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Sazetak

S obzirom na broj fitopatogenih organizama u tlu, u
vazduhu i vodi, postojanje zaStitnih mehanizama wu biljnim
vrstama od velikog je znacaja, jer im omoguc¢ava normalan zivotni
ciklus. Otpornost biljaka prema bolestima, ili rezistentnost,
zasniva se na morfoloSkim, anatomskim i hemijskim osobinama
biljaka, te na njihovim odbrambenim reakcijama. Razni patogeni
koriste diverzne mehanizme da bi kolonizirali biljna tkiva. Biljke
su razvile dugi niz prikladnih odbrambenih strategija, koje se
mogu svrstati u pasivnu i aktivnhu otpornost. Stimulirana
odbrambena reakcija varira u zavisnosti od prirode infekcije, sa
selektivnom stimulacijom najprikladnije reakcije. Samo se oni
geni koji se odnose na specificne procese odbrambenih
mehanizama aktiviraju. Geni otpornosti na bolesti grupa su
nekoliko distinktnih familija funkcionalno razli¢itih, ali
strukturalno slicnih gena. Obi¢no su locirani u grupama usko
povezanih gena. Ove karakteristike su uzrokovale potrebu za
otkrivanjem gena koji imaju kjuénu ulogu u otpornosti na bolesti.
Identifikacija gena koji su aktivatori otpornosti na bolesti
omogucuje selektivnu proizvodnju komercijalnih usjeva, koji
posjeduju neprocjenjivu ekonomsku vaznost. Iako je znacajan
progres ucinjen u zadnjoj deceniji, kroz usavrSavanja
molekularno-bioloskih tehnika, susreéemo se s problemom
razjaSnjavanja molekularnih procesa i identifikacije elicitor gena.
Usljed kompleksnost biljne otpornosti na bolesti, kao i genetickih i
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molekularnih  procesa impliciranih u njoj, mehanizmi
odbrambenih reakcija trebaju se istraziti ekstenzivnije.

Kljuéne rijeci: biljka, patogen, odbrambeni mehanizmi,
pasivna i aktivna otpornost.

Uvod

ViSe biljke su razvile kompleksne i sofisticirane sisteme
odbrambenih mehanizama, koji im omogucavaju da se odupru i
prezive napade patogena, kao i razne stresove iz okoliSa.
Identifikacija gena ukljucenih u otpornost na bolesti i poznavanje
njihovih modela nasljedivanja, dozvoljava selektivno
razmnozavanje komercijalno vaznih usjeva, te ima neprocjenjivu
ekonomsku vaznost. Biljni geni otpornosti na bolesti su objekat
velikog interesovanja za uzgajivace biljaka, ve¢ decenijama,
usprkos cinjenici da je mnjihova biohemijska funkcija bila
nepoznata. Odbrambeni mehanizmi stimulisani mikrobnim
infekcijama biljnih tkiva se nazivaju “reakcije otpornosti na
bolesti” i sastavljeni su od velikog broja biohemijskih reakcija.

Mehanizmi odbrane - klasifikacija

Otpornost biljaka prema na napad patogenima i razvoj
bolesti moze se klasificirati na:
e pasivnu otpornost ili statiCku, ve¢ postojec¢u otpornost, koja
se jos naziva preinfekcijska ili konstitucijska otpornost,
e aktivhu, postinfekcijsku, stimuliranu ili induciranu
otpornost i
e prividnu otpornost.

Pasivna otpornost

Pasivna (preinfekcijska) ili konstitucijska otpornost biljaka
postoji, bez obzira da li je biljka napadnuta patogenima ili ne
(zbog toga se naziva konstitucijska ili preinfekcijska). Ne radi se,
znacCi, o pravoj genetickoj otpornosti, pa se cesto naziva i
pseudootpornost. Biljka, naime, ne razvija specijalne mehanizme
odbrane, ve¢ sama po sebi sadrzi odredena svojstva ili
karakteristike morfoloSko, anatomsko-fizioloSke naravi koji, u
slu¢aju napada patogena, mogu biti faktori sprecavanja procesa
infekcije ili samog razvoja bolesti. Geneticki gledano, naziva se
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horizontalnom otpornoscu, jer je pod utjecajem velikog broja
gena, malog djelovanja - minor geni (Milicevi¢, 2007). Elementi
pasivne ili konstitucijske otpornosti biljaka uklju¢uju otpornost
na prodor i otpornost na Sirenje. Na povrsSini biljaka cesto postoje
prepreke kao Sto su fiziCke barijere, koje onemogucavajaju
prodiranje patogena - voStane prevlake, kutikula, plutasti sloj,

