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Abstract.- To discern the different development stages of
limb regeneration and relate these stages to the nearness of
ecdysis would be an easy tool to aquaculture and fishery, to
distinguish in a functional way what animals are closest to
moult. Six crabs caught in their natural environment and kept
in laboratory were induced to autotomy of the left fourth
pereiopod. A scale of 12 stages for limb regeneration was
established from autotomy to ecdysis, and an index (R) was
estimated to describe the longitude increase of the regenerated
limbs. This index enabled us to have a quantitative indicator of
closeness to ecdysis. Identifing the regeneration development
stages and estimating the R index enable us to predict which
crabs are closest to ecdysis. Both indicators are positively
reinforced to be used easily in aquaculture and fishery, and
they would help to implement both operative and management
decisions to improve either survival or growth of animals during
the moult.
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Resumen.- La distincién de los estados de desarrollo de
una extremidad en regeneracién y su asociacion con la
proximidad de la ecdisis puede constituir una herramienta Gtil
y aplicable en la acuicultura y pesqueria, con el objetivo de
distinguir en forma préctica aquellos animales que se encuentran
préximos a mudar. Seis jaibas remadoras capturadas desde el
medio natural fueron mantenidas en laboratorio e inducidas a
la autotomia del cuarto pereiépodo izquierdo. Se establecid
una escala de 12 estados para la regeneracion de extremidades,
desde la autotomia hasta la ecdisis, y se determiné un indice
(R), que describi6 el incremento en longitud de las extremidades
en desarrollo y permiti6 disponer un indicador cuantitativo de
la proximidad de la ecdisis. Identificar los estados de desarrollo
de las extremidades en regeneracion, asi como determinar el
indice R, permitirian anticipar cuales animales estan proximos
a la ecdisis. Ambos indicadores se potencian favorablemente
para ser utilizados en forma préactica en acuicultura y pesqueria,
facilitando la aplicacion de medidas de caracter operativo o
manejo, relacionadas con maximizar la supervivencia de los
animales o el crecimiento durante la etapa de la muda.
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Introduccién

Los crustaceos autotomizan sus extremidades o apéndices
como una respuesta a la depredacion o como el resultado
de un dafio fisico sobre los mismos (Norman & Jones
1991); como resultado de la autotomia, los apéndices son
regenerados completamente en tan s6lo un ciclo de muda
(Skinner & Graham 1970, 1972, Ary et al. 1987, Juanes
& Smith 1995, Hopkins et al. 1999, O’Brien 1999,
Hopkins 2001, Mykles 2001, Yu et al. 2002).

Las actividades de acuicultura y manejo pesquero de
crustaceos habitualmente laboran con grandes cantidades
de animales y dependen de la maximizacién de la
supervivencia y la adecuada caracterizacién de su

crecimiento, por lo tanto requieren de mecanismos que
les permitan predecir en forma confiable la ecdisis. La
ecdisis o desprendimiento del exoesqueleto permite el
crecimiento de los crustaceos, y ademas corresponde a
la etapa final de la regeneracion de un apéndice (Holland
& Skinner 1976, O’Brien 1999, Yu et al. 2002).

Dentro de las poblaciones de jaibas existe un gran
numero de individuos que permanece en condiciones de
autotomia y posterior regeneracion de una o varias
extremidades (Smith & Hines 1991, Juanes & Smith
1995, Mathews et al. 1999, Seno & Shigemoto 2007) y
dado que la recuperacion funcional del apéndice en
regeneracion ocurre sélo después que el animal realiza
la ecdisis (Hopkins 1982, O’Brien & Skinner 1990, Brock
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& Smith 1998, Mykles 2001), se ha establecido que
existen mecanismos de regulacién fisiolégicos,
hormonales y ambientales comunes entre la muda y la
regeneracion (Weis 1976, Hopkins 1982, O’Brien &
Skinner 1990, Brock & Smith 1998, Hopkins et al. 1999,
Hopkins 2001, Mykles 2001).

