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RESUMEN

El ojo nauplial de Artemia estid constituido por 2 grandes células pigmentarias centrales y por
células retinianas. Tiene 3 ocelos, 2 laterales (OL) y uno medio anterior (OM). Las células retinianas
se disponen en cada vcelo en una capa simple, aunque alguna puede no ser adyacente a la copa
pigmentaria; su morfologia es-thyy, irrggular y su volumen variable. Su nimero es de 8-11 en el OMy
17-29 en cadh 'OT: B ojeenanpllal es miy variable en sus caracteristicas morfologicas y en su situacién
respecto a otros drganos.

ABSTRACT

The nauplius eye of Artemia consists of 2 big central pigment cells and of retinula cells. It has 3
acelli, 2 lateral (OL) and one anterior in the middle (OM). The retinula cells of each ocellus are dis-
posed in a simple layer, though certain ones may not be adjacent to the pigment cup; their morphology is
very irregular, and variable their volume. Their number jis 8-11 at the OM and 17-29 at each OL. In its
morphological characteristics and in its situation respect other organs the nauplius eye is very
variable.

INTRODUCCION

El concepto de ojo nauplial que todavia permanece hoy fue expresado ya en
el siglo pasado por CLAUS en un trabajo (1891) recopilacion, esencialmente de
Crustidceos no Malacostriceos. La denominacién de ojo nauplial fue dada por
HANSTROM en 1928, siendo ahora generalmente aceptada. Se trata de un ojo
mediano, frontal, impar, formado por 3 6 4 ojos simples u ocelos, exclusivo de los
Crustdceos. KAESTNER (1970) prefiere hablar en un sentido mds amplio de ojos
medianos o frontales simples en los Crustidceos, semejantes a los de los otros
artrépodos, y que en la larva nauplius se rednen para formar el dnico 6rgano
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éptico de la larva, por lo que en ese caso se denomina ojo nauplial. PAuLUS (1979)
considera a cada uno de los componentes como ojo nauplial, por lo que Artemia
tendria 3 ojos naupliales. Rasmussen (1971) prefiere llamar «Mittelauge» (ojo
medio) al ojo nauplial.

La revisién en todos los Crustidceos y el estudio de la estructura de los ojos
naupliales la realizé ELOFsSSON en la década de los 60 (1963, 1965, 1966), aunque
trabajos mds recientes aportan nuevos datos sobre su presencia en grupos consi-
derados carentes de ojo nauplial, y sobre su ultraestructura. De todas formas los
trabajos realizados con ME no son muy numerosos, ya que la mayoria de las
publicaciones aparecidas estudian los ojos compuestos. Artemia es un Crusticeo
Anostraceo, orden que suele incluirse en los Branquiépodos junto con los Notos-
traceos, Concostraceos y Cladéceros. ELOFSSON, sin embargo, considera no homé-
loga la estructura del ojo nauplial y 6rganos frontales de Anostraceos y la del resto
de Branquiépodos, a los que denomina Filépodos. Estos dltimos tienen un ojo
nauplial constituido por 4 copas ocelares, 2 laterales y 2 en posicion media, y por
s6lo 2 tipos de células: pigmentarias y retinianas. Las primeras: se presentan en
Notostraceos y Concostraceos en ntimero variable y constituyendo un tejido. Por
el contrario, los Anostriceos poseen sélo 3 copas ocelares y 2 células pigmenta-
rias gigantes.

La primera referencia al ojo nauplial de Artemia salina, que es a su vez la
primera de Crusticeos, fue dada por LEYDIG en 185]1. Mis tarde Craus (1873 y
1885), Hesse (1901), SpeNciEr (1902), Zocrar (1904), Nowikorr (1905 y 1906),
Mororr (1912), HanstrOoM (1924), DeBAISIEUX (1944), DasL (1959), ELorssoN (1966),
VaissikRe (1956), BENESCH (1969), Rasmussen (1971), y Hirokr y KosHipa (1976)
realizan diversos trabajos en los que se trata sobre el ojo nauplial de Anostriceos,
algunos centrindose en el desarrollo, otros en la estructura de la larva, otros en €l
adulto, y por fin otros en su funcionalidad. Los tinicos en los que se utiliza ME de
transmisién son el de VAISSIERE (1961) que presenta una unica fotografia del
«corps interne» de Artemia hoy conocido como rabdoma, y el de RASMUSSEN,
también sobre Artemia.

