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Oryza sativa L. es una graminea de alto valor nutritivo y elevado consumo a
nivel mundial. En Cuba, las producciones del cultivo no dan respuesta a su
alta demanda, por lo que el desarrollo de estrategias dirigidas hacia el
aumento de su rendimiento constituye una prioridad para la agricultura.
Este trabajo tiene como objetivo caracterizar bacterias diazotrdéficas
asociativas con actividad promotora del crecimiento vegetal en O. sativa.
Los aislados bacterianos y las cepas controles estudiadas fijan nitréogeno
atmosférico, producen fitohormonas y solubilizan fésforo inorganico. Se
demuestra que la inoculacién bacteriana favorece el desarrollo del sistema
radical y de la parte aérea de las plantas, con un mayor incremento en el
cultivar LP5, lo que podria estar relacionado con una mayor especificidad
planta-bacteria. Asimismo, la contribucion relativa derivada de la FBN esta
en el rango del 12 al 33 % en las plantas del cultivar LP5 y del 10 al 30% en
las de Perla de Cuba. El analisis de las secuencias del gen que codifica para el
ARNr 16S permitio la identificacion de las especies bacterianas Azospirillum
brasilense, Pseudomonas putida y Enterobacter sacchari. Estos resultados
tienen aplicacion e importancia practica en el disefio de estrategias
ecolégicamente sustentables en Oryza sativa.
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ABSTRACT

Oryza sativa L is a grass of high nutritional value and high consumption
worldwide. In Cuba, crop production does not respond to high demand, so
the development of strategies aimed at increasing its yield is a priority for
agriculture. This work aims to characterize associative diazotrophic bacteria
with plant growth promoting activity in O. sativa. The bacterial isolates and
control strains studied fix atmospheric nitrogen, produce phytohormones
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and solubilize inorganic phosphorus. It is demonstrated that the bacterial inoculation favors the development of
the root system and the aerial part of the O. sativa plants, with a greater increase in the LP5 cultivar which could
be related to a greater plant-bacterial specificity. Likewise, the relative contribution derived from BNF is in the
range of 12 to 33% in plants of cultivar LP5 and 10 to 30% in Perla de Cuba. Analysis of the sequences of the gene
encoding the 16S rRNA allowed the identification of the bacterial species Azospirillum brasilense, Pseudomonas
putida and Enterobacter sacchari. These results have application and practical importance in the design of ecolog-

ically sustainable strategies in O. sativa.

Keywords: |IA, nitrogen fixation, phosphate solubilization, *°N.

INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es un cereal imprescindible
para la alimentacidon de dos tercios de la poblacion
mundial. Su produccidn promedio anual alcanza,
aproximadamente, 745 710 miles de toneladas (FAO,
2014). En Cuba, el arroz constituye un componente
fundamental en la dieta diaria de la poblacién apor-
tando el 20 % de las calorias que se consumen, con
un consumo per capita considerado entre los mas
altos de América Latina (Porrata-Maury, 2009), no
obstante, la produccion del cultivo no completa la
demanda del mercado nacional.

El nitrégeno es un elemento limitante para la pro-
ductividad vegetal. La planta de O. sativa demanda
nitrégeno desde las fases iniciales de su ciclo de vida
hasta el inicio de la maduracion y la fertilizacion nitro-
genada en el cultivo se realiza de forma fraccionada
para favorecer mayor eficiencia en la nutricion. Diver-
sos autores han demostrado que las dosis de nitro-
geno y el momento de aplicacion, influyen en la ocu-
rrencia y severidad de la piriculariosis o afublo del
arroz, causado por Pyricularia oryzae (Sacc.) (Pinciroli
et al., 2006; Hernandez-Rodriguez et. al., 2013).

