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Resumo

Arachis hypogaea, o amendoim, é uma importante cultura oleaginosa cuja susceptibilidade
a seca pode limitar sua producao em varias regides do mundo. A selecdo de genétipos
tolerantes a seca e maior conhecimento sobre os mecanismos envolvidos nesse processo
sao ferramentas fundamentais para o melhoramento genético. AvaliacGes da taxa de
transpiracao nas espécies silvestres comparadas com a espécie cultivada mostram que a
reducao da taxa de transpiracdo nos acessos silvestres é geralmente mais lenta do que das
cultivares de amendoim testadas. Entretanto, os anfidipléides sintéticos, derivados de
espécies silvestres, mostram uma taxa de transpiracdao semelhante ao amendoim cultivado
e diferente das espécies parentais. Isto pode ser atribuido ao efeito de poliploidia. Para
analisar estruturas foliares possivelmente envolvidas nestas diferentes respostas ao
estresse hidrico, foi inicialmente determinado o tipo e indice estomatico (le) em V14167,
KG 30076, seu anfidipléide e amendoim cultivado. Estdbmatos do tipo paracitico foram
predominantes, seguido do tipo anisocitico e de alguns tetraciticos nos trés gendétipos. Os
le foram 18; 15; 13 e 22; 19; 18, para face abaxial e adaxial, de KG 30076, V14167 e do
anfidipléide, respectivamente. Esses dados indicam que os le do anfidipléide estdo mais
préximos daqueles encontrados no seu parental paterno (V14167) e aqueles observados
nas cultivares IAC-Tatu e SO-909 de A. hypogeae, sugerindo entdo que o le nao justifica
por si sé, a diferenca no comportamento da transpiracao sob estresse hidrico nesses
genodtipos. Adicionalmente, estes resultados sugerem que algumas avaliacGes para seca em
acessos dipldides tém baixo poder de previsdo do comportamento dos anfidipléides
sintéticos.
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Abstract

Peanut, Arachis hypogaea is widely cultivated in the tropics, where unpredicted drought
stress is limiting for production. The selection of genotypes that tolerate drought and the
better understanding of the mechanisms involved in this process are essential for the
genetic improvement. Evaluations of the transpiration rates of wild species compared to
the cultivated species show that wild species is generally slower than the cultivars tested.
However, the synthetic amphidiploids, derived from wild species, show transpiration rates
similar to the cultivated peanut and different to the parental species. This could be
attributed to effects of polyploidy. To evaluate if foliar structures are involved in these
different responses to drought stress, stomatic type and index were determined for
V14167, KG 30076, its amphidiploid and cultivated peanut. Amphidiploid (V14167 x KG
30076)° had stomatic type and index more similar to paternal parent (V14167) and to
cultivated peanut (tetraploid) than to maternal parent (KG 30076). This suggests that
these characteristics do not, alone, explain the variation of transpiration behavior observed.
These results show that these characteristics are not alone the cause of these responses
to drought. Aditionally, they show that some drought-tolerance assays on diploid wilds
may have limited predictive power as to the behavior of synthetic amphydiploids.

Keywords: Arachis, peanut, germplasm, breeding, drought



Introducéo

Estresse hidrico é uma limitacdo para o desenvolvimento que se expressa em diferentes
niveis de organizacao da planta e é reconhecido como o primeiro fator que reduz a
producao agricola no mundo. Estratégias de melhoramento para a manutencao ou o
aumento de produtividade de culturas sob condicées de seca variam de acordo com o
ambiente de cultivo. Entretanto, na maioria dos ambientes, a Eficiéncia de Transpiracao
(TE) é considerada, como diretamente relacionada aos niveis de producao em condicoes de
déficit hidrico para varias culturas. A equacao classica de Passioura (1986), postula que: Y
= T x TE x HI, sendo que Y = producado, T = quantidade de agua transpirada durante o
ciclo, TE = eficiéncia de transpiracao (biomassa produzida por unidade de dgua aplicada) e
HI = indice de colheita (taxa entre peso seco de graos/peso seco de biomassa).

