatografia en capa fina. Se obtuvo desarrollo de n6dulos a los
4 dias de cultivo; con un rango de entre 6 a 12 hojas por cada brote, los protocolos establecidos fueron
eficientes debido a que no hubo contaminacién. Los segmentos de corte longitudinal presentaron proli-
feracion a partir del dia 4, a diferencia del corte transversal que presentd brotacion a los 6 dias de cultivo,
varias muestras presentaron enraizamiento y floracion in vitro. Se concluye que el medio MS adicionado
con cisteina, y la aplicacién del corte longitudinal generaron mayor nimero de brotacién de nddulos en
menor tiempo; a diferencia de otros investigadores, quienes han obtenido resultados después de 15 dias.
Asimismo, los tratamientos de desinfestacion fueron eficientes, y respecto al perfil cromatografico, las dos
especies podrian compartir compuestos quimicos.

ABSTRACT

Lepidium virginicum, is an weed of great medicinal importance, used to treat various conditions in
human health, such as colon cancer. The objective of this work was to propagate Lepidium virginicum
through nodal segments under in vitro conditions, using solid phase MS medium, supplemented with
cysteine. Nodal segments from elite plants were used. For the disinfestation, two protocols were carried
out with variations in the concentration and immersion time during, in the first one 10% ethanol was
obtained for 10 minutes; Subsequently, 5% sodium hypochlorite (NaClO) was applied with 2 drops of
20% tween for 5 minutes under constant pressure and, finally, with 10% ethanol for 10 minutes. In the
second protocol, 15% ethanol was obtained for 5 minutes, 15% sodium hypochlorite for 3 minutes, and
100% tween 20 for 5 minutes. Deterioration time in longitudinal and cross sections was evaluated, the
profiles of Bachharis salicifolia and Lepidium virginicum were compared by means of thin layer chro-
matography. Nodule development was obtained after 4 days of culture; With a range of between 6 to 12
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leaves per shoot, the protocols were efficient because there was no contamination.
The longitudinal cut segments appeared from day 4, unlike the cross section that
appeared budding on the 6th day of culture, several samples appeared rooting and
flowering in vitro. It is concluded that the MS medium added with cysteine, and
the application of the longitudinal cut generated a greater number of nodule
sprouting in less time; unlike other researchers, who have obtained results after 15
days. Likewise, the disinfestation treatments were efficient, and regarding the chro-
matographic profile, the two species could share chemical compounds.

I. INTRODUCCION

En México las plantas medicinales representan patrimonio
cultural, destacando su utilidad hasta el dia de hoy, como el
principal recurso terapéutico para tratar diversos malestares
relacionados con la salud humana (Avila et al., 2016). De esta
forma, son una alternativa para disminuir la utilizacién de
medicamentos farmacéuticos, debido a que sus efectos secun-
darios son menores (Heisler et al,, 2015).

Actualmente, las plantas medicinales constituyen un am-
plio campo de investigacion enfocada principalmente a sus
propiedades medicinales, estudios de los principios activos,
denominados metabolitos secundarios (SEMARNAT, 2021);
asimismo, existe la necesidad de propagar, preservar y aplicar
técnicas recientes, utilizando avances biotecnoldgicos para el
desarrollo de nuevas investigaciones que generen nuevos be-
neficios en el area de la medicina (Camacho-Escobar et al,
2020).

En este sentido, Lepidium virginicum es una arvense
medicinal que, en estudios recientes, han demostrado fun-
cién protectora contra algunos componentes carcinogénicos
(Martinez, 2021); trata problemas renales, afecciones de la
piel, diabetes, fitoterapia y ademas inhibe el crecimiento de
algunos protozoos como Entamoeba histolytica y Giardia
lamblia, que son los principales causantes de la diarrea en la
poblacién humana (Brucato et al., 2014). Por ser una planta
con diversas propiedades bioldgicas, los cientificos demandan
cantidad de 6rganos vegetales para proseguir con el desarro-
llo de nuevos estudios.