Con el presente trabajo pretendemos un estudio anatémico completo de un
ojo nauplial relativamente sencillo.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ejemplares adultos de Artemia obtenidos a partir de un cultivo
de los nauplius eclosionados de huevos durables de Artemia de la casa Tetrakraf-
werk y de la casa SeRa (Heinsberg, Germany) que se mantenia sin dificultades.
El cultivo se inicié con las directrices recogidas por IVLEVA (1973). Se realizé en
un acuario con poca profundidad, de agua de mar a la que se afiadieron 15 gr/l de
NaCl (sal de cocina). La alimentacién fue inicialmente de levadura, y posterior-
mente sblo a base de cultivos de Chlorella.
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Microscopia éptica

Se utilizé tinciéon en bloque con carmin boricico (ROMEIS 1936) para proceder
a un recuento nuclear. La inclusién se hizo por el método de celoidina-parafina de
Péterfi. Otras técnicas no proporcionaron resultados satisfactorios para este estu-

dio.

Microscopia electronica

Los trozos fijados eran cabezas, a las que se seccionaron los ojos compuestos
para favorecer la penetracién. La fijacién que proporcioné mejores resultados es
la descrita por HootMAN y CoNTE (1975) con glutaraldehido y OsO,, de la que
nosotros sustituimos el tampén original por tampén fosfato; posteriormente se
tineron las cabezas con acetato de uranilo 2 % en agua. Las inclusiones con
mejores resultados fueron las realizadas en Durcupin ACM, por los métodos
habituales recogidos por SANTANDER (1968). Los bloques fueron tallados con un
Piramitome LKB y cortados con un Ultramicrotomo LKB. Los cortes se recogie-
ron en rejillas con formvar, de malla amplia, y posteriormente se contrastaron con
citrato de plomo (REYNOLDS, 1963). La observacién de las rejillas se realizé en un
microscopio Philips EM-300.

Tratamiento de los cortes

Se realizaron fotggrafias seriadas con las que se compusieron mapas de
secciones de ojo nauplial a diferentes niveles; con ellos se hicieron reconstruccio-
nes espaciales atendiendo a los perfiles de las células.

RESULTADOS

Situacién: Relaciones con el cerebro y otros érganos

En los individuos jovenes el ojo nauplial de Artemia se encuentra en el
extremo mas anterior de la cabeza, en una zona convexa. En los adultos esta
situado parcialmente en una prominencia con posicion dorsal respecto a la base
de antenas y anténulas. En los machos las antenas estdn enormemente desarro-
lladas y se unen en su base hacia el plano sagital del animal, haciendo que el ojo
esté retrasado respecto al punto mas anterior de la cabeza.

El ojo nauplial de las larvas tiene una coloracién rojiza anaranjada, mientras
que el del adulto tiene las células pigmentarias de color negro y facilmente
reconocibles a simple vista como una masa generalmente trapezoidal o cuadrada.
En una poblacién estabilizada, con individuos viejos, es relativamente frecuente
observar algunos ejemplares en los que a simple vista no se distingue el ojo, lo
que revela una degeneracion de las células pigmentarias y, presumiblemente, de
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todo el ojo. De hecho, en cortes seriados con microscopia éptica nos hemos
encontrado con animales que carecen de ojo nauplial.

El ojo nauplial es contiguo al tegumento en la parte superior de la prominen-
cia que parcialmente lo aloja (Fig. 1). Lateralmente y hacia abajo est4d inmerso en

f T g

Fig. 1.-Diagrama de secciones frontales sucesivas (a-g) de la region del ojo nauplial. Células pigmen-
tarias en puntos gruesos; érgano frontal ventral en puntos finos; zonas de neuropilo (npo.,
neuropilo del ojo nauplial) en rayado vertical y zonas ganglionares en cuadricula; érgano
receptor en cavidad: cag, célula acompafante gigante; ce. célula epidérmica; cg, ciegos
géastricos; om, ocelo medio; ol, ocelo lateral; t, tegumento.

el hemocele o en contacto con otros érganos. El érgano mdas estrechamente
adosado es el «érgano receptor en cavidad» descrito por ELOFSSON y LAke (1971)
exactamente, ya que nuestras observaciones corroboran las suyas, primeras reali-
zadas con ME. Su parte més dorsal es adyacente a las partes mds dorsales de los
ocelos laterales. La relacién espacial del ojo y otros elementos parece ser menos
constante. En posicién posterior y algo dorsal se encuentran siempre, inmersos en
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el hemocele, un par de ciegos gastricos. La incurvacién del tegumento que bordea
dorsalmente al ojo nauplial, separa parcialmente los ciegos gastricos de dicho ojo.
En zonas més ventrales existen algunos musculos aislados cercanos a los ciegos.

