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TÓM TẮT 

Đậu tương là loại cây trồng nhạy cảm với các stress phi sinh học và thuộc nhóm cây chống chịu 

kém, do vậy vấn đề đặt ra là ứng dụng công nghệ nào để tăng cường khả năng chống chịu các 

stress của cây đậu tương trong bối cảnh biến đổi khí hậu hiện nay. Protein dehydration-responsive 

element binding (DREB) là nhân tố phiên mã kích hoạt các gen liên quan đến tính chống chịu các 

stress phi sinh học của cây đậu tương. Việc tăng cường biểu hiện gen DREB sẽ làm tăng hoạt động 

phiên mã của các gen chức năng và nâng cao khả năng chống chịu các stress của cây đậu tương. 

Trong bài báo này, chúng tôi trình bày kết quả thiết kế vector chuyển gen thực vật 

pBI121_GmDREB7 để biến nạp vào cây đậu tương nhằm tạo dòng chuyển gen có khả năng chống 

chịu các stress của môi trường. Gen GmDREB7 được tổng hợp nhân tạo có 609 bp, gồm vùng mã 

hóa, đoạn nucleotide chứa vị trí cắt của cặp enzyme giới hạn XbaI/ SacI, trình tự mã hóa peptid 

kháng nguyên cmyc. Hoạt động của vector chuyển gen pBI121_GmDREB7 được đánh giá trên cây 

thuốc lá thông qua phân tích PCR và RT-PCR. 

Từ khóa: đậu tương; GmDREB7; họ nhân tố phiên mã AP2; stress phi sinh học; vector chuyển 

gen thực vật. 
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ABSTRACT 
Soybean is a crop sensitive to abiotic stresses and belongs to group of crops that are abiotic stress-

resistant crops at a low level, therefore the issue raised is to apply which technology to increase 

the tolerance of soybean plants in the context of climate change today. Dehydration-responsive 

element binding (DREB) protein is a transcription factor that activates genes involved in abiotic 

stress tolerance of soybean plants. Overexpression of DREB genes will increase the transcriptional 

activity of functional genes and enhance resistance to the stresses of soybean plants. In this paper, 

we present the results of the plant transgenic vector design pBI121_GmDREB7 for transformation 

into soybean in the aim of creation of transgenic soybean lines with resistance to environmental 

stresses. The GmDREB7 gene was artificially synthesized with 609 bp in length, including the coding 

region, nucleotide fragment containing the cutting position of the limited enzyme pair XbaI/SacI, and 

the encoding sequence of the cmyc antigen peptid. The activity of pBI121_GmDREB7 transgenic 

vector was evaluated on tobacco plants through PCR and RT-PCR analyses. 

Keywords: Soybean; GmDREB7; AP2 transcription factor family; abiotic stress; plant transgenic 

vector. 
 

Received: 12/6/2019; Revised: 15/7/2019; Published: 16/7/2019 

* Corresponding author. Email: chuhoangmau@tnu.edu.vn

http://jst.tnu.edu.vn/
mailto:jst@tnu.edu.vn
mailto:chuhoangmau@tnu.edu.vn


Nguyễn Thị Ngọc Lan và Đtg Tạp chí KHOA HỌC & CÔNG NGHỆ ĐHTN  202(09): 151 - 157 

 

http://jst.tnu.edu.vn;  Email: jst@tnu.edu.vn 152 

 

1. Giới thiệu 

Đậu tương (Glycine max (L.) Merrill) là loại 

cây trồng có vị trí quan trọng trong các cây 

nông nghiệp và trong đời sống của con người. 

Đậu tương được xem là cây trồng khá nhạy 

cảm với các tác động của môi trường. Các 

stress phi sinh học như hạn, mặn, sốc nhiệt … 

gây ảnh hưởng nghiêm trọng đến sự sinh 

trưởng, phát triển của cây đậu tương và làm 

giảm năng suất, chất lượng hạt đậu tương. Vì 

vậy cải thiện khả năng chống chịu các stress 

phi sinh học của cây đậu tương là vấn đề 

được quan tâm trong nghiên cứu ứng phó với 

biến đổi khí hậu hiện nay. Một số nghiên cứu 

ứng dụng kỹ thuật chuyển gen liên quan đến 

tính chống chịu các yếu tố bất lợi từ ngoại 

cảnh của cây đậu tương đã được công bố. Lo 

và cs (2015) [1] đã báo cáo kết quả biểu hiện 

gen GmEXP1 liên quan đến khả năng kéo dài 

rễ của cây đậu tương, Tan và cs (2015) [2] 

nghiên cứu biểu hiện mạnh gen mã hóa nhân 

tố phiên mã DREB2 đã làm tăng khả năng 

tích lũy prolin ở cây chuyển gen. 

