FORSCHUNG

Wie ein gebrauchliches Neonicotinoid di¢

Seit der Einflihrung der Pflanzenschutzmittel aus der Gruppe der Neonicotinoide in der Landwirtschaft fiihren Imker
gesundheitliche Probleme ihrer Bienen auf diese Insektengifte zurlick. Prof. Dr. Randolf Menzel und sein Team von
der Freien Universitat Berlin liefern erneut Beweise dafiir, dass derartige Nervengifte wichtige Gehirnfunktionen
der Bienen — besonders im Bereich der Orientierung und der Gedachtnisleistung — beeintrachtigen.

RANDOLF MENZEL UND LEA TISON eit die Menschen vor gut 20000
Jahren gelernt haben, ihre Nah-
rungsmittel nicht nur zu sammeln,
sondern auch anzubauen und zu
ziichten, kampfen sie gegen Kon-
kurrenten wie Mduse, Ratten, Vogel,
winzige Wirmer, Pilze, Bakterien, aber
vor allem Insekten. Dieser Kampf wird
umso schwieriger, je attraktiver die
Ansammlung besonders ertragreicher,
also hoch gezlchteter Pflanzen in
grossen Monokulturen ist. Auch das
Anpflanzen der gleichen Kulturen
Uber mehrere Jahre in angrenzenden
Feldern mit den gleichen oder &hnli-
chen Sorten macht es den Nahrungs-
konkurrenten leichter, sich zu ver-
breiten und grosse Populationen zu
entwickeln. Heute haben wir die pro-
duktivsten Pflanzen seit Menschen-
gedenken und eine Landwirtschaft,
die hauptsachlich auf Monokulturen
setzt. Bevor der chemische Pflanzen-
schutz gegen die Nahrungskonkur-
renten eingesetzt wurde, nutzten die
Bauern eine Reihe von erstaunlich
wirksamen Methoden, um sich gegen
das Uberhandnehmen der «Schadlin-
ge» zu wehren, darunter die mehrjah-
rige Fruchtfolge, das Aufbrechen des
Bodens nach der Ernte, die geschickte
Kombination von gemeinsam wach-
senden Pflanzen und manches mehr.
Leider sind viele dieser bewahrten
Methoden im Zeitalter der industria-
lisierten und auf Effizienz getrimmten
Landwirtschaft verloren gegangen.

Chemische Pflanzenschutzmittel
Die pharmazeutische Industrie bietet

Bienen haben zwar ein kleines, aber hoch strukturiertes Gehirn. Die etwa eine Million Nervenzellen sind im Verhaltnis zu den arbe|t5|nt§h5|-
in verschiedenen Bereichen besonders eng miteinander verkniipft. Hier ist der fiir das Sehen zustindige Bereich ~ veren Abwehrmethoden recht billige
gelb markiert, der fiir das Riechen griin und der fiir die Kompassorientierung nach der Sonne blau. Fiir das Lernen  Pflanzenschutzmittel an. Diese Waffe
und die ngéchtnisbildupg §ind vor gllem zwei pilzférmigg Str}Jkturen (i_n Rot) zustandig. Jeder. dieser Pilzkbrper  stellt sich aber zunehmend als ein ge-
be_stght vyleder aus zwei T_ellen, die in dem ob.eren k_eIchformrgen Berelgh getrennt smd unq in dem unteren  fahrliches Damoklesschwert heraus.
stielférmigen zusammenliegen. Hoch verarbeitete Sinneseingange erreichen die Pilzkorper in den Kelchen. Die : . . . o

das Verhalten steuernden Ausgénge verlassen den Pilzkdrper in den Stielen. Fir die Wirkung der Neonicotinoide ist Hv|er machte ich mich mit Iemer Gruppe
besonders wichtig, dass die Sinneseingénge in den Kelchen iiber zwei Molekiile vermittelt werden: die  dieser gegen Insekten gerichteten Sub-
nikotinischen Acetylcholin- und die Gamma-Aminobuttersaure-Rezeptoren (nACh- und GABA-Rezeptoren). stanzen befassen und dabei vor allem
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T VINJGIIVINNS

