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Resumen

E:mpleo de bio-controladores en la agricultura beneficia los

pectos fisioldgicos en plantas, a diferencia de la constante
aplicacion de pesticidas en el cultivo del banano ha ocasionado
la pérdida de la sensibilidad en M. fijiensis, reduciendo la
microbiota del suelo. El objetivo se enfoc en caracterizar el
potencial antagonico de las PGPR en inhibicion de germinacion
de ascosporas y desarrollo micelial de M. fijiensis. Se realizaron
cultivos monospoéricos de M. fijiensis ¢ identificado por PCR.
Se evaluaron los extractos celulares de Pseudomonas putida
PB3-6, Klebsiella variicola BO3-4, Enterobacter asburiac BA4-
19, Serratia marcescens PM3-8, Enterobacter asburiac PM3-
14, Pseudomonas protegens CHAO, Pseudomonas fluorescens
WCS417, Pseudomonas veronii R4 y Bacillus subtilis ATCC
5540 para sus evaluaciones antagonistas: a) Inhibicion del tubo
germinativo de las ascosporas al 2% y b) Desarrollo micelial
al (2 y 10 %). La PCR empleado en la identificacion de M.
fijiensis se confirma el producto de amplificacion de 1018 pb.
El factor antagonico de los extractos celulares al 2 % de PM3-
14 y CHAO inhibe sobre el 80 % al desarrollo de los tubos
germinativos. La inhibicion al desarrollo micelial del extracto
celular al 2 %, de CHAO logroé una efectividad del 54 % y las
cepas (PM3-8, PM3-14 y BA4-19) con (32, 26 y 26 %). Al 10
% del extracto de la cepa PM3-8 inhibe el desarrollo micelial
con niveles de turbidez de 0,47 (OD, ,nm). El empleo de estos
bio-controladores en la agricultura ofrecera una alternativa para
beneficiar en la reduccion del uso de agroquimicos.

Palabras claves: Mycosphaerella fijiensis, rizobacterias,
actividad antagonista, extracto celular.
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Abstract

The use of biocontrollers in agriculture benefits the

physiological aspects in plants, unlike the constant
application of pesticides in the cultivation of banana has caused
the loss of sensitivity in M. fijiensis, reducing soil microbiota.
The objective was to characterize the antagonistic potential
of PGPR in inhibition of ascospore germination and mycelial
development of M. fijiensis. Monosporic cultures of M. fijiensis
and identified by PCR were performed. The cellular extracts
of Pseudomonas putida PB3-6, Klebsiella variicola BO3-4,
Enterobacter asburiac BA4-19, Serratia marcescens PM3-
8, Enterobacter asburiac PM3-14, Pseudomonas protegens
CHAO, Pseudomonas fluorescens WCS417, Pseudomonas
veronii R4 and Bacillus subtilis ATCC 5540 were evaluated
for its antagonistic evaluations: a) Inhibition of the germination
tube of the ascospores at 2% and b) Mycelial development
at (2 and 10%). The PCR used in the identification of M.
fijiensis confirms the amplification product of 1018 bp. The
antagonistic factor of the cellular extracts at 2% of PM3-14 and
CHAQO inhibits over 80% the development of germ tubes. The
inhibition to the mycelial development of the cellular extract to
2%, of CHAO achieved an effectiveness of 54% and the strains
(PM3-8, PM3-14 and BA4-19) with (32, 26 and 26%). 10%
of the extract of strain PM3-8 inhibited mycelial development
with turbidity levels of 0.47 (OD, ,nm). The use of these bio-
controllers in agriculture will offer an alternative to benefit in
reducing the use of agrochemicals.

Keywords: Mycosphaerella rhizobacteria,
antagonist activity, cellular extract.

fijiensis,
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Introduccion

Las bananas comestibles como fruta fresca
pertenecen al generd Musa acuminata, distribuidas
en las regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Aguilar y Kohlmann, 2006). En Ecuador al 2015 la
produccion de banano fue de 4.1 millon de toneladas
de 162,039 ha (Proecuador, 2016). La disminucion
en produccion de fruta se da por efecto del hongo
ascomicete Mycosphaerella fijiensis Morelet (Sigatoka
negra) principal problema fitopatologico en el cultivo de
banano y platano en América, Asia y Africa, causando
pérdidas estimadas en 33 a 69 % al no controlarse la
enfermedad (Marin, Romero, Guzman, y Sutton, 2003).
Para el control de Sigatoka negra se realizan aplicaciones
constantes de fungicidas de accion sistémica, siendo
potencialmente perjudicial para el medio ambiente
(Fu et al., 2010), y su continua aplicacion ha llevado a
generar resistencia M. fijiensis (Romero, 1995).

