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摘 要：研究了湖南郴州某铅锌选矿厂铅锌矿渣污染下土壤重金属的不同化学形态含量、土壤化学性质和真菌群

落的多样性。结果表明：与湖南省重金属修复地方标准相比，采样区 4 种重金属 Zn、Pb、Cd、Cu 的污染程度依

次降低；同种重金属不同化学形态之间比较，铅铁锰氧化态、锌醋酸提取态、镉醋酸提取态、铜残渣态含量较高；

重金属污染显著改变真菌群落的组成和结构；敏感性真菌(球囊菌门(Glomeromycota))的相对丰度随重金属污染程度

的增加而降低，而耐受性真菌(子囊菌门(Ascomycota)、担子菌门(Basidiomycota)、被孢囊门(Mortierellomycota)、被

孢菌属(Mortierella)、青霉菌属(Penicillium)和镰刀菌属(Fusarium))的相对丰度增加，但在重污染情况下有所减少；

冗余分析(RDA)和方差分解分析(VPA)表明，重金属是影响真菌群落变化的主要因素。 
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Abstract: In the present study, we investigated different chemical forms of soil heavy metals, soil chemical properties, and fungal 
diversity and composition for the contaminated soil collected from the tailings in Chenzhou Pb-Zn mining area, Hunan. The results 
showed that, compared with the Hunan local standard of heavy metal remediation, the polluted extent of the four kinds of heavy 
metals in soil samples was as follows: Zn > Pb > Cd > Cu. Compared with different chemical forms of the same heavy metal, it was 
found that the contents of Fe-Mn oxidation fraction of Pb, HOAc extractable fraction of Zn, HOAc extractable fraction of Cd and 
residual fraction of Cu were highest. Heavy metal pollution significantly altered the composition and structure of fungal community, 
rather than the richness and diversity. The relative abundances of sensitive fungi (e.g., Glomeromycota) were decreased with the 
increase of heavy metal contamination. However, the relative abundances of tolerant fungi (e.g., Ascomycota, Basidiomycota, 
Mortierellomycota, Mortierella, Fusarium, and Penicillium) were increased with the increase of heavy metal contamination, while 
they were decreased under severe pollution. RDA and VPA showed that heavy metals were the main factors affecting the fungal 
community.  
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采矿导致的重金属污染已成为土壤污染的主

要来源之一。土壤中的重金属相对稳定，很难通过

自然过程去除。重金属具有很强的毒性和不可降解

性，会对土壤生态系统造成长期的危害[1]，还会通

过食物链危害人类健康[2]。 
土壤微生物是土壤生态系统中不可缺少的组

成部分，主要由细菌、真菌、放线菌、藻类和微原

生动物组成，其中细菌最为丰富[3]。但真菌比细菌

更能耐受重金属[4]，对植物的建立和适应性也起着

非常重要的作用[5]。 
本研究中，以湖南郴州某铅锌选矿厂矿渣污染

土壤为研究对象，通过采集不同污染程度的土壤样

品，测定其化学性质、重金属含量及重金属的化学

形态，并利用基于内部转录间隔区(ITS)基因的高通
量测序技术，分析不同重金属污染区的土壤真菌群

落结构和多样性的差异，探讨土壤中重金属耐性菌

和敏感菌的变化以及导致土壤真菌群落差异的影

响因素，了解铅锌矿区重金属污染地的真菌多样性

现状，旨在为铅锌矿区废弃地的生物修复提供参考

依据。 

1 试验区基本概况 

湖南省郴州市属湿润的亚热带季风气候，年平均

气温 18.2 ℃，年平均降水量 1487.2 mm。本研究区设
在郴州市某铅锌选矿厂矿渣污染地。2008年，选矿厂
停用，在上面覆盖了一层土壤。由于多年雨水侵蚀及

人为扰动，导致尾砂矿渣不同程度地裸露，零星分布

了一些草本植物，主要有芒草(Miscanthus sinensis)和
狗牙根(Cynodon dactylon (L.) Pers)。 

2 材料与方法 

2.1 样品采集 

2018年调查发现，此地块分为 3个不同程度的
污染区，即重度污染区(CH)、中度污染区(CM)和轻
度污染区(CL)。本研究中，在每个污染区随机布置
3块样方(10 m×10 m)，共 9个样方。每块样方设置
5 个采样点。为避免植物根系干扰，每个样点采集
5~20 cm土壤，其中 4个采样点设置在样方 4个顶
点，1 个采样点设置在对角线交叉处。5 个样点的
样品充分混合成 1个样品。将当时用于覆盖矿渣废

