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牡 丹 组 织 培 养 技 术 的 研 究 进 展  

李 萍，成 仿 云 

(at京林业大学 园林学院，国家花卉工程技术研究中心，北京 100083) 

摘 要：从离体快繁、愈伤组织培养与植株再生、胚珠和胚培养与体细胞胚发生、花粉和花药 

培养及体细胞胚发生几方面综述了牡丹组织培养技术的研究现状，指出了目前牡丹组织培养中 

存在的一些问题，认为组织培养技术是加快牡丹育种和繁殖的重要基础，为加快牡丹的育种和繁 

殖提供了美好前景。 
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牡丹(Paeonia×suffruticosa)属芍药科、芍药属落 

叶亚灌木，是我国特产的传统名花。牡丹因其雍容华 

贵、国色天香的美好姿容和繁荣昌盛、和平幸福的美好 

象征，深受世界人民的喜爱，已成为世界流行花木之一， 

市场前景广阔。牡丹传统的繁殖方式有播种、分株和嫁 

接繁殖。由于很多园艺化的品种高度退化，结实能力低 

或种子发育不良；加之种子具有休眠习性，自然状态下 8 

个月才能萌发且生根萌发率极低，因此生产中通常采用 

分株和嫁接法进行繁殖[1 ]。然而牡丹的分株和嫁接繁 

殖受时间限制较大，一般只能在秋季进行，且分株需隔 

年进行，因此决定了传统的牡丹繁殖方法存在繁殖率低 

的缺陷，限制了牡丹的繁殖和育种进程以及商品化发 

展 。 

植物组织培养技术包括直接器官发生和间接器官 

发生两方面内容，前者直接产生芽和胚状体，后者先形 

成愈伤组织，而后分化出芽或胚状体。此技术可以在一 

定的时间内从一个外植体繁殖出几百个甚至千万个具 

有相同遗传性状的小植株，为植物的繁殖生产提供了一 

条新的途径。因此，用组培的方法进行牡丹的繁殖，以 

解决常规繁殖方法存在的不足，是牡丹商品化及产业化 

发展的必然趋势，是加快牡丹育种和繁殖步伐的重要基 

础。现综述牡丹组织培养技术的研究现状，为通过组培 

的方法进行牡丹的繁殖提供一些参考和借鉴。 

1 离体快繁技术 

离体快繁是牡丹组织培养中研究最早和最多的一 
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项技术。自李玉龙等人[3]1984年首次报道以来，有关这 

方面的研究日益增多。归纳起来，可以从外植体、启动 

和增殖培养、生根培养、生根苗移栽等方面进行阐述。 

1．1 外植体 

1．1．1 外植体选择 目前，牡丹离体快繁采用的外植体 

主要是顶芽 、腋芽 ]、萌蘖芽 、花芽 。’ 和萌生条[ 

等，其中萌蘖芽的培养效果最好，分化率高，花芽最差。 

不同取材时期对芽的离体快繁也有影响，2月份取材，外 

植体污染率低，成活率高，萌发时间早，生长迅速，植株 

健壮，培养效果最好[7]。这是因为冬季自然低温，将土 

壤以及植株上附着的细菌、病菌等微生物冻死，减少了 

污染源；另外，低温过程导致植株及芽内的激素含量发 

生动态变化，促进萌发和生长的 I从 ，GA。增多，抑制萌 

发和生长的ABA减少 ]，从而改善了芽外植体的培养 

效果。 

1．1．2 外植体表面灭菌技术 牡丹芽体上或芽体内的 

菌类物质是外植体消毒困难的主要原因 ]。牡丹离体 

快繁中常用的消毒剂有酒精[3 Ilo]，HgCl2【3 ]，次氯 

酸盐n ”]，酒精和 HgCl2混合液[1们等；消毒剂的浓度和 

处理时间因品种、外植体类型、取材时期等的不同有一 

定差异。目前比较成熟的表面灭菌技术主要包括以下 

几步 ]：首先用自来水将外植体表面冲洗干净；再用 

适量洗涤灵溶液浸泡20 min，用毛刷轻轻洗去鳞片包裹 

的尘土，用流水冲洗10 min；接着在超净工作台上用上述 

消毒剂进行灭菌；之后用无菌水冲洗 3～5次以清除残 

余消毒剂；再剥去芽外部包裹的鳞片接种。 

1．2 启动和增殖培养 

1．2．1 培养基 牡丹启动和增殖培养中用到的基本培 

养 基 有 L ]、MSE ， ]、改 良 MS{” 和 改 良 

wPM” ，其中最常用的是 MS及改良MS基本培养 

基。生长调节剂方面，Bouza等[1 ]研究发现在 z，iP， 

iPA，K和BAP 5种细胞分裂素中，只有BAP能够促进 
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不定芽的发生，其最适浓度为 4 M。G 单独使用，对 

