Aula 2 - Revisao

DNA - RNA - PROTEINAS
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Estudo Dingido - Aula 2 - Revisao

Caracteristicas comuns a todos 0s organismos vivos;

Dominios da Vida e tipos celulares, principais diferencas dos tipos celulares;
Estruturas: DNA, RNA e Proteina;

Orientacao das sequéncias de DNA, RNA e Proteinas;

Sequéncia determina = Estrutura determina 2 Funcao;

Estrutura tipica dos genes;

Diferencas entre as estruturas dos genes em eucariotos e procariotos (presenca de
Itrons € exons);

Os promotores dos genes de eucariotos e procariotos sao especificos;
Caracteristicas da DNA polimerase e Replicacao do DNA;

10. Caracteristicas da RNA polimerase e Transcricio do mRNA;

11. Codigo genético e Traducao.



The Roundup Ready Story

e Glifosato (Glyphosate) é um herbicida de amplo espectro

e Ingrediente ativo do herbicida Roundup;

e Mata todas as plantas com que entra em contato;

* Inibe uma enzima chave (EPSP synthase) no metabolismo de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptofano).

e Planta morre porque faltam aminoacidos

e Um gene que produz uma enzima resistente (EPSP synthase) ao glifosato permite que
as culturas sobrevivam mesmo quando pulverizadas



Plantas sensiveis ao Roundup “

oty

Acido chiquimico + fosfoenolpiruvato

+ glifosato

lanta
EPS nthase

Acido 3-Enolpir|%hiquimico -5-fosfato
SP)

Sem aminoacidos,
planta morre

Aminacidos
aroyaticos




Com aminoacidos,

planta vive

Plantas resistentes ao Roundup

Acido chiquimico + fosfoenolpiruvato

+ Glifosato

: RoundUp nao tem efeito;
Bacteria Engi ] _ erbicid
EPSP synthase nzima é resistente ao herbicida

Acido 3-Enolpiruvil chiquimico -5-fosfato
(EPSP)

Aminacidos
aromaticos




Teste em campo dos transgénicos

Resisténcia a herbicida

Milho RoundUp Ready

Transgénicos \

Nao-transgénicos
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O que existe em comum entre os
Organismeos vivos?



Célula : unidade fundamental da vida
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Dogma Central da Genética Molecular

. {({l\\  Duplicagio
Transcriptase Transcrigao
Reversa
RNA
TUTUTUUOUTUUSUUTUITUBUITNUIUIUUTUTININITNT
Traducao
Y

Proteina



Genética Molecular: E a drea da biologia que estuda a estrutura e funcio dos genes em nivel

molecular.

ESTRUTURA DO DNA

Desoxinucleotideos (4 tipos):

= pentose (desoxirribose);
- grupo fosfato;
- base nitrogenada

_ Base
OH (Adegina,
| 5 @ Guanina,
O=P—-0—CH, ’ Citosina,
| ' Timina)

on | O
4C Cl

| |
L == H\H H / H
Grupamento \ |
fosfato 3 C CI; 2
|
OH H
L ]
Desoxirribose
DNA:

= duas fitas;
= complementares;
= anti-paralelas.




5 end

3 end

Ligacao de
Hidrogénio

3 end

b end




Caracteristicas da Dupla hélice

v’ contém duas fitas de desoxinucleotideos;
v’ 0 esqueleto de cada fita é formado por desoxirribose e fosfato;

v" O grupo fosfato ligado ao carbono 5’ de uma desoxiribose se liga covalentemente ao
terminal hidroxila do carbono 3° da proxima;

v" As purinas e pirimidinas estio voltadas para dentro da hélice;
v’ cada base forma ligacoes de H com uma complementar a ela, formando um par de bases;
v’ 3,4 A separam os planos aos quais bases adjacentes estio localizadas;

v" A dupla hélice (rotacio para a direita) faz uma volta completa com 10 nucleotideos (34

A);

1A=1.109m

v’ existem em média 25 ligacoes de Hidrogénio dentro de cada volta completa da hélice,
promovendo uma estabilidade de ligacio tao forte como uma ligacio covalente;



3.4 nm

Figure 9-10 Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons

<\Iaia]da, as vezes me perg s_,unm \
Qual o sentlda da vida?

