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Европейский культурный виноград Vitis vinifira L. — одна из наиболее распространенных 
сельскохозяйственных культур. Выбор метода культивации винограда и переработки урожая вино-
градной лозы зависит от того, какой гибрид, клон и подвой используются в производстве, то есть 
от его ампелографических свойств. За содержание антоцианов в ягодах культурного и дикого вино-
града ответственно семейство виноградных транскрипционных факторов VvMybA. В настоящей ра-
боте у аборигенных российских сортов винограда впервые идентифицированы аллели гена 
VvMybA1. При этом размер аллелей у окрашенных и неокрашенных сортов был одинаков. Вырав-
нивание последовательностей показало характерные особенности строения аллелей для каждого 
из изученных генотипов. Нашей целью было выявление, установление особенностей строения и 
сравнение аллелей гена VvMybA1 у двух аборигенных и двух интродуцированных в России сортов 
винограда. В качестве материала были выбраны два окрашенных (Каберне Кортис и Сыпун чер-
ный) и два неокрашенных (Шардоне и Сибирьковый) сорта винограда аборигенного и интродуци-
рованного происхождения. Материал верхушечных листьев растений отбирали в Анапской зональ-
ной ампелографической коллекции СКФНЦСВВ (АЗОСВиВ). ДНК выделяли согласно модифи-
цированной CTAB-методике с добавлением меркаптоэтанола. Для проведения ПЦР и выделения 
искомых аллелей гена VvMybA1 использовали маркеры, которые позволяют идентифицировать 
сразу два аллеля — VvMybA1b и VvMybA1c. Анализ на соответствие ожидаемому результату про-
водили посредством поиска последовательности в базе данных GenBank NCBI, используя веб-
сервисы BLAST, blastx и CD-search. По результатам выравнивания сиквенсов в программе Clus-
talO была выявлена однонуклеотидная вставка у белоягодных сортов и замены нуклеотидов в раз-
ных позициях у сортов с окрашенной и неокрашенной ягодой. При сравнении с базой данных 
GenBank NCBI было установлено, что нуклеотидные последовательности аллелей гена VvMybA1 у 
окрашенных сортов характерны для сортов с ярко выраженной окраской ягод, в то время как у 
неокрашенных потеря окраски, по-видимому, имела конкретную причину. Так, у сорта Шардоне 
выявлен аллель, для которого характерна вставка транспозона Gret-1, блокирующего нормальную 
экспрессию гена VvMybA1. У сорта Сибирьковый аллель гена VvMybA1 не функционален из-за 
блокировки транспозоном Gret-1. Как показано в ряде исследований, этот аллель присутствует и 
у других неокрашенных сортов. При изучении аминокислотной последовательности, транслируемой 
с нуклеотидной последовательности анализируемых аллелей, также обнаружены различия между 
группами окрашенных и неокрашенных сортов. В целом эти различия можно разделить на типич-
ные для окрашенных и неокрашенных сортов, однако при этом у сорта Сыпун черный была выяв-
лена мутация, которая вызвала замену изолейцина на валин, но не повлияла на общую окраску 
ягод. При поиске в базе данных GenBank NCBI оказалось, что эта мутация не уникальна, так как 
ее обнаружили у сорта Альфонс Лавалле, а также у межвидовых гибридов. 
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секвенирование, антоцианин, мутации, аминокислоты, транспозоны. 

 

Европейский виноград (Vitis vinifera L.) — одна из наиболее распро-
страненных и экономически важных сельскохозяйственных культур. 
Окраска его ягод входит в число основных характеристик при описании 
существующих сортов и создании новых форм. Как известно, она зависит 
от количества и состава антоцианинов, которые окрашенные сорта накап-
ливают в ягодах, в то время как неокрашенные не синтезируют (1). 

Выбор метода культивации винограда и переработки урожая вино-
градной лозы зависит от того, какой гибрид, клон и подвой используются 
в производстве, то есть от его ампелографических свойств (2). Вегетативное 
размножение позволило сохранить желаемые признаки, но в значительной 
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степени повлияло на частоту спонтанных соматических мутаций, наблюда-
емых в полевых условиях (3, 4). Из этого следует, что многие признаки 
были отобраны в результате не только скрещиваний, но и клоновой селек-
ции, например урожайность с куста, форма и компактность грозди, размер 
и цвет ягод (5-7). Именно как результат гибридизации и мутаций появились 
сорта, которые формируют промежуточные признаки окраски ягод: розо-
вые, красные, желтые и т.д. На созревание и формирование ягод также вли-
яет окружающая среда (8-10), однако их окраска детерминируется генами. 
Изначально метаболические пути антоцианового окраса регулируются груп-
пой генов MYB (11-13).  