Las bacterias diazotroéficas asociativas con capacidad
para promover el crecimiento de las plantas, repre-
sentan una fuente potencial a utilizar, con el objetivo
de elaborar productos eficientes que pudieran ser
utilizados en beneficio de O. sativa. Se ubican en dife-
rentes géneros como Azotobacter, Beijerinckia, Der-
xia, Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia, Gluco-
nacetobacter, Azoarcus, Bacillus, Paenibacillus, Kleb-
siella, Enterobacter, Pantoea, Citrobacter y Serratia
(Pedraza et al., 2010; Baldani et al., 2014, Reed et al.,
2015). Estas bacterias, ademas del aporte de nitro-
geno que hacen a través de la Fijacion Bioldgica
(FBN), pueden promover el crecimiento de las plantas
mediante otros mecanismos de accién. Estos efectos
incluyen la solubilizacion de minerales (Estrada et al.,
2013; Restrepo-Franco et al. 2015) y la sintesis de

fitohormonas (Pedraza et al., 2010). También se ha
observado su influencia en la absorcién de elementos
minerales, debido a incrementos en los flujos idnicos
de la superficie de las raices (Hernandez-Rodriguez et
al., 2010) y su efecto en el control de patégenos fun-
gicos (Hernandez-Rodriguez et al., 2013, Reed et al.,
2015). Sin embargo, para lograr un producto eficien-
te, se deben seleccionar cepas autéctonas de cada
localidad edafoclimatica y esclarecer los verdaderos
mecanismos a través de los cuales ejercen su accion.

Este trabajo tiene como objetivos caracterizar bacte-
rias diazotrdéficas asociativas con actividad promotora
del crecimiento vegetal en Oryza sativa L.cv.LP5 y
Perla de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Origen, pureza y multiplicacion de aislados
bacterianos

Se utilizaron los aislados autéctonos cubanos FN1,
FN2, FN3, FN6, Pseudomonas putida AJ13 y Pseudo-
monas fluorescens AlO5, previamente aislados de O.
sativa, y las cepas patrones Azospirillum brasilense
SP7 (aislada de raiz de Digitaria decumbens Stent.),
Azospirillum brasilense 245 (aislada de raiz de Tri-
ticum aestivum L.) y Herbaspirillum seropedicae 294
(aislada de raiz de O. sativa) procedentes de la Colec-
cion de Cultivos de EMBRAPA Agrobiologia.

Las bacterias se sembraron en medio de cultivo li-
quido DYGS (Rodrigues et al., 1986) y luego se pasa-
ron a medio de cultivo LB (Luria Bertani) sélido para
la verificacion de la pureza. De las placas de LB sélido
se tomaron colonias aisladas y se resembraron en los
medios de cultivo semisélidos NFb (Dobereiner et al.,
1976), INFb (Baldani et al., 1992) y JMV (Baldani,
1996), segln correspondiera. Una vez reactivadas y
verificada la pureza de los cultivos bacterianos, se
mantuvieron en medio Medio Basal con Sacarosa
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(BMS) (Baldani et al., 2014) sélido para la realizacion
de los experimentos propuestos.

Fijacion biolégica del nitrégeno

Se empled el Ensayo de Reduccion del Acetileno
(ARA, segun sus siglas en inglés) descrito por Boddey
et al. (1987). Se inocularon 10uL de los aislados en
medio semisdlido semiespecifico, a partir de cultivos
previamente crecidos en medio DYGS liquido (24 ho-
ras a 309C). Los frascos se incubaron a 302C por 48
horas y cuando la pelicula de crecimiento se manifes-
t6, se cerraron con tapones de goma estériles y con
una jeringuilla se inyectéd 1 mL del gas acetileno. Se
incubaron durante 1 hora a 302C. Posteriormente, 0,5
mL de la fase gaseosa se inyectd en el cromatdgrafo
de gases con ionizacion de llama, marca Perkin Elmer
modelo F11. Se utilizé una columna Poropak N de 50
cm, a 409C vy realizé la lectura de etileno producido
por la reduccion del acetileno. Se incubaron los fras-
cos durante 1 hora a 302C. Posteriormente, 0,5 mL de
la fase gaseosa se inyectd en el cromatdgrafo de ga-
ses con ionizacion de llama, marca Perkin ElImer mo-
delo F11.