Slika 1: Stvaranje felogena ili pluta na plodovima jabuke

zarazenim fitopatogenom gljivom Venturia inaequalis,
felogen ispod zarazenog dijela ploda odjeljuje
inficirano tkivo od zdravog.
debljina celijskog zida, lenticele, stome, dlakavost. Tako se, na
primjer, kapljice vode bitne za klijanje spora fitopatogenih gljiva
prilikom infekcije, teZe zadrZavaju na kutikuli i epikutikularnom
vosku zbog hidrofobnosti, usljed ¢ega se inhibira klijanje spora
gljiva i onemogucava uspjeSna infekcija. Pored toga, biljke imaju
nekoliko konstitutivnih  antimikrobijalnih  sastojaka, koje
ubrajamo u hemijske ili fizioloSke faktore pasivne otpornosti, kao
Sto su jedostavni fenoli, saponini i tanini, koji imaju potentna
antifungalna svojstva pomocu kojih sprecavaju kolonizaciju tkiva
(Osbourn, et. al, 1998).

Aktivna (postinfekcijska) ili inducirana, stimulirana
otpornost

Aktivni odbrambeni mehanizmi zahtijevaju aktivaciju
biljnog metabolizma, posto predstavljaju direktan odgovor
organizma na invaziju patogena. Ovo obi¢no ukljucuje
akumulaciju fitoaleksina, fenolnih jedinjenja, etilena, hidrolitickih
enzima, peroksidaza i brojnih proteina koji se sintetiziraju kao
odgovor na stres. Prema Hutchesonu (1998), aktivni ili stimulirani
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odbrambeni mehanizmi se
mogu  podijeliti u  tri
kategorije: primarne reakcije,

sekundarne reakcije i
sistemiCne steCene reakcije.
Primarne reakcije su

ogranic¢ene na celije koje su
u direktnom kontaktu s
patogenom; do sekundarnih
reakcija dolazi Sirenjem
signala u celije koje su u
neposrednoj blizini mjesta
primarne  infekcije, @ dok
sistemicne stecene reakcije
pomocu hormona stimuliSu
¢itavu biljku. Aktivni
odbrambeni mehanizmi vode
do stimulirane otpornosti —
stanje pojacane razvijene

:

otpo.rnc‘)stl, stecen(? kao Slika 2: Tile ili mjehurasti
POSlJed}Ca primarnog  j,rastaji ksilemskog parenhima
1zlaga{1]a I:?atogenui SFO unutar traheja ksilema zaéepljuju
pomaze  pri - Sprecavanju provodne snopiée, te je Sirenje
sirenja infekcije (van Loon, patogena kroz biljku putem

et. al, 1998). Stimulisana ksilema sprijeeno.
otpornost je obi¢no

sistemiCna, posto se pojacani odbrambeni kapacitet razvija ne
samo u primarno inficiranim tkivima, nego i u neinficiranim
dijelovima biljke. Prema tome, stimulirana otpornost se obi¢no
naziva sistemiCna steCena otpornost (SSO). Primjer sistemi¢nih
reakcija na infekciju mozZe se predstaviti promjenama u liSéu
krompira nakon infekcije korjenova nematodama, kao Sto su
primijetili Bowles, et. al, (1991). Stimulisana otpornost takoder
moZe biti ograni¢ena na dijelove tkiva izloZene primarnoj infekciji,
Sto se naziva lokalizovana stecena otpornost (LSO). I SSO i LSO
su efikasni protiv velikog broja patogena. Interesantno je
spomenuti da je SSO komparabilan mamalskoj rekaciji na
imunizaciju, iako su osnovni mehanizmi razlic¢iti, (Sticher, et. al,
1997).
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Molekularni mehanizmi otpornosti

