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COMUNICACIONES

Variabilidad genética y ambiental en inhibidores de
tripsina y hemaglutininas, observadas en cultivares
de frijol comun (Phaseolus vulguaris) proveniente

" de Centroamérica y Colombia*

Abstract. The pmupase of the present study was to learn
of the eltects o envitnnment and of color of seed coat on
the conceniration ot trypsin inhibitors and hemagglutinin
compounds in Fhascelus vulgaris. A total of 20 cultivars
obtained from CIAT were planted at the same time in Colom-
bia, El Salvador and Honduras. These samples were then sent
to INCAP, Guatemala, These 20 cultivars, therefore, came
from three different localities and were classified into 4 color
types: black, white, red and brown. Samples were analyzed
for trypsin inhibitors and hemagglutinin compounds and the
results were statistically analyzed through a factorial analysis
of variance. This indicated a significant effect of environment
on trypsin inhibitors, wilh samples from Honduras having
higher concentrations than those from the other locahities.
Color of the seed and the interaction between environment
and color had no effect on trypsin inhibitor activity.

The concentration of hemagylutinin activity was sig-
nificantly affected by environment, with samples from
Honduras having lower activities thun those from the other
localities. In this case, color of the seeds influenced stausti-
cally the activity of hemagglutinin compounds with values
for color seed higher than those found in white seeds. The
interaction between environment and color did not affect
hemagglutinin content in the seed. Trypsin inhibitor activity
was highly correlated with mathionine concentration.
Because of this, it would be of same practical interest to
determine the influence of specific environmental {actors
an trypsin inhibitor activity such as water availability and
mineral composition of the soil.

Las leguininonsas han constituido, desde hace mu-
cho tiempo. una fuente importante de proternas
en lis dietas de diversas regiones del mundo,
especialmente donde otras fuentes de proteina son es-
casas y las leguminosas son consumidas casi diaria-
mente por los grupos de menor ingreso econdomico.
Las especies y variedades consumidas varfan segin
el lugar: asi, en latinoamérica, la leguminosa muis
aceptada es el frijol comnin (Hlunseolus rvulgaris) en
su gran numero de variedades. Fn América Central,

Trabajo realizado a traves de tinanciamiento del Interna-
uenal Development Research Centee (IDVRC), con wede
en Outawa, Canada (Subnvencion INC AP Mo 111N

el consumo del frijol provee del 20 al 30% del total
de la proterna ingerida (1).

Varios autores han demostrado en forma conclu-
yente que el consumo de una mescia de cereales y
leguminosas en proporciones adecuadas es, desde el
punto de vista de L calidad proteinica de la mescla,
preferible al consumo aislado de sus componentes
por desgracia ln mayoria de las veces el consumo de
leguminosas es menor (1, 2).

De las diterentes causas sugeridas para explicar
ese menor consumo Jde legunrinosas, una de las mejos
documentadas e¢s la de la baja digestibilidad rela-
tiva de la proteina en las semillas de tales plantas. Es-
te problema ha sido uatribuido a dos factores: a)
la deficicncia en aminoicidos sulfurados de la protei-
na de las leguminosas (1, 3); y b) la presencia, hace
tiempo conocida (1.9, 11, 16, 21), de factores anti-
fisiologicus o toxicos.

Desde que se tuvo conocimiento de estos factores
perjudiciales para la calidad proteinica de las legumi
nosas, la tendencia peneral ha sido: a) complementar
los factores relativos a la escasez, por cjemplo con
aminodcidos azulrados, ‘en especial metionina (5, 6,
8, 17, 18, 20); b) destruir o inactivar los factores co-
rresponsables de la baja digestibilidad de la proteina
de las leguminosas, como los inhibidores de tripsina
(IT) y las hemaglutininas (I1A) para no mencionar
sino los mds importantes (8, 15, 16); y ¢) mejorar
agronomica y nutricionalmente a las leguminosas
por medio de lr selecdion de las variedades mas ade-
cuadas, o sea las que tengan el mayor contenido de
aminodcidos azufrados y al mismo tiempo un menor
efecto antifisiologico causado por la baja concentra-
cion de los llamados factores “toxicos™ (1). Asi,
Jaffé (8), al descubrir que la proteina de los IT ais-
lauda de frijoles comunes es rica en aminodcidos azu-
frados. propuso que las variedades con un mayor
contenido de [T convenientemnente inactivados por
el calor cunstituirian una opeion para el niejora-
miento nutricional de estas leguminosas.

