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V e r s u c h e  zur E r z e u g u n g  po lyp lo ider  
Von M. KIinkowskl 

E i n l e i t u n g .  
In unserer vorhergehenden gemeinsamen Ar- 

beit fiber die Geographie und Cytologie des 
europ/iischen Formenkreises der Gattung Orni- 
Zhopus (2) war aueh von den Schwierigkeiten bei 
der Durchffihrung erfolgreicher Igreuzungs- 
versuche die Rede. Als ein aussichtsreicher Weg 
hier weiterzukommen wurde die Herstellung 
polyploider Formen durch Colchicinbehandlung 
nach der Methode yon BLAKESLEE und AVERY (i) 
bezeichnet. Zun~ichst war zu prfifen, ob fiber- 
haupt bei den Arten der Gattung Ornithopus 
durch Colchicin polyploide Zellen und Gewebe 
hergestellt werden k6nnen und welches die 
hierzu am besten geeigneten Verfahren und 
L6sungskonzentrationen sind. l~ber die bis- 
herigen Ergebnisse der von KLINKOWSKI ZU 
diesem Zweck angestellten, derartigen Versuehe 
soll im folgenden berichtet werden. 

E x p e r i m e n t e l l e  U n t e r s u c h u n g e n .  

In einem Vorversuch wurde geprfift, ob eine 
mehrfiigige Quellung yon Serradellasamen in 
doppelt destilliertem Wasser und in einer 
2,5%igen Traubenzuckerl6sung einen nach- 
teiligen EinfluB auf die Keimung ausfibt. Es 
ergab sich, dab auch nach viertS~giger Ein- 
wirkung die auf Filtrierpapier ausgelegten Sa- 
men beider Versuchsreihen hundertprozentig 
keimten. 

Darauf wurde Ende August 1938 ein Versuch 
zur Ermittlung der ffir die Erzielung polyploider 
Formen optimalen Colchicinkonzentration an- 
gesetzt. Je 50 Samen yon Ornithopus sativus 
BROT. einer russischen Herkunft wurden 
24 Stunden in Schalen mit einer w~isserigen o,I-, 
o,2-, o,4-, 0,8- und 1,2%igen Colchicinl6sung 
gelegt. Gleichzeitig wurde ein Kontrollversuctl 
mit doppelt destilliertem Wasser angesetzt. 
Vier Tage nach dem Auslegen keimten die mit 

1 Diese Arbeit wurde durchgeffihrt mit Unter- 
sttitzung des Forschungsdienstes und derDeutschen 
Forschungsgemeinschaft, denen an dieser Stelle 
herzlichst gedankt sei. 

Der Ztiehter, i i .  Jahrg.  

R a s s e n  bei  der G a t t u n g  O r n i t h o p u s  ~. 
und R. Griesinger. 

Wasser behandelten Samen, einen Tag sp~iter 
die in Colchicinl6sung getauchten, und zwar in 
allen Konzentrationen zum normalen Prozent- 
satz (ungef~ihr 9o%). Sieben Tage nach der 
Aussaat waren die ,,colchicinierten" Pflanzen 
etwa I cm (die Kontrollen 3 cm) hoch gewachsen, 
Keimbl/itter und Stengel deutlich verdickt und 
yon dunkelgrfiner Farbe. Im Konzentrations- 
bereich yon o , I - -o ,4% waren die Wurzeln nor- 
mal ausgebildet, bei 0,8 und 1,2 % erreichten sie 
jedoch nur eine L~inge von wenigen Millimetern. 
Einen Tag darauf begannen 36 S~imlinge der 
Kontrolle und 16 der mit o,I %iger L6sung be- 
handelten mit der Entwicklung des ersten 
Fiederbl/ittchens. Sp/iter gingen alle SXmlinge 
der Reihen o,4--I ,2 % Konzentration und auch 
alle Pflanzen, die in N~ihrl6sung und dann in 
T6pfe kamen, ein. 