Los cambios que ocurren en el desarrollo de un
apéndice en regeneracion podrian, entonces, ser utilizados
como un indicador de la proximidad de la ecdisis dentro
de un grupo de animales. Reconocer los estados de
desarrollo de la nueva extremidad y asociarlos a la muda
en actividades acuicolas, permitiria implementar
actividades operativas para evitar canibalismos sobre los
animales mudados, separandolos con antelacion del resto
de la poblacién que permanece en condicion intermuda.
En actividades pesqueras, la implementacion de nuevas
medidas de manejo podria recomendar que hembras,
potencialmente reproductivas, que presenten autotomia,
no sean extraidas en determinadas épocas del afio, de
acuerdo a la relacion que existe entre la muda y la
reproduccion de esta especie.

Este trabajo describe la regeneracion de apéndices
en Ovalipes trimaculatus desde la autotomia hasta la
ecdisis, proporcionando detalles en cada etapa de la
regeneracion para ser asociados con la cercania de la
ecdisis y, ademas, se muestra la utilidad de un indice de
regeneracion, en la prediccion de la ecdisis.

Material y métodos

Seis jaibas (3 hembras y 3 machos) de 53,6 + 4,9 mm de
ancho cefalotoraxico fueron recolectadas de Bahia
Tongoy, Chile central, y trasladadas al laboratorio de la
Universidad Cat6lica del Norte, en Coquimbo y
mantenidas en un estanque con flujo de agua continuo, a
temperatura ambiente. Luego, los animales fueron
acondicionados durante una semana a una temperatura
de 19 + 1,8°C, la cual fue mantenida durante todo el
experimento. Durante el proceso de acondicionamiento
y la fase experimental, las jaibas fueron alimentadas
diariamente con trozos de carne de pescado y mantenidas
bajo un fotoperiodo de 16/08 horas (luz/oscuridad), con
una salinidad del agua de 34 ups.

Para observar el desarrollo de la regeneracion de los
apéndices se indujo la autotomia del cuarto pereiépodo
izquierdo en todos los ejemplares, incluso en aquellos
que presentaban previamente la pérdida de algin otro
apéndice (Tabla 1); esto permitio estandarizar en todos
los animales el tiempo de inicio del proceso de
regeneracion de las extremidades (Skinner & Graham
1972).

Tabla 1

Pereiépodos perdidos por cada jaiba sometida al
experimento. La induccién a la autotomia se
realizé en el cuarto pereidpodo izquierdo

Lost limbs for each experimental crab. The autotomy
induction was made in the left fourth pereiopod

Pereiopodos

lzquierdos Derechos
Jaibas Q 4°p sep Q 4°p s°p Total

Jl X*
12
I3
14

I5
J6

NE

b =

X*

E g - - 9

Q: Quelipedo, P: Pereidpodo
*: Pereidpodos que los animales habian perdido previo al experimento

La autotomia se estimul6 presionando con una pinza
plana el propodito del cuarto pereiopodo, ejerciendo una
suave fuerza contra el cuerpo del animal, produciendo
un leve desgarro de este artejo, lo cual provocé que la
jaiba autotomizara el apéndice. Luego cada jaiba fue
marcada con una etiqueta adherida a la zona dorsal del
cefalotdrax para el seguimiento individual de la
regeneracion.

Observaciones semanales se realizaron con un
microscopio de diseccidn. Se describieron los diferentes
estados y etapas en la regeneracion de las extremidades
perdidas. Ademas, una vez que fue posible medir
(precision de 0,5 mm) el mufion o pedinculo en
regeneracion, este se midié en cada observacion. El
incremento en longitud del apéndice regenerado fue
evaluado a través del indice de regeneracién R (Skinners
& Graham 1972, O’Brien & Skinners 1990, Hopkins et
al. 1999, Hopkins 2001, Mykles 2001, Yu et al. 2002),
que fue estimado de acuerdo a la siguiente ecuacion:

R= Longitud del mufién regenerado <100
Ancho cefalotoraxico

Este indice permitid realizar una comparacion
univariada, a través de una prueba de covarianza (Zar
1984), evaluando la capacidad de regeneracién de
apéndices en las jaibas bajo las condiciones
experimentales definidas.
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Tabla 2

Duracion de cada etapa en la regeneracion de
extremidades en O. trimaculatus

Duration of each stage on limb regeneration in
O. trimaculatus

Semanas
Etapas de la regeneracion 1234567829

Costra X X

Protuberancia germinativa

Crecimiento de la protuberancia y mufién

Segmentacién del mufién 1

Segmentacion del muiién 2 X X
Segmentacion del muiion 3 X
Pigmentacion cromatdforos blancos X
Pigmentacion cromatdforos rojos X
Pigmentacion cromatéforos azules X
Apéndice robusto X
Apéndice estructurado X
Muda X