Ifasta la fecha, el conocimiento incompleto que
s¢ tiene, en especial de los factores antifisiologicos,
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ha influido en que ¢l mejoramicnto nutricional de
las leguminosas no sca de la muagnitud que logica-
mente se desca. Aunque incompletn ese conoci-
micnto, existe un siniimero de publicaciones acerca
de los factores toxicos contenidos en las leguminosas,
especialmente en las que son de mayor consumo,
como la soya y los frijoles comunes. De esos factores,
los IT y las HA han sido considerados como los mds
importantes.

lay evidencias de que las condiciones del sitio
de cultivo y la variedad (genotipo) influyen en Ia ca-
lidad proteinica de las leguminosas (1); sin embarpo,
no hay informacién sobre las influcncias de eslos
factares en ¢l contenido de IT y HA en los frijoles,
lo que seria de utilidad en el mejoramiento agrond-
miico y nutricional de las leguminosas.

El tema central del presente trabajo es el estudio
de las posibles influencias del ambiente (sitio de
cultivo) y del genotipo (coler). sobre el contenido
de IT y HA en distintas variedades del frijol comiin
(Phaseolus rulgaris).

Materiales y métodos
Muestras

En terrenos localizadoes en L1 Salvador v Honduras,
fucron establecidos veinte cultivares de distintas varic-
dades de frijol comun (Mascolus 1ulganis). con semi-
llas originarias del Banco de Germoplasma del CIAT
(Colombia). Después de Ia cosecha. hueron remitidas
muestras de semillas praovenientes de los tres paises
al Instituto de Nutricion de Centro América y Pana-
md (INCAP). Se tuvieron asi tres series. una del
CIAT, otra de Fl Salvador v la terecta de Honduras.
para cada una de las veinte varicdades originales. y
un total de sesenta muestras. que fueron molidas,
pasadas por un tamiz de malla- 40 y almacenadas
en frascos de vidrio que s¢ mantuvicron en refrige-
racion hasta que tales muestras (ucron utilizadas.

Métodos

a) Inhibidores de tripsina: Para determinar Ja acli-
vidad antitriptica se siguid el método descrito por
Kakade. Simons v Liener (1:1). que utiliza N Ben-
zoil DL Arginina p Nitroanilida HC1 (BAPA)
como sustrato de [a tripsina.

b) Hemaglutininas: Para determinar la actividad he-
maglutinante se empleael métado descrito por Jaf-
[¢ y Briicher (13). que utiliza eritrocitos tripsiniza-
dos de buey v una microtitulacion en que las
mucestras son dilnidas en proporcion geométrica v
los resultados expresados como la dilucion mnds

grande que produjo aglutinacion de los eritrocitos
al cabo de una hora.

Calculos
Los datos se procesaran estadisticamente mediante

modclo factorial de andlisis de varianza, que incluyé
el siguiente disciio:

Yijk =u +a t+ B, + (ag)ij + €ik, donde:

u = la*incdia de Ia poblacidn en una prueba dada

a; = cfecto promedio del ambiente (i=1.....1)

5 = cfecto promedio del genotipo (j=1..... J)

(ag)ij = efecto de interaccion del genotipo j en el am-
bicnte i

&k = clfecto de la muestra k de genotipo j en el

ambiente i

Este disefio se utilizd para evaluar los efectos que
cl ambicnte (muestras sembradas en el CIAT, Hon-
duras y T Salvador), el genotipo (color negro, café,
10jo y blanco) y las interacciones entre ambiente y
genotipo pudieran tener sobre los niveles de IT y HA
en semillas de frijoles.

Como parte de un estudio mis profundo hecho
por la Division de Ciencias Agricolas y de Alimentos
del INCAP, se efectuaron mediciones fisicas, quimi-
cas y hiologicas de Ias mismas muestras escogidas para
cl presente trabajo, y como parte del anilisis estad{s-
lico de todas las mediciones se estudio la correlacion
linear entre los resultados de 11 y otras determinacio-
nes quimicas en proteinas, lisina y metionina.