El cerebro se halla estrechamente relacionado con el ojo, ya que éste esta alli
inervado. Sin embargo existe variabilidad en las relaciones entre los dos 6rganos.
El ojo est4 frecuentemente en contacto directo con el cerebro, ventral y lateral-
mente, aunque en algunos ejemplares no llegan a tocarse. En casi toda su
superficie el cerebro estd limitado por capas ganglionares, en muchas ocasiones
claramente individualizadas; interiormente estd constituido por neuropilo y por
tractos de fibras. Sin embargo algiin ejemplar tiene ventralmente al ojo nauplial
un neuropilo abierto directamente al hemocele. El neuropilo correspondiente al
ojo nauplial se ha localizado siguiendo el curso de los nervios épticos en los
ejemplares examinados con microscopia electrénica. En preparaciones para mi-
croscopia Optica se aprecia en algunas secciones sagitales la presencia bajo el ojo
nauplial de una region de neuropilo de unas 40 pm de didmetro, separada o
enmarcada por algiin cuerpo neuronal. Es muy probable que sea alli donde van a
parar los nervios del ojo nauplial, si lo comparamos con los resultados obtenidos
con microscopia electréonica. El cerebro se extiende siempre por debajo del ojo
nauplial a zonas mas anteriores, siguiendo con ello la forma del tegumento. En
estas zonas, ademds del neuropilo donde se inerva el ojo, existen masas ganglio-
nares extendidas como dos brazos anteriores y laterales al ojo, con forma de
tenaza, como si fueran a rodearlo.

Existe también un 6rgano sensitivo, el érgano frontal ventral, presumible-
mente visual ya que tiene células con rabdémeros, que en ocasiones esti muy
préximo al ojo nauplial. Se sitia pegado al tegumento en la parte ventral a dicho
0jo.

Composicién del ojo nauplial

El ojo nauplial de Artemia estd compuesto exclusivamente por dos tipos
celulares: células retinianas y células pigmentarias. Cada célula pigmentaria
delimita lateralmente una copa ocelar, y entre las dos la copa media. El nimero
de células retinianas es variable de unos ejemplares a otros. La Tabla I muestra

TABLA I
Nimero de células retinianas del OL derecho (OLD), OL izquierdo (OLI) y OM

de diversos ejemplares de Artemia de sexo conocido.

? ? ? J d ?
OLD 21 22 23 20 17 29
OLI 26 24 23 22 19 25
oM 8 - 11 10 8 11
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el nimero de células observadas en distintos ejemplares. Se puede ver que en los
ocelos laterales (OL) hay 17-29 células retinianas, no coincidiendo para cada
ejemplar el n.° en ambos ocelos, mientras que en el ocelo medio (OM) hay
siempre un nimero menor: 8-11.

La morfologia global del ojo nauplial de Artemia adulta es variable, a simple
vista notable por las distintas formas que presentan las células pigmentarias.
Debido a e€llo el espacio que ocupan las células retinianas es variable, asi como
también varia la orientacién de las copas. Los ocelos pares pueden ser simple-
mente laterales o bien, si existe expansién ventral lateral de las células pigmenta-
rias, pueden ser uno o los dos dorsolaterales. En cuanto al ocelo medio su
posicién es anterior, ligeramente ventral algunas veces. Los didmetros maximos,
expresados en micras, del ojo de 6 especimenes seccionados en diferentes orien-
taciones son:

¥ ? ? A ?
Didmetro anteroposterior 85 % 70 60 85 120
Didmetro transversal - 120 110 - 90 120
Diametro dorsoventral 85 50 - 80 - -

Con frecuencia el didmetro mayor es el transversal, en posicién anterior en el ojo,
concretamente al nivel de los brazos de las células pigmentarias.