弃地的原地土壤作为对照(CK)。共取样 12份。过 2 
mm的尼龙筛网后，每个样品分为 2部分：一部分
储存在–80 ℃冰箱，用于土壤真菌群落分析；另一
部分储存于 4 ℃冰箱，用于土壤性质分析。 

2.2 土壤化学性质和重金属含量的测定 

土壤 pH值的测定：每个样品称取风干土壤 10 
g，置于干燥的烧杯中，加入 25 mL的蒸馏水，使
用 pH计(瑞士Mettler Toledo FE20)进行测定。 
采用 K2Cr2O7–H2SO4氧化法

[6]测定土壤有机碳

(SOC)含量；采用凯氏定氮法[6]，用元素分析仪(德
国 Elementar Vario EL)测定土壤全氮(TN)含量；采
用钼锑抗比色法[6]测定土壤全磷(TP)含量。 
土壤重金属铅(Pb)、锌(Zn)、铜(Cu)、镉(Cd)总

量的测定：将土壤样品在含 HNO3、HF和 HClO4的

聚四氟乙烯坩埚中消化，然后用 ICP–OES电感耦合
等离子发射光谱仪(美国 ICAP6300)进行测定[7]。 
土壤重金属化学形态的测定：采用改良后的

BCR顺序萃取法[8]测定。重金属的 4种化学形态为
醋酸提取态、铁锰氧化态、有机结合态和残渣态。 

2.3 土壤真菌群落的测定 

使用 Power Soil® DNA分离试剂盒(MoBio，美
国)测定土壤总 DNA；分别采用凝胶电泳和分光光
度计(美国Nanodrop–2000)检测土壤DNA的质量和
数量；采用 PCR 引物序列 ITS1F(5'–CTTGGTC 
ATTTAGAGGAAGTAA–3')和 ITS2(5'–GCTGCGTT 
CTTCATCGATGC–3')扩增真菌内部转录间隔区
(ITS)的基因序列。PCR扩增的总反应体积为 20 μL，
包括 2.0 μL 10× PCR ExTaq缓冲液、0.5 μL DNA模
板(0.1 μg/mL)、1.0 μL引物 ITS1F(10 mmol/L)、1.0 
μL引物 ITS2(10 mmol/L)、2.0 μL dNTP、0.25 μL 
ExTaq(5 U/mL)和 13.25 μL双蒸馏水。热循环条件
为：95 ℃预变性 5 min，95 ℃变性 30 s、58 ℃退火
20 s、72 ℃延伸 6 s，循环 30次。72 ℃延伸 10 min。
上样检测电泳图，确认目的条带大小正确、浓度合

适后，交由 Illumina Hiseq测序平台(北京百迈客生
物科技有限公司)进行建库测序。对原始数据进行拼
接(FLASH，version 1.2.11)，将拼接得到的序列进
行质量过滤(Trimmomatic，version 0.33)，并去除嵌
合体(UCHIME，version 8.1)，得到高质量的 Tags
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序列。运用 QIIME(version 1.8.0)中的 UCLUST 方
法，在 97%的置信水平下对剩余序列进行聚类，以
获得操作分类单元(OTUs)。利用基于 UNITE 7.2 
ITS 真菌数据库的核糖体数据库项目(RDP)分类
器，以 80%的置信阈值对每个真菌 OTU 进行分类
注释分析。 

2.4 数据处理与统计分析 

用Mothur(version 1.30)计算 Alpha多样性指数
(Coverage、Chao1和 Shannon)，分析真菌群落的盖
度、丰富度和多样性；采用基于 Bray–Curtis距离的
主坐标分析法(PCoA)和样本层次聚类树，对不同采
样区土壤真菌群落结构的差异性进行评价；采用基