Tokom protekle decenije znacCajna dostignuca su se
ostvarila u pokuSaju da se ilustruju osnove molekularnih
mehanizma uklju¢enih u podsticanje aktivnih reakcija, i u
objasnjenja prirode procesa odgovornih za odbranu. Glavni
problem za molekularne biologe je nemogucénost odredivanja
osnovnih modela aktivnih odbrambenih reakcija. Ovo je uglavnom
posljedica toga Sto, izgleda, ne postoji ni jedan neophodan bioloski
mehanizam koji uopSteno koriste sve biljke kako bi otkrile i
regovale na sve patogenske invazije. JoS jedan problem u
studijama biljne otpornosti na bolesti je taj Sto populacije
patogena, s obzirom na to da su bioticki entiteti, mogu znacajno
varirati od lokliteta do lokaliteta, tako da je veoma tesko donijeti
uopstene zakljucke o razvoju biljne otpornosti.

Biljni mehanizmi odbrane su veoma raznoliki. Tokom svojih
zivota, biljke su izloZene velikom broju potencijalnih patogena, kao
Sto su bakterije, virusi, gljivice i herbivore, toplotni Sok i
isuSivanje. Razni patogeni koriste diverzne mehanizme da bi
kolonizirali biljna tkiva. Medutim, biljke su razvile dugi niz
prikladnih odbrambenih strategija. Stimulisana odbrambena
reakcija varira u zavisnosti od prirode infekcije, sa selektivnom
stimulacijom najprikladnije reakcije. Samo se oni geni koji se
odnose mna specificne procese odbrambenih mehanizama
aktiviraju, (Smith, 1991). Geni otpornosti na bolesti su grupa
nekoliko distinktnih familija funkcionalno razli¢itih, ali
strukturalno slicnih gena, (Warren, et. al, 1998). Obicno su
locirani u grupama usko povezanih gena.

Vanderplank (1998) je sugerisao da se termini vertikalna i
horizontalna otpornost mogu koristiti kako bi se objasnila priroda
biljnih odbrambenih mehanizama. Vertikalnu otpornost nalazimo
kod biljaka koje su visoko otporne na neke fizioloSke rase
patogena, ali su suseptibilne na druge. Horizontalna otpornost je
mnogo Sira i pruza odbranu protiv svih znanih rasa patogena.
Fizioloske rase su podvrste specijalizovanih patogenskih vrsta,
Klasificirane na osnovu reakcija koje razvijaju kad se inokuliraju
na set kultivara, (Manners, 1993). Flor (1956) je postavio gen-za-
gen hipotezu, koja tvrdi da za svaki gen avirulencije (avr) kod
patogena, postoji korespondirajuéi specifi¢ni gen otpornosti (R) u
biljci. Ovo sugeriSe da je biljka-patogen interakcija visoko
specificna, a ne stohasti¢na. Ta relacija implicira da bi proizvod
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gena otpornosti trebao nositi motive ili dijelove koji bi indicirali
svoju ulogu u protein-protein interakciji. Nivo vjerodostojnosti ove
hipoteze je, medutim, ogranicen, poSto ne uzima u obzir situacije
u kojim je biljna otpornost poligeni¢na. I pored toga, Halterman i
Martin (1997) tvrde da je gen-za-gen veza primijecena u brojnim
biljka-patogen interakcijama. Izgleda da fizicki kontakt izmedu
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Slika 3: Prikaz elicitor - receptor prepoznavanja
izmedu patogena i biljaka sa signalnom