(Enadnregao s gt 1/& {
. 1

Fel r_p-c_e_ "




ESTRUTURA DO RNA

Ribonucleotideos (4 tipos):

- pentose (ribose);
- grupo fosfato;
- base nitrogenada

PENTOSES
HOCH, ~O~_ OH HOCH, ~O~_ OH
H H H H
N Ry
OH OH OH H

Ribose Desoxirribose

Grupamento
fostato

Base
(Adenina,
Guanina,
Citosina,

RNA:
= Fita simples.

| Uracila)



DNA

5'
ATCG's 3" " |
3.
—_— Bases nitrogenadas Esqueleto de actcar e fostato
5'

AUCG's 3'



RNA TRANSPORTADOR

. 9
e guanina 3
B citosina

: A
i uracila c
B adenina C

Ligacio do aminoacido

%

/\\\\/ Ligacao do
aminoacido
/»

Anticodon Antic;lodon
Estrutura 2D Estrutura 3D



RNA RIBOSSOMAL (16S)
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Figure 6.5 Introduction to Genetics (© Garland Science 2012)
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ESTRUTURA DA PROTEINA

Aminoacidos (20 tipo):

- grupo amino;
—> grupo carboxila;
- grupo lateral.

Grupo amino Grupo carboxila

DY T Pr = N
P 4 Y

& H\H/O R

AR | Y

‘\~_'/, | \s\ /’
R

Grupo Lateral (R)

Unnumbered figure pg 312 Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



1. Grupos laterais hidrofobicos ou nao polares

glicina alanina valina leucina isoleucina prolina fenilalanina triptofano
(Gly) (Ala) (val) (Leu) (lle) (Pro) (Phe) (Trp)

[G] [A] vl (L] )] [P] [F] (wi
i [ [T R e L i
H—N—?—C—OH I-I—N—¢|:-—C—OH I-I—N—(':—C—OH H—N—?—C—OH H—N—?—C—OH H—/N—C\—C—OH H—N—C—C—OH H-—N—?—C—OH
H CH3 S ?Hz P CQ' /cu2 C|H2

C=CH

|
CH,
CH; CHj Py CH, CH;, CH, H
CH; CH, CH;, | NH

2. Grupos laterais hidrofilicos ou polares

metionina serina treonina tirosina asparagina glutamina cisteina
(Met) (Ser) (Thr) (Tyr) (Asn) (GIn) (Cys)
[(M] [S] [Tl [yl [N] [Ql [C]
R P YRR TR o YR e
H—N—t':—C—Ol-l H—N—?—C—OH H—N—?—C—OH H-—N—?—C—OH H—N—?—C—OH H—N—t':—C—OH H—N—?—C—OH
C'Hz C|H2 H—?—CHs CH, CIH2 Cll-l2 ?Hz
?Hz OH OH ﬁ_Nﬂz CIH2 SH
S—CH, o ﬁ_"""z
. S o
3. Grupos laterais acidos Ot
Acido Acido 4. Grupos laterais basicos
aspartico glutamico lisina arginina histidina
(Asp) (Glu) (Lys) (Arg) (His)
[D] [E] [K] [R] [H]
YR 301 e YRR YO8 R
H—N—?—-C—OH H—N-—?—C—OH H—N-?—C-—OH H—N—?—C—OH H—N—f—C—OH
CH, cl:Mz <|:H2 cll-l2 ?H,
COOH Cle cluz C|H2 ﬁ—NECH
COOH CH, CH, HC—NZ
I | H
H,N—CH, v il
C=NH



Estrutura primaria - Sequéncia de aminoacidos

Ala - Thr - Gly - Ala - Phe - Leu - Ala - Phe - Ser - Ile - Gly

N- Terminal C- Terminal
ot

+ —C%T‘

| H3N—‘ 'l O

JALA TRR IGLY ada PHEL LB 1ALA ple 1SER 1P 6L



Amino acid

Alanine
Arginine
Asparagine
Aspartic acid
Cysteine
Glutamic acid
Glutamine
Glycine
Histidine
[soleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Proline
Serine
Threonine
Tyrosine
Tryptophan
Valine
“Stop”

Estrutura terciaria

Estrutura
quaternaria

Codons

GCC, GCU, GCG, GCA

CGC, CGG, CGU, CGA, AGA, AGG
AAU, AAC

GAU, GAC

UGU, UGC

GAA, GAG

CAA, CAG

GGU, GGC, GGA, GGG

CAU, CAC

AUU, AUC, AUA

UUA, UUG, CUA, CUG, CUU, cuC
AAA, AAG

AUG

uuC, uuu

CCU, CCC, CCA, CCG

UCU, UCC, UCA, UCG, AGU, AGC
ACU, ACC, ACA, ACG

UAU, UAC

UGG

GUU, GUC, GUA, GUG

UAA, UAG, UGA



O que faz um organismo diferente do outro?

