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Podstawowa metoda oceny nasienia mrozone-
go jest jego ruchliwos$¢ po rozmrozeniu, Takie
kryterium oceny daje dostateczng informacje
o wartosci zapladniajgcej nasienia buhajéw, na-
tomiast mnie daje zadawalajgcych rezultatéw
zastosowane do oceny mrozonego nasienia try-
kow, gdyz mimo dobrej ruchliwosci jego plod-
nosé¢ jest na 0gol nizsza niz przy kryciu natu-
ralnym lub inseminacji masieniem plynnym.
Powodem tych rozbieznosci jest prawdopodob-
nie uszkodzenie akrosomu, do ktorego dochodzi
w procesie mrozenia, podczas gdy aparat ruchu
pozostaje nienaruszony (2, 5, 9, 10). Zmiany te
sg jednak uchwytne tylko przy pomocy mi-
kroskopu elektronowego co wyklucza mozli-
wos¢ kontroli nasienia mrozonego na tej drodze
dla celéw praktycznych. Stad wyrosta potrzeba
opracowania metody prostszej, opartej na moz-
liwoséci postugiwania sie mikroskopem swietl-
nym.

Przyjmujac uszkodzenie akrosomu za przy-
czyne obnizonej plodno$ci nasienia mrozonego
podjeto probe wykrywania zmian morfologicz-
nych w przedniej czesci glowki plemnikéw przy
pomocy mikroskopu $§wietlnego, Wychodzgce z
zalozenia, Ze proces zamrazania nasienia buhaja
nie pocigga za sobg tak licznych uszkodzen
struktury plemnika jak to ma miejsce w nasie-
niu trykéw, przeprowadzono poréwnanie nasie-
nia mrozonego tych dwu gatunkow.

Material i metody

W dofwiadczeniu uzyto metody zastosowanej przez
Buttle i wsp (1) polegajacej na wykrywaniu zmian
morfologicznych przedniej czeSei gtowki plemmika w
nasieniu inkubowanym w roztworze nigrozvny. Na
szkietku podstawowym o temp. 38-40°C umieszezano
obok siebie krople 10% roztworu nigrozyny angielskiej
i krople nasienia. Po zmieszaniu z nigrozyna masienie
pozostawato na szkielku przez okres co majmniej 1 mi-
nuty. Po tym czasie wykonywano rozmaz i utrwalano
go nad plomieniem.

Materiat doswiadczalny stanowily 34 ejakulaty od
pieciu trykéw. Nasienie buhajéw zamrazano w kulkach
wg metody podanej przez Wierzbowskiego i Pilcha
(12), a nasienie trykéw w szklanych ampulkach wg
metody podanej przez Karete i wsp. (4), Z kazdego
ejakulatu wykonywano rozmaz po pobraniu. a mastep-
nie po elcwilibracji i po mrozeniu. Bezposrednio przed
wykonaniem rozmazu, przeprowadzano ocene szacun-
kowa iloSci plemnikéw ruchliwych.

Dla uzupelnienia przeprowadzono réwniez mrozenie
nasienia buhajéow i trykéw bez ostaniajacego rozcien-
czalnika. Swieze nasienie rozlewano do szklanych
probéwek i1 zamrazano, a nastepnie rozmrazano w
temp. +40°C i wykonywano rozmaz.

Obserwacje przeprowadzano pod mikroskopem Zeiss
Nu stosujge powickszenie 2000-2500%. Z kazdego pre-
paratu liczono 300 plemnikéow.

Istotno$é roznic miedzy iloscig plemnikéw nieuszko-
dzonych w poszczegolnych grupach nasienia obliczano
przy pomocy testu Duncana.

Wyniki

W rozmiazach wykonywanych zaréwno z na-
sienia $wiezego jak i po ekwilibracji i po mro-
zeniu stwierdzano obecnos¢ dwu grup réznia-
cych sie pod wzgledem plemnikéw. Do nieusz-
kodzonych zaliczano plemniki odznaczajace sie
jasnym brzegiem przedniej czesci glowki. Po-
jasnienie w formie obwddki wystepujace w
plemnikach nieuszkodzonych rozszerzato sie
nieco ku wierzchotkowi gtowki i wyraznie kon-
trastowalo z szarym tlem preparatu i glowka
plemmnika.