Gehirnfunktionen von Bienen stort

auf eine Substanz konzentrieren, das
Thiacloprid. Dieses gehort zur Gruppe
der Neonicotinoide. Aus der Sicht des
Pflanzenschutzes sind dies ausseror-
dentlich willkommene Substanzen, weil
sie extrem toxisch flr Insekten und alle
anderen Nicht-Wirbeltiere, aber weni-
ger schadlich fur Saugetiere und den
Menschen sind. Zudem sind sie in Was-
ser gut loslich und in der Umwelt sehr
stabil. Verglichen mit dem unseligen
DDT und dem spater eingefuhrten Lin-
dan (Wirkstoff Hexachlorcyclohexan),
die beide inzwischen verboten wur-
den, stellen die Neonicotinoide in der
Tat einen Fortschritt dar. Fir eine ver-
gleichbare Wirkung auf den Menschen
bedarf es einer um ca. 10000-fach
hoheren Menge an aufgenommener
Substanz. Das bedeutet aber nicht,
dass Neonicotinoide fur Saugetiere
und den Menschen ungefahrlich sind.
Bei derart wirksamen Substanzen lasst
sich selbst bei geringsten Mengen bei
langandauernder Aufnahme mog-
licherweise gar keine Wirksamkeits-
schwelle angeben.!

Wirkmechanismus der
Neonicotinoide

Im Gehirn wird die Kommunikation
der Nervenzellen untereinander Uber
bestimmte Rezeptormolekile vermit-
telt. Diese sind fur die Botenstoffe
zwischen den Nervenzellen (Neuro-
transmitter) empfanglich. Ein solcher
Botenstoff im Insektengehirn ist das
Acetylcholin und das dazu gehorige
Empfanger-Molekdl ist entsprechend
der Acetylcholin-Rezeptor (AChR).
Solche Rezeptoren binden aber auch
andere Substanzen, beim AChR zum
Beispiel das Gift Nikotin. Daher wer-
den Rezeptoren dieser Untergruppe
nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren
(nAChR) genannt. Auch die chemisch
mit dem Nikotin strukturverwandten
Neonicotinoide werden an den nAChR
gebunden und bewirken wie der na-
turliche Neurotransmitter Acetylcho-
lin eine Erregung der Nervenzellen.
Auch eine andere Gruppe von Rezep-
tormolekilen im Gehirn der Insekten
binden die Neonicotinoide. Diese

werden als Gamma-Aminobuttersaure-
Rezeptoren (GABA-Rezeptoren) be-
zeichnet. Diese Rezeptoren sind
ebenfalls von grosser Bedeutung
fur die Funktionsweise des Gehirns.
Neonicotinoide kénnen von den Ner-
venzellen im Gegensatz zu den natir-
lichen Neurotransmittern nicht abge-
baut werden. Daher wirken sie zuerst
stark erregend auf die Nervenzellen
und blockieren danach die Rezepto-
ren und damit die Signalweiterleitung.
Diese Schadigung ist nahezu irreversi-
bel und fuihrt dazu, dass die betroffe-
nen Nervenzellen in den meisten Fal-
len absterben. Bei gentigend starker
Schadigung kann das zum Gehirntod
fuhren. Aber bereits bei einer Aufnah-
me von viel geringeren Mengen von
Neonicotinoiden wird das Verhalten
der Tiere beeintrachtigt.

Betroffene Gehirnbereiche
Da im Insektengehirn die nAChR- und
die GABA-Rezeptoren vor allem in je-
nen Bereichen liegen, die fur die Sin-
neswahrnehmungen sowie das Lernen
und die Gedéachtnisbildung zustandig
sind, ist zu erwarten, dass die Tiere die
Umwelt nicht mehr angemessen wahr-
nehmen, nicht mehr lernen und kein
Gedéachtnis mehr bilden kénnen. Auf
diese Fragen haben wir uns deshalb in
unseren Untersuchungen konzentriert.
In der Abbildung auf der vorange-
henden Seite sind die fUr die Sinnes-
wahrnehmung und das Geddchtnis
wichtigen Regionen im Insektenge-
hirn als paarige pilzférmige Strukturen
zu erkennen. In diesen sogenannten
Pilzkorpern laufen alle Sinneseingén-
ge zusammen, werden miteinander
verkniipft und mit den Signalen Uber
Belohnung oder Bestrafung verbun-
den. Dabei verschalten sich die Ner-
venzellen neu, worauf letztlich die
«Gedachtnispur» beruht.