Dessa forma, a producao é diretamente proporcional a eficiéncia de transpiracado. Postula-
se que tolerancia a seca pode ser aumentada através do acréscimo da capacidade de
extracao de agua do solo ou do aumento de eficiéncia de utilizacao da dgua (WUE ou TE,
NAGESWARA RAO et al., 2000; CHUNI LAL et al., 2006). O aumento de TE poderia
potencialmente incrementar os niveis de producdo em condicdes limitadas de dgua (CHUNI
LAL et al., 2006).

Os trabalhos que descrevem essas correlagcdes utilizaram o amendoim cultivado
(NAGESWARA RAO et al., 2000; NAUTIYAL et al., 2002; CHUNI LAL et al., 20086) e até o
momento, nao existem dados destas correlacées em espécies silvestres de Arachis. Os
objetivos deste trabalho foram: instalar na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Cenargen) a competéncia de fenotipar plantas de Arachis spp. para caracteristicas
relacionadas com tolerancia a seca; de fazer triagem de acessos silvestres, anfidipléides (e
seus parentais) de Arachis e de cultivares de amendoim apds avaliacdo da taxa de
transpiracao relativa e sua relacdo com caracteristicas anatdomicas foliares.

Materiais e métodos

a. Andlise de transpiracao

A fim de se observar o comportamento de transpiracao de 18 diferentes acessos silvestres
de Arachis, dois anfidipléides sintéticos e comparar com trés cultivares da espécie
cultivada (Tabela 1), a transpiracao relativa destas plantas em niveis decrescentes agua no

solo foi determinada.

Tabela 1. Plantas avaliadas

Espécie Acesso/cultivar
A. cruziana Wi302-3

A. duranensis V14167

A. duranensis K7988

A. duranensis Ad sesn 2737
A. duranensis Ad sesn 2864
A. duranensis Ad.sesn2848
A. batizocoi K9484

A. kulmanii V7639

A. monticola V14165

A. hypogaea IAC-Caiap6

A. hypogaea Runner -IAC-886
A. hypogaea Tatu

A. stenosperma V10229

A. stenosperma V10309

A. cardenasii GKP10017

A. villosa V12812




Espécie Acesso/cultivar
(A. duranensis x A. ipaénsis)° | (V14167 x KG30076)
(A. gregoryi x A. linearifolia)° | (V6389 x V9401)

A. hoehnei V 14546
A. ipaénsis KG30076
A. gregoryi V6389

A.magna KG30097

A metodologia utilizada foi descrita por Sinclair e Ludlow (1986). Oito plantas com dois
meses de idade mantidas em vasos de 500mL de capacidade foram submetidas
gradualmente a estresse hidrico crescente. As plantas controle foram mantidas com 80%
de capacidade de campo e o regime de reposicdo hidrica das plantas estressadas foi feito
como descrito a seguir:

Dia 4: foi adicionado 30% do volume das plantas controle (WW)

Dia 6: foi adicionado 30% do volume das plantas controle (WW)

Dia 8: foi adicionado 25% do volume das plantas controle (WW)

Nos dias subsequentes, ndo houve reposicao de dgua para as plantas estressadas.

A transpiracao e a fracdao de agua transpiravel no solo foram medidas gravimetricamente.
Os parametros calculados diariamente foram:

FTSW: fracdo de &gua transpiravel no solo = quantificacdo do estresse aplicado

NTR: taxa de transpiracao normalizada = média da transpiracdao das plantas estressadas
em relacdo a média da transpiracao das plantas controle. = quantificacao da resposta da
planta.

O experimento foi finalizado quando as plantas estressadas atingiram o ponto de murcha
permanente (PWP). Ao final do experimento, as plantas foram secas em estufa a 80°C por
48h e pesadas. As partes aéreas e radiculares foram pesadas separadamente.