于 Bray–Curtis距离的 PERMANOVA方法分析不同
采样区的土壤化学性质和真菌群落结构是否存在

显著性差异；对土壤化学性质和真菌群落进行冗余

分析(RDA)，利用 envfit 函数进行排列检验，确定
土壤化学性质和微生物群落组成之间的显著性；采

用方差分解分析(VPA)定量分析不同因素对真菌群
落变异的影响。以上统计分析采用 R 软件(version 
4.0.3)中的 vegan包进行；采用 SPSS(美国，version 
25.0)进行单因素方差分析及多重比较 (Tukey– 
HSD)，以确定不同采样区不同参数间的差异。 

3 结果与分析 

3.1 污染土壤重金属的含量与化学性质 

从表 1 可以看出，不同采样区土壤 pH 值为
6.58～7.02，CH区的最高，为 7.02。土壤有机碳(SOC)
和全磷(TP)随着重金属污染程度的增加而升高，且
不同采样区之间存在显著性差异(P<0.05)。CL、CM
和 CH区的土壤全氮(TN)含量差异不显著。 

表 1 试验样地土壤重金属的含量及化学性质 
Table 1 The content of heavy metals and chemical properties of soils in sample plot for the experiment 

采样区 pH SOC含量/(g·kg–1) TN含量/(g·kg–1) TP含量/(g·kg–1) 

CK (6.58±0.06)c (13.62±0.05)d (0.049±0.01)b (0.27±0.02)d 
CL (6.84±0.02)b (16.70±0.57)c (0.063±0.02)ab (0.40±0.01)c 
CM (6.97±0.04)a (20.58±0.24)b (0.070±0.01)a (0.56±0.02)b 
CH (7.02±0.01)a (25.47±0.13)a (0.072±0.01)a (0.63±0.02)a  
采样区 Pb含量/(mg·kg–1) Zn含量/(mg·kg–1) Cu含量/(mg·kg–1) Cd含量/(mg·kg–1) 

CK (37.08±2.47)d (146.28±2.61)d (48.79±0.33)d (2.97±0.02)d 
CL (735.34±1.75)c (1074.30±4.08)c (72.76±0.16)c (13.99±0.02)c 
CM (2014.35±33.17)b (2884.24±24.38)b (116.01±0.95)b (39.39±0.22)b 
CH (3311.18±36.62)a (4692.97±39.60)a (195.24±1.46)a (69.63±0.44)a 

同列数据不同小写字母表示不同采样区的差异显著(P<0.05)。  
从表 1还可以看出，土壤重金属 Zn、Pb、Cu、

Cd的含量依次降低。重金属含量随着污染程度的增
加而升高，且不同采样区之间差异显著(P<0.05)。
湖南省地方标准《金属污染场地土壤修复标准》

(DB43/T1165—2016)(以下简称标准)规定，Pb、Zn、
Cu、Cd的含量分别不高于 600、700、500、20 mg/kg。
根据此标准，3 个污染区的 Cu 含量均未超标，CL
区的 Cd含量也未超过标准。CL区的 Pb和 Zn含量
分别为标准的 1.23和 1.53倍，CM区的 Pb、Zn和
Cd含量分别是标准的 3.36、4.12和 1.97倍，CH区
的 Pb、Zn 和 Cd 含量分别为标准的 5.52、6.70 和
3.48倍。由此可见，与标准相比，土壤样品中 4种
重金属 Zn、Pb、Cd、Cu的污染程度依次降低。 

土壤重金属的不同化学形态如表 2所示。铁锰
氧化态、残渣态、醋酸提取态、有机结合态的 Pb
含量依次降低；醋酸提取态、铁锰氧化态、有机结

合态、残渣态的 Zn和 Cd含量依次降低；残渣态、
有机结合态、铁锰氧化态、醋酸提取态的 Cu 含量
也依次降低。铁锰氧化态的 Pb 含量、锌醋酸提取
态的 Zn 含量、残渣态的 Cu 含量、醋酸提取态的
Cd 含量均较高。4 种化学形态 Pb、Zn、Cu 和 Cd
的含量均随着污染程度的增加而升高。除 CL 区的
有机结合态 Pb含量与 CK的差异不显著外，3个污
染区醋酸提取态、铁锰氧化态、有机结合态和残渣

态 Pb、Zn、Cu和 Cd的含量均显著高于 CK的。 
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表 2 采样区土壤中重金属的 4 种化学形态含量 
Table 2 Contents of four chemical fractions of heavy metals in soil of sampling sites                   mg/kg 