Zusatzliche Wirkungen,
Interaktionen und

kumulative Effekte

Neben den Wirkungen auf das Gehirn
haben aber Neonicotinoide eine gan-
ze Reihe von weiteren schadigenden

Effekten, deren Wirkmechanismen
noch nicht so gut aufgeklart sind.
Neonicotinoide aktivieren oder blo-
ckieren Gene, was die Immunabwehr
schwécht, die Entwicklung von Larven
und Puppen beeintrachtigt, die Vitali-
t4t der Spermien in der Spermatheka
der Kénigin reduziert und ganz allge-
mein den Gesundheitszustand der Tiere
negativ beeinflusst. Auch der Energie-
stoffwechsel ist durch eine Wirkung der
Neonicotinoide auf die Mitochondrien,
die Kraftwerke der Zelle, gestort. Das
unter anderem zu Problemen der Tem-
peraturregulation im Bienenvolk fuhrt.
Fir all diese Effekte gibt es eine grosse
Zahl von wissenschaftlichen Belegen.?

Dabei stellte es sich heraus, dass
auch die Mengen an Neonicotinoiden,
welche die Tiere unter landwirtschaft-
lichen Bedingungen aufnehmen, be-
reits solche Effekte auslosen. Wildbie-
nen und Hummeln erweisen sich dabei
als empfindlicher als Honigbienen, was
ganz offensichtlich mit der hohen Puf-
fer- und Anpassungskapazitat der Ho-
nigbienenkolonie  zusammenhangt.
Wenn also keine oder nur schwachere
Effekte auf Honigbienenkolonien ge-
funden werden, was immer wieder ein-
mal beobachtet wurde, bedeutet dies
nicht, dass die einzelnen Tiere weniger
geschadigt werden. Das ganze Volk
kann dann aber den Verlust oder das
gestorte Verhalten besser ausgleichen.
Die besonderen Eigenschaften der Re-
gulation eines sozialen Insektenstaates
wie des «Superorganismus Bien» fuh-
ren aber dazu, dass dieser auch plétz-
lich zusammenbrechen kann, wenn
zum belasteten Zustand zusatzliche
Storfaktoren hinzukommen. Das kann
zum Beispiel eine Infektion mit der
Varroa sein. In einem solchen Fall wird
dann der leicht nachweisbare Faktor
(hier Varroa) falschlicherweise als die
Ursache angesehen. Dieser Fehlschluss
ist auch deshalb so naheliegend, weil
der Nachweis der in geringsten Men-
gen wirksamen Neonicotinoide in den
Bienen oder in der Kolonie schwierig
und teuer ist und weil die verlorenge-
gangenen Bienen nicht mehr unter-
sucht werden kénnen.




Im Labor wer-
den Bienen auf
einen Duft dres-
siert. Dazu wer-
den Bienen in
kleine Rohrchen
gesteckt, aus
denen sie spater
auch wieder
befreit werden
kénnen. Wenn
sie hungrig sind,
strecken sie bei
Beriihrung der
Antennen mit
einem Tropfen
Zuckerlosung
reflexartig den
Riissel aus

und lecken die
Zuckerldsung.
Werden sie vor
dieser Zucker-
belohnung mit
einem Duft an-
geblasen, lernen
sie, den Duft als
Hinweisreiz fiir
die Belohnung
zu erkennen.
Dass sie ein Ge-
dachtnis fir den
Duft gebildet
haben, zeigen
sie spater durch
Ausstrecken

des Riissels

an, wenn nur
der Duft allein
gegeben wird.
Die Starke ihres
Gedachtnisses
driickt sich in
der Wahrschein-
lichkeit des Riis-
selausstreckens
aus. Dazu wer-
den viele Bienen
dressiert und
getestet.
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Der Erfolg der Bienen beruht
auf Lernen und Gedachtnis
Wir hatten schon friher festgestellt,
dass das Neonicotinoid Thiacloprid
die Navigation, die Sammelmotivation
und die Tanzkommunikation unter na-
trlichen Testbedingungen stért.2 Nun
hat uns interessiert, auf welche Vor-
gange dies in ihrem Gehirn zuriick-
zufuhren ist und ob die handelsbli-
che Formulierung dieser Substanz im
Pflanzenschutzmittel Calypso® eine
ahnliche Wirkung hat.