Họ AP2 là một nhóm lớn các nhân tố phiên 

mã ở thực vật, bao gồm bốn phân họ lớn: 

AP2, RAV, ERF và DREB [3]. Phân họ 

protein dehydration-responsive element - 

binding (DREB) đặc trưng bởi miền bảo thủ 

AP2 chứa các vị trí liên kết với mạch DNA ở 

vùng promoter. Miền AP2 có khoảng 58 hoặc 

59 amino acid, trong đó có một số amino acid 

liên kết với nhân tố đáp ứng sự mất nước 

(DRE) hoặc hộp GCC [2], [4]. Trình tự cis 

trong promoter của gen DREB và nhân tố 

trans của protein DREB đóng vai trò quan 

trọng trong biểu hiện gen đáp ứng với tác 

động của các stress phi sinh học. Nhân tố 

trans liên kết với các trình tự cis đã kích hoạt 

biểu hiện gen chức năng ở thực vật khi có tín 

hiệu stress từ môi trường. Đặc điểm của gen 

DREB ở cây đậu tương đã được tiếp cận 

nghiên cứu từ những năm đầu của thế kỉ XXI. 

Các gen DREB1, DREB2, DREB5 đã được 

một số tác giả phân lập từ cây đậu tương [5], 

[6], [7], [8]. Liu và cs (2007) [9] đã phân lập 

được gen GmDREB6 từ mRNA của cây đậu 

tương với kích thước là 693 bp. Một trình tự 

gen mã hóa protein chứa miền AP2 đã được 

phân lập từ mRNA của cây đậu tương mang 

mã số BT092314 trên GenBank [10] là gen 

ứng cử viên được chúng tôi gán nhãn là 

GmDREB7. Gen GmDREB7 có vị trí 

LOC100527471 trên nhiễm sắc thể số 12 của 

đậu tương. Vùng mã hóa của gen GmDREB7 

có kích thước 561 bp, có mã mở đầu là ATG 

và mã kết thúc là TGA, mã hóa 186 amino 

acid. Miền AP2 của protein GmDREB7 có 59 

amino acid chứa 11 amino acid liên kết với 

trình tự promoter ở các vị trí 66, 67, 69, 71, 

73, 75, 79, 81, 88, 90, 93.  

Một số thành viên của phân họ gen DREB 

được xác định có trong hệ gen của cây đậu 

tương như: GmDREBa, GmDREBb, 

GmDREBc, GmDREB1, GmDREB2, 

GmDREB3, GmDREB5, GmDREB6, 

GmDREB7 [11]. Nhóm gen GmDREB1 đã 

được xác định là điều khiển tính chịu hạn, 

mặn và lạnh, nhóm gen GmDREB2 lại có vai 

trò chủ yếu trong điều khiển tính chịu hạn [2], 

chịu nóng và sản phẩm của gen GmDREB6 có 

chức năng kích hoạt gen GmP5CS phiên mã 

khi có tín hiệu stress mặn từ môi trường [12]. 

Tuy nhiên, cho đến nay chưa có nghiên cứu 

nào báo cáo về chức năng của protein 

GmDREB7 đối với quá trình phiên mã của 

các gen liên quan đến tính chống chịu các 

stress phi sinh học của cây đậu tương. Trong 

nghiên cứu này chúng tôi trình bày kết quả 

thiết kế vector chuyển gen thực vật mang gen 

GmDREB7 phục vụ chuyển gen nhằm phân 

tích chức năng sinh học của gen GmDREB7 

trong cây đậu tương. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu 

Giống thuốc lá K326 được sử dụng làm cây 

mô hình trong đánh giá hoạt động của vector 

chuyển gen thực vật. Vector chuyển gen 

pBI121 và chủng vi khuẩn Agrobacterium 

tumefaciens CV58 do Phòng Công nghệ Tế 

bào thực vật, Viện Công nghệ Sinh học, Viện 

Hàn lâm Khoa học và Công nghệ Việt Nam 

cung cấp. 