La resistencia del hongo a fungicidas como:
benomyl (Romero y Sutton, 1998), azoxystrobin (Amil,
Heaney, Stanger y Shaw, 2007) y trifloxystrobin (Pérez,
Hernandez, Hernandez y Pérez, 2002), se debe a su
empleo frecuente y extensivo de estos quimicos para el
control de la enfermedad antes y después de la cosecha
del banano. Aunque recientemente se han desarrollado
fungicidas eficientes como triazoles y procloraz, pero el
uso excesivo da a lugar a residuos quimicos en frutos y
causan dafios a la salud humana (Fu et al., 2010).

El sector agropecuario ha iniciado trabajos de
identificacion y manipulacion de PGPR, de la expresion
en inglés Plant Growth Promoting Rhizobacteria, que
se destacan por sus capacidades simbidticas como:
Pseudomonas, Bacillus, Azotobacter y Azospirillum
(Dobereiner, Baldani y Reis, 1995). Las bacterias al
género Pseudomonas spp son las mas estudiadas, al
tener la capacidad de producir metabolitos secundarios
y antibidticos que actian como compuesto flingicos:
pioluteorina (Plt), pirrolnitrina (Prn), acido fenazina-
1-carboxilico (PCA) y 2,4- diacetilfloroglucinol (2,4
DAPG) (Dwivedi y Johri, 2003). Los bio-controladores
reportados en inhibir el desarrollo o germinacion de
ascosporas M. fijiensis estan enfocados al empleo de
extractos celulares de plantas, donde la obtencion de
un péptido antimicrobiano Ib-AMP4 ¢ Ib-AMP2 de
Impatiens balsamina inhibe el desarrollo micelial del
hongo y germinacion de sus ascosporas (Vasquez,
Guzman, Patarroyo y Arango, 2009). La aplicacion
de microorganismo es otra de las estrategias que se
estan incorporando al control de Sigatoka negra, donde
Trichoderma spp nativas del Ecuador han demostrado
tener actividad antagonista a M. fijiensis in vitro
(Galarza et al., 2015). Por lo tanto, la busqueda de
nuevos agentes bio-controladores para Sigatoka negra
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es de importancia para el sector agricola de algunos
paises de América.

La rizosfera de los cultivares tradicionales de
musaceas, exhibe gran diversidad de microorganismo
que son empleados como estrategias al control biologico,
entre ecllas, estas poblaciones de Pseudomonas spp.
mantienen la estabilidad de los cultivos y ejercen
actividades antagonistas a sus enemigos naturales.
Donde el objetivo es caracterizar el potencial antagdnico
de las PGPR en inhibicion de germinacion de ascosporas
y desarrollo micelial de M. fijiensis.

Materiales y métodos

a investigacion se realizd en el Laboratorio

de Microbiologia y Biologia Molecular de la
Universidad Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ),
localizado en el Campus Universitario “Manuel Haz
Alvarez” ubicado en el km 1.5 via Quevedo — Santo
Domingo. Sus coordenadas geograficas son 01° 017 de
latitud Sur y 79° 47 de longitud Occidental, ubicada a
una altura de 73 msnm.

Seleccion y preparacion de inoculé bacteriano

Del Banco de Germoplasma del Laboratorio de
Microbiologia de la UTEQ, fueron seleccionadas las
rizobacterias provenientes de cultivares endémicos de
Musaceas con su clasificacion a metabolitos antagénicos
(Cuadro 1). Ademas, se emplearon dos cepas control P
protegens CHAOy P. fluorescnes WCS417 (donadas por
el Dr. Dieter Haas y Dr. Ientse van der Sluis) y Bacillus
subtilis ATCC 5540 (donada por el Dr. Humberto
Prieto). Las rizobacterias se incubaron en King B
liquido selectivo [(g/L): peptona, 20.0; glicerol, 15
mL; K HPO,, 1.5; MgSO, x 7TH,O, 1.5; agar, 15; agua
destilada (pH 7.2)], suplementado con chloramphenicol
(13 pg/mL), ampicillina (40 pg/mL) por 48 h (King et
al., 1954).