PIRATAS DO TIETE - Laerte




TTCATACTTGGTTAAGACCTTTACAAGCCGACCAACGTGGTGACAGTGTCGTCCTTTA
CGCACCGAATCCCTTTATCATTGAATTAGTAGAAGAGCGATACTTAGGACGTCTTCGG
ATGGAATCTTGGTCCCGTTGCCTGGAACGTCTTGAAACTGAATTCCCGCCAGAAGATG
TTCATACTTGGTTAAGACCTTTACAAGCCGACCAACGTGGTGACAGTGTCGTCCTTTA
CGCACCGAATCCCTTTATCATTGAATTAGTAGAAGAGCGATACTTAGGACGTCTTCGG
GAATTGTTATCCTATTTCTCAGGAATACGTGAAGTAGTCCTTGCAATTGGCTCACGAC
CTAAAACAACAGAACTACCCGTACCAGTAGACACTACAGGACGTTTGTCTTCAACAGT
CCCATTTAACGGAAATCTCGACACACACTATAACTTTGATAATTTTGTTGAGGGACGA
AGCAATCAACTCGCTCGTGCTGCAGCTTGGCAAGCGGCACAGAAACCGGGAGACCGTA
CTCACAACCCTCTATTGCTCTATGGTGGGACTGGTTTGGGTAAAACCCATTTAATGTT
TGCTGCAGGTAACGTAATGCGGCAAGTAAACCCAACTTATAAAGTAATGTATCTTCGT
TCGGAACAGTTTTTCAGCGCCATGATAAGAGCGTACAAGATAAAAGTATGGATCATAA
GGGTAAAACCCATTTAATGTTTGCTGCAGGTAACGTAATGCGGCAAGTAAACCCAACT
TATAAAGTAATGTATCTTCGTTCGGAACAGTTTTTCAGCGCCATGATAAGAGCGTACA
AGATAAAAGTATGGATCATAAGGGTAAAACCCATTTAATGTTTGCTGCAGGTAACGTA
ATGCGGCAAGTAAACCCAACTTATAAAGTAATGTATCTTCGTTCGGAACAGTTTTTCA
GCGCCATGATAAGAGCGTACAAGATAAAAGTATGGATCATAAAACGTAATGCGGCAAG
TAAACCCAACTTATAAAGTAATGTATCTTCGTTCGGAACAGGGTAAAACCCATTTAAT
GTTTGCTGCAGGTAACGTAATGCGGCAAGTAAACCCAACTTATAAAGTAATGTATCTT
CGTTCGGAACAGTTTTTCAGCGCCATGATAAGAGCGTACAAGATAAAAGTATGGATCA
TAAAACGTAATGCGGCAAGTAAACCCAACTTATAAAGTAATGTATCTTCGTTCGGAAC
AAAAACGTAATGCGGCAAGTAAACCCAACTTATAAAGTAATGTATCTTCGTTCGGAAC



DEFINICAO DE GENE

Wilhelm Johannsen em 1909 = gene

— Um gene = unidade da informacio genética que controla a sintese de
polipeptidios ou uma molécula de RNA estrutural

mRNA - polipeptidio
tRNA e rRNA = RNA estrutural

— Gene inclui as regioes 5 e 3 nao codificantes que estio envolvidas na
regulacao da transcricao e traducio e todos os itrons dentro do gene



GENOMA: matenal genético de um organismo

Célula de Procarioto Célula de Eucarioto

Gene
A

I 1
Exon Intron Exon

Gene DNA I
{} Transcription
DNA T 4z
{} Transcription Pre-mRNA I I
mRNA Nucleus
{} Translation mRNA MG=""""""~(A)n
Protein IS Cytoplasm

Transport
to cytoplasm

mRNA MG--(A)n
{} Translation

Protein N

v Nos eucariotos a transcricio ocorre no nticleo, enquanto a traducio ocorre no citoplasma.
v'Ja nos procariotos tal separacio celular nio existe, sendo os dois processos acoplados no
espaco e no tempo.