За содержание антоцианов в ягодах культурного и дикого винограда 
ответственно семейство виноградных транскрипционных факторов VvMybA. 
Предыдущие исследования показали, что неокрашенный виноград возник 
благодаря инсерции ретроэлемента в VvMybA1 (14-16) и мутации однонук-
леотидного полиморфизма в VvMybA2 (17, 18). То есть кластер генов, распо-
ложенный во 2-й хромосоме, ответственен за большую часть изменения 
цвета, а фенотип обусловлен совместной работой генов VvMybA (19). Этот 
локус состоит из трех генов типа MYB, среди которых VvMybA1 и VvMybA2 
функционально вовлечены в пигментацию ягод (13, 14). На их примере было 
продемонстрировано, что появление генотипа, характерного для белоягодных 
сортов, зависит именно от VvMybA1 и VvMybA2 (11, 13, 15). Блокирование 
функционирования гена VvMybA1 происходит из-за вставки транспозона 
Gret1 (16, 20), в то время как VvMybA2 может иметь однонуклеотидный по-
лиморфизм (single nucleotide polymorphism, SNP) K980 в кодирующей после-
довательности, который модифицирует предполагаемую -спираль домена 
узнавания R2R3 и приводит к потере функциональности аллеля (15, 21). 

Необходимо отметить, что ранее на территории нашей страны изу-
чались хорошо известные западные сорта-интродуценты, в то время как 
аборигенные сорта бассейна Черного моря, обладающие огромным селекци-
онным потенциалом для выведения новых гибридов и отбора клонов, оста-
ются неизученными. В частности, не известны структуры их генов, напри-
мер VvMybA1, сведения о которых важны для выявления уникального гене-
тического строения аллелей, понимания частных случаев фенотипического 
разнообразия и изучения эволюции семейства Vitaceae.  

В настоящей работе у аборигенных российских сортов винограда 
впервые идентифицированы аллели гена VvMybA1. При этом размер аллелей 
у окрашенных и неокрашенных сортов был одинаков. Выравнивание по-
следовательностей показало характерные особенности строения аллелей для 
каждого из изученных генотипов. 

Нашей целью было выявление, установление особенностей строения 
и сравнение аллелей гена VvMybA1 у двух аборигенных и двух интродуци-
рованных в России сортов винограда. 

Методика. В качестве материала были выбраны два окрашенных 
(Каберне Кортис и Сыпун черный) и два неокрашенных (Шардоне и Си-
бирьковый) сорта винограда аборигенного и интродуцированного проис-
хождения. Материал верхушечных листьев растений отбирали в Анапской 
зональной ампелографической коллекции СКФНЦСВВ (АЗОСВиВ). ДНК 
выделяли согласно модифицированной CTAB-методике с добавлением мер-
каптоэтанола (22). Для оптимизации последующей ПЦР количество выде-
ленной ДНК измеряли при помощи нанофотометра Implen NP80 («Implen 
GmbH», Германия), после чего концентрацию доводили до 20 нг/мкл 
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деионизированний водой.  
Для проведения классической ПЦР и выявления искомых аллелей 

гена VvMybA1 использовали маркеры, описанные A. Azuma с соавт. (23), 
которые позволяют идентифицировать сразу два аллеля — VvMybA1b и 
VvMybA1c. Смесь для ПЦР объемом 25 мкл включала 20 нг ДНК, 200 мМ 
dNTP, 0,2 мМ каждого праймера (23), синтезированного ОАО «Евроген», и 
1 ед. Taq-ДНК-полимеразы (ОАО «Евроген», Россия). ПЦР проводили в сле-
дующем режиме: 3 мин при 95 C (начальная денатурация); 30 с при 94 C, 
30 с при 65 C, 30 с при 72 C (35 циклов); 10 мин при 72 C (ДТ-322, ООО 
«ДНК-Технология», Россия). Проверку результатов ПЦР на соответствие 
предполагаемым длинам фрагментов осуществляли в 6 % ПААГ с 1½ TBE 
буфером, разделение продуктов амплификации проводили в камере для вер-
тикального электрофореза VE-20 («Helicon», Россия) в течение 3 ч (7 В/см) 
(маркер молекулярной массы — M12, НПО «СибЭнзим», Россия). 