Ryc. 1. Rozmaz z nasienia tryka po rozmrozeniu. Z lewej
plemnik nieuszkodzony z jasna obwoOdka otaczajacg przed-
nig czesé growki (X 2500).

Ryc. 2. Rozmaz z nasienia tryka po rozmrozeniu. Glowka
plemnika posiada jasng plame oraz lekko splaszczony wierz-
cholek. Forma zaliczana do opisanych uszkodzen (X 2500).

Do grupy uszkodzonych zaliczano plemmniki
wskazujace ,,rozmyty”’ brzeg przedniej czesci
gtéwki, co wyrazalo sie w zatarciu konturu
plemnika i brakiem jasnej obwddki. Do tej
grupy zaliczano réwniez plemniki posiadajgce
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na szczycie gléwki roznej wielkosci i ksztattu
jasne miejsca. Brzegi glowek w poblizu tych
miejsc byly o wiele slabiej zaznaczone niz w
plemnikach nieuszkodzonych, a wierzcholki by-
Iy splaszczone (ryc. 2). Opisane formy plemni-
kéw wystepowaly w okre§lonych ilosciach w
nasieniu §wiezym, po ekwilibracji i po mroze-
niu, natomiast w masieniu nie rozcienczonym,
zamprozonym przez wlozenie wprost do cieklego
azotu, wszystkie plemniki wykazywaly zmiany
w postaci ,,rozmytego’” brzegu przedniej czesci
gtéwki (tab. 1).

odwrotng proporcje, bowiem nieuszkodzonych
plemnikow bylo $rednio 25,4% w stosunku do
41,4% plemnikéw wykazujgcych ruch.
Zaréwno u buhajow jak i trykéw mie stwier-
dzono istotnej réznicy miedzy iloécig plemnikow
nieuszkodzonych w nasieniu $wiezym i podda-
nym ekwilibracji. Natomiast réznica ta byla
wysoko istotna miedzy iloécig plemnikéw nie-
uszkodzonych w nasieniu $wiezym i poddanym
ekwilibracji, a nasieniem mrozonym.
Zestawienie badanych ejakulatéw w grupach
o tej samej ocenie ruchliwosci po rozmroZeniu

Tab. 1. Procentowy udzial plemnikéw ruchliwych i plemnik6w z nieuszkodzonymi akrosomami w nasie-
niu buhajow i trykéw
| Buhaje B Tryki -
Ocena Nasienie | Nasienie po Nasienie Nasienie Nasienie po Nasienie
Swieze | elewilibracji mrozone Swieze ekwilibracji mrozone
% plemnikow
ruchliwych 73,8 +6,0 72,9 458 39,5 +8,0 81,3 +4,1 78,3 47,3 414 +11,0
% plemnikow
nieuszkodzo-
nych 787 19,3 78,1 184 41,6 +12,9* 88,6 +61 86,6 16,1 25,4 +14,0*
* roznica wysoko istotha w stosunku do nasienia $wiezego i po ekwilibracji.
W S$wiezym mnasieniu buhajow o Sredniej % <
ruchliwoéci wynoszacej 73,8%/¢ stwierdzono sre- 4
dnio 78,7% plemnikéw nie wykszujacych zmian. » i
Po ekwilibracji, w nasieniu o $redniej ruchli- % ot
woscei 72,9% znajdowalo sie w 78,1% plemnikéw  § 351 T
nieuszkodzonych. W nasieniu mrozonym % ple- £ 5. Jd it
s : : - : B -
mnikéw nie wykazujacych zmian byt takze § - ¥
wyzszy od %/ plemnikéow ruchliwych i wynosil . s
41,6% w stosunku do 39,5% plemmnikow ruch- $ 21 !
liwych. A i
W $wiezym masieniu trykow o ruchliwosci s 0 -
wynoszacej $rednio 81,3% stwierdzono 88,6% < 5
plemnikéw nie wykazujacych zmian. W nasie- § 7
niu poddanym ekwilibracji po zakonczeniu kté- * - . . v - -
rej $rednia ocena ruchliwosci wyniosta 78,3% 30 95 w0 9% 5 o R, GO
Y g ol PV S 3 ) d h 6 plemnikow ruchliwych
stwierdzono 86,6% plemnik6w nieuszkodzonych, red