2.2. Phương pháp 
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2.2.1. Phương pháp thiết kế gen GmDREB7 

và vector chuyển gen, tạo dòng vi khuẩn A. 

tumefaciens tái tổ hợp 

Vector chuyển gen GmDREB7 được thiết kế 

theo hai bước cơ bản: Thiết kế cấu trúc độc 

lập mang gen chuyển GmDREB7 và gắn cấu 

trúc gen GmDREB7 vào vector chuyển gen 

thực vật pBI121.  

Gen GmDREB7 nhân tạo được thiết kế dựa 

trên trình tự gen GmDREB7 (cDNA) mang 

mã số BT092314 trên GenBank [10]. Thêm 8 

nucleotide (GCTCTAGA) ở đầu 5‘ chứa vị trí 

cắt của enzyme XbaI và 7 nucleotide 

(GAGCTCG) ở đầu 3’ chứa vị trí cắt của 

enzyme SacI. Bổ sung 33 nucleotide mã hóa 

cho peptide kháng nguyên cmyc. Gen 

GmDREB7 nhân tạo được gắn trong vector 

pUC18. 

Sơ đồ thiết kế vector chuyển gen thể hiện ở sơ 

đồ hình 1. 

Vector chuyển gen pBI121_GmDREB7 được 

biến nạp vào A. tumefaciens bằng xung điện 

(2,5 kV, 25 F, 200 Ω) để tạo ra vi khuẩn tái tổ 

hợp mang gen chuyển GmDREB7. 

 
Hình 1. Sơ đồ thiết kế vector chuyển gen 

pBI121_GmDREB7 

2.2.2. Phương pháp tạo cây thuốc lá chuyển 

gen thông qua A. tumefaciens 

Chuyển gen vào cây thuốc lá tiến hành theo 

phương pháp của Topping (1998) [13]. Sử 

dụng lá thuốc lá trong bình cây làm vật liệu 

nhận gen. Các mảnh lá được cắt với kích 

thước khoảng 1 cm
2
 và cảm ứng trên môi 

trường tái sinh trong 48 giờ. Nuôi chọn lọc và 

phục hồi A. tumefaciens tái tổ hợp. Các mảnh 

lá đã cảm ứng được ngâm trong dịch huyền 

phù vi khuẩn 20 phút, thấm khô rồi chuyển 

lên môi trường đồng nuôi cấy và đặt trong tối 

2 ngày. Sau đó chuyển sang môi trường MS 

bổ sung BAP và kanamicin để tái sinh đa 

chồi. Các chồi được chuyển vào môi trường 

tạo rễ, bổ sung kanamicin. Các cây con được 

chuyển ra trồng trong chậu và nhà lưới. 

2.2.3. Phương pháp phân tích cây thuốc lá 

chuyển gen 

DNA tổng số tách chiết từ lá thuốc lá theo 

phương pháp của Saghai-Maroof và cs  

(1984) [14]. RNA tổng số được chiết rút bằng 

bộ kit Trizol (Invitrogen) và cDNA được tổng 

hợp từ RNA bằng bộ kit Maxima® First 

Strand (Fermantas). Xác định sự có mặt của 

gen chuyển GmDREB7 trong cây thuốc lá 

chuyển gen bằng PCR và phân tích sự biểu 

hiện của gen chuyển GmDREB7 ở mức phiên 

mã bằng RT-PCR. Cặp mồi XbaI-DREB7-F/ 

DREB7-SacI-R sử dụng cho PCR có trình tự 

nucleotide là:  

XbaI-DREB7-F:5’- 

agaATGTTAGCGAAAACCCATAACA-3’;  

DREB7-SacI-R: 5’- 

ATTCAGATCCTCTTCTGAGATGAGT -3’.  