Cuadro 1. Caracterizacion de los aislados bacterianos
a produccion de metabolitos antagénicos

Organismo Cepas Metabolitos
antagonicos
PR | HCN | Pm
1 | Pseudomonas putida PB3-6 [+ |+
2 | Klebsiella variicola BO34 [+ [+ +
3 | Enterobacter asburiae | BA4-19 | +
4 | Serratia marcescens PM3-8 [+ |+
5 | Enterobacter asburiae | PM3-14 [+ [+ +

Productoras de metabolitos secundarios: PR-Proteasa,
HCN-cianuro de hidrogeno, Prn-pirrolnitrina.
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Identificacion de M. fijiensis

Del tejido foliar de banano Cavendish infectado con
Sigatoka negra en los estadios 5 o 6, fueron colectados y
segmentados en 10 cm? Las muestras se limpiaron con
hipoclorito al 1 % y ubicadas en camaras himedas por
24 h para maduracion de ascas y proceder a la descargar
de ascosporas. Muestras de hojas de 5 cm? se fijaron al
interior de la tapa de la placa Petri para sus descargas
en (agar 2 g/L) a temperatura ambiente por 16 h. Las
ascosporas se ‘“pescaron” con jeringa de insulina y
se inocularon en el medio PDA, para la obtencion de
cultivos monospdricos del hongo. Del micelio se realizo
la extraccion de ADNg, siguiendo el protocolo descrito
por el fabricante DNeasy Plant Mini Kit de (QIAGEN-
Start EE.UU.). La identificacion de M. fijiensis se realizd
por PCR empleando los oligonucleotidos especificos
MF137 (5"GGCGCCCCCGGAGGTCTCCTT
37), que amplifica la region ITS entre la region
ribosomal 18S y 5.8S (Johanson, 1995) y R635
(5’GGTCCGTGTTTCAAGACGG 3") en la region 25S
del ADN ribosomal, de 1018 pb (Leiva et al., 2013).

Obtencion de extractos antagénicos bacterianos

Las rizobacterias se incubaron en 50 mL de King
B liquido a 150 rpm a 27 °C por 48 h en un agitador
(Benchmark, Incu-Shaker), recuperando 15 mL de
cultivo bacteriano y centrifugado a 6000 x g / 3 min
(Centrifuge 800-B), proceso realizado en triplicado
para recuperar el sobrenadante y descartar la presencia
de células bacterianas. Los extractos del cultivo celular
fueron filtrados empleando Nalgene Syringe de 0.2 um
y posteriormente sometidos a choque térmico de 15 min
a 90°C a bafio de agua (Memmert WNB 22) y 15 min a
—40°C en el ultra congelador (Eppendorf-Innova U725)
y almacenados a 4°C.

Ensayo de germinacion de ascosporas de M. fijiensis

Las muestras de hojas de 5 cm? fijadas al interior de
la tapa de la placa Petri del producto de las descargas,
se sobrepusieron a las placas base con los extractos
celulares al 2% con (agar 2 g/L), empleando una
muestra del tejido foliar para un total de 25 placas. Se
adhiri6 una hoja de acetato milimetrada en la base para
delimitar el conteo de la formacion del tubo germinativo
de 10 ascosporas por cada 0.5 cm? observado con el
microscopio 6ptico BOECO objetivo 10x, incubado a
27°C para su evaluacion a 18, 24 y 48 h.

Ensayos antagonistas al desarrollo micelial de M.
fijiensis

Se recuper6 0.2 mL de los extractos celulares y se
homogenizaron en 9.8 mL del medio PDA y distribuidas
en placas Petri, afladiendo tres discos de (1 cm O)
micelial de M. fijiensis e incubados a 27°C. Se evaluo

el porcentaje de inhibicion micelial desde el borde del
tarugo hasta el crecimiento del hongo por 6, 8 y 12 dias
empleando la formula: % inhibicion = (crecimiento del
control — crecimiento del tratamiento / crecimiento del
control) x 100.