Resuitados

En cl caso de los [T se descubrio que el ambiente
tenia un electo significativo (P < 0.05) en el titulo
anlitriptico de las semillas, lo cual se debid princi-
palmente a que las muestras provenientes de Hon-
duras mostraron titulos antitripticos mucho mas
altos que las muestras «de EI Salvador y del CIAT,
cntre las que no hubo mayor diferencia; asi, mien-
tras, ¢l promedio de los titulos antitripticos para las
muestras de Honduras fue.de 17.52 UIT/ml, en las de
Il Salvador y el CIAL sc obtuvieron promedios de
11.52 y 12.70 UIT/ml respectivamente (Cuadros 1

y 3, Fig. 1).

Con respecto al genotipo, no se observo efecto
sipnificativo alguno sobre Ia actividad inhibitoria
de Ias semillas, ya que los promedios del titulo anti-
teiptico para los distintos colores fueron bastante
parccidos entre si (nepros 15.30; blancos 14.03;
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Cuadro No. 1. Titulos de inhibidores de tripsina de las muestras provenientes del CIAT, 11 Salvador y Honduras!

e e—— — e e
—~—— o — —— A

.
e —_—

Varicdad Honduras il Salvador CIAT
Porrillo sintético 21.11 20.51 10.62
Jamapa 18.37 15.06 16.17
Puehla 152 (N) 20,31 15.23 12.19
Venezucel:-2 11.36 16.52 1046
Ica Tui 1491 17.74 13.09
I'x Rico 23 15.04 12.36 15.69
Nep-2 20.16 12.17 11.09
Sanilac 19.76 8.01 12.02
Linca 17 30.69 13.41 18.13
Calima 20.01 12.71 1396
Pucbla 152 (C) 17.83 9.68 11.57
Rrasil -2 15.65 8.19 8.52
PI-309-804 17.45 14.55 16.75
51051 14.27 10.64 19.70
Porrilla 1 22.07 1340 14.61
lea Pyjao 1567 13.96 13.14
Redkloud 11.96 9.51 8.68
Pompadour—2 9.59 7.13 10.02
S-:166 -AN 15.56 10 96 12.76
$-630. BC-63 16.30 10,75 13.51

S T T = L e e e

1 Titulos expresados como UIT/ml de extracto,
N: negro. C: café,

rojos 12 R7; y caics 12.44 UlT/mD. Tampoco hubo
efectn sipnificative de la interaccion entre genotipo
y ambicnte con los niveles de 11 (Fig. 2. Cuadros |
y 4).

Al aplicar el mismo analisis a las hemaglutininas, sc
descubrid tambicn un cfecto del ambiente sobre su
titulo, debido cn este caso al menor contenido rela-
tivo de TIA en los frijoles provenientes de Honduras
(promedio 5.70 U) cn comparacion con las muestras
de El Salvador (7.66 W) y del CIAT (7.70 U), que no

UIT/ml

IllT

| L

1?7

n -

L

0 CRRED PN SO i -

cia HONDURAS  EL SALVADOR

h\_r p RO 3N

big. 1. Promedios de  actividades antitripticas  segun ¢l

amhicnfte.

cxhibicron una diferencia importante entre si. El ge-
notipo demostrd tamhién poscer un efecto significa-
tivo sobre ¢l titulo de HA: los promedios de estas
actividades fucron mayores cn los frijoles negros y
rojos (8.07 y R.31 U, respectivamente) que en los
calés v blancos (5.44 y 622 U, respectivamente).
Al igual que con los [T, Ja interaccitn entre ambiente
y genotipo no tuvo influencia significativa en el titulo
de HA (Cuadros 2, 3y 4. Fig. 3y 4).

Al correlacionat los titulos de IT con las medi-
ciones quimicas rcalizadas. se encontré una corre-
lacion positiva y cstadisticamente significativa
(P < 0.05) entre cl titulo antitriptico y la cantidad
de mctioning expresada como mg/100 g de muestra
(Cuadro 5).