Kích thước đoạn DNA được nhân bản dự kiến 

là 609 bp. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Thiết kế gen GmDREB7 và vector 

chuyển gen thực vật mang gen GmDREB7 

3.1.1. Thiết kế gen GmDREB7 nhân tạo 

Đoạn gen GmDREB7 được thiết kế và tổng 

hợp nhân tạo dựa trên trình tự nucleotide của 

gen GmDREB7 mang mã số BT092314 trên 

GenBank. Gen GmDREB7 nhân tạo có 561 

nucleotide, bổ sung 15 nucleotide chứa vị trí 

cắt của cặp enzyme XbaI/SacI và 33 

nucleotide mã hóa peptid cmyc, tổng cộng là 

609 nucleotide (Hình 2). Gen GmDREB7 

được gắn vào vector pUC18. 
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gctctagaATGTTAGCGAAAACCCATAACAAAGGGGATGGATCTAAGTCCCTGGCTAAGATACTGGCAAAA

TGGAAAGAATATAATGCCCAGATTGATTCCAGCAGTGATGCGGATAAGCCAGTTCGCAAAGTTCCTGCCAA

GGGATCGAAGAAGGGGTGCATGAAAGGTAAAGGGGGCCCTGAGAACTCGCGGTGTAACTACAGAGGTGTTA

GGCAAAGGACTTGGGGAAAGTGGGTTGCTGAAATCCGAGAGCCAAACAGAGGCAATAGGCTTTGGCTAGGT

ACTTTCCCCACTGCCATTGGAGCTGCCCTTGCATATGATGAAGCGGCCAGGGCAATGTACGGTTCCTGTGC

CCGTCTCAACTTTCCCAATGTTTCAGTTTCCAGTTTCTCTGAAGAATCTTCCAAAGATTCTCCGGTTGCGA

ATCATTGTGGTTCGTCAATGGCAGTGTCTGCAAACGAGTCCATGATTTCACCAAGTAACTCGGGGGTAGGT

GCAGAAGATGATGTTGATATGGAGCCCATTTCCTTATCCTTAACTGTAAAGCATGAGAATGGGGGAAGGGA

ACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATTGAgagctcg 

Hình 2. Trình tự đoạn gen GmDREB7 nhân tạo có 609 nucleotide. Ở đầu 5‘ có gctctaga là trình tự chứa vị 

trí cắt của XbaI và ở đầu 3‘ có gagctcg chứa vị trí cắt của enzyme SacI 

 

 

A B 

Hình 3. A: Hình ảnh điện di kiểm tra sản phẩm cắt gen GmDREB7 trong vector pUC18 và sản phẩm cắt 

vector pBI121 bằng cặp enzyme giới hạn SacI/XbaI. Làn điện di số 1: Sản phẩm cắt vector 

pUC18_GmDREB7; Làn điện di số 2: Thang DNA 1 kb; Làn điện di số 3: Sản phẩm cắt vector pBI121_GUS. 

B: Sơ đồ cấu trúc vector pBI121_GmDREB7 sử dụng cho chuyển gen vào thuốc lá nhờ A. tumefaciens. LB: 

Biên T-DNA trái; RB: Biên T-DNA phải; nptII: Neomycin-phospo-transferase II mã hóa kanamycin; 

CaMV35S: Promoter 35S có nguồn gốc từ virus khảm súp lơ; Gen GmDREB7-cmyc có 609 bp. 

3.1.2. Tạo vector chuyển gen chứa gen GmDREB7 

Tạo vector chuyển gen pBI121_GmDREB7 

được thực hiện theo sơ đồ hình 1. Sử dụng 

cặp enzyme giới hạn XbaI/SacI để loại gen 

GUS từ vector pBI121_GUS; đồng thời cũng 

sử dụng cặp enzyme XbaI/SacI cắt để thu 

nhận gen GmDREB7 (609 bp) từ vector 

pUC18 (Hình 3A). Sử dụng enzyme nối T4 

DNA ligase nối gen GmDREB7 vào vector 

chuyển gen pBI121 tạo thành vector tái tổ 

hợp pBI121_GmDREB7 (Hình 3B). 

Vector chuyển gen pBI121_GmDREB7 được 

biến nạp vào vi khuẩn A. tumefaciens chủng 

CV58. Kết quả kiểm tra sự có mặt của gen 

GmDREB7 trong hai dòng vi khuẩn A. 

tumefaciens bằng phản ứng colony-PCR thu 

được đoạn DNA có kích thước khoảng 0,6 kb 

tương ứng với kích thước của gen GmDREB7 

(Hình 4). Như vậy, kết quả phân tích cho 

thấy, chủng A. tumefaciens tái tổ hợp mang 

gen GmDREB7 có thể sử dụng trong biến nạp 

tạo cây thuốc lá chuyển gen. 