组培苗的高生长以及叶片和腋芽的生长和分化都没有 

促进作用，而与 BAP配合使用，能同时提高增殖率和促 

进植株高生长，但是连续使用的次数不能超过 3次，否 

则组培苗易发生顶芽和叶片坏死现象，当培养基中Caz 

浓度低时，这种现象更为明显。将Caz 浓度提高到正常 

MS培养基中的2倍，或者将只含BAP的培养基与 G 

和BAP组合的培养基交替使用，则可以减轻该现象的 

发生。孔祥生等嗍将 IAA和NAA与BAP配合使用，也 

提高了牡丹组培苗的增殖率，但同时刺激了愈伤组织的 

形成，影响了芽的生长，导致有效新梢下降。目前，在牡 

丹离体快繁的启动和增殖培养阶段，MS(Ca2 加倍)十 

BAP4-G 被认为是较理想的组合，但由于牡丹品种间 

的差异较大，BAP和 G 的使用浓度可能存在很大不 

同。蔗糖浓度对牡丹组培苗增殖和生长有一定影响。 

蔗糖浓度较高时(≥4 )，组培苗分化能力强，生长迅速， 

但同时易导致玻璃化和褐化的发生，不利于有效增殖， 

因此，一般认为蔗糖浓度在 2 ～3 比较合适L2 。继 

代培养周期同样对牡丹组培苗的生长和增殖造成影响。 

Harris和 Mantel[ ]认为以 3周为继代周期，能减弱顶芽 

的抑制作用，促进腋芽的萌发；由于在第3～4周内，牡丹 

组培苗的质量增加最多(15．5 nag)，生长量最大，所以以 

4周为继代周期，能保证组培苗生长健壮；在第 4～5周 

内，组培苗的质量增加量少(4．8 mg)，但腋芽和不定芽却 

得到充分生长。因此，牡丹离体快繁以4或5周为继代 

周期较好。芍药方面，BAP，ldnetin，2ip和 TDZ单独使 

用，可促进腋芽生长，但是增殖率较低；而将低浓度的 

TDZ与BAP，kinetin和 2ip配合使用，能明显促进腋芽 

发生L2 。在不含细胞分裂素的培养基中添加 ABA或 

Fluridone，都不会对芍药组培苗的增殖造成影响；ABA 

和细胞分裂素同时加入培养基中，休眠芽和未休眠芽的 

叶片形成都受到抑制；而Fluridone和细胞分裂素同时使 

用，则促进了休眠芽和未休眠芽的茎叶发生。表明芍药 

组培过程中的休眠现象由ABA引起，Fluridone对茎叶 

发生的作用依赖于培养基中的其它外源生长调节剂 

等 。 

1．2．2 培养条件 培养温度在很大程度上控制着牡丹 

玻璃化苗的发生及发生频率。当温度在 10~26。C时，通 

常没有玻璃化苗出现；26~30 C时，63 的组培苗发生玻 

璃化；温度高于30℃，玻璃化苗的比率高达84 。研究 

认为，牡丹组培苗的最适生长温度是 24~26。C，此条件 

下组培苗生长健壮、叶片浓绿、生长较快L2 。 

1．3 生根培养 

1．3．1 培养基及培养方式 牡丹组培苗生根培养中用 

到的基本 培养基有 M “ 引、Lpc ]、改 良 M ” J、 

1／2 MSv]和改 良 WP ”]，其 中最常用的是 1／2 MS。 

最有效的生根诱导剂是 璐  ̈ ]，也有使用 

NAA或 IA 3,7,10]诱导生根的报道。IBA作为生根诱导 

剂，其使用方法大致分为3种：一步生根法[3,7,10,13,15,]81： 