Produccion de compuestos inddlicos

Este ensayo se realizd segln la metodologia descrita
por Gordon y Weber (1950) modificada por Rodriguez
(2002). Una colonia caracteristica de cada microorga-
nismo se cultivé en medio DYGS liquido en condicio-
nes de agitacién a 150 rpm por 24 horas a 30°C. Pos-
teriormente, 1 uL del cultivo bacteriano se inoculé en
20 mL de medio DYGS suplementado con L-triptéfano
a una concentracion final de 200pg mL™. Los tubos se
mantuvieron en la oscuridad y en agitacién a 150 rpm
a una temperatura de 30°C por un periodo de 24 a 48
horas. Después de este periodo se centrifugaron a
1000 rpm durante 15 min. Luego se tomaron alicuo-
tas de 150 pL del sobrenadante, se mezclaron con
100 pL del reactivo de Salkowski y se incubaron en la
oscuridad por 30 minutos a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo se realizaron las lecturas en es-
pectrofotémetro con longitud de onda de 540 nm. La
concentracion de auxinas del tipo AIA se calculé me-
diante el empleo de una curva patrén realizada con
concentraciones conocidas de AIA (10-100ug/mL).

Solubilizacion de fosfato tricalcico

Se empled el medio de cultivo NBRIP (Nautiyal, 1999)
con fosfato inorganico en forma de fosfato tricalcico
Cag(PO4)2_ Una colonia caracteristica de cada aislado
se cultivé en medio DYGS en agitacion a 150 rpm y
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30°C por un periodo de 24 horas. Posteriormente se
inocularon 20 pL de cada cultivo en el medio NBRIP y
las placas se incubaron por 5 dias. Los halos de solubi-
lizacion se midieron y se empled como criterio de
comparacién el indice de solubilizacion (Kumar y Na-
rula, 1999), segln la férmula: 1IS=A/B, Donde: A= Dia-
metro total (Didametro de la colonia + didmetro del
halo) y B= Didmetro da colonia.

Bioensayos de interacciéon planta-bacteria con los
aislados seleccionados

Se realizaron dos bioensayos para determinar el efec-
to de los aislados en diferentes parametros del creci-
miento de plantulas de O. sativa y en la FBN. Para el
montaje de los experimentos, las semillas de O. sativa
se descascararon y desinfectaron siguiendo la meto-
dologia descrita por Baldani et al. (1996). Luego se
colocaron en placas de petri con agar agua (10 g/L)
para pregerminar durante 2 dias. Se emplearon los
cultivares cubanos LP5 y Perla de Cuba. Se utilizaron
los aislados seleccionados y las cepas patrones A.
brasilense SP7, A. brasilense 245 y H. seropedicae
7294,

Montaje del bioensayo en tubos de cultivo: Las semi-
llas previamente desinfectadas y pregerminadas se
colocaron en tubos de cultivo con capacidad de 120
mL, inoculados con 50 mL de Soluciéon de Hoagland
(Hoagland y Arnon, 1950) con 6 g/L de agar y las sus-
pensiones bacterianas de cada uno de los aislados.
Las suspensiones bacterianas se inocularon justo an-
tes de la solidificacion del agar, entre 40-45°C de tem-
peratura. Los tubos se mantuvieron en condiciones
ambientales durante 21 dias y al cabo de este periodo
se determinaron los parametros del crecimiento de
las plantas altura, longitud de la raiz mas larga, peso
fresco aéreo y de raiz, y peso seco aéreo y de raiz.

En el segundo bioensayo se adicion6 50 mg de Sulfa-
to de Amonio con 1.634 de **N en exceso/L a la Solu-
cion de Hoagland y se determind el peso seco total,
nitrégeno acumulado, % de dtomos de °N en exceso
y FBN (%Nitrogeno derivado de la atmdsfera), donde
% Nitrégeno derivado de la atmdsfera= [1-(% dtomos
>N en exceso de plantas inoculadas / %atomos “°N
en exceso de plantas no inoculadas)].

Identificacion de los aislados promisorios

El DNA gendmico se extrajo de las células bacterianas
cultivadas en medio DYGS durante 24 horas. Para ello
se utiliz6 el Kit QUIamp DNA’ (QIAGEN’) de acuerdo con
las recomendaciones del fabricante. La cuantificacion y
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verificacion de la calidad de la extraccién se realizd por
electroforesis en gel de agarosa al 1% de acuerdo a la
metodologia descrita por Sambrook y Russell (2001).
La amplificacion del fragmento se realizé6 empleando
los cebadores 27f (5'AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG)
(Furushita et al., 2003) y Amp2 (5'AAG GAG GTG ATC
CAR CCG CA) (Wang et al., 1993). La PCR se llevd a
cabo en un volumen final de 50 uL compuesto por
una mezcla de reacciéon con concentraciones de 200
UM de dNTP, 1 uM de cada cebador, 2 mM de MgCl,
y 0,02 unidades. pL™" de enzima Taq polimerasa. La
amplificacién se desarroll6 en un termociclador
(Biometra TGradient) programado para un ciclo de
3 min a 9429C, seguido de 30 ciclos de 1 min a 94¢C,
1 min a 602C y 2 min a 729C, y un ciclo de elongacién
final de 5 min a 729C. Los productos de PCR se se-
cuenciaron en el Servicio de secuenciaciéon de EM-
BRAPA Agrobiologia, Rio de Janeiro, Brasil.