transdukcijom i obrambenim reakcijama biljke.
proizvoda gena otpornosti i Avr proteina pruZa objaSnjenje za
molekularnu bazu nekih gen-za-gen interakcija. Postoji i
argument da funkcija proizvoda R gena nije ograniena na
prepoznavanje patogena. R. Proteini takoder izgleda da stimuliSu
aktivaciju viSestrukih signalnih puteva, ¢im se vezu za specificnog
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elicitora'. Ovo vodi ka indukciji specificnih gena vezanih za
odbranu, i inicijaciji odbrambene reakcije. Staskawicz, et .al,
(1995) sugeriSe da su biljke mogle evolvirati mehanizme
transdukcije signala za ekspresiju otpornosti za Siroki niz
nesrodnih patogena. Ovo su podrzali Warrren, et. al, (1998) koji
su spekulisali da bi proizvodi R gena mogli vrsiti interakciju s
komponentama mehanizma prenosa signala koje dijele viSestruke
signalne putanje R gena. Priroda ovih mehanizama nije u
potpunosti razjasSnjena. Nedavne molekularne analize su pruzile
evidenciju kao potporu specificnosti R-Avr vezanja. Visoko
specificni receptor-ligand mehanizam R-Avr proteinske interakcije
prethodi funkciji signaliraju¢ih komponenti biljne otpornosti,
(Parker i Coleman, 1997). R-Avr interakcija se najvjerovatnije
odvija u citoplazmi biljne celije. Trenutno se misli da reakcija
protiv bakterijskih Avr proteina pod utjecajem R gena zahtijeva
asocijaciju Hrp-translociranog bakterijskog proteina sa leucin-
bogatim ponavljajuéim regionom gena otpornosti, (Hutcheson,
1998). Viralne infekcije su se najc¢eSce proucavale koriste¢i duhan
mozaik virus (TMV), radi njegove pristupacnosti i jednostavnosti
manipulacije. Pretpostavlja se da je protein TMV replikaza
proizvod gena za avirulenciju. Iako nije fizicki karakterizovan,
mutacijska analiza indicira da je specificni dio ukljué¢en u proces
prepoznavanja. Analiza fungalnih proteina kao elicitora aktivnih
reakcija je pruzila dalju potporu ideji da je specificna
konfiguracija i trodimenzionalni oblik molekule proteina
neophodan za uspjesno prepoznavanje odredivaca avirulancije od
strane gena otpornosti (Hutcheson, 1998). Nedavno je Kloniran
gen Mi iz paradajza, koji pruza otpornost na nekoliko vrsta
nematoda. Otkriveno je da kodira protein karakteriziran
pretpostavljenim mjestom za vezanje nukleotida i ponavljaju¢im
sekvencama bogatim leucinom, (Williamson, 1998). Ronald (1997)
je reportirao novu klasu biljnih gena otpornosti u rizi, koji
kodiraju receptor kinazu.

Bol, et. al, (1990) su izvrsili ekstenzivhu studiju na
molekularnim mehanizmima biljne otpornosti na viralne infekcije.
Klasificirali su grupu proteina zvanih proteini ovisni o patogenezi
(PR) u pet familija na osnovu njihove strukturne sli¢nosti, fizickih