 

Hình 4. Hình ảnh điện di kiểm tra sản phẩm 

colony-PCR từ khuẩn lạc A.tumefaciens chủng 

CV58. M: thang DNA 1 kb; (+): vector 

pBI121_GmDREB7; 1, 2: Hai dòng khuẩn lạc 

A.tumefaciens sau biến nạp;(-): chủng 

A.tumefaciens không biến nạp 
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3.2. Chuyển gen và phân tích cây thuốc lá 

chuyển gen 

3.2.1. Kết quả chuyển cấu trúc mang gen 

GmDREB7 vào thuốc lá thông qua A. 

tumefaciens 

Lây nhiễm A. tumefaciens chứa vector 

pBI121_GmDREB7 vào mô lá thuốc lá, tái 

sinh chồi, ra rễ và tạo được cây thuốc lá 

chuyển gen GmDREB7 (Hình 5). Kết quả 

biến nạp cấu trúc pBI121_GmDREB7 vào 

thuốc lá thông qua A.tumefaciens ở bảng 1 

cho thấy, sau 3 lần biến nạp và chọn lọc bằng 

kháng sinh, với 108 mảnh lá thuốc lá giống 

K326 thì có 96 mảnh lá tạo được cụm chồi. 

Số chồi được tái sinh từ các cụm chồi là 265 

chồi và số chồi sống sót và sinh trưởng tốt 

trong môi trường chọn lọc bằng kháng sinh 

được chuyển sang môi trường ra rễ là 202. Số 

cây sống sót in vitro được đưa ra bầu đất và 

chọn 45 cây sinh trưởng tốt để trồng tại nhà 

lưới. Ở lô ĐC0 với 30 mảnh lá không có mẫu 

nào sống sót được trong môi trường chọn lọc 

bằng kháng sinh; còn ở lô ĐC1, từ 30 mảnh lá 

có 92 chồi được tái sinh, số cây ra rễ sống sót 

in vitro là 86 được đưa ra bầu đất và lựa chọn 

20 cây sinh trưởng tốt trồng tại nhà lưới làm 

đối chứng. 

 

Hình 5. Hình ảnh mô tả quá trình chuyển gen GmDREB7 và tái sinh tạo cây thuốc lá chuyển gen thông 

qua A. tumefaciens.  

A: Mảnh lá ngâm trong dịch huyền phù vi khuẩn; B: Mảnh lá trên môi trường đồng nuôi cấy; C: Mảnh lá 

sau khi rửa khuẩn được cấy trên môi trường chọn lọc; D: Tái sinh đa chồi; E: Các chồi trên môi trường ra 

rễ (RM); F,G: Cây thuốc lá trên môi trường ra rễ sau 2 tuần; H: Ra cây trong bầu đất ở điều kiện nhà lưới 

Bảng 1. Kết quả biến nạp cấu trúc pBI121_GmDREB7 vào thuốc lá 

Thí nghiệm và đối 

chứng 

Số mẫu lá Số mẫu tạo 

cụm chồi 

Số chồi được 

tái sinh 

Số cây ra 

rễ 

Số cây trồng 

trong nhà lưới 

ĐC0
*
 30 0 0 0 0 

ĐC1
*
 30 24 92 86 20 

Thí 

nghiệm 

Lần 1 36 32 88 68 15 

Lần 2 36 34 95 74 15 

Lần 3 36 30 82 60 15 

Tổng 108 96 265 202 45 

Ghi chú: ĐC0*: Mẫu thuốc lá không chuyển gen được cấy trên môi trường tái sinh có bổ sung kháng sinh; 

ĐC1*:  Mẫu thuốc lá không chuyển gen được cấy trên môi trường tái sinh không bổ sung kháng sinh 
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Hình 6. A: Kết quả điện di kiểm tra sản phẩm PCR nhân bản gen GmDREB7 trong các cây thuốc lá 

chuyển gen. M: Thang DNA 1 kb; (+): Đối chứng dương-sản phẩm nhân gen GmDREB7 từ vector chuyển 

gen PBI121_GmDREB7; (-): Kết quả nhân gen GmDREB7 từ cây không chuyển gen; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 

9: Kết quả nhân gen GmDREB7 từ các cây thuốc lá chuyển gen. 