Analisis biométricos

De forma preliminar, a todas las variables se les
realizd la prueba de normalidad y la homogeneidad
de varianza. Se realizaron analisis de varianza de clasi-
ficacién simple y las medias se compararon a través
de la prueba de Tukey. Se utilizé una repeticidn re-
presentativa de cada experimento en las figuras. To-
dos los analisis fueron realizados utilizando el softwa-
re STATISTICA 8.0 (Stat Soft, Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS
Caracterizacion fisiologica de los aislados

Los resultados muestran que los aislados bacterianos
y las cepas controles estudiadas fijan nitrégeno at-
mosférico, producen fitohormonas y solubilizan fés-
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foro inorganico (Tabla 1). Los mayores valores de
pumol de C,H, por mg de proteina total correspondie-
ron a Azospirillum brasilense Sp245 y Sp7, seguidos
por los aislados FN6 y FN3 con valores de 124 y 104
pumol de CH, por mg de proteina total, respectiva-
mente. En cuanto a la produccién de compuestos
inddlicos, los valores oscilaron entre 5,7 y 65 pg. mL™,
destacandose los aislados FN2 y FN3 con las mayores
producciones de este compuesto, similares al control
positivo. De modo general, los aislados, excepto FN1,
mostraron capacidad de solubilizar fosfato tricalcico,
lo que se revela por la formacién de halos transpa-
rentes alrededor de las colonias bacterianas. Los indi-
ces de solubilizacion estuvieron en un rango de 1,27 y
2,70.

Ensayo de interaccion planta-bacteria en dos
cultivares de O. sativa

En las figuras 1y 2 se muestra el efecto de la inocula-
cion bacteriana sobre el crecimiento de plantas de 21
dias de edad. Se observan incrementos en la altura y
la longitud de la raiz en los distintos tratamientos
inoculados con las bacterias con relacién al control
para p<0.05 (Figura 1). Los tratamientos correspon-
dientes a plantas inoculados con Azospirillum brasi-
lense 245 y Sp7, y H. seropedicae 794, empleadas
como controles positivos, produjeron incrementos en
estos parametros.

Con relacién a la masa fresca y seca de la parte aé-
rea y de la raiz, se observan notables diferencias en la
mayoria de los tratamientos inoculados con respecto
al control sin inocular, destacandose los tratamientos
donde las plantas fueron inoculadas con FN3, AJ13,
FN1 vy las cepas patrones. Los mayores incrementos, en

Tabla 1. Caracterizacion fisiologica de los aislados y cepas controles.

Table 1. Physiological characterization of isolates and control strains.

Aislados y cepas pmol de C2H: por

Produccion de com-
puestos indélicos

indice de solubilizacién

patrones mg de proteina total (ug. mL) de fosfato

FN1 22 57 0
FN2 48 65,0 1,27
FN3 104 63,8 1,81
FN6 124 24,2 2,70
Al05 ND 10,4 2,41
AJ13 ND 12,8 2,14
Sp7 160 ND ND

Sp245 261 10,15 2,10
294 100 12,21 1,94
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Figura 1. Efecto de las bacterias diazotréficas en la promocion del crecimiento vegetal de Oryza sativa L. cv. LP5 (barras
negras) y Perla de Cuba (barras blancas). Letras no comunes indican diferencias significativas segun prueba Tukey para

p<0.05.

Figure 1. Effect of diazotrophic bacteria on the Oryza sativa L. growth promotion cv. LP5 (black bars) and Perla de Cuba
(white bars). Non-common letters indicate significant differences according to Tukey test for p<0.05.

la mayoria de los parametros evaluados, se obtuvieron
en el cultivar LP5 inoculado con las bacterias con res-
pecto a Perla de Cuba (Fig. 1).