Por otra parte, a falta de conocimiento y confianza de
las propiedades medicinales de L. virginicum, la ha llevado al
desinterés en la sociedad provocando que este expuesta a
perder sus propiedades biolégicas (Camacho-Escobar et al.,
2020), especialmente porque son plantas que enfrentan un
alto grado de presién antropogénica y por la competencia
que existe con otras plantas por diferentes factores fisicoqui-
micos (Mora, 2008).
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Adicionalmente, se considera necesario incluir estudios
de variabilidad genética, conservacion in situ o ex situ, eva-
luaciones de cultivo con respecto a requerimientos de siem-
bra, rendimiento de principios activos, y la certificacion del
material que ingresa en el mercado (Brucato etal., 2014).

Aunado a lo anterior, se puede analizar el impacto ecol6-
gico, econémico y cultural que tendria el establecer técnicas
para su propagacion, entre los cuales su aprovechamiento in-
fluye en el estudio de nuevos componentes para la industria
farmacolégica, en el sentido ecolégico, las arvenses permi-
ten buena cobertura del suelo y evitan la erosion (Rojas y
Ramirez, 2013). En el aspecto cultural, se pueden preservar
los conocimientos tradicionales del uso de las plantas medi-
cinales y dentro del impacto ambiental, se pretende estable-
cer sistemas bioldgicos con el fin de poder responder lo que
demanda el desarrollo sustentable y el trabajo cientifico con
plantas potenciales, asimismo, es de vital importancia para la
proteccion de la biodiversidad del pais (Rosales etal., 2019).

Para solucionar estas limitaciones, la biotecnologia em-
plea técnicas como el cultivo de tejidos vegetales, considerada
como la alternativa para aumentar el porcentaje de propaga-
cién mediante la siembra de semillas, cultivo de segmentos
nodales, hojas, raices y otras partes vegetales para conseguir
propagacién masiva de plantas idénticas al progenitor en
poco tiempo (Gonzélez et al., 2021), esta técnica se basa en
el cultivo de tejidos o células vegetales, en medios nutritivos
adecuados para la especie, bajo condiciones asépticas y para

evitar la presencia de microorganismos; permitiendo el desa-
rrollo de plantas enteras a partir de explantes (Acosta, 2015).

Aunado a lo anterior, el objetivo del presente trabajo de
investigacién fue propagar la especie de L. virginicum, por
medio de segmentos nodales en condiciones in vitro, utili-

zando medio de cultivo MS (Murashige & Skoog) con fito-
rreguladores de crecimiento, asf como seleccionar la planta
elite, aplicar protocolos de desinfestacion, realizar tipos cortes
longitudinales y transversales, realizar cromatografia en capa
fina; comparando Lepidium virginicum y Baccharis salicifo-
lia, a su vez, se analizaron los parametros morfométricos de
las plantulas obtenidas.
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Il. METODOLOGIA

La presente investigacion, se realiz durante el periodo febre-
ro-abril del 2022 en el Centro de Investigacién en Biotecnolo-
gia Aplicada (CIBA), se encuentra situado en la Ex-Hacienda
San Juan Molino Carretera Estatal Tecuexcomac-Tepetitla
Km 1.5, Tetlatlahuca, Tlaxcala, México. Con coordenadas a
una longitud de 98°21'58.36"'W, latitud 19°16'52.21"N. Tiene
una temperatura media anual de 14°C, la temperatura maxi-
ma promedio es alrededor de 25°C entre los meses de abril y
mayo, la temperatura minima promedio es de 1.5°C en el
mes de enero.

El medio de cultivo empleado fue preparado con 500 ml
de agua desionizada estéril y se le agrego 1.1 gL™* de medio
Murashige y Skoog (MS), 0.0025 gL™ de cisteina, suplemen-
tado con 7.6 gL™ de sacarosa y se ajusté el pH a 5.8, poste-
riormente se le agregé 1.1 gL ™ de phytagel, finalmente se
puso en la parrilla de agitacién magnética para homogenei-
zarlo con 0.5 gL™* de Poly (vinylpolypyrrolidone) para disol-
verlo completamente.