Resultados

El periodo de regeneracion de los apéndices perdidos,
bajo las condiciones de laboratorio, fue de 9 a 10 semanas
(64,16 + 3,43 dias). La observacion individual de cada
uno de los animales permitid realizar una descripcion del
proceso de regeneracion (Fig. 1), diferenciando cambios
morfoldgicos en los apéndices en reposicién, siendo
posible desarrollar una escala de 12 estados desde el
primer cambio posterior a la autotomia hasta la ecdisis
del animal (Tabla 2).

Escala de cambios morfoldgicos en las extremidades
regeneradas

La descripcion se realizo en el orden cronoldgico de los
eventos que se sucedieron después de la autotomia hasta
la recuperacion funcional (ecdisis) de las extremidades

(Fig. 2).

a. Costra. Formacion de una costra que cubre la zona de
la amputacion en el plano de fractura, donde se efectué
el desprendimiento del apéndice. Luego esta costra se
agrieta y cae para dar paso a la formacion del mufién.

b. Protuberancia germinativa. Aparicion de una base de
células germinativas, observandose una pequefia
hinchazén del tejido hacia la zona media del plano de
corte. Bajo la lupa se pudo observar un tejido mas
cristalino y traslicido (yema germinativa) que el resto
de tejido que se encuentra en el plano del
desprendimiento por autotomia.

c. Crecimiento de la protuberancia y mufién. La yema
germinativa comienza un crecimiento en longitud, dando
origen a un mufion. Las células que forman el mufién
son traslucidas, similares a las presentadas por la
protuberancia germinativa.

d. Segmentacion del mufion-1. Levemente comienzan
signos de una segmentacion del tejido del mufion.
Invaginaciones suavemente marcadas forman los
primeros esbozos de los artejos del apéndice que serd
recuperado. En este nivel la segmentacion es observable
bajo lupa y se reconoce que el apéndice en formacion
esta flexionado en su parte media, en todos los animales,
entre el meropodito y carpopodito.

e. Segmentacion del mufidn-2. La segmentacidn es notoria
y cada segmento puede ser claramente diferenciado sin
el uso de un instrumento Optico. Las invaginaciones que
marcan los limites de cada segmento muestran la
formacion de los artejos del apéndice en regeneracion.

f. Segmentacion del mufién-3. Se diferencia notoriamente
cada segmento que corresponde a un artejo del nuevo
apéndice, es posible distinguir la forma y separacién de
cada uno de ellos. Las invaginaciones estan
profundamente marcadas. Las células que lo conforman
son de un color blanquecino traslucido. Comienza a
distinguirse la existencia de una cuticula envolvente que
contiene al apéndice en regeneracion durante su
desarrollo.

g. Pigmentacion (g1, g2 g3)

gl. Cromatdforos de color blanco comienzan a cubrir
gran parte del apéndice, en especial lo que sera la
zona inferior de cada artejo.

g2. Cromatoforos de color rojizo comienzan a
acompafiar la coloracion blanca y en conjunto
recubren zonas especificas de cada artejo. Los
cromatdforos de color rojizo se ubican principalmente
en la zona superior y costado de cada segmento.

g3. Cromatoforos de color azul aparecen cubriendo
el apéndice en regeneracion, dando una tonalidad
violeta al combinarse con las otras pigmentaciones.
Estos cromat6foros se ubican en las mismas zonas
que la coloracién rojiza y en las zonas de los artejos
gue hasta este momento no estaban pigmentadas.

h. Apéndice robusto. El apéndice en regeneracion
comienza a mostrar un aumento en la turgencia al tacto
de sus tejidos. Se observa un miembro mas robusto, sin
crecimiento en longitud.

i. Apéndice estructurado. Los artejos estan completamente
diferenciados desde la etapa de segmentacion del mufién
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Figura 1

Regeneracion de extremidades en O. trimaculatus. a) Costra formada después de la autotomia de la extremidad, b) Protuberancia
germinativa en crecimiento formando el mufidn de la nueva extremidad, c) Mufién segmentado, d) Pigmentacion del mufion,
e) Fin de la pigmentacion del mufion, f) Extremidad completamente estructurada. La flecha muestra la cuticula envolvente