即将未生根的组培苗接种在含 IBA的培养基中，进行长 

时间的培养。速蘸法L3 8]：将用于生根的组培苗的基部 

在一定浓度的 IBA溶液中浸泡一段时间，然后接种在含 

有活性碳而不含生长素的培养基中培养生根。两步生 

根法L1 ” ”]：即先将未生根的组培苗接种在含一定 

浓度 IBA的培养基中进行一段时间根诱导，然后转入含 

有活性碳而不含生长素的根形成培养基中培养。结果 

表明，两步生根法最有效[13,18]。Beruto等人L1胡先用2。C 

低温对未生根苗进行一周的冷处理，然后再按两步生根 

法进行生根培养，发现生根率明显高于未经冷处理的材 

料。因此，可以把 Beruto的方法称为改良两步生根法或 

三步生根法。IBA的浓度和诱导天数、培养基中蔗糖浓 

度、AC含量等也对牡丹的生根有影响。由于牡丹品种 

间的差异较大，适合不同品种生根的IBA浓度和诱导天 

数不尽相同。例如Bouza等L18]用75／~MIBA(约1．0 mg／ 

L)暗处理 10 d，‘Mine de Vatry’生根 效果最好；徐桂 

娟L24]以 15 mg／L IBA处理 20 d，‘海云紫’等生根率最 

高。可见，IBA的适宜浓度和适宜诱导天数，需要分别 

针对不同品种进行摸索，这也是牡丹组培苗生根率低的 

一 个原因。Harris和 Mantel[~s]以及李艳敏L2。。都认为充 

足的蔗糖等碳水化合物能提高牡丹组培苗的生根率，并 

同时促进根和茎的生长；组培苗在生根阶段对蔗糖的需 

要量大于增殖阶段口 。根形成培养基中，添加一定量的 

AC，能明显改善生根质量。李艳敏L20=发现培养基中AC 

的含量从0增加到2．0 mg／L，组培苗的生根条数从 1．43 

增加到 4．54，不定根的颜色也由黑色变为白色。 

1．3．2 其它影响因素 组培苗的来源和本身的状态都 

对牡丹生根有影响。增殖过程以5周为继代周期的组 

培苗，生根效果好[15,19]。Harris和 Mantel以及 Bouza等 

人分别从两方面对这一现象 进行 了解释。Harris和 

Mante1n 认为在培养的第 4～5周内，组培苗生长量小， 

因此体内留存的高含量的糖类物质直接作用于生根，从 

而改善了生根效果。而 Bouza等L19_认为以5周为继代 

周期，组培苗体内的内源生长素大量积累，内源BA却大 

幅下降，因而促进了生根。Bouza等L18]还指出茎段伸长 

较多的组培苗比茎段未伸长的组培苗生根率低，她推测 

是伸长茎段中残留的G 影响了生根，也可能是茎段伸 

长减少了基部的生根位点；而将伸长茎段基部的腋芽去 

掉后再进行根诱导，可以使生根率得到提高；但茎段未 

伸长的组培苗保留基部的腋芽，即保留生根的活跃区， 

则能促进生根。她还解释了腋芽比主芽生根困难的原 

因，认为腋芽中内源IAA和BA的含量通常为主芽中的 

5倍，而 IAA／BA在所有芽体中大致相同，因此腋芽生根 

lO3 
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困难应该是BA浓度较高所致。也就是说，就牡丹组培 