Полученные фрагменты разделяли в 2 % агарозном геле с 0,5½ TAE 
буфером (5 В/см), после чего их вырезали из гелевой пластины и выделяли 
при помощи набора Cleanup Standart (ЗАО «Евроген», Россия). Концентра-
цию ДНК в образце измеряли нанофотометром Implen NP80, объем дово-
дили деионизированной водой до 6 мкл (содержание очищенного ампли-
фицированного фрагмента — 30 нг/мкл).  

Секвенирование выполнялось с прямым и обратным ПЦР прайме-
рами (23) для обеспечения большей достоверности (оборудование ЗАО «Ев-
роген», Россия). 

Анализ на соответствие ожидаемому результату проводили по-
средством поиска последовательности в базе данных GenBank NCBI 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), используя веб-сервисы BLAST, blastx 
и CD-search (24). Выравнивание полученных ДНК и протеиновых последо-
вательностей выполняли при стандартных параметрах в программе ClustalO 
форматами VIENNA (для выравнивания в fasta формате) и ClustalW (для 
последующего анализа) (25). Выравненные последовательности анализиро-
вали при помощи интерфейса MView (26). Филогенетические отношения 
между изучаемыми последовательностями аминокислот устанавливали с по-
мощью программы MEGA7 (27) методом Maximum Likelihood (28) с исполь-
зованием модели Jones-Taylor-Thornton (29) (999 бутстрепов). 

Результаты. После разделения 
продуктов амплификации в агарозном 
геле (рис. 1) было установлено, что все 
четыре образца винограда имели аллели 
гена VvMybA1, одинаковые по размеру 
(примерно 850 п.н.). В аналогичных ра-
ботах на винограде уже была продемон-
стрирована схожесть ДНК последова-
тельностей, полученных в результате 
ПЦР, не только по размеру, но и по 
первичной структуре (14, 16, 30). Од-
нако, помимо этого, было показано, 
что одинаковые по размеру области мо-
гут быть полиморфными и различаться 
по структуре, что влияет и на сам при-
знак окраски (16, 21). Мы секвениро-

вали амплифицированные участки для установления их нуклеотидных 

 
Рис. 1. Разделение продуктов амплификации 
фрагментов аллелей гена VvMybA1 у окра-
шенных (Каберне Кортис — КК, Сыпун чер-
ный — СЧ) и неокрашенных (Шардоне — 
Ш, Сибирьковый — С) сортов винограда 
(Vitis vinifera L.) (М — маркер молекуляр-
ных масс  M12, НПО «СибЭнзим», Россия; 
Анапская зональная ампелографическая 
коллекция СКФНЦСВВ). 
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последовательностей у одинаковых по размеру аллелей и получили следую-
щие результаты (рис. 2): 
 

 

 

  

Рис. 2. Секвенирование одинаковых по размеру (850 п.н.) амплифицированных фрагментов алле-
лей гена VvMybA1 у окрашенных (Каберне Кортис и Сыпун черный) и неокрашенных (Шардоне 
и Сибирьковый) сортов винограда (Vitis vinifera L.) (Анапская зональная ампелографическая 
коллекция СКФНЦСВВ). Полностью рисунок см. на сайте http://www.agrobiology.ru. 

 

Полученные нуклеотидные последовательности сравнили друг с дру-
гом в программе ClustalO (рис. 3): 

 

 
Рис. 3. Анализ участков изученных аллелей гена VvMybA1 у четырех аборигенных и интродуциро-
ванных сортов винограда (Vitis vinifera L.) (окрашенные — Каберне Кортис и Сыпун черный, 
неокрашенные — Шардоне и Сибирьковый) в программе ClustalO (Анапская зональная ампе-
лографическая коллекция СКФНЦСВВ). Белым цветом выделены нуклеотидные полимор-
физмы, выявленные в результате выравнивания анализируемых последовательностей у четы-
рех генотипов. В 281-й нуклеотидной позиции у сорта Сыпун черный отображена уникальная 
для выборки нуклеотидная замена, выделенная белым цветом фона. Полностью рисунок см. на 
сайте http://www.agrobiology.ru. 
 