Limbs regeneration in O. trimaculatus. a) Scab formed after the autotomy, b) Germinative growth of protuberance that forms
the limb bud, ¢) Segmented limb bud, d) Limb bud pigmentation, e) Final limb bud pigmentation,
f) Limb fully structured. The arrow shows the cuticle sac
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Figura 2

Regeneracion de las extremidades perdidas por autotomia en O. trimaculatus. a) Costra, b) Protuberancia germinativa,
c) Crecimiento de la protuberancia y mufién, d) Segmentacion del mufién-1, e) Segmentacion del mufién-2,
f) Segmentacion del mufion-3, g,) Pigmentacion blanca, g,) Pigmentacion roja, g,) Pigmentacion violeta,
h) Apéndice robusto, i) Apéndice estructurado. La flecha muestra la cuticula envolvente
que encierra la extremidad regenerada

Regeneration of lost limbs by autotomy in O. trimaculatus. a) Scab, b) Germinative protuberance, c) Protuberance growth and limb
bud, d) Limb bud 1 segmentation, e) Limb bud 2 segmentation, f) Limb bud 3 segmentation, g,) White pigmentation,
g,) Red pigmentation, g,) Violet pigmentation, h) Robust limb, i) Structured limb. The arrow shows
the cuticle sac that covers the new limb
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Semanas después de la autotomia

Figura 3

Indice de regeneracion (R) para cada jaiba del experimento. La jaiba 2 es la hembra en condicién ovigera

Regeneration index (R) for each experimental crab. Crab 2 is the female crab in ovigerous condition

3, observandose claramente un apéndice completo,
turgente y pigmentado, la membrana inter-artejo es
claramente observable mediante una lupa estereoscépica.

j. Muda o ecdisis. Al ocurrir la ecdisis, el apéndice
regenerado es liberado de la cuticula envolvente que lo
contiene. La cuticula no se rompe y permanece en el
exoesqueleto que ha sido abandonado. El apéndice
regenerado posee una coloracion mas suave y brillante
que los apéndices no regenerados, y es notoriamente
visible su condicion de apéndice recuperado producto
del proceso de regeneracion.

Indice de regeneracion (R)

Los animales formaron un mufion entre 1 y 3 semanas;
posterior a esta etapa, cada jaiba demor6 una semana en
alcanzar un indice R = 6. Superado este valor de R, los
animales comenzaron rapidamente con la regeneracion

del apéndice perdido, tardando entre 5 y 7 semanas en
lograr la ecdisis.

Para O. trimaculatus en las condiciones
experimentales se obtuvo un R = 22 al momento de la
ecdisis (R__), a pesar que existio un individuo que
alcanzo la ecdisis con un R =19 (Fig. 3).

Una de las jaibas hembras mostro el desarrollo de
huevos durante el periodo experimental. Mantuvo en
latencia la regeneracion del apéndice perdido, en el estado
de protuberancia germinativa, por cuatro semanas hasta
la aparicion de la masa ovigera. Este animal realizo el
desarrollo normal de los huevos hasta alcanzar la
liberacion de las larvas en aproximadamente tres semanas.
El estado de crecimiento de la protuberancia del mufion
fue alcanzado una semana después de la eclosion. El valor
de R = 6 se logré en las dos semanas posteriores. Bajo
estas condiciones, se obtuvo un R = 13, en las cinco
semanas siguientes a la eclosion de las larvas, momento
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en el cual esta hembra mudé y completd la recuperacion
funcional del miembro autotomizado (Fig. 3).

Sin considerar los resultados aportados por la hembra
ovigera, los demas animales no mostraron diferencias
significativas en los indices R obtenidos (P > 0,800) y
los resultados indicaron que no existia diferencia en las
capacidades regenerativas de cada animal.

Discusion

El uso de caracteristicas morfoldgicas como herramientas
para la prediccion de la ecdisis en los crustaceos es de
suma importancia para el manejo de sus poblaciones y
de aplicacion directa en acuicultura. Las herramientas
de uso préactico en este campo estan en relacion con la
deteccién de cambios morfoldgicos externos de los
animales asociados a los estados o periodos del ciclo de
muda (Peebles 1977, Lyle & MacDonald 1983, Freeman
et al. 1987, Alvarez et al. 2009) lo que, dependiendo de
la especie, puede llegar a ser muy dificultoso dadas sus
caracteristicas corporales, de coloracion y grosor de su

exoesqueleto (Miller & Hankin 2004, Alvarez et al.
2009).