Discusion

El analisis estadistico de los datos de IT de las
mucstras correspondientes a los tres ambientes estu-
diados, sciiald ¢l efecto significativo del ambiente. En
la scccion de resultados se hizo mencion del mayor
contenido de 11 en las muestras de Honduras. al com-
parar su promedio con los de las muestras de El Sal-
vador y ¢l CIAT, que mostraron una diferencia menor
entre si. Esta observacion es importante porque im-
plica que ¢l ambiente puede determinar en cierto
grado ¢! contenido de IT en las semillas de estas
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Cuadro No. 2:

Titulus de hemaglutininas de las mucstras provenicnies del CIAT, El Savador y Honduras!

e ——

Varicdad Honduras El Salvador CIAT
Porrillo sintético 6 7 8
Jamapa 6 8 9
Pucbhla 152 (N) 5 5 7
Venczucela -2 6 5 7
lca Tui 7 10 9
Ex Rico 23 8 9 10
Nep--2 3 5 6
Sanilac 4 5 6
Linca 17 7 10 9
Calima 6 1 8
Pucbla 152 (€) 5 5 6
Brasil- 2 4 6 6
Pl 309-804 9 11 9
51051 6 11 10
Porrillo -1 6 10 9
Ica Pijan 6 10 10
Redkloud 8 11 9
Pompadour-2 6 10 9
S 166-AN 8 11 9
S--630--BC-63 4 7 6
1 Titulos expresados como ¢l numero de dilucion mas alta que produjo aglutinacion de los critrocitos al cabo de una hora.

N:  Negro. C: calé.

leguminosas. El estudio de los factores incluidos
cn cl ambiente, por cjemplo suclo (fertilidad vy
disponibilidad de nutrimentos), disponibilidad de
agna, y temperatura. humedad y horas de luz. res-
pecto al mayor .o menor contenido de IT en las sc-
millas de frijoles. scria de interés para determinar
cudl o cuidles son los factores ambientales de mayor
influencia en los titulos de IT. Sin embargo. adn
cuando sc conocicran los factores ambientales de ma-
yor influencia en ¢l contenido de estos compuestos
antinutricionales, resultaria sumamente dificil con-

Ut /m!

1| -

I —~

12 N

NEGRO CAFE ROX) ODLANCO

Incan R§ 35K

Promedios de actividades antittipticas segun el geno-
tipo.

Fig. 2.

trolarlos o modificarlos para obtener variedades
de frijol con un contenido menor de IT, a menos
que tales factores ambientales fueran la humedad

o la fertilidad dcl suclo.

En el presente trabajo se mencioné que el color
de la semilla de los frijoles fuc la caracteristica geno-
tipica con base a la cual se analizaron los resultados.
Sin embargo, también pudieron haberse escogido
otras caracteristicas como el tamafio del grano y la
brillantez de la cdscara, con las cuales probable-

No dil
7 -

b —

* 7

4 -

CIAT HONDURAS EL SALVADOR

incap 80-359

Promedios ge actividades de hemaglutinina segin el
ambicnte.

Fip. 3.
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Cuadro No. 5:  Matriz de correlaciones!

e —

Nitrogeno Protcina Lis‘100 g Lis/16 gN Met/100 g Met/16 gN  Amilosa A
Nitrégeno .
Pioteina 0.9964 *
80
pnonnee*
Lis/100 g 0.1748 0.1847 *
80 80
0117 0.097
Lis/16 gN -0.2836 - 0.2731 0.8869 *
]0 80 80
0.010" 0.014% 0.000***
Met/100 g 0.5325 0.5361 0.1541 -0.1432 *
RO 80 80 80
0.000*** 0.00(*** 0.169 0.202
Met/16 gN --0.0984 ~0.0917 -0.0238 --0.0099 0.0821 s
80 80 80 80 80
0.389 0.424 0.828 0.928 0.476
Amilosa A ~0.3576 0.3658 -0.1854 0.0232 ~0.2009 -0.0578
80 R0 80 80 80 80
0.001+* 0.001** 0.096 0.833 0.070 0.617
Inh. Trips. 0.0169 0.0198 0.1918 0.1195 0.2489 0.1867 -0.1505
RN 80 80 80 RO 80 80
0.876 0.856 0.085 0.291 0.024* 0.093 0.180

st P e —— ———

e e S T —— — ——— ————

1 (Temada de: Correlaciones para medidas quimicas: frijoles IBY AN, INCAP, 1979).
Nutese la correlacion significativa estadisticamente entre el titulo de [T y el contenido de metionina (en mg/100 g).