! Elicitori su razli¢iti hemijski spojevi koje proizvode patogeni

organizmi, a koji induciraju razli¢ite odbrambene mehanizme u biljci
(fitoaleksine, PR-proteine, hipersenzitivhe reakcije, histoloSke reakcije
— sintezu lignina, suberina, felogena, i dr.
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i seroloskih svojstava. Ovi proteini su stimulisani u biljkama
nakon infekcije sa nekrotizirajucim virusima i drugim
patogenima. Interesantna obzervacija je da aktivacija PR proteina
sa TMV I, ¢ak, i abiotickim faktorima pruza stecenu otpornost ka
nesrodnim patogenima. Funkcija PR-1 i PR-2 je joS wuvijek
nepoznata. Hidroliticki enzimi, identificirani kao glukanaze i
kitinaze, i Kklasificirani kao osnovni PR-2 i PR-3 proteini, pokazali
su da posjeduju odredena antifungalna svojstva, (Bowles, et. al,
1991). Oni djeluju sinergisticno da uspore rast gljivica, (Melchers,
et. al, 1993). Pored fungalnih elicitora, sinteza ovih enzima se
takoder moze inducirati tretiranjem biljke etilenom. Kitinaze
hidroliziraju -1, 4 N-acetilglukozaminske lance kitinovih
polimera, dok neki takoder uzrokuju liziranje bakterijskih celija
hidrolizom peptidoglikanskog sloja. Kitin je glavni sastojak
gljivicnog celijskog zida. Drugi glavni sastojak gljivicnog celijskog
zida je B-1, 3 glukan, koji se uspjesno cijepa B-1, 3 glukanazom,
(Bol, et. al, 1990). Takoder je primijeceno da se nakon gljivicne
infekcije kod otpornih biljaka, 3-1,3 glukanazina mRNK rapidno
akumuliSe do veoma visoke koncentracije. Ovo nije primijeceno u
osjetljivim biljkama, Sto indicira aktivnost B-1, 3 glukanaze u
odbrambenim reakcijama. Proteini ovisni o patogenezi su u
pocetku otkriveni u duhanu, a poslije su otkriveni u mnogim
drugim vrstama biljaka, ukljuc¢ujué¢i krompir, paradajz, zob i
kukuruz. Sn-1 protein, koji su izolovali i karakterizovali Romero i
saradnici (1995). Izgleda da je strukturalno i funkcionalno slican
PR proteinima. Rapidno se akumuliSe u tkivima ranjenih biljaka.
Pored proteina ovisnih o patogenezi, misli se da je i sinteza
velikog broja stresnih proteina jedan od odbrambenih
mehanizama, (Scriver i Mundy, 1990). Osmotini su jedna grupa
ovih stresnih proteina, i obi¢no su aktivirani solnim stresom
duhana. Neale, et. al, (1990) su pronasli da je osmotin podstaknut
infekcijom sa duhan mozaik virusom i ranjavanjem i tako se moze
smatrati  patogeneza-povezanim = proteinom. Osmotini su
Klasificirani kao ¢lanovi familije 5 PR proteina. Melchers, et. al,
(1993) su karakterizirali AP24 protein iz Nicotiana tabacum, za
koji je otkriveno da ima jaka antifungalna svojstva. Molekularni
geneticki podaci dobijeni iz njihovih studija sugeriSu da bi ovaj
protein mogao biti identiCan duhanovom osmotinu. Osmotin-sli¢ni
proteini su pronadeni u brojim drugim vrstama, ukljucujuci
vinovu lozu i soju, (Loulakakis, 1997; Graham, et. al, 1992). Za
drugu grupu proteina, familiju inhibitora proteinaza (PI) se zna da
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se akumuliSu kao odgovor na ranjavanje i kod monokotiledonih i
dikotiledonih vrsta. Misli se da oni smanjuju hranjivu vrijednost
biljnih tkiva. Jedna generalna odbrambena reakcija brojnih
biljaka je indukcija enzima ukljuc¢enih u sintezu etilena, biljni
hormon koji moze da inducira mnoge stresne reakcije. Nije jasno
da li etilen, zapravo, promoviSe podloznost, ili otpornost na
bolesti. Hoffman, et. al, (1999) sugeriSu da smanjena senzitivnost
na etilen mozZe biti beneficijalna protiv nekih patogena, ali
pogubna za otpornost prema drugim patogenima.

Kisikova jedinjenja u odbrambenim reakcijama

Nedavno je prikupljena evidencija koja podrzava hipotezu o
proizvodnji reaktivnih kisikovih jedinjenja u odbrambenim
reakcijama. Medutim, aktivni kisikovi radikali su Stetni i za biljne
Celije, kao i za patogene, i moraju biti rapidno procesovani da bi
se odstranilo oksidativno oStecenje (Noctor i Foyer, 1998).
Zakljuéeno je da je akumulacija oksidativnih radikala
unaprijedena inhibitorima proteinaze. Intersantna obzervacija je
da su aktivna kisikova jedinjenja neophodna za podsticanje
akumulacije izoflavonoida fitoaleksina u c¢elijama soje (Guo, et.al,
1998). Vazan mehanizam otpornosti kod biljaka je programirana
¢elijska smrt, gdje primarno inficirane celije ulaze u apoptozu.
Rana smrt inficiranih ¢éelija ogranicava Sirenje patogena kroz
biljku, kao rezultat akumulacije raznih toksi¢nih jedinjenja i
nemogucnosti obligatnih intracelularnih patogena da prezZive i
hrane se na mrtvim celijama (Bailey, 1991). Ova nekroza biljnih
Celija odnosi se na hipersenzitivhu reakciju. Smatra se da do
celijske smrti u hipersenzitivnoj reakciji dolazi zbog disfunkcije
plazmalema kod inficiranih éelija.