Las células pigmentarias

Constituyen el elemento que permite la separacién éptica y el alojamiento de
las células retinianas de los tres ocelos. Sin ellas seria imposible la percepcién de
la direccién de la luz. Estas células siempre forman un tabique sagital entre los
dos ocelos laterales. En otras caracteristicas la variacién es grande entre ejempla-
res. Normalmente en su parte anterior las células pigmentarias tienen expansio-
nes o brazos laterales constituyendo en conjunto una T, una Y, o una flecha, y se
adelgazan en los extremos; en su parte anterior y central se engrosan y forman un
cuenco que aloja al ocelo medio (OM). El desarrollo de estos brazos es con
frecuencia desigual. Puede existir ademds una expansién lateral ventral a lo largo
de todo el ojo, e igualmente, aunque més raro, aparecen expansiones laterales en
el extremo posterior de las células pigmentarias. Estas particularidades pueden
aparecer a un sélo lado, originando una gran asimetria del conjunto.

Las células retinianas

Se encuentran todas situadas sobre las copas pigmentarias. Con microscopia
éptica aparecen claramente los nucleos dentro de una masa general: son elipsoi-
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deos y poco alargados; sin embargo no se observa la distribucién celular. En
general los niicleos se sitian periféricamente en los ocelos. Algunos se agrupan,
indicando una distribucién no uniforme de las células.

La disposicion de las células retinianas se estudié en detalle con ME, con el
que aparecian visibles los limites celulares. Las células retinianas estdn dispues-
tas apretadamente en cada copa ocelar (Fig. 2). Forman una capa simple en
contacto con las células pigmentarias por un extremo y por el otro directamente

Fig. 2.-Perfiles celulares de secciones frontales sucesivas (A-D) de un OL y regiones adyacentes. Los
nimeros corresponden a diferentes células retinianas identificadas. npo, cag y ce, como en Fig.
1. ep, célula pigmentaria; d, dentritas de neurona bipolar; a, axones de las células retinianas.
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con el hemocele. Esta disposicién determina una polaridad de las células; las
situadas en posiciéon central en los ocelos en gran parte se alargan en la direccién
copa-hemocele. Las consideramos como «células tipo». En conjunto se disponen
radialmente respecto a la copa, adquiriendo forma troncopiramidal alargada con
su base menor en la copa. Sus niicleos se colocan en posicion periférica o media,
nunca internamente. Pero otras células no son asi, sino redondeadas y de gran
volumen, ampliamente en contacto con la copa pigmentaria, y periféricas. Por
ejemplo, en la parte posterior de los OL de uno de los ejemplares (E1) 1-3 células
ocupan dorsoventralmente todo el ocelo adyacentes a la copa. Encontramos
también en los ocelos 1 6 2 células de pequefio volumen que no se ponen en
contacto con las células pigmentarias y no tienen superficies rabdoméricas, y que
consideramos son residuales, atipicas, no diferenciadas.

También en ocasiones un ocelo posee una zona retiniana de numerosas
células de pequefo tamano e irregularmente dispuestas, de morfologia variada,

Fig. 3.1.—Perfiles celulares de secciones frontales sucesivas (A-D) de un OM. En C y D existe una
esfera de microvilli aparentemente huecos (em), de dimensiones diferentes a las del rab-
doma, y de origen incierto. a, axones retinianos.
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angulosas y con salientes notables; se sitdan en la porcién anterior de los OL.
ELorsson (1966) consideraba que existian dos tipos de células retinianas, lo que
podria explicarse por esta particularidad descrita, que parece ser aleatoria. Al
tener los ojos copas pigmentarias de formas diferentes, alli donde éstas son mas
abiertas, hay mds espacio y la disposicion celular es mds uniforme. Donde son
mds céncavas la retina es mas complicada, por la escasez de superficie, y existen
células mds variadas que se deformarf para alcanzar los polos ocelares.