Después de preparar el medio, fue vertido en 20 frascos de
vidrio con 20 mL a cada uno. Posteriormente, fueron esterili-
zados en autoclave durante 15 minutos a una presion de 15 Ib
(126.5 °C). El material de cristal, pinzas y agua fue esteriliza-
do de manera independientemente durante 30 minutos a 10
b de presion (115.5 °C).

Se seleccionaron plantulas con las mejores caracteristi-
cas vegetativas, con una altura aproximadamente de 35 cm.
Posteriormente, se colectaron las zonas meristematicas de L.
viginicum de aproximadamente 10-12 cm de longitud. Des-
pués, las varetas fueron llevadas al laboratorio para aplicarles
un pretratamiento con agua desionizada y jabén comercial.

Las varetas fueron desinfestadas superficialmente dentro de
la campana de flujo laminar. Para ello, se realizaron 3 en-
juagues con agua desionizada estéril, enseguida se les agreg
etanol al 10%, se mantuvo en constante agitacion durante 10
minutos, y fueron enjuagados 3 veces con agua desioniza-da
estéril. Luego se les agregé hipoclorito de sodio (NaClO) al
5% con 2 gotas de tween al 20% durante 5 minutos en
constante agitacién y fueron enjuagados 3 veces con agua
desionizada estéril, posterior a ello, se realizé un ultimo lava-
do con etanol al 10% durante 10 minutos y se realizaron los
enjuagues. Este primer protocolo se realizé el 31 de febrero
del 2022. Posteriormente, el segundo protocolo se realizd el
04 de marzo del 2022.
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Enseguida, las varetas fueron colocadas en una caja petri
para proceder al corte de los segmentos, utilizando pinza y
bisturi No. 4, los segmentos nodales tenian una longitud apro-
ximada de 0.8 a 1.0 cm con cortes terminales longitudinal y
transversal. Con respecto al corte longitudinal, fueron corta-
dos del centro del segmento nodal para dividirlo en dos partes
iguales con presencia de zonas meristematicas.

En todo momento de la siembra, las pinzas fueron desin-
fectadas con etanol al 90°, se procuré que el segmento-medio
estuvieran en contacto. Al término de la siembra, los frascos
fueron sellados con clean pack y se colocaron en la cAmara de
germinacion, a un rango de temperatura de 22°C.

Se utilizaron extractos completos de Bachharis salicifolia
y Lepidium virginicum ya evaporados con un rotavapor, pos-
teriormente fueron resuspendidos con dicloro metano meta-
nol (DCM: MeOH) al 1:1 hasta que se disolvieron completa-
mente las dos muestras en recipientes independientes.

Posteriormente, en placas de silica gel en fase normal, se
aplicaron 4 aproximadamente de cada muestra, enumeran-
dolos como carril 1: B. salicifolia y carril 2: L. virginicum. A
continuacion, la placa fue colocada en una camara de vidrio,
se agregaron 2 mililitros de sistema mévil, compuesto por: 1.4
mililitros de DCM y 0.6 mililitros de MeOH. Se dej6 realizar
el recorrido hasta el 90% de la placa, posteriormente la pla-
ca fue extraida y se dejé secar a temperatura ambiente, para
posteriormente ser revelados con luz U.V. a una longitud de
266nmy 254nm

I1l. RESULTADOS

En cuanto a la desinfestacién, Lepidium virginicum, to-
davia no se tienen reportes en la literatura, sobre una meto-
dologia aséptica aplicada para segmentos nodales. Por lo que, se
establecieron dos protocolos de desinfestacién: el primero
consistio en un lavado con etanol al 10% durante 10 minutos,
seguidamente con hipoclorito de sodio (NaClO) al 5% con
2 gotas de tween al 20% y el ultimo lavado fue con etanol
al 10% por 10 minutos; en el segundo protocolo se utilizé
etanol al 15% durante 5 min, después con NaClO al 15%
por 3 minutos y el tltimo lavado solo fue con tween al 20%
durante 5 minutos. Ambos protocolos resultaron exitosos, no
hubo presencia de patégenos, ni de contaminacion.