Pb含量 Zn含量 
采样区 

醋酸提取态 铁锰氧化态 有机结合态 残渣态 醋酸提取态 铁锰氧化态 有机结合态 残渣态 
CK (0.55±0.07)d (8.52±0.05)d (1.60±0.13)c (26.42±2.37)d (3.60±0.10)d (2.63±0.01)d (12.76±0.84)d (127.29±2.39)d
CL (17.36±0.21)c (435.62±3.77)c (2.57±1.01)c (279.80±5.84)c (301.96±1.67)c (175.92±0.50)c (396.03±1.93)c (200.40±3.80)c
CM (54.84±0.11)b (1256.22±26.95)b (4.69±0.57)b (698.60±10.57)b (1123.47±7.62)b (755.28±2.06)b (665.38±4.80)b (340.10±13.46)b
CH (82.53±0.27)a (1777.40±19.69)a (11.92±0.31)a (1439.33±24.30)a (2023.89±13.45)a (1227.82±6.35)a (774.19±8.02)a (667.08±32.16)a 

Cu含量 Cd含量 
采样区 

醋酸提取态 铁锰氧化态 有机结合态 残渣态 醋酸提取态 铁锰氧化态 有机结合态 残渣态 
CK (0.36±0.01)d (1.36±0.02)d (0.97±0.03)d (46.09±0.31)d (0.48±0.01)d (0.26±0.01)d (0.11±0.01)d (2.13±0.03)d 
CL (2.24±0.03)c (8.39±0.08)c (11.22±0.08)c (50.92±0.27)c (5.09±0.01)c (3.14±0.02)c (3.01±0.01)c (2.74±0.03)c 
CM (5.75±0.09)b (11.97±0.34)b (26.86±0.13)b (71.43±0.88)b (18.66±0.02)b (9.80±0.06)b (6.48±0.17)b (4.45±0.13)b 
CH (8.88±0.08)a (17.45±0.21)a (30.28±1.62)a (138.63±0.43)a (37.17±0.13)a (17.31±0.19)a (8.00±0.23)a (7.14±0.10)a 

同列数据不同小写字母表示不同采样区同种化学形态的重金属含量差异显著(P<0.05)。  

3.2 污染土壤真菌基因序列和 Alpha 多样性 

12个土壤样本的原始序列条数为 945 887，过
滤低质量的序列后，得到优化序列总数为 843 788，
每个样本平均有(70 316±1110)条序列。将这些优化
序列进行聚类，划分为 1764个 OTU。土壤真菌稀
释曲线(图 1)表明，12个土壤样品中的 OTU数随着 

 
图 1 土壤样本真菌稀释曲线 

Fig. 1 The rarefaction curves of fungi of soil samples 

 
序列数量的增加快速上升后转变为缓慢上升，序列

数量达到一定值时，样品的稀释曲线均趋向平坦，

表明测序深度合理，可以反映样品中的物种组成。 
Alpha多样性中 Chao1指数反映样品中真菌群

落丰富度，Shannon 指数反映真菌群落的多样性。
从图 2 可以看出，重金属污染下 OTU 值和 Chao1
指数均低于 CK，且差异不显著。Shannon 指数在
CL和 CM区均高于对照，CH区的低于对照，且差
异均不显著。在 3 个重金属污染区，Shannon 指数
随着重金属污染程度的增加而降低。Coverage指数
为 99.965%～99.995%，说明测序结果能代表样品的
真实情况。 
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图 2 采样区土壤真菌 Alpha 多样性指数 
Fig. 2 Alpha diversity indexes of soil fungal communities in sampling sites 
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3.3 污染土壤真菌 Beta 多样性 

为了更具体地描述重金属对土壤真菌群落结

构的影响，分别进行了聚类分析和主坐标分析

(PCoA)。层次聚类树(图 3)把所有样本划分为 2 个
大聚类和 4个小聚类。小聚类显示对照和 3个污染
区，大聚类显示污染区和对照。3 个污染区与对照
之间的真菌群落结构存在差异。除 CH_2外，同一
采样地的所有重复都具有较好的聚类性。主坐标分

析(PCoA)(图 4)显示对照距 3个污染区的样本较远， 

 
图 3 采样区土壤真菌群落结构的层次聚类树 

Fig.3  Hierarchical clustering tree of soil fungal community 

structure in sampling sites  

 
0.0           0.2           0.4 

PC1(29.96%) 