Significancia:
* Implica una sig. - 0.05
. Implica una sig. = 0.1

***  Implica una sig. = 0.001

las muestras de distintos colores; sin embargo, los
resultados obtenidos sefialan que si existe 1a influen-
cia del color, aunque con los datos disponibles no
es posible decir si la actividad de HA de las semillas
de frijoles comunes estd influida por los pigmentos
causantes del color de la ciscara o por otro tipo de
factores. no necesariamente los acabados de men-
cionar.

_ La correlacion significativa (P'<s 0.05) encontra-
da entre los 11 y el contenido de metionina estd
de acuerda con los informes acerca del mavor con-
tenido de aminoacidos azufrados de la proteina de
los verdaderos 1T (8). y llama la atencion la posible
mejor calidad proteinica de los frijoles con un alto
contenido de 1, una vez sometidos a un tratamiento
térmica para la climinacion de la actividad toxica,
Fstos frijoles poscerin. asi, un contenido relativo
mayor de metionina, aportado por los [T inactivados,
I'n relacion a esto, Jaffé ha informado que los frijo-
le< con un mayor contenido de TT son los que nicjo-
ran en mayor grado su calidad nutricional al ser

sometidos a coccion (8). Sin embargo, adn se des-
connce si la cantidad de aminoicidos azufrados pro-
proporcionada por los IT es de importancia biolo-
gica: asi, por cjemplo, Ordoncz (19) considera que
la cantidad es demasiado pequefia como para provo-
car una mecjora en ¢l crecimiento de animales experi-
mentales,

En resumen, cabe recomendar el estudio indivi-
dual de los factores ambientales y genéticos en su re-
Iacion con los factores antinutricionales de las semi-
Has de lepuminosas. va que ello hard mas factible la
seleccion de las varicidades convenientes para lograr
una mejora en la calidad proteinica de este tipo de
cultivos. Del mismo modo se recomienda la evalua-
cion de l1a cantidad de aminoicidos azufrados apor-
tados por los I'T y su efecto en cl crecimiento y nu-
tricion de animales experimentales, con miras a su
aplicacion en la m-tricion humana, donde la cualidad
de los T de poseer un mayor contenido de este
tipo de aminoicidos podria ser aprovechada.
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Es de hacer notar que aunque se ha inforrmado
de casos de intoxicacion en humanos por la inges-
tion de leguminosas enudas o mal cocidas (10), no
cs ésta la forma habitual como es consumido este
tipo de alimento, sino por el contrario las legumino-
sas se consumen después de un largo periodo de coc-
cion. La propicdad de los IT y HA de scr inactivados
por el calor los hace susceptibles de ser climinados
durante el proceso térmico de preparacion del ali-
mento (12), por lo que su importantia -en muestras
cocidas de semillas o harina disminuye notablemente.

Resumen

Debido a su alto confenido de protcina, las legu-
minosas constituyen desde hace ticmpo una de las
principales fuentes de cse compuesto en la alimen-
tacion de muchos pueblos del mundo. Desgraciada-
mente, la calidad de esa proteina deja qué desear
debido a deficiencias en aminodcidos azufrados (entre
los cuales la metionina es el mds importante) y a una
baja digestibilidad causada muy probablemente por
una variedad de factores antinutricionales conteni-
dos en sis semillas. No obstante, por su importancia
nutricional y alimenticia, se ha tratado en los ultimos
afios de lograr una mejora en la calidad proteinjca
de estas plantas, aunque sin resultados definitivos
hasta la fecha. situacion que se debe a un cono-
cimicnto aun deficiente de los factores perjudicia-
les que inciden sobre caracteristica tan importante.

Fl presente estudio se realizé con el fin de profun-
dizar en el conocimiento de los factores antinutricio-
nales. Se investigaron las posibles relaciones del am-
bicnte ‘de cultivo, del genotipo y de una interaccion
entre ambos con el contenido de inhibidores de trip-
sina v hemaglutininas observado en semillas de frijol
comun (Phaseolus vidgaris).

la muestra estuvo constituida por semillas de
veinte cultivares distintos de frijol comin prove-
nicntes del Centro Internacional de Agricultura Tro-
pical (CIAT), Colombia; los frijoles fueron sembra-
dos al mismo tiempo en localidades de Colombia, El
Salvador v Honduras. y remitidas luego al INCAP.
Guatemala. Se conlé asi con muestras de cuatro colo-
res diferentes: negro, blanco, rojo y café, provenien-
tes de tres localidades diferentes.