natomiast w nasieniu mrozonym stwierdzono
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Ryc. 3. Sredni % plemnikow z nieuszkodzonymi akrosomami
w ejakulatach buhajow o takim samym % plemnikéw ruchs
liwych po rozmrozeniu.
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Ryc. 4. Sredni % plemnikéw z nieuszkodzonymi akrosomami
w ejakulatach trykow o takim samym % plemnikow po
rozmrozeniu.

(ryc. 3 1 4) i poréwnanie z oceng morfologiczng,
pozwolilo ma uchwycenie dalszych roznic wys-
tepujacych w masieniu buhajow i trykow pod
wplywem mrozenia. I tak w nasieniu buhajow
liczba plemnikéw niezmienionych morfologicz-
nie byla prawie we wszystkich klasach wyzsza
od liczby plemnikéw wykazujacych ruch. Wiek-
5z3 zmiennosé w ilosci plemnikéw nieuszkodzo-
nych stwierdzono jedynie w klasach ruchliwosci
30 — 35% a wiec przy stabszych wynikach zam-
razania. Natomiast w masieniu trykéw liczba
plemmikow wykazujacych ruch byla we wszys-
tkich klasach ocen wyzsza od S$redniej ilosci
plemnik6éw niezmienionych morfologicznie, przy
czym najnizszy % plemnikow nieuszkodzonych
w stosunku do ilosci plemnikéw ruchliwych
stwierdzono w klasach ruchliwogci 30 — 35%,
a wiec przy slabszych wynikach zamrazania.
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Réwnoczednie tez we wszystkich klasach ocen
stwierdzono duza zmiennosé w ilosciach plem-
nikéw nieuszkodzonych (rye. 5).
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Ryc. 5. Zmiennos¢ procentu plemnikéw nieuszkodzonych

w ejakulatach o te] same] ruchliwosci po rozmrozeniu.

Dyskusja

Zastosowana metoda wydaje sie pozwalaé na
uchwyeenie zmian morfologicznych w przedniej
czesci glowki plemnika, W rozmazie morfolo-
gicznym latwo bowiem mozna wyrézni¢ plem-
niki posiadajgce jasny brzeg przedniej czesci
glowki oraz plemniki, ktore go mie posiadaja.
Zjawisko to nalezy tlumaczyé gromadzeniem sie
czgsteczek migrozyny ma nieuszkodzonej, glad-
kiej ‘powierzchni gléwki. Promienie $§wietlne
przechodzac przez brzeg otoczonego czasteczka-
mi nigrozyny akrosomu powoduja tworzenie
sie jasnej obwodki wokdt przedniej czesei gtow-
ki. W wypadku uszkodzenia tej powierzchni,
czgsteczki migrozyny przenikajg do plemnika i
wowezas zjawisko to nie wystepuje.

Zachodzi jednak pytanie, czy otoczenie po-
wierzchni gléwki czgsteczkami migrozyny wys-
tepuje jedynie w plemnikach zupelnie nieuszko-
dzonych, czy tez moze wystepowaé w przypad-
kach mniejszych zmian jak np. mabrzmienie
akrosomu. Juz w nasieniu $wiezym wystepuje
pewien procent plemnikéw mie posiadajgcych
obwo6dki a wiec zaliczanych do uszkodzonych.
Sa to prawdopodobnie plemniki ze zmianami
starczymi akrosomu polegajgcymi na jego roz-
ktadzie. Mrozenie powoduje dalsze zwiekszenie
ilosei plemnikéw z podobnymi zmianami w ak-
rosomie. Zasadniczym problemem jest ustalenie
ewentualnej zaleznosci miedzy wspomnianymi
zmianami a ptodnoscig nasienia.