b. Analises de anatomia foliar

Para analisar estruturas foliares possivelmente envolvidas nas diferentes respostas ao
estresse hidrico, foi inicialmente determinado o indice estomatico (le) e tipo de estdmatos
presente na epiderme adaxial e abaxial de KG30076, V14167 e no anfidipléide. Para tal, o
terco médio de foliolos de cinco individuos de cada genétipo foi coletado, fixado em etanol
70% por 24h. Para anélise da epiderme, utilizou-se o método de dissociacdo de Franklin
(1945), modificado por Berlyn e Miksche (1976), que consiste na imersdo das porcoes
foliares em per6xido de hidrogénio 30% e acido acético glacial (1:1, v/v) a 45°C por 72 h.
Dissociacoes epidérmicas foram obtidas e montadas com gelatina glicerinada para
observacao em microscépio Zeiss Axiophot sob contraste fase. O nimero de células e tipo
de estomatos foi observado. Imagens foram captadas no sistema AxioCam da Zeiss. A
determinacédo do tipo de estdmato seguiu a classificacao proposta por Metcalfe e Chalk
(1950). Para determinacédo do indice estomético, densidade estomética (estdmatos/mm?),
densidade de células epidérmicas propriamente ditas (nimero de células/mm?) foram
realizadas trés observacdes de cada face, de cada um dos cinco individuos de cada
genétipo, em campos com &rea correspondente a 0,33 mm?2. Os dados quantitativos da
superficie epidérmica foram obtidos com auxilio do software Axio Vision. O célculo do
indice estomético foi feito de acordo com a férmula de Cutter (1986): indice estomatico
(IE) = [NE/(CE + NE)] x 100, em que NE é o nimero de estomatos e CE o nimero de
células epidérmicas.

Resultados e discussao

a. Andlise de transpiracao

A Transpiracdo Normalizada (NTR) e a fracao de dgua transpiravel no solo (FTSW) de cada
acesso estdo apresentadas na tabela 2 e nas figuras 1 a 5. Essas andlises permitiram
algumas comparacoes interessantes, como:



A1. Em geral, acessos silvestres avaliados tém um comportamento conservador, isto é, a
transpiracao decresce dramaticamente logo que a disponibilidade hidrica no solo é reduzida
(FTSW 0,6-0,8). Em contraste, todas as trés cultivares testadas apresentam um
comportamento mais oportunista, isto é, as plantas continuam com taxa similar de
transpiracao mesmo quando os niveis de 4gua no solo sdo consideravelmente baixos. A
transpiracdo comeca a diminuir quando FTSW se aproxima de 0,2. A. cardenasii GKP
10017 parece ser o acesso mais conservador de todos testados (Figura 1).

Altos niveis de variabilidade intraespecifica foram também encontrados, sendo que a
maioria dos acessos de A. duranensis parece seguir o comportamento mais oportunista
como encontrado em A. hypogaea cv. Caiapd. Estes acessos foram coletados na regiao
semi-arida do Chaco argentino. Ja o acesso K7988, por sua vez, diminui a transpiracao
mais rapidamente. Este acesso foi coletado na regido de Campo Duran, Argentina, onde a
pluviosidade é maior (Figura 2).

Os acessos A. stenosperma V10309 e A. duranensis K7988 sao os parentais da populacao
de mapeamento, do mapa referéncia de Arachis (MORETZSOHN et al., 2005), pois
contrastam para varias pragas e doencas. Nesse trabalho vimos que os mesmos também
contrastam para niveis de transpiracao sob estresse hidrico: A. stenosperma V10309 é
oportunista e A. duranensis K7988 é conservador (Figura 3a). Isto é refletido no fenétipo
da planta apdés quatro semanas de exposicao a estresse hidrico (Figura 3b). Uma populacéao
de linhagens recombinantes auto-fecundadas (recombinant inbred lines) esta sendo
produzida e a mesma serd fenotipada quanto ao seu comportamento sob estresse hidrico.

Dois anfidipldides também foram testados. Embora os trés progenitores testados (A.
duranensis V14167, A. ipaénsis KG 30017 e A. gregoryi V6389) tenham comportamento
conservador, os anfidipléides tém comportamento semelhante ao dos acessos cultivados
(Figura 4). Apenas o progenitor A. linearifolia V9401 nao foi testado por ndo haver
nenhuma planta disponivel. Outras caracteristicas relacionadas a Eficiéncia de Transpiracao
estao sendo avaliadas nestes e em outros acessos.

b. Analises de anatomia foliar

Os le determinados foram 0,18; 0,15; 0,13 e 0,22; 0,19; 0,18, para face abaxial e
adaxial, de KG 30076, V14167 e do anfidipléide, respectivamente (Tabela 3). Estébmatos
do tipo paracitico foram predominantes (Tabela 4 e Figura 5), seguido do tipo anisocitico e
de alguns anomociticos, segundo Metcalfe e Chalk (1950). Esses dados indicam a
proximidade dos le desse anfidipléide com aqueles encontrados no seu parental paterno
(V14167), bem como aqueles previamente determinados para amendoim cultivado
(variedades Tatu e SO — 909) por Veiga et al. (1992), sugerindo entdo que os parametros
analisados nao justificam por si sd, a diferenca no comportamento da transpiracdo sob
estresse hidrico. Novas amostras desses genétipos e de outros foram fixadas,
desidratadas, incluidas em JB4® e, seccdes coradas com fucsina/azul astra estdo sendo
analisadas para estender os estudos anatdmicos e auxiliar na determinacao da importancia
desses parametros nos diferentes comportamentos da transpiracdao em condicao de
estresse hidrico.