苗生根而言，BA的绝对含量可能比LAA／BA的比值影 

响更大，BA的绝对含量的降低，是生根前提Ll 。 

1．3．3 生根苗的休眠解除 牡丹组培苗生根诱导过程 

中，IBA的使用诱发ABA的积累，导致芽的有丝分裂活 

性降低，继而发生休眠现象Ll引。自然界中，牡丹芽和上 

胚轴休眠的解除，需要经过 4～8周 4～5~C的低温处 

理L1 。离体培养的牡丹种子的休眠解除，也需要类似的 

条件L2 。因此，Bouza等人将这一理论应用到牡丹生根 

组培苗的休眠解除中。她发现，低温处理使生根苗内源 

IAA积累，ABA消失，因而茎尖的有丝分裂活性增强，有 

新叶生成；但低温处理结束后，IAA的水平迅速降低， 

ABA却快速积累，所以组培苗通常只产生 1～2新叶，没 

有腋芽生成，高生长也不明显。Bouza等将上述情况解 

释为在人工控制的条件下长期培养或由于培养基中外 

源激素的加入，组培苗丧失了调解激素代谢的能力，而 

这种代谢干扰在组培苗移栽后依然存在。可见，低温处 

理并不能有效解除牡丹生根苗的休眠现象Ll ，休眠的解 

除可能需要在代谢水平甚至分子水平进行研究。 

1．3．4 生根苗移栽 牡丹组培苗根长约3～4 cm时，从 

培养室取出，置于4℃进行低温处理，之后于散射光下闭 

瓶练苗并逐渐去掉封口材料。练苗时间的长短对生根 

苗移栽成活有一定影响，适当延长练苗时间，可以提高 

移栽成活率[zo3。生根苗移栽应选择凉爽的季节，以春季 

和秋季为好，此时温度适宜，昼夜温差较大，有利于移栽 

苗的生长[5]。孑L祥生认为腐殖土上的移栽成活率(48 ) 

比蛭石作基质时提高33 L7 ，李艳敏则认为以蛭石 ：珍 

珠岩(1：1或 1：2)的混合基质为牡丹组培苗移栽的最 

佳基质 。 

2 愈伤组织培养与植株再生 

1965年Par1anenL ]，1969年Demoise和PartanenE盯j 

分别以牡丹种子的合子胚为材料，诱导出了愈伤组织， 

得到了二倍体和四倍体的混合细胞团，但没有器官发生 

或任何形态发生的报道。Gildow和 MitchellL2。 用牡丹 

白化茎为外植体进行组织培养，比较了2SH和SH—M两 

种培养基(氮含量基本相同，前者为 5 000 mg／L lqNO~， 

后者为2 500 mg／L I o3和l 650 mg／L NH NO2)的效 

果，发现含有还原态氮和氧化态氮的SH-M培养基更利 

于愈伤组织的快速生长。Wang and van Staden[“ 报道， 

2，4一D能促进‘凤丹白’种胚的子叶两端形成愈伤组织。 

陈怡平L2妇等以紫斑牡丹土芽、叶柄、叶片、心皮和雄蕊为 

材料进行愈伤组织培养，发现愈伤组织诱导中，NAA的 

作用大于BA的作用；NAA浓度稍高于BA浓度比较理 

想；土芽和顶芽的诱导率最高，适合做外植体。 

牡丹组培中，诱导产生愈伤组织比较容易，而由愈 

伤组织分化不定芽却比较困难，不定芽分化率一般比较 
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低。李玉龙等人 诱导牡丹嫩叶和叶柄产生愈伤组织， 