По результатам выравнивания последовательностей мы обнаружили 
нуклеотидные замены, которые позволяли различить бело- и красноягодные 
сорта, например 4-10-й нуклеотиды. Эти различия сиквенсов были выяв-
лены у обеих пар — окрашенных (Сыпун черный и Каберне Кортис) и 
неокрашенных (Шардоне и Сибирьковый) сортов. То же подтвердил по-
иск среди последовательностей, депонированных в базы данных GenBank 
NCBI: при сравнении с ними сходство составило 100 % (за исключением 
сорта Сыпун черный).  

Нуклеотидные последовательности анализируемых аллелей у сортов 
Шардоне и Сибирьковый оказались идентичными и совпадали с таковой у 

http://www.agrobiology.ru/articles/3-2020milovanov-ris2-rus.pdf
http://www.agrobiology.ru/articles/3-2020milovanov-ris2-rus.pdf
http://www.agrobiology.ru/articles/3-2020milovanov-ris2-rus.pdf
http://www.agrobiology.ru/articles/3-2020milovanov-ris2-rus.pdf
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аллеля, характерного для белоягодных сортов, имеющих вставку Gret-1. Этот 
ретротранспозон, как сообщалось ранее (16, 31), блокирует работу аллеля 
гена VvMybA1. Следовательно, именно наличие такой вставки в указанном 
гене подавляет у сорта Сибирьковый синтез антоцианов, окрашивающих 
ягоды. Несмотря на то, что у сорта Сыпун черный в 281-м нуклеотиде мы 
выявили уникальную мутацию (см. рис. 3), в целом нуклеотидная последо-
вательность этого аллеля (как и у сорта Каберне Кортис) была характерна для 
окрашенных сортов (в частности KY406230.1, GU145121.1 и GU145120.1). 
Интересно, что проявилось сходство именно с аллелем VvMybA1SUB, который 
в неэкспрессируемом состоянии обнаруживался у неокрашенных сортов 
Султанина, Пировано 166А и др. (16), то есть не играл определяющей роли 
в формировании окраски ягод. 

 

 
Рис. 4. Результаты поиска аминокислотных последовательностей, транслированных с нуклеотид-
ных последовательностей аллелей гена VvMybA1 у аборигенных и интродуцированных сортов ви-
нограда (Vitis vinifera L.) (окрашенные — Каберне Кортис и Сыпун черный, неокрашенные — 
Шардоне и Сибирьковый), при помощи алгоритмов blastx (Анапская зональная ампелографи-
ческая коллекция СКФНЦСВВ). При их сравнении с референсными последовательностями в 
NCBI Protein (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) была выявлена вставка, которая на рисун-
ках выделена черточками (по всей видимости, интронная последовательность, не удаленная 
веб-сервисом blastx в процессе трансляции). 
 

После установления принадлежности сиквенсов к искомым аллелям 
мы провели поиск среди соответствующих им аминокислотных последова-
тельностей, используя веб-сервис blastx. Для всех четырех сиквенсов было 
установлено предположительное строение аминокислотной цепи (рис. 4). 
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Результаты поиска аминокислотных последовательностей через алгоритмы 
blastx показали 100 % ее совпадения у всех анализируемых образцов, за ис-
ключением крупной вставки в середине сиквенсов (также имеющейся у всех 
генотипов), которая оказалась переводом интронной области, не исключен-
ной системой по какой-то причине, в последовательность аминокислот. Это 
утверждение подтверждается также поиском в EnsemblPlants (32) и CD-
search (33).  

 

 
Рис. 5. Выравнивание аминокислотных последовательностей (выделена интронная вставка), 
транслированных с нуклеотидных последовательностей аллелей гена VvMybA1 у аборигенных и 
интродуцированных сортов винограда (Vitis vinifera L.) (окрашенные — Каберне Кортис и Сыпун 
черный, неокрашенные — Шардоне и Сибирьковый) в программе ClustalO (Анапская зональная 
ампелографическая коллекция СКФНЦСВВ). У сорта Сыпун черный в 23-й позиции (вы-
делено белым цветом фона) присутствует аминокислотная замена: изолейцин, характерный 
для трех остальных сортов, замещен на валин. Полностью рисунок см. на сайте http://www.ag-
robiology.ru.  