Daraufhin wurde ein Versuch mit unter- 
schiedlichen Behandlungszeiten angesetzt, wo- 
b e i j e  I25 Samen in eine o,4%ige Colchicin- 
16sung und ebenso viele als Kontrolle in doppelt 
destilliertes Wasser eingetragen wurden. In 
Abstiinden yon 8 Stunden, I, 2, 4 und 6 Tagen 
wurden je 25 Samen entnommen und zur Kei- 
mung ausgelegt. Erst  nach 6t~giger Einlage- 
rung zeigten sowohl die behandelten Samen, 
wie auch die IZontrollen eine wesentliche Keim- 
sch~digung (28%, 24%). Die nur 8 Stunden in 
der L6sung verbliebenen Samen ergaben Keim- 
linge, welche die bereits geschilderten Ver- 
dickungen aueh schon deutlich zeigten. 

Neben der geschilderten Methode der Samen- 
behandlung wurde auch versucht, das meri- 
stematische Gewebe yon Blfitenknospen zu be- 
einflussen, um eventuell fiber diploide Gameten- 
zellen zu polyploiden Pflanzen zu gelangen. Zu 
diesem Zweck wurden Tauchversuche mit sehr 
jungen Blfitenknospen durchgeffihrt. Je drei 
Blfitensprosse wurden ffir 24 Stunden in Gl~is- 
chen mit Colchicinl6sungen der Konzentrationen 
o,oi, 0,o2, o,o 4, o,o8 und o,I2% getaucht. 
S~imtliche Pflanzen gingen leider ein. Da alle 
diese Versuche am Ende der Vegetationsperiode 
des Jahres 1938 angestellt wurden, war es nicht 
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mehr m6glich, die Pflanzen weiterzuerhalten. 
Die Arbeiten wurden deshalb abgebrochen, um 
sie im Friihj ahr 1939 in gr6Berem Umfang wieder 
aufzunehmen. 

I m  M~irz dieses Jahres wurde nochmals ein 
gr613erer Tauchver- 
such mit  5 ~ Pfian- 
zen von Ornithopus 
sativus und 25 yon 
O. compressus ange- 
setzt. Die Bliiten- 
sprosse wurden dies- 
real bei der Konzen- 
tration o,o2 % Itir 
die Zeit yon ein bis 
vier Stunden abge- 
stuff dem Vakuum 
der Wasserstrahl- 
pumpe ausgesetzt, 
um das auf die 
sich teilenden Zellen 
wirksame Agens 
m6glichst nahe an 
die meristemati-  Abb. I .  Ornithopus sativus BI~OT. 

Links Keimling aus nnbehandeltem schen Gewebe der 
Samen, rechts aus mi t  o,I% iger Col- jungen Knospen 

ehicinlOsung behandeltem Samen. 
Beide 17 Tage nit. heranzubringen. 

Mehrere Kontroll- 
pflanzen wurden mit  destilliertem Wasser in 
gleicher Weise behandelt,  um ein Vergleichs- 
material  bei der Prtifung der Nachkommen- 
schaft zu haben. Diesmal gelang es bei 

einer Anzahl der 
Versuchspflanzen, 
yon den getauch- 
ten Sprossen Sa- 
men zu ernten. 

Selbstverst~ind- 
lich wurden auch 
yon unbehandel- 
ten Sprossen der- 
selben Pflanzen 
Hfilsen als Ver- 

Abb. 2. Ornithopus sativus BigOT. 
~mmerform au~ mit o,~% iger Col- gleichssaatgut ge- 

ehicinl6sung behandeltem Samen. n o m m e n ,  l ]ber  
Alter 4 Monate. 

das Ergebnis die- 
ses Versuches lassen sich erst nach der Aussaat 
des Erntegutes Angaben machen. 

Aus den bisherigen mit  der Samenbehand- 
lungsmethode erzielten Ergebnissen ging deut- 
lich hervor, dab o , i%ige  Colchicinl6sungen am 
besten geeignet sind, um noch lebens- und ent- 
wicklungsf/ihige Pflanzen mit  ~uBerlich deutlich 
erkennbarer Wirkung zu erhalten. So wurde am 
I I .  Februar  193 9 ein gr613erer derartiger Ver- 
such angesetzt, bei dem 5o0 Samen yon 0. sa- 