Z uzyskanych rezultatéw wynika, ze proces
zamrazania prowadzi do uszkodzenia pewnego
odsetka plemnikow zardwno w nasieniu buhajow
jak itrykéw. Jednak u buhajow mimo znacznego
wizrostu po mrozeniu procentu plemnikow z usz-
kodzonymi akrosomami, ilo§¢ plemnikéw nie-
uszkodzonych wynoszaca 41,6% byta wyzsza od
ilosei plemnilkkéw ruchliwych. Wyniki te sa zbli-
zone 'do rezultatéw Warnawskiego i Turbina (8),

ktorzy stwierdzili 36% plemnikéw nieuszkodzo-
nych w nasieniu mrozonym buhaja. Natomiast
Buttle i wsp. (1) stwierdzili przy uzyciu tej sa-
mej metody 56,1% plemnikéw mieuszkodzonych,
a Tischner (12) postugujac sie metody fluores-
censil wykazal w mrozonym mnasieniu buhaja
82% plemnikow mnieuszkodzonych. Rowniez
Kann (3) wykazala zmiany w akrosomach plem-
nikéw mrozonego nasienia buhajéw, nie poda-
jac jednak jakiego % plemnikéw one dotyczyly.
Z drugiej strony Ropatz 1 wsp. (7) i Healey (2)
postugujac sie mikroskopem elektronowym nie
wykazali ujemnego wplywu mrozenia na ultra-
strukture plemnikéw buhaja.

Poréwnanie nasienia mrozonego buhajow i
trykéw wykazato, ze procent plemnikow nie-
uszkodzonych w nasieniu trykéw byl duzo niz-
szy miz w ejakulatach buhajow o podobnej
ruchliwoei 1 wynosil Srednio 254%. Zblizony
iloge plemnikéw nieuszkodzonych wykazal Tis-
chner 30% (12), a mizsza Warnawskiej — 16%
(9). Réwniez Quinn i wsp. (6) stwierdzili uszko-
dzenie akrosoméw u wiekszosci plemnikéw
mrozonego nasienia trykéw, natomiast Healey
(2) wykazal uszkodzenie akrosomu wszystkich
plemnikow.

Wykazana jlo§é plemnikéw nieuszkodzonych
byla niZzsza od $redniei ilosdl plemnikéw ruchli-
wych. Podobne zjawisko stwierdzil takze War-
nawskij (9. 10) opierajac sie na obserwacjach
przeprowadzonych przy uzyciu mikroskopu ele-
ktronowego.

W przeprowadzonym do§wiadezeniu stwier-
dzono réwniez, ze stosunek iloSei plemnikéw
nieuszkodzonych do ruchliwych w mrozonym
nasieniu trykéw nie jest wielkoscig stala lecz
cechuje go duza zmiennosé we wszystkich kla-
sach Tuchliwosci. Mimo tego procent plemnikéw
nieuszkodzonych wzrasta w miare poprawy ru-
chliwo$ci masienia. Najnizszy procent plemni-
kéw nieuszkodzonych w stosunku do ruchli-
wych wystapit w ejakulatach o mizszei ruchli-
wiodei (30 — 35%), gdzie stanowit zaledwie 1/3
plemnikéw ruchliwych. W ejakulatach o ruch-
liwosci powyzej 40% mastepowat wyrazny wzro-
st liczby plemnikéw mnieuszkodzonych do okolo
2/3 plemnikéw ruchliwych. Dlatego tez w od-
niesieniu do nasienia zawierajacego 30 — 35%
plemnikéw ruchliwych moznaby przyjaé, ze
przyczyna mniskich wynikéw inseminacji tym
nasieniem lezy w zbvt matej iloSci plemnikéw
nieuszkodzonych w dawce inseminacyinej. Na-
tomiast w klasach nasienia o dobrej ruchliwosei,
rozbiezno$¢ miedzy ilo§cia plemnikéw nieuszko-
dzonyvch i ruchliwych mie jest duza, stad tez,
na ogd?t niskie i nieréwne wyniki unasieniania
owiec nasieniem mrozonym (4) moznaby tluma-
czyé niewielkimi zmianami w plemnikach, mo-
gacymi mieé juz uiemny wplyw na zdolnosé
zapltadniania nasienia, a nie wykrywalnych z
powodu zbyt malej precyzji tej metody, Mimo
tych rozbieznosci przedstawiona metoda wydaje
sie byé przydatna do oceny mrozonego nasienia
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trykéw. Wystepujaca bowiem zmienno$é w ilos-
ci plemnikéw nieuszkodzonych w ejakulatach
o podobnej ruchliwoéci stwarza mozliwosé wy-
boru do inseminacji ejakulatéw o najwyzszym
procencie plemnikéw nieuszkodzonych.