Para completar la regeneracion de un apéndice, las
jaibas deben alcanzar la ecdisis (Skinner & Graham 1970,
1972, Holland & Skinner 1976, Ary et al. 1987, O’Brien
& Skinner 1990, Amador del Angel et al. 1999, O’Brien
1999, Mykles 2001, Yu et al. 2002), y esto sustenta la
factibilidad de utilizar una escala de desarrollo de los
apéndices en regeneracién como herramienta predictiva
en el ciclo de muda. La muda en los crusticeos se
relaciona no s6lo con el crecimiento, sino también con
aspectos reproductivos y es la fase de mayor
vulnerabilidad dentro de su ciclo de vida. Por ello,
detectar de forma oportuna cuales animales alcanzaran
la ecdisis, en poblaciones sometidas a manejo pesquero
0 grupos de crustaceos en cultivo, seria de gran
importancia, debido a que estas actividades dependen de
maximizar la supervivencia de los individuos.

Hopkins et al. (1999) exponen profundamente las
principales consideraciones de los procesos histoldgicos,
fisiologicos y moleculares en la regeneracion de
extremidades para Uca pugilator y en los siguientes afios,
Hopkins (2001) muestra las relaciones entre los factores
hormonales que controlarian parte del proceso de
regeneracion. A pesar de la profundizacion en este tema,
Hopkins (1982) solo menciona a través de una breve
descripcion los cambios externos del desarrollo de las
extremidades en regeneracion, sin considerar que conocer
y distinguir estos cambios, puede ser utilizados como una
herramienta que permita establecer qué ejemplares estan

préximos a la ecdisis y usar esta informacion para el
manejo de estos recursos en actividades productivas.

La regeneracion de las extremidades comprende dos
fases bien definidas: crecimiento basal (anecdisis) y
crecimiento proecdisial o proecdisis (ver Hopkins et al.
1999 y Hopkins 2001, para mayor comprension de estos
estados). El crecimiento basal ocurre principalmente
durante el periodo de intermuda, es decir en el estado C
del ciclo de muday corresponde a la regeneraciény a la
formacién de la papila basal (Hopkins 1993, Mykles
2001) o “protuberancia germinativa’; por otra parte, el
crecimiento proecdisial se desarrolla en su mayoria
durante el estado del ciclo de muda D, terminando hacia
el D, justo antes de la ecdisis, que corresponde a todo el
proceso de desarrollo y estructuraciéon de la nueva
extremidad (Hopkins 1993, Mykles 2001), que se
extiende desde la etapa de crecimiento de la protuberancia
y mufién hasta la etapa de apéndice estructurado, descritos
anteriormente.

Los resultados indicaron un desarrollo casi constante
de las extremidades en regeneracién en los sujetos
experimentales, mostrando variabilidad en el tiempo de
su desarrollo en dos puntos: i) al inicio del proceso de
regeneracion (desde el estado de costra a protuberancia
germinativa) y ii) al término de éste (apéndice
estructurado a ecdisis).

La variabilidad en el tiempo, entre los individuos
experimentales, para alcanzar el estado de protuberancia
germinativa fue observada por Hopkins (1982),
demostrando que esta variabilidad puede ocurrir de
acuerdo al nimero de extremidades perdidas, pudiendo
de este modo, afectar el tiempo total de la regeneracion.
En nuestro experimento, aquellos animales con mayor
numero de apéndices perdidos (jaibas 3 y 1) mostraron
mayor rapidez en el desarrollo del mufién (Fig. 3y Tabla
1), con respecto al resto de los animales utilizados que
poseian una sola extremidad autotomizada.