1.as muestras fueron sometidas a andlisis de inhi-
bidores de tripsina (IT) y hemaglutininas (HA). vy los
resultados analizados estadisticamente por medio de
un modclo factorial de andlisis de varianza; sc encon-
tré un efecto significativo (P < 0.05) del ambiente en

el arals de AT, spedzlsiars eatun s ol o ol
promedio significativamente mas alto en ¢l 1T de las
mucstras de Honduras, al comparatlas. con las de El

Salvador y las del CIAT, que resiltaron bastante

similarcs entre si. En el caso de los IT, el genotipo
(color) y la interaccion ambiente/genotipo no mostra-
ron ningln efecto significativo.

Fl titulo de HA demostré estar influido por el am-
biente (P < 0.05), caso contrario al anterior, pues
aqui el promedio de titulos de HA de las muestras de
Honduras fue significativamente menor que el de las
muecstras de El Salvador y del CIAT, de nuevo seme-
jantes entre si. Por cllo se concluye que un mismo
ambiente puede alectar de manera diferente a distin-
tos factores toxicos. El genotipo mostro. en este caso,
tener influcncia significativa (P < 0.05) en el titulo de
HA, ya que los promedios de titulos de HA de los fri-
joles colorcados fueron significativamente mds altos
que los de los no coloreados. La interaccion ambien-
te/genotipo no demostrd tener influencia significativa
en los titulos de HA.

Al analizar los datos de IT en busca de correlacio-
nes con ofras medidas quimicas y biologicas, se en-
contrd una correlacion positiva ¥ estadisticamente
significativa (P < 0.05), con el contenido de metio-
nina. cxpresadn en mg/100 g de muestra. lo cual esta
de acuerdo con informes previos sobre un .mayor
contenido de aminodcidos azufrados de la protei-
nadelosIT.

Sc discutio, al final, 1a necesidad del estudio indi-
vidual dec los factores ambientales y genéticos en su
relacion con los factores antinutricionales, y la eva-
luacion de la cantidad de aminodcidos azufrados
aportados por los IT y su efecto biologico, con el fin
de que dichos conocimientos hagan posible ¢l mejo-
ramiento de la calidad proteinica de las leguminosas.
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CONTROL OF NOXIOUS ANTS WITH LOCALLY
PRODUCED BAITS

Sumario. Se controld a hormigas que cuidaban homopte-
ros fitdéfagos, con particulas menores de 3 mm? de un cebo
toxico desarrollado localmente para controlar hormigas cor-
tadoras,

Noxious ants have received little attention in the
pest contral strategies of Neotropical growers. Never-

theless, some specics of ants are known to be
responsible for maintaining -and protecting popula-
tions of plant-feeding homopterans (4). In the Neo-
tropics, specics of Crematogaster (2), Solenopsis (1)
and Acropyga (5) are imporiant pests due to their
associalion with homopterans.

Recently, a toxic bait has been developed locally
for the control of leaf-cutting ants. The bait matrix
for this bait consists of soybean meal pellets 3-8 mm
large. During manufacture and storage, particles
smaller than this are produced and are impregnated
with toxicant (aldrin). Due to their small size, these
particles are not suitable for leaf-cutting ant control.
However, this powdered bait has shown promise in
controlling other troublesome ants, and ‘can thus
be usable.

Methods

Details of the manufacture of the 0.4%aldnn bait
have been given earlier (3). Colonies of species listed
in Table | were treated by either applying 50 g of
bait powdcr ncar the nest, or at the base of trees
where workers were tending homopterans. The
effectiveness of the bait was evaluated at 2 and 4
weeks post-treatment. All species were treated in San
lorenzo, Paraguay, with the exception of Solenopsis
invicta, which was evaluated in Concepcion, Para-
guay.

Table 1. Results of toxic bait yield evaluations against noxious ants in Paraguay. All baiting values are significantly

different [rom control (P < 0.001).

Solenopsis

Solenopsis

Species: _ ) Crematogaster
im'lg:ra_ wasmannt
Number of colonies citrus trees
treated 35 26 27
conirol 30 26 20
Number inactive 2 weeks
treated 29 20 22
control 0 0 1
Number inactive 4 weeks
treated 32 28 27
control 2 |
£t Control 4 wecks 91 96 93

T

Graciously done by S. Weiner.