Wnioski

1. Mrozenie nasienia powoduje wzrost ilosci
plemnikéw z uszkodzonymi akrosomami, przy
czym Zaznacza sie on o ‘wiele wywraZniej w na-
seniu trykdéw niz w nasieniu buhajow.

2. Podana metoda moze byé¢ przydatna dla
oceny nasienia mrozonego trykow.
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Zdzistaw Smorag,

CvopoHr 3, — MWMccaemopaHumsa no MOpPQOJIOrHyecKUmM
M3MEHEHMAM NOIBJIAIIIUMCH B 3aMODOMKEHHOM CEMEHp
OnIKa u Gapama.

MeenpoBanaM moasepram 34 3sAKyaATa OT 3 OBIKOB
n 39 2akynAToB or 5 Gapanos. Ma3KM MIPUIOTOBJIEH-
Hble M3 ceMeHM nocje uHKyGauuu B 10% pacTeope HM-
rpozuHa (mo Buttle 1965) paccmarTpupBanu non MMMep-
cueit  CBETOBOTO MMKPOCKONA IIPUMEHAS YBeJIUdeHMre
2000—2500 pa3. Mcecnmenosanu ceerkee ceMma (C.), TOXKe
caMoe ceMs MNOOBEePTHYTOoe SKBUIMGpanmmu (3.), MOpO-
KeHgHoe (M), a TaK¥Xe 3aMopazxkusaemMoe 0e3 3almT-
woro paszbasurensa (M.6.p.). ZKuBUMKM OKaANMJICHHLIE
cBeTabIM 00BOZAM BORPYT TIepeHell YWacTy TOJOBKU
CUUTANM HENOBPEIKAEHHBLIMM B OTJAMUME OT KVBUUKOB
6e3 06BOJA (IMOBpEXKIACHME aKPOCOMa). ¥ CTAHOBMIM, UTO
B ceMeHy OBIKOB M 0apaHoOB M. KOJUUECTBO I[IOBPEXK-
TeHHBIX XXMWBUMKOB ObLI0 6GOJbIlle YWeM B CEMEHM C
u 9. B cemenn m.G.p. Bce XMBMUKKM HeM II0BPeEKIe-
HbI. B cemenm GapaHoB M. KOJAMUECTEO He TMOBPEIKIEH-
HBIX XUBYMKOB ObIIO MEHBIIE YMCIA TONBMIKHBIX (HE
nospexaeHubIx 25.4%, noasykubix 41,4%). Habsaromanmu
TOXKE PAHHBLIE KOJUYECTBA ITOBPEKAECHHBIX XKUBUYKOB
B 9AKyJATaX He OTAUYAINNXCA B IMMOABMIKHOCTH. R
ceMeH!M ObIKOB KOJUYecTBO MOPMOIOTHIECKUX U3MEHEH-
HBIX KMBYMKOB OBILIO MeHBIIE KOIMYECTBa MOABMIKHBIX
(B cpegueMm 39,5% noaBvzKHBIX M 41,6% He mMOBpEXaeH-
HBIX).

Smorgg Z. — An attempt of assessing of morphologi-
cal changes occurring in the frozen semen of a bull
and ram.