Cinética de inhibicion micelial del extracto al 10 %
en medio liquido Sabouraud, de discos miceliales de
(0.5 cm Q) se re-suspendieron en 500 pl de agua ultra
pura, disgregado con pistilo y vortex. Los fragmentos
miceliales se ajustaron en agua a 10 x 10*/mL segin
(Vasquez et al., 2009), observado en camara Neubauer
(fondo del campo central de 0.1 mm y superficie de
conteo 0.0025 mm?). En celdas de 1 mL de (12 x 12
x 45 mm) para espectrofotometria se anadieron 720
pL del medio Sabouraud con (20 g Dextrosa y 10 g
Peptona), 90 puL de la suspension micelial y 90 pL de
extractos bacterianos. El desarrollo micelial se verifico
por turbidez en longitud de onda de 600 nm (OD, ,nm)
en el espectrofotometro UNICO 1205 Vis. Se empled
como control absoluto los 900 pl del medio Sabourand
como punto de inicio para su evaluacion, la turbidez
del medio de cultivo se evalud por 7, 11, 15, 19 y 22
dias. Los valores de turbidez del control no varian por
la adicion del extracto celular y la suspension micelial.

En todos los experimentos los tratamientos
contenian cinco replicas experimentales y cada una
con cinco unidades experimentales. Los valores a cada
condicion estan representados con el error estandar
promedio individual (+), los tratamientos fueron sujetos
al analisis de varianza por ANOVA, y separados por
procedimiento de comparacion miultiple de Tukey
SD, al nivel de significancia de (P<0.05), empleando
Statgraphics.

Resultados

Identificacion de Mycosphaerella fijiensis

De tejido foliar con los sintomas de la enfermedad
se recuperaron las ascosporas de M. fijiensis (Figura
1A), obteniendo cultivos monosporicos del hongo
(Figura 1B) e identificando por PCR con el producto
de amplificacion de 1018 pb. La especificidad de la
reaccion fue determinada al no observar amplificacion
inespecifica en el control con Fusarium oxysporum
(Figura 1C).

Extractos celulares de PGPR con inhibicién al tubo
germinativo de ascosporas

El efecto inhibitorio al desarrollo del tubo
germinativo determinaron diferencias significativas
entre los tratamientos, donde la aplicacion del extracto
celular de E. asburiae PM3-14 se observo escasamente
el desarrollo del tubo germinativo de (2.5—-7.5-12.5 %)
y con similar respuesta con la cepa control P. protegens
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CHAO de (2.5 — 8.75 — 16.25 %), las ascosporas sin
los extractos se verificaron la formacion del 100% de
los tubos germinativos entre los tiempos de evaluacion
de 18, 24 y 48 h. La aplicacion de los extractos de E.
asburiae BA4-19 y S. marcescens PM3-8 no superan
el 25% germinacion de las ascosporas y el aumento de
la tasa de germinacion sobre el 30% por aplicacion de
los extractos de K. variicola BO3-4, P. putida PB3-6,
cepas controles P. veronii R4, P. fluorescens WCS417 y
B. subtilis para las 48 h de evaluacion (Figura 2).

Las ascosporas presentaron anomalias en sus
caracteres morfologicos por aplicacion del extracto de
E. asburiae PM3-14 y P. protegens CHAO causando
la inhibicién del tubo germinativo de las ascosporas y
la turgencia en ellas (Figura 3 A-B). Los extractos de
las cepas nativas E. asburiae BA4-19 y S. marcescens
PM3-8 mostraron elongacion anormal de un solo tubo
germinativo (Figura3 C), sinaplicacion del sobrenadante

PNE N

mostraron el desarrollo de los tubos germinativos
bipolar caracteristico de M. fijiensis (Figura 3 D).