B: Kết quả điện di kiểm tra sản phẩm RT-PCR trong các cây thuốc lá chuyển gen. M: Thang DNA 1 kb; 

(+): Đối chứng dương-sản phẩm nhân gen GmDREB7 từ vector chuyển gen PBI121_GmDREB7; (-): Kết 

quả nhân gen GmDREB7 từ cây không chuyển gen; 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9: Kết quả nhân cDNA GmDREB7 từ 7 

cây thuốc lá chuyển gen dương tính với PCR, tương ứng với T0-2; T0-4; T0-5; T0-6; T0-7; T0-8; T0-9. 

3.2.2. Phân tích sự có mặt và biểu hiện của 

gen chuyển GmDREB7 trên cây thuốc lá 

chuyển gen 

Thu lá non của 9 cây thuốc lá chuyển gen sinh 

trưởng bình thường ở thế hệ T0 trong nhà 

lưới, tách chiết DNA tổng số. Phân tích DNA 

tổng số bằng điện di trên gel 0,8% đã cho kết 

quả DNA tổng số thu được đảm bảo chất 

lượng để thực hiện PCR. Xác định sự có mặt 

của gen chuyển GmDREB7 bằng kỹ thuật 

PCR với cặp mồi XbaI-DREB7F/ DREB7-

SacI-R, kết quả được thể hiện ở hình 6. Kết 

quả ở hình 6A cho thấy, trong 9 cây thuốc lá 

chuyển gen được phân tích thì có 7 cây cho 

kết quả dương tính với PCR, đó là các cây số 

2, 4, 5, 6, 7, 8, 9 được ký hiệu là T0-2; T0-4; 

T0-5; T0-6; T0-7; T0-8; T0-9. Như vậy bước 

đầu có thể nhận xét rằng gen chuyển 

GmDREB7 đã có mặt trong hệ gen của các 

cây thuốc lá chuyển gen. Tiến hành thu lá non 

từ 7 cây dương tính với PCR, T0-2; T0-4; T0-5; 

T0-6; T0-7; T0-8; T0-9 để tách chiết RNA tổng 

số, tạo cDNA và phân tích biểu hiện gen 

GmDREB7 thông qua quá trình phiên mã 

bằng kỹ thuật RT-PCR với cặp mồi XbaI-

DREB7-F/DREB7-R-SacI. Kết quả cho thấy, 

trong 7 cây dương tính với PCR có 5 cây cho 

sản phẩm RT-PCR, đó là các cây T0-2; T0-

5; T0-6; T0-8; T0-9 (Hình 6B). Như vậy, 

bước đầu đã xác định được gen chuyển 

GmDREB7 đã được biểu hiện ở mức phiên 

mã tổng hợp mRNA trên cây thuốc lá 

chuyển gen ở thế hệ T0. 

4. Kết luận 

Gen GmDREB7 được thiết kế có kích thước 

609 bp gồm đoạn mã hóa (561 bp), các 

nucleotide chứa vị trí cắt của cặp enzyme giới 

hạn XbaI/SacI (15 nucleotide) và đoạn 

nucleotide mã hóa peptide kháng nguyên 

cmyc (33 nucleotide). Vector chuyển gen 

thực vật pBI121_GmDREB7 chứa gen 

GmDREB7 đã được thiết kế thành công và tạo 

được dòng A. tumefaciens tái tổ hợp mang 

gen chuyển GmDREB7. Cấu trúc mang gen 

chuyển GmDREB7 đã được biến nạp vào cây 

thuốc lá và tạo được các cây chuyển gen. 

Phân tích 9 cây thuốc lá chuyển gen đã xác 

định được 7 cây cho kết quả dương tính với 

PCR, trong đó gen chuyển GmDREB7 được 

biểu hiện ở 5 cây thuốc lá chuyển gen. Như 

vậy, vector pBI121_GmDREB7 bước đầu 

được đánh giá hoạt động tốt trên cây mô 

hình và có thể sử dụng để biến nạp vào cây 

đậu tương. 
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