Oc¢vrScavanje cCelijskog zida je joS jedan vazan odbrambeni
proces, poSto opstruira dalje Sirenje infekcije. Enzimi, uglavnom
odgovorni za ovaj process, su peroksidaze. One polimeriziraju
alkoholne derivate aromaticnih kiselina, kao Sto su kumaricna,
feruliéna i sinapi¢na kiselina, u lignin i suberin koji pospjesSuju
unakrsno povezivanje ovih molekula u mreze celijskog zida.
Aktivnost osnovnog izoenzima peroksidaze B3 je takoder
implicirana u otpornosti na bolesti kod vinove loze. Prisustvo ovog
enzima je otkriveno u raznim otpornim Vitis spp, dok je odsutan u
podloznim (Barcelo, et.al, 1996).
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Fenolna jedinjenja u ulozi otpornosti biljaka na
patogene

Znacajnu ulogu u mnogim odbrambenim reakcijama ima
generalni metabolizam fenilalanina, koji, iako konstitutivho
prisutan u niskom nivou u mnogim biljnim tkivima, biva
indukovan oStecenjem ili napadom patogena. Ova putanja pruza
prekursore za sintezu raznih sekundarnih fenolnih biljnih
proizvoda, na primjer stilbin i flavonoidne fitoaleksine, kao i
vaznu signalizirajuéu molekulu, salicilicnu kiselinu (Manners,
1993). Fitoaleksini su strukturno veoma raznoliki, pretezno su
niskomolekularna jedinjenja i mogu se identifikovati u raznim
biljnim vrstama. Najbolje su do sada prouceni fitoaleksini koji su
otkriveni u biljakama iz porodice Fabaceae i Solonaceae (Kastori,
1998). Medutim, svi oni imaju antimikrobna svojstva i akumuliSu
se u reakciji na infekciju. Misli se da aktivnost fitoaleksina zavisi
od mogucnosti biljaka da proizvedu velike koli¢ine ovih jedinjenja
u veoma kratkom vremenskom periodu nakon infekcije (Fischer,
et. al, 1996). Prema tome, izgleda da je moguce pospjesiti sintezu
fitoaleksina proizvodnjom transgenih biljaka koje sadrZze dodatne
kopije patogen-induktibilnih fitoaleksin gena. Medutim, otkriveno
je da izuzetno veliki nivoi ekspresije stilbin sinaza gena, koji
kodiraju fitoaleksin rezveratrol, imaju znacajnu kontraindikaciju,
posto su transgene muske biljke duhana bile sterilne.

Salicilna kiselina je vazan regulator sistemicne otpornosti
na bolesti kod dikotiledonih biljaka. To je prirodno fenolno
jedinjenje prisutno u mnogim biljkama. Povecani nivoi endogene
salicilne kiseline induciraju eskpresiju patogeneza — povezanih
gena i razvoj otpornosti. Pored toga, salicilna kiselina izgleda da
pobuduje isti set od devet gena koji su sistemic¢no aktivirani pri
infekciji sa duhan mozaik virusom (Chen, et.al, 1994). Objavljeni
rezultati sugeriSu da je jedan od moguc¢ih modela akcije salicilne
kiseline inhibicija aktivnosti katalaze, Sto vodi do povec¢anih nivoa
hidrogen peroksida. Smith (1991) je potvrdio da ciklicni AMP igra
vaznu ulogu u procesu transdukcije signala, koji stimuliSu
sintezu fitoaleksina. Medutim, nacini na koje se prenosi poruka
¢elijskoj DNK da je elicitor prisutan u biljnoj ¢eliji jos uvijek nisu
u potpunosti objasnjeni.
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Zakljudak

Biljke koriste brojne odbrambene mehanizme da bi
prezivijele i odoljele invazijama potencijalnih uzroc¢nika bolesti.
Postoji impresivna i opsezZna literatura na temu biljnih otpornosti
na bolesti, Sto sugeriSe da je naucno-istrazivacka djelatnost u ovoj
oblasti aktivna i intezivna. Prirodnu otpornost na patogene nekih
vrsta biljaka koriste oplemenjivaci i selekcioneri da bi stvorili
otporne kultivare i hibride otporne na pojedine bolesti. Medutim,
naucnici nisu bili u moguénosti da razjasne sve vazne
molekularne dogadaje uklju¢ene u prepoznavanje i reakciju na
razne pobudivace, iako je znacajan napredak postignut u
posljednjoj dekadi sa usavrSavanjem molekularno-bioloskih
tehnika. Usljed znatne kompleksnosti biljne otpornosti na bolesti i
raznolikosti genetickih i molekularnih faktora impliciranih u njoj,
priroda Sirokog niza odbrambenih reakcija tek treba da bude
razjasSnjena. Potrebno je jo§ mnogo viSe ekstenzivnijih studija prije
nego Sto se ovi problemi mogu rijeSiti u potpunosti da bi se
iznasla i prakticna primjena.
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