Tabela 2. Taxa de transpiracdo normalizada (NTR) em relacao a fracdo de agua transpiravel no solo (FTSW) de espécies de Arachis silvestre, A.
hypogaea e anfidipléides sintéticos.
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Espécie/acesso FTSW/NTR 16.02|21.02|23.02|26.02|28.2|02.03|05.03|07.03|09.03|/12.03|14.03|16.03|19.03|20.03
A. duranensis V14167 FTSW 1 0,93| 0,86| 0,71/0,54| 0,42| 0,36| 0,32| 0,24 0,17 0,05| 0,03 0
NTR 1 1,56| 0,55| 0,89|0,96 0,5 0,4| 0,36| 0,17| 0,15 0,14| 0,04
A. duranensis K7988 FTSW 1 11 0,85| 0,64|0,44| 0,29| 0,21 0,2| 0,06| 0,06| 0,01 0
NTR 1 0,65| 1,46| 0,89|0,94| 0,67| 0,46| 0,37| 0,05| 0,01| 0,14
A. duranensis sesn 2737 FTSW 1 0,54| 0,27| 0,25|0,21 0,2y 0,21| 0,18| 0,18| 0,08| 0,06| 0,03 0
NTR 1 11 1,02 0,98| 0,4| 0,49| 0,52 0,4 0| 0,19 0,1 0,08| 0,06
A. duranensis sesn 2864 FTSW 1 0,78| 0,56| 0,32/0,19| 0,12| 0,12| 0,13 0,1 0,04| 0,02 0
NTR 1 0,99| 1,06| 0,95|0,77| 0,71| 0,41| 0,26| 0,12| 0,11| 0,12| 0,06
A. duranensis sesn2848 FTSW 1 0,71| 0,34| 0,24|0,16| 0,13| 0,14| 0,13 0,1 0,01 0
NTR 1 1,17 1,17| 0,67|0,87| 0,55 0,43| 0,37| 0,13| 0,16| 0,03
A. batizocoi K9484 FTSW 1 0,7| 0,45| 0,36|0,22 0,2 0,2| 0,21| 0,16| 0,07| 0,05| 0,01 0
NTR 1 1,66| 0,79| 0,66]0,88| 0,47| 0,43 0,2| 0,16| 0,13| 0,06| 0,13| 0,02
A. hypogaea cv IAC-Caiap6 FTSW 1 0,55| 0,24| 0,24/0,18| 0,18| 0,18| 0,17| 0,14| 0,07| 0,04| 0,02 0
NTR 1 1,06 1,22 0,72|1,09| 0,41| 0,54| 0,45| 0,13| 0,14| 0,12 0,1] 0,03
A. hypogaea Runner IAC-
886 FTSW 1 0,91 0,58| 0,36|0,177| 0,31] 0,25| 0,25| 0,19| 0,08| 0,02 0
NTR 1 0,88 1,12 1,01|1,98| 1,37| 0,67| 0,54| 0,21| 0,16| 0,15| 0,08
A. hypogaea cv IAC-Tatu FTSW 1 0,57| 0,21| 0,21|0,12| 0,14| 0,11 0,11| 0,07| 0,01 0
NTR 1 1,17 1,17| 0,65/0,93| 0,45| 0,55| 0,48 0,13] 0,11| 0,09
A. stenosperma V10229 FTSW 1 0,68| 0,43| 0,35|0,23| 0,35| 0,23 0,2| 0,13| 0,06| 0,02 0
NTR 1 1,19| 0,99| 0,82|1,46| 1,18| 0,88 0,6/ 0,34| 0,16| 0,18| 0,07
A. stenosperma V10309 FTSW 1 0,65| 0,26| 0,21]|0,06| 0,03| 0,15| 0,14 0,171 0,02| 0,01 0
NTR 1 1,45 1,11 0,46/0,34| 0,59| 0,41| 0,34| 0,13] 0,16| 0,12] 0,04
A. cardenasii GKP10017 FTSW 1 0,99| 0,91 0,96|0,83| 0,71| 0,64| 0,61| 0,47| 0,24| 0,17| 0,09| 0,02 0