Aunado a lo anterior, Osuna et al. (2006) realizaron desin-
festacién similar al protocolo establecido. El en cual utilizaron
50 gr de semillas de L. virginicum, fueron lavados superficial-
mente con etanol al 70% durante 30 segundos, posteriormente
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con hipoclorito de sodio (NaCl0) al 0.33% durante 3 minutos
y después de cada lavado fue enjuagado con agua desionizada
estéril. Los resultados obtenidos fueron similares a los obteni-
dos en la presente investigacion, debido a que se obtuvo un
100% de semillas germinadas libres de patégenos, sin embar-
go, en el presente estudio se realizé con segmentos nodales.
Asi mismo, Bhasin et al. (2015), reportan una efectiva des-
infeccién de entrenudos, con la especie L. sativum, utilizando
bavistina y cloruro de mercurio (HgCl2) al 0.1 % (p/v) duran- te
5 minutos, seguido de alcohol al 70% durante 1 minuto y
luego fueron enjuagados tres veces en agua destilada estéril.
A diferencia de lo realizado en la presente investigacion;

Figura 1.

Brucato et al. (2006), utilizaron un fungicida de uso comer-
cial, donde asperjaron plantulas de L. virginicum con Hor-
ticol® (10 mg L-1), por cuatro dias, durante dos semanas,
posteriormente, fueron utilizadas para realizar cultivo in
vitro por medio de microesquejes. Al aplicar esta metodo-
logia, algunos explantes presentaron clorosis y perdieron su
capacidad de respuesta.

En lo que respecta a los protocolos de desinfestacion, lle-
vados a cabo en el presente estudio, mostraron gran varia-
cién con respuesta a la brotacion de nudos, el tratamiento
testigo retraso de manera significativa los brotes, en ambos
no hubo presencia de contaminacién (Figura 1).

Segmentos nodales de L. virginicum, con el protocolo de control para la desinfestacion
superficial a los 6 dias de cultivo. a) corte longitudinal, b) corte transversal.

Tipo corte

En esta fase, los segmentos nodales fueron obtenidos a
partir de yemas apicales, cada segmento tuvo una longitud de
0.7 a 1.0 centimetros. Se realizaron dos tipos de corte; para los
segmentos de L. virginicum: longitudinal en las areas termina-
les del segmento y cortes transversales por toda la seccion. Con
el corte longitudinal se logré mayor proliferacién, con incre-
mento gran niimero de brotes por explante durante 4 dias (Fi-
gura 2). Debido a que facilitd el contacto directo del explante
con el medio de cultivo en solo una direccion, permitiendo la
absorcion de nutrientes y reguladores del crecimiento.

Figura 2.
Segmentos nodales, con corte longitudinal a partir de los
4 dias. Se observa mayor proliferacion de brotes.
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Mientras que los segmentos nodales, aplicando corte
transversal, proliferaron lentamente, después de 4 dias (Figu- ra
3). Mroginski et al. (2004), afirman que el tamafio y la zona
utilizada influye en la regeneracion, debido a que, si es to-
mado de una porcién meristematica hay mayor proliferacién
de células, lo cual quedo demostrado al realizar la presente
investigacion.

Sin embargo, es preciso destacar que, hasta la fecha no se
ha estudiado la respuesta de tipos de corte aplicados en culti-
vo in vitro para la familia Brassicaseae.

Figura 3.
Segmentos nodales con corte transversal, a partir de los 4 dias.
Se observa menor proliferacién de brotes.
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Proliferacion de nédulos

La respuesta a la proliferacion de brotes por ndédulos, in-
dic6 que en el medio solido utilizado con Murashige y Skoog
(MS) al 100%, adicionado con 0.0025 gL™ de cisteina, se
obtuvo un promedio desarrollo de 66.6 % en donde 10 de
cada 15 segmentos nodales proliferaron de manera efectiva a
partir de los 4 dias del cultivo (Figura 4 y 5).

Los segmentos cultivados respondieron en menor tiempo,
pero se obtuvo escasa cantidad de proliferacidn, a diferencia
de los resultados obtenidos por Osuna et al. (2006), donde
realizé induccion morfogenética de cotiledones y yemas api-
cales de la especie de L. virginicum, obteniendo brotacién
a partir de los 15 dias de cultivo; dentro de dicho estudio se
utilizé MS al 100% suplementado con acido indol-3-acético
(AIA) 0.1 gL' y cinetina (CN) 3 gL ™", donde 9 de cada 10
explantes desarrollaron brotacién.