En la Figura 2A se observan incrementos de la parte
aérea y de raiz de las plantas inoculadas con H. sero-
pedicae 794 y P. putida AJ13 con relacion al control
sin inocular. Pseudomonas putida AJ13 incrementa la
cantidad y el tamafio de los pelos radicales y las rai-
ces laterales (Fig. 2B).

Aportes de nitrégeno a la planta a través de la FBN
Se evalué la contribucién de las bacterias seleccio-
nadas al contenido de nitrégeno de las plantulas via
FBN. El contenido total de nitrégeno acumulado vario
de 79 pg N planta™ en las plantas controles hasta 89-
130 pg N planta™ en los tratamientos donde las plan-
tas fueron inoculadas con las bacterias. El mayor va-
lor se obtuvo en las plantas tratadas con H. seropedi-
cae 794 (Tabla 2). La contribucidn relativa derivada de
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Figure 2. Efecto promotor del crecimiento vegetal de 294 y
AJ13 en O. sativa cv. LP5. A. Crecimiento de la planta. B.
Estimulacién del sistema radical.

Figure 2. Effect of plant growth promoter of 294 and AJ13
in O. sativa cv. LP5. A. Plant growth. B. Radical system
stimulation.

la FBN fue de entre 12 y 33 % en las plantas del cultivar
LP5y del 10 al 30% en el cultivar Perla de Cuba.

Identificacion de las cepas

A partir del analisis de las secuencias del gen que codi-
fica para el ARNr 16S, se identificaron a los aislados
FN1, FN2, FN3 y FN6 como Pseudomonas sp.,

ANNIA HERNANDEZ-RODRIGUEZ ET AL.

Enterobacter sacchari, Pseudomonas putida y Azospi-
rillum brasilense, respectivamente (Tabla 3). En todos
los casos se presentaron porcentajes de similitud nu-
cleotidica del 99%, con relacidn a secuencias conteni-
das en bases de datos internacionales (GenBank).

DISCUSION

Los resultados muestran la capacidad de A. brasilense
FN6, P. putida FN3, E. sacchari FN2, Pseudomonas sp.
FN1, P. putida AIO5 y P. fluorescens AJ13 de fijar nitré-
geno atmosférico, demostrando el potencial que tie-
nen estas bacterias diazotrdficas para llevar a cabo la
FBN en plantas gramineas. Estas bacterias también
solubilizan fosfatos inorganicos y producen metaboli-
tos del tipo AlA.

Diversos estudios demuestran que los organismos dia-
zotroficos colonizan sus hospedantes contribuyendo
con cantidades sustanciales de nitrégeno fijado biold-
gicamente. Por ejemplo, Kennedy et al. (2004) sefiala-
ron que algunas especies de Herbaspirillum aportaron
a la planta de O. sativa del 19 % al 54 % del nitrégeno
requerido para su crecimiento y desarrollo, en depen-
dencia del cultivar. Asimismo, en cultivos de Zea mayz L.
y de O. sativa en condiciones de inundacion esta contri-
bucién varia de 20 a 50 kg ha™ de nitrégeno al afio
(Ferreira, 2008). Este proceso constituye la principal via

Tabla 2. Efecto de las bacterias seleccionadas en el crecimiento y la fijacion biologica del nitrégeno
(FBN) en plantas de O. sativa cv. LP5 de 21 dias de edad.

Table 2. Effect of selected bacteria on growth and biological nitrogen fixation (BNF) in 21-day-old Oryza

sativa L. cv. LP5 plants

Inéculo Masa seca N Total Porcentaje de exceso FBN (%)
(mg.planta-) (Mg.planta’) de '5N (por planta)
FN3 8,9b 89c 22.5 12
FN6 18,4a 95h 18.4 28
29 20,8a 130a 17.0 33
Control* 6,4c 79d 25.6 0

*Semillas inoculadas con células esterilizadas a 121°C. PA (parte aérea) R (raiz) %Nda (% de nitrégeno derivado de la
atmosfera). Letras no comunes indican diferencias significativas segun prueba Tukey para p<0.05.