Bienen sind in ihrem Bestaubungs-
geschaft deswegen so erfolgreich,
weil sie im Stock voneinander lernen
und weil sie als Einzeltier draussen in
der Natur sehr schnell den Ort, die
Eigenschaften von Bliten wie Farbe,
Duft, Form, Manipulierbarkeit, Bliih-
zeiten, Nektar- oder Pollenproduktion,
Ergiebigkeit und manches mehr ler-
nen und im Gedachtnis speichern.
Wichtig ist dabei der Gedachtnisspei-
chervorgang. Nur wenn das Gelernte

abgespeichert wurde, kann die Biene
sich im entscheidenden Moment an
das Gelernte erinnern.

Mit dem Riisselreflex das

Bienengedachtnis testen

Um das Bienengedachtnis zu testen,
haben wir eine bewahrte Versuchs-
anordnung angewandt, mit der ich
Uber 50 Jahre viel Uber die Vorgan-
ge im Bienengehirn herausgefunden
habe.®> Hungrige Bienen in einem
Réhrchen strecken ihren Riissel aus,
wenn ihre Antennen Zuckerlésung
am Zahnstocher berthren (Abbil-
dungen oben). Diese Reaktion er-
lernen sie mit einem Duftreiz zu
verknipfen, wenn sie anschliessend
kurz nach dem Duftreiz zur Beloh-
nung am Zahnstocher lecken dr-
fen. Bereits nach nur wenigen Lern-
vorgdngen mit der Paarung von Duft
und Belohnung zeigen die Versuchs-
bienen, auch wenn der Duft allein
gegeben wird, durch Ausstrecken
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des Russels, dass sie die Verkniip-
fung von Duft und Belohnung ge-
lernt und in ihrem Gedachtnis ge-
speichert haben.

Schlaf verbessert

das Gedachtnis

Wichtig flr die Gedachtnisbildung ist
fur Bienen wie fur alle Tiere und den
Menschen die Zeit nach dem Lernen:
Treten keine Storsignale auf, verschal-
tet sich das Gehirn neu und speichert
auf diese Weise das Gelernte im Ge-
dachtnis. Der Schlaf ist bei Bienen, wie
auch bei uns, ein besonders geeigne-
ter Gehirnzustand fur diesen Vorgang.
Im Schlaf werden besonders stabile
Gedachtnisinhalte gebildet.® Auch
fir das Abrufen aus dem Gedachtnis
muss das Gehirn ungestort sein. Wir
mussen also die drei Phasen, das Ler-
nen, die Gedachtnisbildung und den
Gedéachtnisabruf, getrennt priifen. Ob
Lernen durch Neonicotinoide gestért
wird, prifen wir durch die Gabe der
Substanz vor dem Lernen. Ob die Ge-
dachtnisbildung gestort wird, priifen
wir durch die Gabe der Substanz nach
dem Lernen (in unserem Fall 5 Stun-
den nach dem Lernen, aber 16 Stun-
den vor der Prifung der Erinnerung).
Einen mdéglichen Effekt auf den Ge-
déchtnisabruf prifen wir, in dem wir
die Substanz kurz vor der Prifung der
Erinnerung geben (in unserem Fall 2
Stunden vor dem Gedéchtnisabruf).

Neonicotinoide schaden dem
Lernen und dem Gedachtnis
NehmendieTierevordemLernen69 ng
Thiacloprid oder 120 ng Calypso®
pro Tier auf, ist ihr Lernverhalten mas-
siv gestort. Lassen wir die Bienen das




Thiacloprid 5 Stunden nach dem Ler-
nen und 16 Stunden vor der Gedacht-
nisprifung aufnehmen, dann haben
sie nahezu kein Gedéachtnis gebildet
(obere Grafik rechts). Der linke Teil in
jeder der beiden Abbildungen zeigt
an, wie jeweils zwei Gruppen von
Tieren den Duft gelernt haben. Da-
bei wurden alle Tiere in der gleichen
Weise dreimal auf den Duft dressiert
(Lernkurven 1, 2, 3). Der Anstieg der
Lernkurven zeigt, dass die Bienen gut
gelernt haben. Danach werden die
Bienen zwei Gruppen zugeteilt. Die
eine dient als Kontrolle (keine Aufnah-
me von Thiacloprid oder Calypso®),
die andere ist die behandelte Grup-
pe (mit Thiacloprid-Aufnahme in A, mit
Calypso®-Aufnahme in B). Am ndchs-
ten Tag wird das Gedachtnis gepruft.
Die beiden Kontrollgruppen erinnern
sich gut, die beiden Gruppen von be-
handelten Bienen haben ein sehr viel
schlechteres Gedéachtnis. Auch der Ge-
dachtnisabruf wird gestort, und hier
ist der Effekt fur Calypso® sogar be-
reits bei einer Dosis von 20 ng pro Tier
eindeutig nachzuweisen (untere Grafik
rechts). Natlrlich haben wir auch ho-
here Dosen geprft; diese wirken dann
mindestens genauso storend.*