En el OM de El (Fig. 3) las células se disponen inclinadas anteroposterior-

Fig. 3.2 —Reconstruccion de las células retinianas del mismo OM observadas desde un punto de vista
proximal, desde la copa pigmentaria. La esfera no esta representada. Se senalan los nicleos
y también las superficies rabdoméricas (con punteado grueso).

mente (periferia-copa) con respecto al plano sagital del animal, por lo que unas
son mucho mds ‘alargadas que otras; el conjunto es asimétrico. En él existe
también una esfera periférica (ANADON y ANADON, 1980) compuesta por microvilli
y conjuntos membranosos. En otros ejemplares la esfera estd ausente y las células
retinianas son aproximadamente paralelas al plano sagital del animal, con dispo-
sicién parecida a la de un OL, aunque el conjunto es menos extenso. La orienta-
cién de las células es perpendicular u oblicua respecto a las de los OL.

Se puede observar la morfologia de células concretas en la Fig. 4. Es
destacable la heterogeneidad de formas de las distintas células, asi como la
irregularidad de cada una de ellas. La superficie de las células retinianas puede
formar dngulos, ser céncava en algunos puntos, y a veces tiene profundas
hendiduras o prolongaciones o salientes de tipo diverso. La significacién de estos
accidentes es problemética. Aparentemente la forma es caprichosa.
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Fig. 4.—Reconstruccion de las células 2, 13, 18 y 20 de un OL, vistas desde un punto de vista lateral
(L) o medial (M). Las superficies rabdeméricas estdn en punteado, grueso si se ven directa-
mente, y fino si se ven por transparencia.

Exceptuando algiin caso ya mencionado, todas las células presentan superfi-
cies rabdoméricas. Las denominamos asi por no existir una estructura de rabdé-
meros diferenciados homogéneos y distinguibles unos de otros, por lo que recu-
rrimos a llamarlas «superficies», y «rabdoméricas» por ser portadoras de microvi-
lli. En casi todas las células se puede observar que las superficies rabdoméricas
son reducidas y ademds discontinuas. El modelo méas regular es el de la célula 12,
en la que dicha superficie se cierra ventralmente, faltando dorsalmente una
franja. La superficie forma asi un anillo alrededor de la célula. Se puede decir
que en la mayoria de las células se tiende a una estructura rabdomérica continua
constituyendo anillos en las superficies préximas a la copa pigmentaria. En las
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células periféricas las superficies rabdoméricas suelen estar sélo del lado hacia el
centro del ocelo.

DISCUSION

La presencia de 2 células pigmentarias en el ojo nauplial fue reconocida’en
Artemia y en otros Anostriceos por todos los autores que los estudiaron, excep-
tuando a VAISSIERE (1956). MOROFF (1912) es el que més precisamente se refiere a
su forma, y la muestra diferente en diversas secciones.

Los Gnicos grupos de Crustiaceos en los que se habla de la existencia de 1 6
2, sin poderlo especificar, células pigmentarias en el ojo nauplial, son Anaspida-
ceos y Eufausidceos (ELOFSSON, 1965). Otros grupos (ELOFssoN, 1963 y 1966;
Vaissigrr, 1961) tienen un nimero reducido de células pigmentarias de gran
tamano (Copépodos. Branquiuros, Ostracodos y muchos Decdpodos), o bien un
tejido pigmentario formado por nimero no definido de células (Notostriceos y
Concostriceos, ocelos laterales del Copépodo Sapphirina), o tejido conjuntivo con
granulos de pigmento (Estomatépodos y el Decipodo Pandalus). De los Cladéce-
ros, con ojo nauplial en general muy reducido, no conocemos la estructura de las
células pigmentarias. Otros grupos carecen de ojo nauplial: Cefalocaridos, Mista-
cocdridos, Filocaridos y Misiddceos. MARTIN (1976a y 1976b) encuentra en Isé-
podos ocelos muy reducidos carentes de células pigmentarias. En cuanto a
Cirripedos no hay muchos datos; en Baldnidos adultos GwWiLLIAM (1963) y F AHREN-
BACH (1965) encuentran 3 ocelos separados, el medio con 7 células fotorreceptoras
y carentes de pigmentarias, y los laterales con 3 retinianas y con pigmentarias.
Sin embargo KREBS y SCHATEN (1975) no mencionan las células pigmentarias en los
ocelos laterales.