tivus und ebenso viele yon O. compressus 
nach 8stfindiger Vorquellung in Wasser fiir 
24 Stunden mit  einer solchen L6sung behandelt  
wurden. Ftir 0. sativus ergab die am 21. M~irz 
vorgenommene Durchsicht 23I deutlich ver- 
5nderte Jungpflanzen, fiir 0. compressus 114. 
Alle diese Pflanzen wurden eingetopft. Der 
Rest war normal ausgebildet, nicht gekeimt oder 
eingegangen. Abb. I zeigt einen normalen S~m- 
ling der Wasserkontrolle im Vergleich zu einer 
durch Colchicin deutlich beeinfluBten Keim- 
pflanze. Freilich handelt  es sich bei diesen Merk- 
malen zun~chst um die schon 6fters in der Lite- 
ratur  geschilderten, allgemein dutch Colchicin 
bewirkten Ver~inderungen, die sich bei den 
meisten Pflanzen im Laufe der weiteren Ent-  
wicklung wieder verlieren. So war es aueh in 
diesem Versuch bei O. compressus. Nach drei 
Monaten zeigte keine einzige Pfianze mehr Be- 
sonderheiten. Auch die meisten Individuen von 
O. sativus bat ten nach dieser Zeit ihr normales 
Aussehen wieder angenommen. 'Einige wenige 
verhielten sich jedoch anders. In Abb. 2 sehen 
wir eine sehr s tark gesch~idigte Pflanze, die es 
in viermonatiger Entwicklungszeit nicht welter 
als his zur Ausbildung einiger stark deformierter 
Fiederbl~ttchen brachte und sp~iter, ohne zu 
bliihen, einging. Einen anderen dreieinhalb 
Monate alten Vertreter aus diesem Versuch 
gibt Abb. 3 wieder. Es ist hier deutlich zu 
erkennen, dab neben stark verkrtippelten 
Sprossen auch ein ganz normaler Trieb hervor- 
gewachsen ist. DaB aber auch diese Pflanze 
sehr zurtickgeblieben ist, zeigt die gleiehalte in 
Abb. 4 rechts wiedergegebene Pflanze. Diese 
unterscheidet sich zwar in ihrem Habi tus  yon 
der zum Vergleich mitabgebildeten, nicht be- 
handelten Kontrollpflanze sehr deutlich, ist 
aber andererseits doch schon bis zur Bltiten- 
bildung gelangt. Aus dem ganzen Bestand der 
mit  o,1% Colchicinl6sung behandelten 0. sativus- 
Pflanzen konnten vier Vertreter herausgelesen 
werden, die im Aussehen erhebtich von normal- 
wiichsigen Formen abwichen, aber doch noch 
reichlich Bliiten ausbildeten. Die Blfiten waren 
vergr6Bert und vor allem die Kelche stark 
verbreitert .  Diesen vier Pflanzen wurde nun 
besonderes Augenmerk zugewandt. 

Die mikroskopische Untersuchungen des reifen 
Pollen ergab einerseits viele kleine und mil3- 
gestaltete K6rner. Andererseits abet  stellte sich 
heraus, dab die gut ausgebildeten im Vergleich 
zum Pollen der unbehandelten Kontrollen ganz 
bedeutend vergr6gert waren. Die Ergebnisse 
aus Einzelmessungen yon je 25o Pollenk6rnern 
sind in dem in Abb. 5 wiedergegebenen Dia- 
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gramm graphisch dargestellt. Die Mittelwerte 
und mittleren Fehler der beiden Kurven wurden 
ebenfalls errechnet und im Diagramm vermerkt.  
Wie aus  dem Verlauf der Kurven zu erwarten 
war, sind die Mittelwerte fehlerstatistisch ge- 
sichert verschieden. 

Samen geerntet werden, die im n~ichsten Friih- 
iahr ausgelegt werden sollen. 

C y t o l o g i s c h e  U n t e r s u c h u n g e n .  

Wenn auch die im vorhergehenden Teil ge- 

Abb. 3. Ornithopus sativus BI~OT. Wie bei Abb. 2. 
Alter 31/2 Monate. 