Sind diese Ergebnisse relevant
fiir die Landwirtschaft?

Thiaclopridhaltige Pflanzenschutz-
mittel wie Calypso® oder Biscaya®
wurden bisher noch nicht durch die
Europdische Kommission verboten,
weil die todlichen Dosen pro Tier
deutlich héher liegen als bei anderen
Neonicotinoiden wie Clothianidin,
Imidacloprid oder Thiamethoxam.
Auch die nicht toédlichen Dosen die-
ser Neonicotinoide liegen fur die im
Labor getesteten Lern- und Gedacht-
nisleistungen sehr viel niedriger. Wir
fanden z.B. fur Clothianidin, dass die
Gedachtnisbildung bereits bei 0,33 ng
pro Tier gestort wird. Thiacloprid muss
also in hoheren Dosen aufgenom-
men werden, um die gleichen Effek-
te zu erzeugen. Die todliche Dosis fur
Thiacloprid (LD, =50 % der Tiere ster-
ben innerhalb von 24 Stunden) liegt bei
1500 ng pro Tier, wahrend dafir von
den anderen Neonicotinoiden nur zwi-
schen 15 und 30 ng pro Tier nétig sind.
Allerdings werden auch sehr viel hdhere
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Gedachtnisbildung nach Thiacloprid (A)
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Thiacloprid 69 ng/Tier

5 Std. nach lernen

Gedachtnisbildung nach Calypso® (B)

Lernen Erinnerungstest
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B8 Kontroll- Tiere (48)
80- @@ Behandelte Tiere (51)
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S

Calypso® 200 ng/Tier
5 Std. nach lernen

Priifung auf eine Stérung der Gedéchtnisbildung. In diesem Experiment priiften wir, ob
Thiacloprid (A) oder Calypso® (B) die Gedachtnisbildung stort. Links ist jeweils der
Lernverlauf wahrend drei Lernvorgéngen (1, 2, 3) dargestellt, der zeigt, wie jeweils zwei
Gruppen von Tieren den Duft gelernt haben. Dabei wurden alle Tiere in der gleichen
Weise dreimal auf den Duft dressiert (Lernen 1, 2, 3). Der Anstieg der Lernkurven zeigt,
dass die Bienen gut gelernt haben. Danach wurden die Bienen zwei Gruppen zugeteilt,
die eine (blau) diente als Kontrolle (keine Aufnahme von Thiacloprid oder Calypso®), die
andere (rot) war die behandelte Gruppe (in A mit 69 ng Thiacloprid-Aufnahme pro Tier,
in B mit 200 ng Calypso®-Aufnahme pro Tier). Am néchsten Tag wurde das Gedéchtnis

gepriift (blauer Balken fiir Kontrolle und roter fiir behandelte Tiere). Die beiden Kontroll-
gruppen erinnerten sich gut, die beiden Gruppen von behandelten Bienen hatten ein sehr
viel schlechteres Gedéchtnis. Das Mass fiir die Gedachtnisstérke ist die auf der Ordinate
aufgetragene Wahrscheinlichkeit, auf den gelernten Duft zu reagieren (% Riisselausstrecken).*

Konzentrationen von Thiacloprid
eingesetzt. Dazu braucht man nur
auf den Beipackzettel fur Calypso®
zu schauen: 7 g Thiacloprid wird in
50 Liter Wasser gelost. Das fuhrt zu
140 ng/pl Thiacloprid auf der Bllte,
wenn damit gespritzt wird. Bienen
sammeln 30-50 pl Nektar pro Sam-
melflug. Sie nehmen also mindestens