The investigations were performed to reveal the
changes occurring within the sperm heads under the
influence of freezing. Thirty four ejaculates from 3
bulls and thirty nine ejaculates from 5 rams were
examined. Smears of semen incubated in 10% nigro-
sine solution, as recommended by Buttle (1965), were
evaluated under the oil immersion objective of a light
microscope (2000—25002<). Samples of freshly collected
semen were determined and after equilibration these
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same samples were frozen with and without the addi-
tion of a diluent and then reevaluated. The examina-
tions revealed spermatozoa with a bright aureole aro-
und the anterior part of the sperm head (classified
as intact), and spermatozoa with aureole missing (as
impaired one). In frozen semen of the bull and ram
the number of impaired spermatozoa was remarka-
bly increased in comparison to freshly collected and
equillibrated semen. On the other hand, spermatozoa
in frozen semen without the addition of the diluent
were all impaired. The exploratory studies indicated
that in frozen semens of rams the number of impa-
ired spermatoza was higher than that of the
motile ones (41.4% of motile and 25.4% of intact
spermatozoa on the average). A great variability in
the number of impaired spermatozoa was found out
in ejaculates of equal motility. The incidence of mor-
phologically changed spermatozoa in bovine semen,
however, was lower than the number of motile sperm
cells (39.5% of motile and 41.6% of intact spermatozoa
on the average).

PUGH G. W.,, HUGHES D. E.: ZakaZne zapalenie ro-
gowek i spojowek bydla uzyskane roznymi metodami
eksperymentalnymi. (Infectious bovine keratoconjun-
ctivitis induced by different experimental methods).
Cornell Vet., 56, 23—45, 1971 (1).

Autorzy przedstawili wyniki badan nad etiopatoge-
nezy zakaznego zapalenia rogdéwek i spojowek u by-
dia. Czes¢ badanych kréw zakazono do worka spo-
jowkowego Moraxella hovis (szczepy gladkie hemoli-
tyczne, szorsikie hemolityczne, niehemolityczne), po-
zostate sztuki zakazono dospojowkowo wydzieling z
worka spojowkowego kroéw chorych wzglednie dwoin-
kami hemolitycznymi. U czesci kréw wprowadzono do
worka spojéwkowego jednocze$nie M. bovis 1 wirus
IBR. U krow zakazonych szczepami hemolitycznymi
M. bovis oraz u sztuk zakazonych M. bovis i wirusem
IBR wystapily objawy zapalenia. W drugiej serii do$-
wiadczen w ktérych wkraplano do worka spojéwko-
wego zawiesine M. hovis z chlorkiem magnezu Ilub
wyciek z worka spojéwkowego od kréw chorych, ob-
jawy chorobowe wysiapily jedynie po podaniu M. bo-
vis w zawiesinie z chlorkiem magnezu. Autorzy uwa-
zajg. ze M. bovis odgrywa zasadnicza role w etiologii
zakaZnego zapalenia rogowek i spojowek. Rodzaj ino-
kulum uzytego do zakazenia wywiera istotny wplyw
zaré6wno na okres inkubacji jak i na charakter zmian
chorobowych. ”

CHOUDARII K. V. R,, DERBYSHIRE J. B.: Badania
porownawcze cieplostalej rozpuszczalnej w wodzie
frakeji i materialu stracalnego kwasem otrzymanego
z hodowli Vibrio fetus. (A comparative study of the
heat stable, water-soluble fraction and the acid pre-
cipitable material of Vibrio fetus cultures). Cornell
Vet., 61, 1—12, 1971 (1).

Z pieciu szczepow Vibrio fetus uzyskano frakcje
stracalng kwasem (APM), frakcje cieptostalg (HS)
frakeje rozpuszezalng w wodzie i frakeje nukleopro-
teinowg (NP). Wszystkie frakcje zawieraly w swoim
skiadzie biatka, weglowcdany i DNA. Frakcje rozpusz-
czalne pochodzace z roznych szczepow roéznily sie za-
wartoscia weglowodanéw. Nie stwierdzono istnienia
zaleznoSci pomiedzy zawartosScig weglowodanéw w
réznych frakcjach tego samego szczepu. W odczynie
wigzania dopeiniacza i w odczynie immunoelektrofo-
rezy z uzyciem surowic niewyadsorbowanych uzyska-
no reakcje krzyzowe ze wszystkim frakcjami. Obec-
no$¢ wspdlnego antygenu w badanych frakcjach an-
tygenowych potwierdzono odczyn Castellaniego. Wy-
niki badan chemicznych i serologicznych wskazuja, zZe
frakcja strgcalna kwasem 1 frakcja cieplosliala sg zlo-
zena mieszanina nieoczyszcezonych antygendéw Vibrio

fetus.
Z.