Todos los autores que han estudiado el ojo nauplial de Anostraceos coinciden
en sefalar como 3 el nimero de copas ocelares. Sin embargo la disposicién no
parece ser igual en todos ellos. De las descripciones y dibujos de CLaus (1886),
Nowikorr (1905) y Mororr (1912), que no concuerdan exactamente, se desprende
que en el género Branchipus el ocelo medio tiene posicién ventral o posterior en
el ojo nauplial. El segundo autor llega a decir que este ocelo estd formado por 2
masas visuales diferentes y considera este ojo como de transicién entre el de los
otros Branquiépodos, de 2 ocelos medianos, y los demds Anostriaceos, con sélo 1.
Esta observacién parece ser errénea, quiza por confundir una parte de un ocelo
lateral como una de las 2 masas del OM.

ELOFSsON (1966) estudia el ojo nauplial de otro Anostriceo, Branchinecta
paludosa, y describe y dibuja el OM en posicién francamente posterior, y supone
la misma posicién para el de Artemia.

La posicién del OM de Artemia segiin lo observado por nosotros es anterior y
ligeramente ventral, lo que coincide con las observaciones de NOWIKOFF (1906).
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HANSTROM creemos se equivoca, ya que para él el ojo de Branchipus es semejante
al de Artemia, Branquiuros, Cirripedos, la mayoria de los Copépodos, Ostracodos y
las larvas de Malacostraceos, con una copa impar anterior y 2 pares posteriores,
cada una con un nervio independiente, sin hacer otras matizaciones. VAISSIERE
(1956 y 1961) habla de ocelo medio, y DaHL (1959), BENESCH (1969) y RASMUSSEN
(1971) de ocelo ventral. Sin embargo del esquema de DaHL, de una seccién frontal
en la que aparecen el tegumento, el ojo y los ciegos géstricos, se deduce que la
posicién es anterior.

El nimero de células de cada ocelo de Artemia coincide aproximadamente
con el dado por RasMusseN de alrededor de 20 en OL y 9-19 en el OM, variable
como se ve. Sélo a través de un dibujo de NowikorF (1905) era posible contar 17
células en un OL de Artemia. Considera ELOFssoN que los OL de Branchinecta
tienen de 25 a 75 células y que cada especie puede tener un margen diferente a
las demds. Respecto a la disposicién de las células retinianas sélo ELoOFssoN
expresa, para la especie anterior, la existencia de 2 grupos diferentes en los OL,
unas grandes concentradas en la parte dorsal y de forma parecida a una pera, y
otras estrechas y mas pequenias concentradas en la porcién ventral y exterior,
sobresaliendo sobre la copa y llegando lateralmente hasta la epidermis, disposi-
cién que nosotros no encontramos en Artemia. Nosotros encontramos en ella de
forma aleatoria grupos de células mds pequenas y entremezcladas. Las diferen-
cias en volumenes y extension celulares son las que confieren a cada ocelo un
cardcter peculiar.

Respecto al niimero de ocelos, los ojos naupliales de Anostriceos difieren de
los de otros Branquiépodos y se parecen a los del resto de Crusticeos. Es impor-
tante senalar que en el ojo de Anostriceos, como en otros Crusticeos (como
Notostraceos, Ostricodos, Concostriceos y Branquiuros), el nimero de células
retinianas es variable, mientras que en otros grupos es fijo. Asi ocurre en
Cladé6ceros, aunque varia en las diferentes especies; en los ojos de Cirripedos
conocidos es fijo, al igual que en Malacostraceos, en los que siempre es de 3 en
cada copa; en Copépodos el nimera inicial debié de ser (ELOFssoN, 1966) 10 en el
OM y 9 en los OL, aunque esta reducido en diferentes especies.

También en algunos grupos los ojos naupliales ven incrementados sus ele-
mentos constituyentes con células del tapete, adyacentes a la copa pigmentaria, y
con lentes o cristalinos, o bien con células conjuntivas (FAHRENBACH, 1964) en la
periferia. Esto ocurre en los Ordenes reunidos como Maxilipoda, y en los Ostra-
codos, a cuyo conjunto considera ELOFSSON como unidad filogenética. Un autor
como VAISSIERE que estudié extensamente los ojos naupliales de Copépodos
denomina al tapete «couche lamellaire» (1961) y la describe también en Artemia.
Se debe de considerar una observacién errénea, ya que hemos comprobado que
Artemia carece de capa reflectante.

La separacién de los 3 ocelos del ojo nauplial que se encuentra a veces en
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Ostracodos, Copépodos y Cirripedos no existe nunca en Anostriceos ni en el
resto de Crustaceos.
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