Tabla 3. Identificacion de los aislados mediante amplificacion del gen que codifica al ARNr 16 S.
Table 3. Identification of the isolates by amplification of the gene encoding 16S RNAr.

. Identificacion

Aislado Clasificacion Porcentaje de similitud nucleotidica No. acceso
FN1 Pseudomonas sp. 99% KT266904
FN2 Enterobacter sacchari 99% HQ204281.2
FN3 Pseudomonas putida 99% KF278708
FN6 Azospirillum brasilense 99% FR745918.1
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de incorporacién del nitrégeno al ecosistema del suelo
(Richardson et al., 2009) y se lleva a cabo por la enzi-
ma nitrogenasa que requiere la colaboracién de otras
dos proteinas y un ambiente anoxigénico (Hernandez-
Rodriguez et al., 2014).

La solubilizacién de fosfatos orgdnicos por los microor-
ganismos es un proceso catalizado por enzimas, a dife-
rencia de lo que ocurre con el fosfato inorganico, cuya
solubilizacién transcurre fundamentalmente mediante
la produccidn de acidos orgdanicos (Restrepo-Franco et
al., 2015). Los microorganismos solubilizadores de
fosfatos son considerados como promotores del creci-
miento vegetal al aumentar la disponibilidad de fésfo-
ro inorganico en el suelo que puede ser utilizado por
las plantas para aumentar su rendimiento (Rodriguez y
Fraga, 1999; Restrepo-Franco et al., 2015). Por otro
lado, las bacterias diazotroficas poseen, en su mayoria,
capacidad de producir fitohormonas, dentro de ellas
las auxinas como el 4cido indol-3- acético (AIA), son las
mas comunes. La produccion bacteriana de AlA ha sido
estudiada no solo por su efecto fisioldgico en las plan-
tas, sino también por la funcién que puede desempe-
far esta fitohormona en la interaccién planta-
microorganismo (Spaepen y Vanderleyden, 2011)

En esta investigacion se demostrd que la inoculacidn
bacteriana favorece el desarrollo del sistema radical y
de la parte aérea de las plantas de O. sativa, observan-
dose diferencias significativas de los tratamientos ino-
culados a los controles en cada uno de los cultivares
estudiados. En la mayoria de los parametros evaluados
se obtuvo un mayor incremento en el cultivar LP5 con
la inoculacién de las cepas empleadas con respecto al
cultivar Perla de Cuba, lo que demuestra una mayor
especificidad en la interaccién planta-bacteria. Persello
-Carteaux et al. (2003), Hartman et al. (2009) y de La
Fe et al. (2015) demostraron la accién selectiva de los
exudados radicales ante los grupos microbianos pre-
sentes en la rizosfera, pudiendo manifestarse un efec-
to diferenciado segun la especie vegetal, la cepa o ais-
lado, la edad de la plantay el cultivar.

La estimulacion del crecimiento vegetal podria estar
relacionado con la produccion de metabolitos del tipo
AIA por las cepas inoculadas. El AIA induce el creci-
miento de las plantas, al aumentar la divisién celular y
la diferenciacion de los tejidos, efectos que se ven re-
flejados en un mayor contenido de biomasa (Lagunas
et al., 2001; Santillana et al., 2005). También se ha
planteado que el AIA absorbido por las semillas y las
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raices de las plantas podria estimular la actividad de la
enzima ACC sintetasa, la cual esta involucrada en la
sintesis del etileno y bajas concentraciones de etileno
promueven el crecimiento de los pelos radicales de las
plantas inoculadas y el drea superficial de la raiz
(Bhattacharyya y Jha, 2012; Cabras-Cendales et al.,
2017), lo que trae consigo aumento en la toma de
agua y nutrientes por la planta, y con ello el incremen-
to del crecimiento vegetal.

El desarrollo de un inéculo basado en diazétrofos es
aun cuestionable, pero se ha informado que alrededor
del 20-30% de los incrementos en los rendimientos en
campos de arroz son debido a la inoculacién con estos
microorganismos y pueden compensar los costos del
indculo (Pedraza et al., 2009; Garcia de Salamonea et
al., 2012; de Souza et al., 2013), por lo que los resulta-
dos de este trabajo tienen aplicacién e importancia
practica en el disefio de estrategias ecoldgicas susten-
tables.
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