并分化出不定芽，实现了少量的植株再生；他得出叶柄 

的愈伤诱导率及愈伤分化率都显著高于嫩叶。李艳 

敏L2∞诱导‘紫瑶台’叶片愈伤组织的不定芽分化率最高 

仅为 10．0H。Beruto等Ll 把牡丹的花丝和花瓣外植体 

接种在含有生长调节剂组合 2iP+PIC或 TDZ+2，4一D 

的培养基中，诱导出大量愈伤组织；并发现TDZ能促进 

花瓣上的愈伤再生出芽，再生率为0～50％，然而这些再 

生芽没能成功转化成完整的幼苗。可见，牡丹组织培养 

中，由愈伤组织再生植株的途径还需要深入研究。 

3 胚珠培养、胚培养与体细胞胚发生 

胚珠培养技术是指将植物的胚珠从子房中剥离出 

来，在无菌条件下进行离体培养，使它们在人工合成的 

培养基上生长发育成幼苗，或由此诱导愈伤组织、不定 

芽、珠心等以获得幼苗的技术[303。胚珠培养对提高种子 

萌发率、缩短萌发时问、及时进行杂种胚拯救和加速育 

种进程都有重要意义 引。何桂梅等[3 铝 首次对牡丹胚 

珠培养进行了报道。她认为发育早期的胚珠(花后 48 d 

以内)极难培养成功，原因可能是培养基提供的营养物 

质不充分，也可能是胚珠未完成受精作用；而内部种胚 

完成器官分化的胚珠(花后 6O d以后)，及时去掉胚乳， 

可以培养成苗。 

胚培养技术是指将植物的种胚接种在无菌的条件 

下培养，使之生长发育成幼苗的技术。芍药属植物的胚 

培养开始于 1969年L2 。在以后 30多年中采用不同基 

因型的成熟胚及不同培养基与生长调节剂配比，通过三 

条途径获得再生植株：合子胚直接再生成苗、诱导丛生 

芽再生成苗和诱导体细胞胚再生成苗【3 。其中合子胚 

直接再生成苗的途径，缩短了牡丹种子的休眠期，将种 

子萌发时间由 8个月的缩至 12～14周 ，大大加快了 

育种进程。黄守印L3 和周仁超【3 ]研究了不同基因型的 

牡丹成熟胚的胚培养 ，通过丛生芽和不定芽的产生，获 

得了较高的增殖率。周仁超L3 将丛生芽切分成单芽，诱 

导生根，生根率达90 以上，大大提高了成苗率。何桂 

梅等 妇对几种日本牡丹的幼胚(花后 65 d)进行培养，发 

现启动培养基、基因型与胚的发育时期是影响幼胚离体 

生长的重要因素；但幼胚培养成苗率低，只有 10 左右。 

而紫斑牡丹和杨山牡丹近成熟胚(花后 90 d)的离体培 

养，分别获得了 71．6 和 63．6 9／6的成苗率【3 。说明幼 

胚不是牡丹胚培养的理想材料；发育后期的材料适合用 

作胚培养。 

体细胞胚发生是细胞全能性表达最完全的一种方 

式 ]，与诱导器官分化相比，体细胞胚遗传性相对稳定， 

不容易发生突变，在适宜 的条件下很容易长成独立植 

株，成苗率较高，可加快繁殖优良种质并保持其遗传 

性【3引。与合子胚相比，体胚繁殖速度快、数量多、结构完 
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整，因而其发生体系是进行植物品种改良、转基因受体 