 

Показав наличие однонуклеотидных полиморфизмов, мы провели 
выравнивание аминокислотных последовательностей в ClustalO (рис. 5). 
Различия между белоягодными и красноягодными сортами были обнару-
жены по 12-й, 49-й и 62-й аминокислотам. Уникальную замену изолейцина 
на валин выявили у сорта Сыпун черный в 23-й аминокислоте сиквенса. 
Помимо этого, два из четырех полиморфизмов располагались в кодирую-
щей части последовательности. Один из них был характерен для бело- и 
красноягодных генотипов, а 23-я аминокислота у сорта Сыпун черный ока-
залась уникальной и, согласно CD-search, располагалась в консервативном 
участке. Примечательно, что в этой позиции не было обнаружено отличий 
от сорта Альфонс Лавалле (Alphonse Lavallée) (16). Тем не менее оба сорта 
ярко окрашены. Следовательно, изменение аминокислотной последователь-
ности никак не повлияло на экспрессию этого признака. Поиск амино-
кислотного сиквенса сорта Каберне Кортис в NCBI Protein подтвердил, 
что он часто встречается среди межвидовых гибридов, которые имеют схо-
жую последовательность аминокислот, кодируемых VvMybA1 (11, 13), но 
отличаются от генотипа Сыпун черный заменой валина на изолейцин.  

В целом полученные нами результаты соответствовали ожидаемым, 
поскольку было выявлено, что изученные сорта по нуклеотидным последо-
вательностям аллелей гена VvMybA1 схожи с известными генотипами. 
Неожиданным результатом оказалось сходство аминокислотной последова-
тельности, кодируемой аллелем гена VvMybA1 у сорта Сибирьковый и окра-
шенных сортов Бенитака, Каберне Совиньон и Родитис (Benitaka, Cabernet 
Sauvignon, Roditis) (16, 34). Этот факт можно объяснить тем, что сорт Бени-
така — спонтанный мутант белоягодного сорта Италия (Italia) (31), тогда 
как сорта Каберне Совиньон и Родитис — это гибриды, несущие оба аллеля 
VvMybA1b и VvMybA1c (16, 34, 35).  

http://www.agrobiology.ru/articles/3-2020milovanov-ris2-rus.pdf
http://www.agrobiology.ru/articles/3-2020milovanov-ris2-rus.pdf
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Для сравнительного анализа последовательностей генов, детермини-
рующих окрашенные и неокрашенные ягоды, мы провели их кластеризацию 
на основе аминокислотных последовательностей (рис. 6). При этом вводили 
дополнительно генотип Rosa chinensis (XP_024179665.1) из семейства Ros-
aceae для создания аут-группы.  

 

Рис. 6. Кластеризация аборигенных и интроду-
цированных сортов винограда (Vitis vinifera L.) 
(окрашенные — Каберне Кортис и Сыпун 
черный, неокрашенные — Шардоне и Си-
бирьковый) на основе аминокислотных после-
довательностей, транслированных с секвениро-
ванных последовательностей аллелей гена 
VvMybA1 (Анапская зональная ампелографи-
ческая коллекция СКФНЦСВВ). Указаны бут-
стреп-значения от 50 и выше. 

 
При кластеризации генотипы 

разделились на три группы: аут-
группу, окрашенные и неокрашен-
ные сорта. Интересно, что програм- 

ма сформировала древо, на котором белоягодные сорта отделились от ос-
новной ветви, расположившись между окрашенными сортами и аут-груп-
пой. Эти данные подтверждаются и другими исследованиями. Действи-
тельно, некоторые неокрашенные сорта, например Пино блан (Pinot blanc) и 
Пино гри (Pinot Gris), появились в результате мутации (36), в то время как 
был также зафиксирован обратный процесс — возвращение окраски у сорта 
Бенитака, то есть переход от белого цвета ягод к розовому (31). 