Die vier stark ver~inderten Pflanzen warfen 
die Knospen der ersten Bliitenst~inde ab, erst 
die nachfolgenden Knospen kamen zum Er- 
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Abb. 5. Orni~hopus sativus BROT. Kurven aus Pollenmessungen (je 
250 K6rner) von unbehandelten und mit  o,1% Co]chicin behandeiten 
Pfianzen. Kurve 2 s tammt yon Polyp]olden und ist fehlerstatistisch 

gegen Kurve i gesiehert. 

bliihen, setzten aber nur teilweise Friichte an. 
Die ausgewachsenen Hiilsen enthielten wenige, 
bedeutend vergr613erte Samen. Die Abb. 6 zeigt 
zwei derartige Hiilsen mit  zwei und drei Samen, 
im Vergleich zu Hiilsen der unbehandelten 
O. s a t i v u s - P f l a n z e n .  I m  ganzen konnten bis zum 
Absterben der Pflanzen doch eine ganze Anzahl 

Abb. 4. Ornithopus sativus BROT. Links unbehandelt, rechts blfihende, 
polyploide Pflanze aus rait  o,1% iger Colehieinl6sung behandeltem 

Samen. Beide 31/~ Monate air. 

schilderten morphologischen Besonderheiten mit  
Colchicin behandelter Pflanzen eine deutliche 
und bleibende Wirkung nicht mehr bezweifeln 

Abb. 6. Ornithopus sativus BROT. Links zwei Hfilsen yon unbehandelten, 
reehts von polyploiden Pflanzen. E twa 2 : I vergr. 

lassen, so war doch eine cytologische Unter-  
suchung, die GRIESI~GER ausfiihrte, zur K1/i- 
rung der chromosomalen Verh~iltnisse notwendig. 

Von den vier deutlich gesch~idigten, erwachse- 
nen Pfianzen wurden Wurzelspitzen entnommen 
und zu Mikrotompr~iparaten verarbeitet.  Die 
Priifung der Schnitte lieferte ein unerwartetes 
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Ergebnis. S~imtliche Wurzeln wiesen die nor- 
male Chromosomenzahl 2 n = 14 auf. Dieser 
Befund fiberraschte im Hinbliek auf das stark 
verfinderte Aussehen und Verhalten der ge- 
prfiften Pflanzen. Deshalb wurden noch einige 
Blfitenknospen entnommen und zu Schnitt- 
pr/iparaten verarbeitet. Die Untersuchung dieser 
Pr/iparate erbrachte ein wesentlich anderes Er- 
gebnis. Sowohl die vegetativen Mitosen des 
Knospengewebes, wie auch die meiotischen Tei- 
lungen lieBen eine bedeutend erh6hte Chromo- 
somenzahl erkennen. Genaue Z~ihlungen be- 
gegneten groBen Schwierigkeiten, doch schien es 
sehr bald, als ob die Chromosomenzahl mehr als 
4 n = 28 betrfige und auBerdem in einzelnen 
Zellen und Geweben unterschiedlich sei. Eine 
sehr gfinstige, vegetative Aquatorialplatte 
(Abb. 7) wurde zu fast genau 56 Chromosomen 
gez~ihlt, es handelt sich also um eine oktoploide 

Abb. 7. Ornithopus sativus BIGOT. Links vegetative Zelle aus Knospengewebe mit etwa 
53 Chromosomen (nur ein Tell liegt in der Schfirfeebene). Rechts Anaphase I einer Pollen- 
mutterzelle yon einer polyploiden Pflanze. Die Chromosomen sind tiber den ganzen Spindel- 

k6rper verteilt. Vergr6Berung: i : 175o. 

Zelle. In demselben Schnitt zeigten andere 
Zellen etwa 26 oder gar nur 16 Chromosomen, 
also beinahe die diploide Zahl. Hieraus folgt, 
dab nicht alle Zellen die gleiche Chromosomen- 
zahl besaBen. 

Die meiotischen Teilungen sind stark gest6rt 
und deshalb ffir Z/ihlungen unbrauchbar. 
Die Chromosomen wandern im ersten meioti- 
schen Teilungsschritt nicht gleichzeitig zu den 
Spindelpolen, sondern sind fast fiber den ganzen 
Spindelk6rper verteilt (Abb. 7). Hierbei bleiben 
auch Chromosomen liegen. Der zweite Teilungs- 
schritt verl~uft dann regelm~il3iger. Im Gefolge 
dieser anormalen Teilungen entstehen sehr ver- 
schieden grol3e Pollenk6rner, die wohl auch 
sehr verschiedene Chromosomenzahlen besitzen. 
Kleinkerne und Brfickenbildung zwischen zwei 
Kernen kamen auch zur Beobachtung. Ge- 
naueres hierfiber l~tBt sich aber erst sagen, wenn 
die wenigen, stark vergr6Berten Samen zur Kei- 
mung gebracht und diese Pflanzen dann zu 

Chromosomenz/ihlungen an Hand yon Wurzel- 
spitzen zur Verffigung stehen. 