Inhibicién del desarrollo micelial por extractos
celulares al 2 %

Los extractos celulares de las cepas (PM3-14,
BA4-19 y PM3-8) de mayor efecto inhibitorio al tubo
germinativo fueron seleccionadas para evaluar su
respuesta al desarrollo micelial, observando diferencias
significativas entre los tratamientos donde el extracto
celular de P. protegens CHAO inhibe el desarrollo
micelial del hongo con (76, 66y 54 %) alos 6, 8, 12 dias.
El efecto de los extractos celulares de las cepas (PM3-8,
BA4-19 y PM3-14) refleja actividad antagénica minima
con (34, 26 y 26 %), a los 12 dias. La cepa control
P. veronii R4 no supera el 25 % al doceavo dia, sin
aplicacion del extracto se verifica un normal desarrollo
micelial del hongo (Figura 4).
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Figura 1. Identificacion de Mycosphaerella fijiensis
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Figura 2. Inhibicion del tubo germinativo en ascosporas de M. fijiensis. Se evaluo los extractos al 2% al
desarrollo del tubo germinativo de ascésporas a 18, 24 y 48 h. Los valores con letras similares no presentan
diferencias estadisticas significativas al nivel de (P<0.05), por el procedimiento de comparacion multiple de
Tukey. Las barras indican el ES individual para tratamiento (+).
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Figura 3. Efecto de los extractos en inhibicion al desarrollo del tubo germinativo de ascosporas. A
No germinacién de las ascdsporas tratadas con E. asburiae PM3-14, B Aplicacion de P. fluorescens CHAO,
C Germinacion anormal de las ascosporas con un tubo germinativo por efecto de E. asburiae BA4-19, D
Ascosporas no tratadas con germinacion normal de M. fijiensis observadas bajo microscopio a (10 x), después
de 48 h. Las flechas marcan el efecto inhibitorio a la formacion del tubo germinativo.
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Figura 4. Efecto antagonico de extractos celulares al 2 % en desarrollo micelial. Los valores con letras

similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel de (P<0.05), por el procedimiento de
comparacion multiple de Tukey. Las barras indican el ES individual para tratamiento (+).
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Figura 5. Extracto al 10 % en cinética de inhibicion al desarrollo micelial. Desarrollo micelial en medio
liquido Sabouraud post-incubado por 7, 11, 15, 19 y 22 dias. Los resultados son expuestos y analizados por
dia de incubacion, los valores con letras similares no presentan diferencias estadisticas significativas al nivel
de (P<0.05), por el procedimiento de comparacion multiple de Tukey. Las barras indican el ES individual para
tratamiento (%).
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Inhibicién del desarrollo micelial con extractos
celulares al 10 %

Los resultados en cinética de inhibicion al desarrollo
micelial por aplicacion de los extractos celulares al
10%, se observaron diferencias significativas entre
ellas. El extracto celular de P. protegens CHAO registro
la mayor inhibicion al desarrollo micelial con niveles de
turbidez de 0.272 a los (15 y 19 dias) que disminuyen
gradualmente hasta 0.19 (OD, nm) al dia 22. La
cepa nativa S. marcescens PM3-8 tiene efectividad en
inhibicion micelial con niveles de turbidez de (0.472;
0.620; 0.577; 0.577 y 0.47 OD. ,nm) que verifican
su respuesta antagoénica. La actividad del extracto E.
asburiae PM3-14 es minima con niéveles de turbidez
de 0.530 (OD,,,nm) al quinto dia y manteniéndose en
0.736 (OD,,,nm) al dia 22. La cepa nativa E. asburiae
BA4-19 no ejerce cambios al desarrollo del micelio
siendo similares al control (Figura 5). El control
present6 niveles de turbidez de (0.541; 0.910; 0.971;
0.971y 1.087 OD,,,nm) a sus dias de evaluacion (7, 11,
15,19y 22).

Discusion

el Banco de Germoplasma del Laboratorio
de Microbiologia de la UTEQ, de las cepas
seleccionadas: P. putida PB3-6, K. variicola BO3-4, E.
asburiae BA4-19, S. marcescens PM3-8, E. asburiae
PM3-14 mostraron tener actividad proteolitica y emitian
fluorescencia igual a los controles P. protegens CHAO,
P. veronii R4y P. fluorescens WCS417. Los metabolitos
secundarios son un componente clave de la respuesta
antagonica de las rizobacterias a patdgenos del suelo,
donde la proteasa es una enzima que degrada la pared
celular al patégeno, enzimas hidroliticas que actian
como factores biocontroladores (Infante ef al., 2009).
La efectividad de los extractos celulares al 2 % de
las cepas nativas PM3-14, PM3-8 y BA4-19) impiden
la formacion al desarrollo del tubo germinativo de las
ascosporas. Esto coincide con Castillo et al. (2016),
donde la aplicacion del extracto de Streptomyces
galilaeus CFFSUR-B12 inhibe el desarrollo del
tubo germinativo de ascosporas de M. fijiensis. La
efectividad de P. protegens CHAO en inhibicion del
tubo germinativo de M. fijiensis esta vinculado a la
produccion del 2,4-DAPG, donde este antibidtico
inhibe un amplio espectro de hongos patogénicos
(Ahmadzadeh y Tehrani, 2009). El potencial antagénico
de las PGPR se ha enfocado en su capacidad de producir
compuestos anti-fungicos estos actiian en su estructura
celular del patogeno (Kim ef al., 2003). Las ascosporas
presentaron anomalias en sus caracteres morfologicos:
turgencia en las ascosporas, elongacion anormal y un
solo tubo germinativo y otras no germinaron. Resultados
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similares son encontrados por Vasquez ef al. (2009) con
una concentracion de 80pg/ml del péptido IC75 causd
anomalias al tubo germinativo y otras ascdsporas no
germinan.