图 4 采样区土壤真菌群落结构的主坐标分析结果 
Fig. 4 Principle Coordination Analysis (PCoA) of soil fungal 

community structure in sampling sites  

即对照与 3个污染区之间存在差异，和层次聚类树
显 示 出 相 似 的 趋 势 。 非 参 数 多 元 方 差

(PERMANOVA)分析表明不同污染区和对照之间的
真菌群落存在显著性差异(R2=0.585 3，P=0.001)。 

3.4 污染土壤真菌群落的组成 

图 5显示了不同采样区不同真菌种类在门和属
水平上的相对丰度。优势真菌门为子囊菌门

(Ascomycota)、未分类真菌门(Unclassified–Fungi)、
担子菌门(Basidiomycota)、被孢霉门(Mortierellom- 
ycota)和 Aphelidiomycota，合计占土壤真菌总数的
95%以上(图 5–a)。虽然对照和污染区土壤真菌群落
的组成相似，但各真菌门的相对丰度差异较大(图
5–c)。其中，子囊菌门、未分类真菌门、被孢霉门
和球囊菌门(Glomeromycota)的相对丰度在不同采
样区之间存在显著性差异(P<0.05)。CH区的优势真
菌门为未分类真菌门(38.03%)、子囊菌门(36.19%)。
CM、CL 和 CK 区子囊菌门占优势 (43.70%～
54.46%)，以 CK 的最高。担子菌门的相对丰度以
CH区的最高，被孢囊门的相对丰度在 CM区最高，
CL的次之，CH的最低。 
图 5–b和图 5–d显示了前 15个丰度较高的属。

在 CH 区，以锥盖伞属(Conocybe)占优势(8.82%)，
其次为被孢菌属(Mortierella)，占 5.21%；CM、CL
和 CK 采样区优势属是被孢霉属，占比 4.40%～
7.16%，其中 CM 区的被孢菌属的相对丰度最高。
在不同采样区，枝孢菌属 (Cladosporium)、
Exophiala、Plectospaerella、柄孢壳属(Zopfiella)、
链格孢属(Alternaria)、Pseudeurotium和 Boothiomyces
的相对丰度随着重金属污染水平的升高而降低。青

霉菌属 (Penicillium)、假埃希氏菌属 (Pseudalles- 
cheria)、镰刀菌属(Fusarium)和 Cercophora 的相对
丰度随着重金属污染程度的升高呈先增加后降低

的趋势。枝孢菌属、青霉菌属、柄孢壳属和

Cercophora 属于子囊菌门(Ascomycota)；被孢菌属
属于被孢霉门(Mortierellomycota)。 
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“*”“**”“***”分别示在 0.05、0.01、0.001水平上差异显著。 

图 5 门分类水平和属分类水平土壤样本中真菌群落的组成 
Fig. 5 Composition and relative abundance of fungal communities in soil samples at phylum level and genus level  

3.5 污染土壤化学性质与真菌群落的相关关系 

从图 6可以看出，枝孢菌属(Cladosporium)、青
霉菌属(Penicillium)和 Exophiala与重金属(Pb、Zn、
Cu 和 Cd)含量呈负相关。冗余分析(RDA)结果(表
3)表明，SOC、TP和重金属(Pb、Zn、Cu和 Cd)含
量与真菌群落显著相关。方差分解分析(VPA)结果
将重金属(Pb、Zn、Cu 和 Cd)含量和土壤化学性质
(pH、SOC、TN和 TP)分成 2类，土壤重金属含量
和化学性质对真菌群落结构影响的解释量分别为

56%和 5.0%，共同解释量为 10%。此外，有 29.0%
的真菌群落的分布不受上述 2组因素的影响。 

 
–0.75      –0.50       –0.25        0.00       0.25 

RDA1(48.92%) 

图 6 土壤化学性质与重金属含量对真菌群落组成的

冗余分析结果 
Fig.6  Redundancy analysis of soil chemical properties and heavy 

metals content on soil fungal community composition  
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表 3 土壤化学性质和重金属含量与冗余分析(RDA)
排序轴的相关性分析结果 