W i c h t i g s t e  V e r s u c h s e r g e b n i s s e .  

Aus den geschilderten Versuchsergebnissen 
geht hervor, dab es auch bei der Gattung Orni- 
thopus m6glich ist, durch Behandlung mit Col- 
chicin polyploide Zellen und Gewebe zu er- 
zeugen. Zun~ichst wurde das ffir die Art O. sativus 
BROT. experimentell und cytologisch sicher- 
gestellt. Bei dieser Art hat unter Anwendung 
der Samenvorbehandlung eine Colchicinl6sung 
in der Konzentration o,1% die besten Erfolge 
gezeitigt. Bei h6herprozentigen L6sungen tr i t t  
eine ScMdigung der Wurzeln ein, so dab die 
Keimlinge schlieBlich zugrunde gehen. Ob bei 
anderen Arten der Gattung Ornithopus die Ver- 
suchsbedingungen eventuell anders gew~ihlt 
werden mfissen, soll vor atlem ffir O. compres- 

sus L. noch gekl~irt werden. Aus 
einem mit 5oo Samen yon O. sati- 
vus angesetzten Versuch gelang 
es, vier habituell deutlich ver- 
~inderte Pflanzen bis zur Samen- 
reife durchzubringen. Diese Pflan- 
zen wurden auch cytolo..gisch 
untersucht. Zu unserer Uber- 
raschung wiesen die Wurzel- 
spitzen ausnahmslos diploide Ge- 
webe auf. Die daraufhin vorge- 
nommene Prfifung meristemati- 
scher Gewebe junger Blfiten- 
knospen ergab, dab diese aus 
polyploiden Zellen aufgebaut 
waren. Es wurden a b e r - -  soweit 

das spgrliche, fiir die cytologische Untersuchung 
zur Verftigung stehende Material dazu ausreichte 
- -  sehr verschiedene Chromosomenzahlen fest- 
gestellt bis zu einer oktoploiden Zelle. Meistens 
lagen die Werte fiber der tetraploiden Zahl 
4 n = 28. Die Verh~tltnisse liegen also offenbar 
so, dab sich multivalente Sprosse gut zu ent- 
wickeln verm6gen, dab aber Wurzeln mit er- 
h6hten, vor allem aneuploiden Chromosomen- 
zahlen nicht imstande sind, ein richtigesWurzel- 
system zu bilden, weshalb solche Pflanzen wohl 
schon frfih absterben. Im n~ichsten Frfihjahr 
sollen die erheblich vergr613erten Samen der 
polyploiden Pflanzen zur Keimung ausgelegt 
werden. An den sich hieraus entwickelnden 
F1-Sslbstungspflanzen wird die cytologisehe 
Untersuchung weitergeffihrt werden. 

Z u s a m m e n f a s s u n g .  
Bei Ornithopus sativus BROT. wurden durch 

Behandlung yon Samen mit o,I %iger Colchicin- 
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15sung polyptoide Pflanzen erhaiten, von denen 
auch deutlich vergr6Berte Samen geerntet wer- 
den konnten. 

Die cytologische Untersuchung dieser For- 
men ergab fiir die Wurzelspitzen die nor- 
male diploide Zahl 2 n  = 14 , w~ihrend im 
Bltitengewebe polyploide Zellen mit  sehr 
verschiedenen Chromosomenzahlen gefunden 
wurden. Die Reduktionsteilungen wiesen na- 

mentlich im ersten Teilungsschritt erhebliche 
StSrungen auf. 
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Ein ziichterisch brauchbares Verfahren zur Aus lese  cumarinarmer F o r m e n  
beim Steinklee (Melilotus). 

Von Max Ufcr,  Berlin. 