NTR 1 0,95 |1,3 0,75 10,7 0,75 10,42 0,35|0,27 |0,35 |0,22 0,16 |0,08 |0,056
A. villosa V12812 FTSW 1 0,74 |0,49 |0,37 |0,25(0,22 /0,18 0,190,115 |0,08 | 0,05 0,02 |0
NTR 1 1,14 1,16 |0,7 0,7810,49 |0,45 0,3 /10,2 |0,15 |0,12 0,09 |0,06
(A. duranensis x A.
ipaénsis)°¢ FTSW 1 0,82 |0,68 |0,42 |0,25(0,17 |0,16 0,180,13 |0,07 |0,05 0,01 |0
Anfidipléide (V14167 x
KG30076)° NTR 1 1,01 10,96 (1,02 |1,19|0,87 |0,57 0,2410,05 {0,113 |0,07 0,13 |0,01
(A. gregoryi x A.
linearifolia)° FTSW 1 0,92 |0,68 (0,4 0,270,233 |0,23 0,21|0,17 |0,08 |0,05 0,01 |0
Anfidipléide (V6389 x
V9401) ° NTR 1 1,02 10,97 |1 0,8 |0,66 |0,69 0,36|0,17 0,15 |0,11 0,09 |0,03
A. duranensis x A.
stenosperma FTSW 1 1,01 |0,95 (1,02 |0,85|0,74 |0,69 0,64|0,49 |0,28 |0,16 0,09 |0,02 |0
(K7988 x V10309) NTR 1 1,06 10,84 |1,1 1,0410,83 | 0,54 0,64)|0,38 0,36 |0,23 0,17 |0,172 0,018
A. hoehnei V14546 FTSW 1 0,55 |0,3 0,22 10,18(0,16 |0,16 0,180,114 |{0,04 |0,01 0
NTR 1 1,42 10,86 [(0,72 |0,42|0,5 |0,46 0,290,116 |{0,14 | 0,31 0,03
A. ipaénsis KG30076 FTSW 1 0,94 (0,87 |0,77 |0,68|0,58 |0,b 0,4410,31 {0,14 |0,09 0,03 |0
NTR 1 0,93 |0,68 |[1,39 |0,51(0,76 |0,67 0,46|0,27 |0,27 |0,13 0,15 |0,04
A. gregoryi V6389 FTSW 1 1 0,92 10,82 |0,69|0,5 |0,46 0,37|0,19 {0,03 |0,01 0
NTR 1 0,82 |1,03 [1,16 |0,93 |1 0,54 0,7210,64 [{0,32 |0,13 0,02
A.magna KG30097 FTSW 1 0,94 |0,65 |0,41 |0,34|0,31 |0,31 0,31/0,23 {0,114 |0O,1 0,07 |0,02 |0
NTR 1 1,14 |1 0,86 |0,37/0,53 |0,68 0,340,224 {0,19 |0,09 0,08 (0,07 |0,133
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A. hypogaea e silvestres

—e— A. stenosperma V10309
—=— A. hoehnei V14546

A, villosa V12812

A. gregoryi V6389
—x— A. magna KG30097
—e— A, cardenasii GKP 10017
—— A. hypogaea Caiap6

FTSW

Figura 1. NTR x FTSW de algumas espécies silvestres de Arachis e amendoim cultivado, A.
hypogaea

A. duranensis
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08 al Sesn2737
x O L/ k{///
E Sesn2864
06 —%— Sesn2848
0,4 i\ —8— A, hypogaea cv Caiap6
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0 : : : : : LA
1|2 1 0,8 0,6 0,4 0,2 0
_0’2 A

Figura 2: NTR x FTSW de acessos de A. duranensis comparados com A. hypogaea cv.
IAC-Caiapé.
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Figura 3.