Table 3 Correlation analysis between soil chemical properties 

and heavy metals content and the redundancy analysis 

(RDA) axes 

因子 RDA1 RDA2 r 2 P值 

pH –0.585 9 0.810 4 0.424 1 0.075 3

SOC –0.829 3 0.558 8 0.479 3 0.043 1

TN –0.584 5 0.811 4 0.211 7 0.356 4

TP –0.613 1 0.790 0 0.484 0 0.037 8

Pb –0.789 9 0.613 3 0.480 9 0.040 1

Zn –0.795 1 0.606 5 0.499 0 0.032 9

Cu –0.941 3 0.337 6 0.501 6 0.044 1

Cd –0.847 4 0.531 0 0.492 2 0.039 0
 

4 结论与讨论 

重金属总量可以用来评价尾矿渣污染土壤的

状况，而重金属的不同化学形态可以反映其潜在的

生物危害性和毒性，可以定量评价重金属长期污染

的土壤危害性[9–10]。本研究中，除 Pb和 Zn外，Cd
的污染程度较高，这可能与中国土壤 Cd 的累积指
数(Igeo)偏高有关[11]。李晓艳等[12]研究发现金属硫化

矿(特别是铅锌矿)区附近的农田土壤 Cd 污染尤其
严重。在重金属不同化学形态中，醋酸提取态被认

为具有生物有效性；铁锰氧化态和有机结合态在环

境发生变化后也可能具有生物有效性[13]；而大部分

残渣态没有生物有效性[14]。本研究中，Zn和 Cd的
醋酸提取态含量最高，说明溶出风险极高，可能再

次造成环境污染；Pb的铁锰氧化态含量高，说明当
环境发生改变时，可能会释放到环境中而造成污

染；Cu以残渣态含量最高，再次污染风险低。 
有研究[15–17]表明，重金属污染会导致土壤微生

物群落结构的变化。本研究中，不同采样区真菌群

落的 Chao1 指数和 Shannon 指数差异不显著，但
Beta多样性分析表明真菌群落结构差异显著。说明
重金属污染导致了真菌群落结构的变化，而不是真

菌群落的丰富度和多样性的变化。MACDONALD
等[18]报道 Zn和 Cu浓度的增加，会造成真菌群落组
成的变化；Pb污染的土壤外生菌根真菌群落结构发
生了变化，但群落多样性未发生改变[19]。其原因可

能是重金属胁迫下，土壤敏感真菌数量急剧下降，

而耐受真菌适应新生境后数量增加。也有研究[20]

报道，短期污染会降低微生物的丰富度和多样性，

而长期重金属污染的土壤中微生物群落却有较高

丰富度和多样性[21]。本研究中，重金属污染土壤中

真菌群落结构发生变化不仅与重金属有关，还与土

壤有机碳、全磷有关。土壤有机碳和全磷可以为微

生物提供养分，从而能有效地减轻重金属对微生物

的危害[22–23]。通过冗余和方差分解分析进一步发

现，尽管土壤重金属和土壤化学性质都是改变土壤

真菌群落的因素，但重金属的影响更大，这与 LI
等[15]的研究结果相似，可能是因为较长时期重金属

污染使得耐性真菌类群成为了优势种群。 
本研究还发现，长期污染下土壤真菌群落的优

势菌群是子囊菌门和担子菌门，这与陈雅昕等[24]

和邓娇娇等[25]的研究结果一致。子囊菌门在低污染

区增加，在高污染区则减少；担子菌门在不同污染

区间虽然没有显著性差异，但相对丰度却高于 CK
的。这说明子囊菌门和担子菌门对重金属污染有一

定的耐受性。有研究[26–27]表明，子囊菌门可以忍耐

重金属；担子菌门具有转移重金属的能力，其产生

的多糖可以参与土壤团聚体的形成，对土壤结构的

稳定起着非常重要的作用[28]。本研究中，球囊菌门

的相对丰度较低，这与球囊菌门对重金属污染特别

敏感有关[29]。被孢菌属、青霉菌属和镰刀菌属的相

对丰度会随重金属污染水平的升高而增加，但当重

金属污染最严重时，其会降低。被孢菌属、青霉菌

属和镰刀菌属对重金属具有一定的耐受性，但对高

污染重金属的抵抗力较差[30–32]。可见，土壤真菌处

于重金属污染的土壤时，敏感真菌的相对丰度会减

少，而耐受真菌的相对丰度会增加，但在高污染区

域其相对丰度也会有所下降。 
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