Nachdem bereits an verschiedenen Orten 
(4, 5, 6) kurz auf ein yon mir  ausgearbeitetes 
Mxssenverfahren zum Nachweis des Cumarins 
im Steinklee hingewiesen worden ist, ist es nun- 
mehr an der Zeit, diese ftir Zuchtzwecke ge- 
eignete Methode etwas eingehender an dieser 
Stelle zu behandeln. Bei dieser Gelegenheit sei 
nochmals dankbar  erw~ihnt, dab auch diese Me- 
thode tetzten Endes der Anregung und Init iat ive 
ERWIN BAURS ihre Entstehung verdankt.  Von 
BAUR wurde mir  seinerzeit die Ztichtung eines 
cumarinfreien Steinklees iibertragen. Es war 
seine Auffassung, dab es mit  Hilfe einer ge- 
eigneten Auslesemethode gelingen wtirde, unter 
vielen Millionen der infolge ihres Cumarin- 
gehalts bit teren Steinkleepflanzen auch einige 
,,stifle", cumarinfreie Formen zu finden. Wenn 
das gesteckte Ziel in Mtincheberg bisher nicht 
erreicht worden ist, so liegt dies nicht an der 
Verkennung der M6glichkeiten und falschen 
Wegen, sondern an Verh~iltnissen, die mit  den 
behandelten Fragen nicht im Zusammenhang 
stehen. 

Wertvolle chemische Vorarbeiten fiir die LS- 
sung der gestellten Aufgabe sind yon verschie- 
denen Autoren geleistet worden (I, 2, 3, 7, 8). 
Unter  diesen hat  jedoch nur OBERMAYER (3) 
seine Untersuchungen auf das ztichterische Pro- 
blem ausgerichtet. OBERMAYER hat die Be- 
deutung der Z/ichtung eines cumarinarmen 
Steinklees erkannt und entsprechend eine Me- 
thode zur quanti tat iven Bestimmung des Cuma- 
rins ausgearbeitet und deren Anwendung in der 
Ztichtung empfohlen. Diese Methode, die weiter 
unten beschrieben werden sol1, hat  zweifellos 
ihren Wert,  kann aber wegen ihrer Zeitdauer 
und relativen Kompliziertheit  bei der Ztichtung 
nur zur Prtifung bereits ausgelesener cumarin- 
armer Formen herangezogen werden. Es galt 

daher, andere Wege mehr quanti tat iver Art zu 
beschreiten. 

Eine beliebte Methode zum Nachweis des 
Cumarins ist die Mikrosublimation. Das Cuma- 
rin sublimiert bei 75 o C, und es ist m6glich, aus 
rein zerschnittenen welkenden Steinkleebl~ittern 
durch Sublimation das Cumarin zum Auskry- 
stallisieren zu bringen. Das Steinklee-Cumarin 
bildct recht charakteristische spiel3- bzw. nadel- 
f6rmige Krystalle. Es lag nahe, das Sublima- 
tionsverfahren ztichtungstechnisch durchzubil- 
den, doch wurde bald erkannt,  dab hier sehr 
enge Grenzen gesteckt waren. Einen Schritt 
weiter hingegen fiihrten mich die Untersuchun- 
gen WUlTEs (8) und WILLIAMSONs (7), die fest- 
stellten, dab die Natr iumverbindung des Cuma- 
rins mit  verschiedenen Metallsalzen Nieder- 
schl~ge gibt. Da F~illungsmethoden meistens 
ein klares Urteit gestatten, wurden die eigenen 
Versuche in dieser Richtung fortgesetzt, ohne 
jedoch zu einem in technischer und wirtschaft- 
licher Hinsicht befriedigenden Resultate zu 
fiihren. 

Trotzdem wiesen diese Arbeiten der schlieB- 
lich endg/iltig angenommenen Methode den Weg. 
Es ist bekannt  1, dab sich Cumarin besonders in 
Alkalien 16st. Bei Erw~irmung des Cumarins mit  
Kali- oder Natronlauge wird die LSsung gelblich 
und zeigt keine Fluorescenz. Kocht man das 
Cumarin jedoch l~ingere Zeit mit  konzentrierteren 
Alkalien, so stellt sich eine auffallende hell 
gelblich-grfine Fluorescenz ein. Diese Fluores- 
cenz ist bekannt v o n d e r  Orthocumars~iure, die 
im Gegensatz zum Cumarin geruch- und ge- 
schmacklos ist. Dadurch, dab es mSglich .ist, 
das nichtfluorescierende Cumarin in die fluores- 

1 Vgl. BEIr.STEIN, Handb. d. organ. Chemie, 
S. 163o, und ROSENTttALER, Nachweis organischer 
Verbindungen. Stuttgart 1914, S. 381. 