El efecto inhibitorio de los extractos de P. protegens
CHAOYy S. marcescens PM3-8 sobre el micelio del hongo,
se atribuye a la produccion del conjunto de metabolitos
extracelulares a Proteasa, HCN y 2,4-DAPG, al entrar
en contacto con el hongo, impiden su desarrollo radial
normal. Cuando los metabolitos extracelulares son
separados reducen el desarrollo micelial de M. fijiensis
(Castillo et al., 2016). El rendimiento anti-fingico
efectivo del sobrenadante de S. marcescens PM3-8 a M.
fijiensis requiri6 la accion combinada de los metabolitos
extracelulares y fraccion proteica de quitinasas. Las
rizobacterias también sintetizan una variedad de
quitinasas extracelulares que juegan un papel clave en
el control bioldgico de patogenos fungicos (Herrera y
Chet, 1999). Se puede considerar que los metabolitos
secundarios de P. protegens CHAO y S. marcescens
PM3-8 presentes en los extractos celulares acttian en la
fase sexual y asexual del ciclo productivo de M. fijiensis,
en el tubo germinativo y crecimiento radial del micelio.
Estos metabolitos secundarios serian similares a los
fungicidas sintéticos como los triazoles que inhiben la
bio-sintesis de ergosterol (Ma y Michailides, 2005).

La mayor efectividad antagonica por los 22 dias
de exposicion con los extractos celulares al 10 % de
P. protegens CHAO y S. marcescens PM3-8 logra la
inhibicion del desarrollo micelial de M. fijiensis, donde
los metabolitos producido por las bacterias poseen una
naturaleza anfifilica que interviene en la integridad
de membrana bioldgica, formando poros que generan
perturbaciones osmoticos o el rompimiento de la
membrana celular (Ongena y Jacques, 2007).

Las perspectiva en el futuro se concentrarian en la
aplicacion de estos microorganismos endofiticos que
beneficiaran a las plantas en diferentes mecanismos
bioquimicos (Khan ez al., 2008). La colonizacion de
raices por cepas no patogénicas PGPR, dan paso a
la Resistencia Sistémica Inducida (RSI) a través de
un mecanismo de defensa dependiente Jasmonato/
Etileno (Ton et al., 2002). Donde las aplicaciones de
P. protegens CHAO en cultivar de banana Virupakshi
(Musa spp. AAB), mejoran significativamente el
rendimiento de racimos y mantienen actividad
antagonista a los patdgenos (Kavino et al., 2010). Por
lo tanto, es importante llevar a cabo investigaciones que
permitan la identificacion de metabolitos secundarios a
produccidn de sideroforos y reguladores de crecimiento
a las cepas nativas de PM3-8, PM3-14 y BA4-19P
para estudiar el mecanismo de accion en banano y su
respuesta en RSI.
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Conclusion

as bacterias provenientes de la rizosfera de

musaceas, de actividad proteolitica y productoras
de HCN por E. asburiae PM3-14 se destaca por alterar
el tubo germinativo de ascosporas con el 80 %. En
inhibicion al desarrollo del micelial S. marcescens
PM3-8 y E. asburiae PM3-14 tiene el mayor efecto con
34.51 %. Las rizobacterias estarian participando con
gran efectividad antagonista en la etapa inhibicion del
tubo germinativo y el desarrollo micelial de M. fijiensis.
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