Figura 3. Parentais do mapa de referéncia de Arachis: A. duranensis K7988 e A.

stenosperma V10309. Sob o mesmo regime hidrico, A. stenosperma V10309 mantém
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altos niveis de transpiracao relativa (a), perdendo agua mais rapidamente (b). Esta foto foi

tirada em niveis de FTSW abaixo de 0,2.
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Anfidipléides e parentais

/‘\ —e— A. hypogaea cv IAC-Caiap6
— A. hypogaea cv. IAC-Tatu
I, (V14167 x KG30076)c

\ / /PW ‘\\ / / e (V6389xV9401)c
—=— A, duranensis V14167
\\l( \ /\\\\ /’—4{’ —e— A ipaensis KG30076
./ \).\K_ \ ——A. gregoryi V6389
\\\

.
H L e
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™

<>
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=y

L

Gendtipos ' ' ' ' '
1 0,8 0,6 0,4 0,2 0 -0,2

FTSW

Figura 4. NTR x FTSW de dois anfidipléides sintéticos ( (V14167xKG30076)c,
(V6389xV9401)c), os parentais

(V14167, KG30076 e V6389), em comparacdo com duas cultivares de A. hypogaea (cv
IAC-Caiap6 e IAC-Tatu).

Tabela 3: Nimero e tamanho de estomatos, células epidérmicas, e indice estomatico determinado
nas epidermes foliares de A. ipaénsis KG 30076, A. duranensis V14167 e do anfidipléide
tetrapléide (A. ipaénsis KG 30076 x A. duranensis V14167)°

) indice Estomatico
o . Nuamero de
Caracteristicas Ndmero de < . Largura (le)
, células Comprimento e
estdmatos e s ‘e estomatica le =
2 epidérmicas estomatico (um)

(/mm?) (/mm?) (um) [ne/(ne +nce)] x
Genotipos 100
KG30076 face | ;55 4 18 [771 8 21,17 + 3,20 |5,9 + 1,00 |23
adaxial
KG30076 face | 177 411|799 + 11 21,5 « 3,66 | 5,66 = 1,35 | 18
abaxial
V14167 185 + 13 | 758 = 10 18,59 + 2,60 | 5,81 + 0,80 | 20
face adaxial
V14167 135 «+ 14 | 764 = 6 19,33 = 1,80 | 6,03 + 1,38 | 15
face abaxial
AIIEIPIBER 260 | g . 9 707 12 23,28 + 2,70 | 6,55 + 1,22 | 18
adaxial
Anfidipléide face | ;.15 | g 730 + 7 28,02 + 2,84 |6,567 + 1,20 | 14
abaxial
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Tabela 4: Porcentagem dos tipos de estomatos encontrados nas epidermes foliares de A.
ipaénsis KG 30076, A. duranensis V14167 e do anfidipléide tetrapléide (A.ipaénsis KG

30076 X A. duranensis V14167)°

Porcentagem Paracitico . e Anomocitico . Geminado
A s Anisocitico . Sem células .
de estomatos | (rubiaceo) i (ranunculaceo) s (dois
. (crucifero) . subsidiarias N
(duas células . (quatro células estomatos
L. e (trés células . e .
Gendtipos subsidiarias) ‘ez subsidiarias associados)
subsidiarias) .
irregulares)
KG30076. 92,4 3,6 2,5 1.3 0.3
face adaxial
KG30076. 94,7 2,9 1,5 1,0 0,0
face abaxial
V14167 . 93,0 3.4 2,3 1.1 0,2
face adaxial
V14167 94,5 3,0 1,8 0,7 0,0
face abaxial
AnfidiplGide 97.0 1,5 0.4 0.8 0.2
face adaxial
AnfidiplGide 96,8 1,7 0.6 0.9 0,0
face abaxial

Figuras 5 (a-d): Micrografias em contraste de fase mostrando cortes paradérmicos de
epiderme foliar. a e d: face adaxial do anfidipléide tetrapléide (A.ijpaénsis KG 30076 X A.
duranensis V14167)°%; b: face abaxial de A. duranensis V14167; c: face adaxial de A.

ipaénsis KG 30076. Observam-se células epidérmicas comuns, estdmatos do tipo
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paracitico (St), tricomas (T) e cristais (C), sendo estes tltimos encontrados principalmente
em feixes vasculares (Vb). Barras correspondem a 0.50mmem aeb, a0.25emcea0.16
mm em d.
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