400 ng Thiacloprid in einem Sammel-
flug auf und tragen das meiste davon
in den Stock. Fliegen sie wahrend des
Sammelns und dem Weg zum Stock
zurlick etwa einen Kilometer, gelangen
ungefahr 100 ng Thiacloprid in ihren
Korper. Wie wir gesehen haben, be-
wirkt bereits eine einmalige Aufnahme
von weniger als 100 ng eine massive
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Gedachtnisabruf nach Thiacloprid (A)
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Gedachtnisabruf nach Calypso® (B)
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Stérung der Gehirnfunktionen. Wird das
Neonicotinoid Uber mehrere Tage verteilt
aufgenommen, ist die Wirkung noch viel
drastischer. Die Navigation der Bienen
wird bereits durch Mengen von 420 ng
Thiacloprid pro Sammelflug gestort.? In
unseren Experimenten flhrte das, we-
gen der kurzen Flugstrecke, zu einer
Aufnahme von nur 2 ng in den Korper
der Bienen pro Sammelflug. Zudem
mussen wir festhalten, dass alle unsere
Experimente im Freiland und im Labor
jeweils mit nur einem Pflanzenschutz-
mittel durchgefiihrt wurden. Unter land-
wirtschaftlichen Bedingungen nehmen
die Bienen aber meistens Mischungen
mehrerer solcher Substanzen auf. Dies
fuhrt nachgewiesenermassen zu einer
Potenzierung der einzelnen Effekte.

Die von uns gepriiften Neonicotinoid
mengen pro Tier liegen im Bereich und
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teils wesentlich unter den Mengen, die
im Pollen und Nektar mit Neonicotinoi-
den gespritzter oder aus gebeiztem Sa-
men gewachsener Pflanzen gefunden
werden (z.B. 1-10 ng/g Thiamethoxam
in Pollen und Nektar, 0,5-36 ng/g Imi-
dacloprid von Sonnenblumen, 90 ng/g
Thiacloprid im Pollen von Obstbllten).
Innerhalb von Kolonien wurden z.B.
im Deutschen Bienen Monitoring Pro-
gramm folgende Mengen von Thiaclo-
prid gefunden: 130 ng/g(2011,in61%
der Kolonien), 498 ng/g (2012 in 61 %
der Kolonien), 240 ng/g (2013 in 56 %
der Kolonien). Die aktuellste Zusammen-
stellung dazu findet man in der Publika-
tion von Giorio et al.” Daraus geht her-
vor, dass nahezu alle nachgewiesenen
Konzentrationen von Neonicotinoiden
bei den Mengen, welche die Tiere an
Nektar oder Pollen sammeln, zu Mengen
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Priifung auf eine
Stérung des
Gedachtnisabrufs
durch die Auf-
nahme von
Thiacloprid (A)
oder Calypso®(B).
Links ist jeweils
der Lernver-

lauf wahrend
drei Lernvor-
gangen (1,2, 3)
dargestellt. In
Grafik A sind die
dressierten Tiere
in zwei Gruppen
aufgeteilt: Blau
die Kontroll-
gruppe (keine
Thiacloprid-
Aufnahme);

rot die mit der
Aufnahme von
69 ng Thiacloprid
pro Tier zwei
Stunden vor dem
Gedachtnisab-
ruf behandelte
Gruppe.

In Grafik B sind
die Tiere nach
dem Lernen in
drei Gruppen auf-
geteilt: Blau die
Kontrollgruppe
(keine Calypso®-
Aufnahme), griin
die mit 20 ng
Calypso® pro
Tier behandelte
Gruppe und rot
die mit 200 ng
Calypso® pro Tier
zwei Stunden vor
dem Gedachtnis-
abruf behandelte
Gruppe. Die Er-
innerungstests
zeigen, dass das
Gedachtnis bei
den behandelten
Tieren nur sehr
schwach abgeru-
fen werden kann.
Dabei ist be-
sonders bemer-
kenswert, dass
sogar die geringe
Menge von 20 ng
Calypso® pro Tier
den Gedachtnis-
abruf stort.

pro Tier fihren, die deutlich Gber den
Werten liegen, fir die wir zwar nicht
todliche, aber die Gedéachtnisbildung
und den Gedachtnisabruf verschlech-
ternde Effekte fanden. O
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