Por otra parte, en un trabajo de investigacion realizado
por Tapia et al. (2001) realizaron induccion morfogenética de
explantes de hipocotilo de L. virginicum, obteniendo el 93%
de formacidn de brotes a los 90 dias de cultivo. En el cual uti-
lizaron medio MS adicionado con acido indol butirico (IBA)
3 gL™. Dicho estudio mostro diferencia, respecto a los dias de
brotacidn del presente trabajo realizado.

Sin embargo, Brucato et al. (2014) efectuaron micropro-
pagacion de L. virginicum por medio de microesquejes y

Figura 4.
Proliferacién de brotes a los 8 dias de cultivo (corte transver-
sal) con un rango de 6 a 7 hojas.

Figura 6.

Desarrollo vegetativo de brotes a los 15 dias de cultivo. a) corte

longitudinal, con floracién. b) corte transversal, sin flores.
% [ 4
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tallos, en medio MS modificado con 3 gL™* de 6-bencilami-
nopurina (BA) y 4 gL "de BA, en donde obtuvieron resultados
escasos, consecuencia de factores quimicos y ambientales re-
lacionado con la propagacio6n in vitro.

Asi mismo Bhasin et al. (2015) reporto la micropropaga-
cién por medio de entrenudos, apices y cotiledones de L. sa-
tuvum, utilizando medio MS, combinado con IAA 2.0 gL.™*
y BAP 5.0 gL ™%0 2.0 gL ™. Es preciso mencionar que, en la
investigacion realizada se obtuvo el 100% de efectividad en
brotes. El rango de dias por brote de apice fue de 15 a 25
dias, hojas cotiled6neas de 15 a 29 dias y entrenudos fue de
38 a 45 dias.

Mientras tanto Brucato et al. (2006), obtuvieron mayor
proliferacién de L. virginicum, en cultivo de microesquejes,
por medio MS adicionado con 1 mL™ de BA, con un rango
de brotacion de 15 a 30 dias. Reportaron que la adicién de
una auxina junto con esta citoquinina disminuye la forma-
cién de los mismos.

Por otra parte, el medio utilizado resulto afectivo para que
las plantulas presentaran un excelente desarrollo vegetativo en
menos dias (Figura 6), a diferencia de otros trabajos realizados,
que muestran gran cantidad de proliferaciéon con un rango de
15 a 90 dias. Considerando el niimero de proliferaciones, seria
indispensable realizar gran cantidad de unidades experimenta-
les para obtener mayor proliferacién en menos tiempo.

Figura 5.
Proliferacion de brotes a los 8 dias de cultivo (corte longitu-
dinal) con un rango de 7 a 12 hojas.

\'i' A st

b
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La presencia de flores de L. virginicum, ocurri6 a los 12
dfas dentro de los frascos de cultivo. De los cuales 10 segmen-
tos nodales presentaron floracion (Figura 7). Durante el tiem- po
de estudios se registraron dos frascos con floracion, el fras- co
uno presento 6 flores y el segundo de 9 flores. Resultados
similares obtuvo Osuna et al. (2016) al propagar plantas in
vitro de L. virginicum y adaptarlos en sustrato, en condiciones
de invernadero, presentaron flores con semillas viables a los
15 dias.

Cabe mencionar que el trabajo reportado presento flora-
cién in vitro, por lo cual se pudo visualizar el desarrollo de las
mismas, asi como el nimero de botones florales.

Floracion a los 12 dias de cultivo, principalmente en segmentos de corte
longitudinal de la especie de L. virginicum.