和突变体筛选等的良好无性繁殖实验体 。 。近年来， 

分子生物技术的迅猛发展和广泛应用，使体细胞胚发生 

的研究进入一个崭新的阶段。牡丹方面，何桂梅 以两 

种日本牡丹的幼胚以及杨山牡丹和紫斑牡丹的近成熟 

胚为外植体，首次成功诱导出牡丹的体细胞胚，在 i／2 

MS+BAP 0．5 rag／L+CH 500 rag／L+蔗糖 10 的培养 

基中，4种牡丹的体胚诱导效果均较好，分别达 27．3 ， 

23．1 ，20．o 0,4和 lO．0 ，将诱导出的体胚分割下来单独 

培养，紫斑牡丹的体胚5．8 能再生成苗。该项研究填 

补了牡丹体胚发生方面的空白，为牡丹的分子育种奠定 

了一些基础。 

4 花药和花粉培养及体细胞胚的发生 

芍药属植物具有多核或多细胞花粉(胚)的现象，表 

明其具有较明显的体胚发生潜能，为进行体胚发生研究 

创造了条件 。目前，在芍药中已诱导出花粉胚、胚性 

愈伤及体细胞胚，并获得了再生植株，但诱导率很低，畸 

形体胚多，再生时间长，再生植株不健全，未能出瓶驯 

化[3 。牡丹方面，Zenkteler[蚓等研究了P．suffruticosa 

和P．1utea花药的离体培养，在培养基 MS+3 9／6蔗糖+ 

500mg／L水解酪蛋 白+lmg／L KT+lmg／L IAA中培 

养 3周后，观察到多细胞和多核的花粉粒；6周后，2 ～ 

3 的花粉粒形成了多细胞的胚状体，但它们始终包被 

着花药外壁，没有完成器官分化。Roberts和 Sunder— 

land[40]在不添加碳和琼脂的MS液体培养基中，成功获 

得了 P．delavayi的花粉胚。但是，由花粉胚分化出器 

官，从而完成植株再生的过程在牡丹方面尚未见报道。 

5 问题与展望 

牡丹的育种和繁殖一直是生产和科研的主要内容， 

也是牡丹走向商品化和产业化的重要前提。组织培养 

及生物技术的发展，将为牡丹育种和繁殖生产提供更广 

阔、更高效、更便捷的途径，为加速牡丹育种和繁殖提供 

重要的技术基础。牡丹组织培养技术发展至今，仍存在 

诸多问题，没有形成健全的体系，限制了它们在实践中 

的应用。 

首先是生根率低和生根质量不高。生根问题是牡 

丹离体快繁中存在的主要问题，也是制约牡丹离体快繁 

体系建立的最大瓶颈。该问题主要包括两方面，一是生 

根率不高，甚至一些品种尚未获得生根苗；二是生根质 

量不高，部分不定根由愈伤组织产生，根与茎中间形成 

离层，缺乏疏导组织的联系，且不定根易脱落，影响了下 
一 步的移栽工作。只有解决它们，才能建立完整、健全 

的牡丹离体快繁体系。 

其次牡丹组培苗移栽成活率低。这一方面与不定 

根质量不高有关，另一方面与组培苗生根后发生休眠有 

关。只有提高不定根的质量并采取适当的方法打破芽 

的休眠，提高组培苗适应环境的能力，才能切实提高移 

栽成活率。 

第三褐化严重。牡丹组织培养中极易发生褐化现 

象，严重时导致植物材料死亡[g]，因此对褐化的防治不 

容忽视。在培养基中添加活性碳[14,41]、维生素 CE 、 

PVP[ 、Naz S2()3 妇等成分均能有效减轻牡丹组培中的 

褐化现象；其中活性炭的效果最好，但使用活性炭时，应 

调整活性炭与生长调节物质等培养基成分的用量，使其 

皆能发挥有效作用[43]。另外，接种或转接初期进行 5～ 

7 d暗培养，然后转入正常培养环境中，可以减轻组培苗 

的褐化程度，而不影响组培苗生长和增殖[2。。。 

第四间接器官发生途径相对薄弱。愈伤组织生成 

是组织培养中的一个重要阶段，在合适的培养条件下， 

愈伤组织可以向器官分化方向发展，再生出不定芽或生 

成胚状体。但在牡丹组培中，愈伤组织再生成芽的比率 

非常低且还没有分化出胚状体的相关报道。因此，间接 

器官发生途径是牡丹的组织培养中需要深入研究的 

方面。 

第五体胚诱导率低且畸形体胚多。目前，芍药属体 

细胞胚发生的研究还比较少，且绝大多数以芍药为研究 

对象，牡丹方面的研究才刚刚起步。芍药属体胚诱导率 

很低，畸形体胚多，导致植株再生困难。因此，提高体胚 

诱导率，同时减少畸形胚的比率，是今后体细胞胚生成 

研究要重点解决的难题。 

尽管牡丹的组织培养技术仍存在许多需要研究和 

解决的问题，并且这些问题的解决可能需要很长一段时 

问才能实现，但该技术应用于生产实践、服务于生产实 

践已成为必然趋势。离体快繁技术和愈伤再生途径将 

为结实困难的牡丹品种提供了一条新的繁殖途径。胚 

珠和胚培养技术用于辅助育种，可以缩短育种年限，挽 

救杂种胚，提高育种效率。体细胞胚发生技术将为牡丹 

繁殖及通过生物技术进行牡丹育种创造条件。因此，牡 

丹组织培养的成功实现，道路虽然是曲折的，但前途却 

是光明的。 
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葡 萄 种 植 经 

1 不把生土填回沟。沟内全部填熟土，所填熟土到行间 

取。熟土掺烘肥回填。 

2 适时早栽扣拱棚。扣上条状小拱棚．定植苗木可提前 

大约10 d。这么做缓苗快．秋后枝条成熟好 

3 素土护根缓苗快。定植葡萄所用素土是没掺肥料的表 

土。 

4 苗小根浅勤浇水。新栽的苗木根被剪得很短，因此，需 

要经常浇水，保持表层土的湿润。 

5 追肥做到少而勤。每7～1O d追肥1次，每次每株 3～ 

5 g三元复合肥分散埋在表土下。 

6 要让葡萄立着长。竖直向上生长，可使枝蔓粗壮，中上 

部也不会变细。 

7 花芽分化靠摘心。采用夏剪方法，强化了花芽分化。 

对每株葡萄仅留1个新梢。当心梢长出5～7片叶时．留 

4～6片叶摘心．此后．对顶端的副梢留5～6片叶摘心，反 

复进行。对其余副梢留1片叶摘心，反复进行。 

： 8 来年曲枝再催芽。萌芽前先不要上架，让枝条在地面 ； 

： 上水平状态萌芽 ： 
 ̂ V 
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