Таким образом, у интродуцированных и аборигенных российских 
сортов винограда идентифицированы аллели гена VvMybA1, размер которых 
у окрашенных и неокрашенных сортов не различается. В аллелях выявлены 
уникальные однонуклеотидные замены, присущие конкретным изучен-
ным нами генотипам, в том числе уникальная нуклеотидная замена у сорта 
Сыпун черный, а также вставка у неокрашенных сортов Шардоне и Си-
бирьковый. Поиск этих последовательностей в базе данных GenBank NCBI 
с помощью алгоритмов BLAST показал, что три генотипа (сорта Каберне 
Кортис, Сыпун черный и Шардоне) имели аллели, характерные для бело- 
и черноягодных форм. У сорта Сибирьковый аллель гена VvMybA1 имел 
сходство с аллелем VvMybA1a, несущим встройку транспозона Gret-1. Оче-
видно, экспрессия аллеля VvMybA1 у сорта Сибирьковый блокируется именно 
этим фактором. Аналогичный результата получен для сорта Шардоне (при-
сутствие транспозона Gret-1, блокирующего функциональную активность 
аллеля VvMybA1).  
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A b s t r a c t  
 

European cultivated grape Vitis vinifira L. is one of the most common agricultural crops 
grown by man since ancient times. Of course, the usual companion of the cultivation of this culture is 
a traditional hybridization and clonal selection, which allows you to select spontaneous mutants. Nev-
ertheless, the study of such an important agrobiological trait as anthocyanin coloration and, in partic-
ular, the genes that determine it, is one of the most important problems both in modern grape genetics 
and in studies of plant metabolic pathways in general. The study of this problem can not only provide 
the basis for subsequent fundamental research on the functioning of both individual genes and the 
genome as a whole, but also create a basis for the selection of varieties for economically valuable traits. 
The VvMybA family of grape transcription factors is responsible for anthocyanin accumulation in berries 
of cultivated and wild grapes. In the present work, alleles of the VvMybA1 gene were first identified in 
native Russian grape varieties. Theses alleles in the colored and uncolored grape varieties were found 
out to be the same in size. Sequence alignment showed the characteristic features of alleles for each 
of the studied genotypes. The purpose of our study, we set a description of the four alleles of the 
VvMybA1 gene in the Chardonnay, Sibirkovskii, Cabernet Cortis and Sypun cherny varieties. Two 
introduced and well-known varieties and two indigenous varieties also cultivated in the Krasnodar 
Territory were investigated. The leaves for DNA extraction was collected at the Anapa zonal experi-
mental station. DNA was isolated by CTAB method with mercaptoethanol. PCR was performed using 
primers and amplification parameters published in the literature. For PCR amplification and isolation 
of VvMybA1 gene alleles we used markers which allow simultaneous identification of two alleles, 
VvMybA1b and VvMybA1c. We sequenced and compared with each other and with the GenBank NCBI 
database the sequences of the VvMybA1 gene alleles of these varieties. Alignment of sequences in the 
ClustalO program revealed structural features of the allele nucleotide sequences. In particular, a single 
nucleotide insert was found in white-berry varieties and nucleotide substitutions in different places in 
varieties with colored and uncolored berries. Further, comparing with the GenBank NCBI database 
found that the alleles of colored varieties have a structure characteristic for varieties with a pronounced 
color of berries, while uncolored varieties apparently have a specific reason for the loss of color. Thus, 
it was found that the Chardonnay variety has an allele with the insertion of Gret-1 transposon which 
blocks the normal expression of VvMybA1 gene. It was also revealed that the Sibirkovky variety also 
has the allele of VvMybA1 gene which is not functional due to the blocking by Gret-1 transposon. 
As shown in previous studies by other authors, this allele is also present in other uncolored varieties, 
and, therefore, this is the reason for blocking gene expression. A study of the amino acid sequence 
also revealed differences between the groups of colored and uncolored varieties. These differences 
can be obviously divided into those characteristic of colored and uncolored varieties. However, a 
mutation was detected in Sypun cherny variety, which affected the replacement of the amino acid 
isoleucine with valine, but did not affect the overall color of the berries. When searching for the 
amino acid sequence in the GenBank NCBI database, it was revealed that this mutation is not 
unique in nature, as it was found in the Alphonse Lavallée variety, as well as in interspecific hybrids. 

 

Keywords: Vitis vinifera L., indigenous varieties, introduced varieties, allele, gene, VvMybA1, 
sequencing, anthocyanin, mutations, amino acids, transposons. 