Respecto al enraizamiento, el primer tratamiento realiza-
do permitio el desarrollo de raices a los 12 dias de cultivo, sin en
cambio el segundo tratamiento retardo el enraizamiento.
Resultados similares obtuvieron Osuna et al. (2006), al sem-
brar brotes con medio MS complementado con acido indol
butirico (IBA) 14.76 gL, obteniendo raices a los 15 dfas. Por
otra parte, Tapia et al. (2001), indujeron enraizamiento de L.
virginicum a los 150 dias de cultivo utilizando medio MS con
IBA 3 gL™. Lo cual indica que el medio utilizado en la inves-
tigacion, resulto ser mds eficiente debido a que no se utilizé
un tratamiento para la induccién de raices, asi como también
se obtuvieron en menor tiempo.
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Al revelar la placa con luz ultravioleta (U.V.), a una lon-
gitud de 266 nm se pudieron visualizar bandas de color rosa
en menor proporcion del carril 1 de Bachharis salicifolia y
en el carril 2 de L. virginicum, se pudo observar el color
rosa, con mayor intensidad. Al revelarlos a 254 nm de la luz
U.V. Se visualizaron coloraciones variables al café en
mayor cantidad en el carril 1 de Bachharis salicifolia y en el
carril 2 de L. virginicum hubo menor presencia de colora-
cion (Figura 8). Se visualizd poca variacion de coloraciones
de las dos especies, indicando que ambas especies pueden
llegar a compartir compuestos, alguna con mayor concen-
tracién y otra en menor proporcién. Comparando la colo-
racion obtenida en el trabajo de Martinez (2021) realizado
con extractos de L. virginicum; el color café, representé la
presencia de esteroles.

Visualizacion en luz U.V. carril 1: Bachharis salicifolia y carril 2: Lepidium
virginicum, resuspendidos con dicloro metano metanol (DCM: MeOH).

uU.v.

UV
254 nm

Sin revelar 266 nm

—:—i
Carril: 1

-! -,
l J
2

Carril: 1 2 Carril: 1 2 .J

IV.CONCLUSIONES

De acuerdo al medio utilizado, para la induccién de segmen-
tos nodales a partir de Murashige y Skoog (MS) complemen-
tado con cisteina utilizando 0.0025 gL'l, fue eficiente con
respecto a la proliferacién de los nudos de los segmentos en
cuatro dias de cultivo, comparado a lo realizado por otros
autores; con un rango de 10 a 15 segmentos, presentaron pro-
liferacién de nddulos de las unidades experimentales realiza-
das. Asimismo, presentaron de 6 a 12 hojas por cada brote
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de L. virginicum. Por tal motivo, el uso de reguladores de
crecimiento suele ser importante para el desarrollo vegetativo
de plantas con diferentes tipos de interés y la utilizacion de
antibidticos no es indispensable para todos los cultivos.
Por otra parte, el tipo de corte también influyé en la pro-
liferacion de brotes, debido a que se registraron y se com-
pararon los dias de proliferacién en corte longitudinal y
transversal. Hubo variacion de dos dias, respecto al corte lon-
gitudinal; llegd a presentar floracion in vitro a los 13 dias con
un rango de 5 a 9 botones por cada inflorescencia y a los 15
dias hubo presencia de desarrollo de raices de L. virginicum.
En el presente estudio, se reportaron dos protocolos de
desinfestacion con una diferencia de concentracion y tiempo
de inmersion de las sustancias utilizadas para los segmentos
nodales en cultivo in vitro. Los protocolos resultaron eficien-
tes, debido a que no hubo presencia de contaminacion o al-
gln tipo de patégeno que pudiera afectar a la especie L. virgi-
nicum. Comparando los dos protocolos, el primero, permitié
el desarrollo vegetativo a los 4 dias y el segundo retraso6 la
proliferacion de nddulos por 2 dias de diferencia. Lo anterior,
podria ser utilizado para el estudio de otras especies.
Respecto a la cromatografia en capa fina, B. salicifolia y
L. virginicum, comparten ciertos componentes, mismos que
pueden caracterizarlos por ser plantas silvestres.
Finalmente, es importante mencionar los retos afronta-
dos en la investigacion durante la pandemia, en los cuales se
trabajo con tiempo limitado dentro de los laboratorios para
evitar la concentracion de estudiantes y docentes, asf como a
través de un sistema hibrido que consistié en trabajar algunos
dias en laboratorios y otros en linea.
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