El tiempo total de recuperacién de una extremidad
fue de 9 semanas. Las jaibas, a pesar de tener la
extremidad desarrollada por completo (apéndice
estructurado), pudieron permanecer entre 1 a 3 semanas
sin lograr la ecdisis. Esta variabilidad puede ser atribuida
a las condiciones ambientales otorgadas, principalmente
el fotoperiodo. Weis (1976) report6 para U. pugilator el
efecto de las horas luz sobre la regeneracion de
extremidades. Jaibas sometidas a fotoperiodos luminicos
(mas horas de luz que de oscuridad) poseen un efecto
meseta antes de alcanzar la muda, a pesar de haber
alcanzado un R__, contrario a la situacion de jaibas
sometidas a fotoperiodos oscuros (mayor cantidad de
horas de oscuridad que de horas luz). Los datos de Weis



292 Revista de Biologia Marina y Oceanografia

\ol. 44, N°2, 2009

(1976) han revelado que las horas de oscuridad serian
significativas sdlo al momento de estar proxima la ecdisis
y no asi en el tiempo de desarrollo de las extremidades
perdidas, cuando los fotoperiodos luminicos tendrian
mayor importancia. Es importante agregar que \Weis
(1976) concluye que a pesar de estos efectos, la
regeneracion y la muda no se ven afectadas en su
desarrollo, sélo la extension o duracion total del ciclo.

Esto permite concluir que en condiciones de campo
o cautividad (en el caso de la acuicultura), utilizar la
escala descriptiva de la regeneracion seria un indicador
para determinar qué porcentaje de los animales en estado
de regeneracion estarian proximos a la ecdisis, pero que
se deben considerar también las condiciones medio
ambientales (ver Weis 1976), al momento de asociar
tiempos entre la relacion ecdisis y extremidad regenerada.

Por su parte, el indice R es un buen indicador para la
prediccion de la ecdisis, aunque requiere disponer de
equipo oOptico adecuado para cuantificar el incremento
en longitud del mufién en desarrollo, lo que limita su
aplicacion para ciertas condiciones de trabajo de campo
y muestreo. Este indice ha sido utilizado ampliamente en
condiciones de laboratorio para estudios de la
regeneracion de extremidades en jaibas (Yu et al. 2002)
y sus valores son capaces de indicar si los animales se
encuentran en estado de anecdisis o proecdisis.

Los resultados alcanzados, indican que R6 pareciera
ser un punto critico; todas las jaibas mostraron un
crecimiento sostenido del apéndice en regeneracion una
vez superado este punto, que concuerda con la etapa de
crecimiento de la protuberancia y mufion (proecdisis).
Mykles (2001) realiz6 una revision sobre la interaccion
entre la muda y la regeneracion de extremidades en
crustaceos decapodos, encontrando que valores de R
sobre 7 indicarian crecimiento en proecdisis,
concordando con las observaciones de este estudio.

La ecdisis ocurre cuando se alcanza un indice R
determinado (R, ) que se transforma en el mayor valor
que alcanza este indice. Los valores de R reportados en
este trabajo concuerdan con los presentados para otras
especies (Weis 1976, Hopkins 1982, Mykles 2001), en
los que se han podido determinar valores de R__ de
alrededor de 20 a 24. Nuestros resultados indican que el
valorde R __ estariaen 22, no obstante la ecdisis también
fue alcanzada por un individuo en un R = 19. Se hace
necesario realizar experimentos que relacionen variables
como las multiples autotomias de extremidades y el indice
R, alcanzado por O. trimaculatus.

Conocer e identificar los estados de desarrollo de las
extremidades en regeneracion facilita anticipar de forma

practica qué animales se encuentran préximos a la ecdisis
y de igual forma lo permitiria el indice R. Ambos
indicadores se potencian favorablemente, pero debe
considerarse que las condiciones medioambientales
poseen una influencia directa sobre el tiempo de duracion
del proceso de regeneracion y la relacion entre algunos
estados de desarrollo de los apéndices y la ecdisis.

Es importante mencionar el caso de la hembra
fecundada. Casos similares de hembras ovigeras fueron
reportados por Weis (1976), quien sefialé que jaibas
portadoras fueron capaces de retrasar el crecimiento del
mufion hasta haber completado el desarrollo embrionario
de los huevos y la posterior eclosion de las larvas,
priorizando el crecimiento gonadal durante la fase
reproductiva por sobre el crecimiento somatico. Dado
que el mismo autor reporta diferencias entre hembras y
machos en los efectos de algunos factores
medioambientales con respecto a la regeneracion de
extremidades, se hace necesario profundizar al respecto
para los casos de hembras ovigeras, estimando los tiempos
del proceso de regeneracion post-eclosion de los huevos
yvaloresdeR .
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