GENE TIPICO DE PROCARIOTOS

Sinais para a

Regulacao da tradugao terminagaoda
Regulacdo da . . transcricao
iy Regiao codificante
transcricao A
A A A A A A

|
ANYANY/ANY/ANY/ANY/ANYZANY/ANV/ZANV/ANY/ANV/ZAN VAN Y/ANY/ANYZANVZANY/A\ AN/ Y/A\VZA\/ANY/AN!

5' Q a Transcricao 3

mRNA  ——frr s o
AUG UAA
Cédon de iniciagao Q Codon de terminagao
Polipeptideo 0 Tradugao
s C

Figure 14-1b Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



GENE TIPICO DE EUCARIOTOS

Sinais para a

Regulac¢ao da traducao terminacao da

Regulac¢ao da

transcri¢ao
transcrigao Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3 A
A A A A A
" T T ] ] T |
ANV ANY/A\Y/A\Y/A\Y/A\Y/A\V/ANV/ANV/A\Y/ANV/ANY/ANY/ANY/A\Y/A\Y/A\V/A\W/ANV/ANV/ANY/ANY/ZANV/ANY/ A\ /AT V/A\V/A\W/A\V/A\
5' Q o Transcrigao 3
Transcrito . - — |
. . v . N 1
primario  cap AUG UA A,
| - <> <; - . 0 Bemogaodos
AUG ™ UAA introns
mRNA <> V ;
: :u 11 111 : i
AUG UAA

Cddon de iniciagao O Cddon de terminagao

e Traducdo

C

Polipeptideo
N — P

Figure 14-1b Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



SPLICING ALTERNATIVO DO mRNA

DNA
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
RNA
I Alternative Splicing |
1 2 3 4 5 1 2 4 b 1 2 3 5
L S ——— A

Translation

Protein A Protein B Protein C



ESTRUTURA DO PROMOTOR EM PROCARIOTOS

Inicio da transcricio

Reconhecimento da RNA

polimerase

mRNA

-3 -10 +1
TATA box

regiao regulatoria regiao codante

upstream = a montante

downstream = a jusante




ESTRUTURA DO PROMOTOR EM EUCARIOTOS

Reconhecimento da RNA

polimerase

FATORES DE TRANSCRICAO IniCiO da transcri(;io

CBF

i 0 i TFIID - m
O\ j ‘/\ [’/,jivw mRNA

CCAAT box TATA box

regiao regulatoria regiao codante

upstreain = a montante

downstrearn = a jusante




REPLICACAO DO DNA

v" O DNA replica-se por um mecanismo semiconservativo: a medida que os dois
filamentos complementares de uma dupla hélice parental se desenrolam e se
separam, cada um serve como um molde para a sintese de um novo filamento
complementar;

v Os potenciais de pontes de H das bases dos filamentos moldes especificam as
sequéncias de bases complementares nos filamentos de DNA nascentes;

v" A replicacio ¢ iniciada em uma origem e continua bidirecionalmente.

Replicacio semi-conservativa

Fita filha

Fita filha




PRy A :rﬂ*ﬂ;ﬂ" , 1959 - Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina

G |l

DNA- POLIMERASE

= 1950 - Arthur Kornberg
_ DNA Polimerase

Propriedades gerais:

o Polimerizam 5°=23°
0 Necessitam de um molde;

o Nao miciam cadelas (precisam de um terminal 3 "-OH disponivel).



Proteinas auxihares da Replicacaio do DNA

Helicase

Desenrola o DNA

DNA girase (topoisomerase)

Alivia a tensao de torcao gerada pela abertura da dupla-fita

Primase

Sintetiza os primers (iniciadores) de RNA

DNA polimerase I11

Polimernizacio do DNA

Single Strand DNA Binding
protein (SSB)

Mantém a fita simples de DNA

DNA ligase

Une os fragmentos de Okasaki

DNA polimerase I e 11

Retirada dos primers e reparo do DNA




Forquilha de replicacao

5' \ 3!
’ %'Sl % /3 ¥
\ 2 35
—f

Replicacio bidirecional

l

Fita lider (replicacido continua) Fita atrasada (replicacao descontinua)

- /

=) Fitas recém ,{:’_’i e “& 3!
- sintetizadas S -
Dy
Fita atrasada (replicacao descontinua) Fita lider (replicacdo continua)

®1993 GARLAND PUBLISHING
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TRANSCRICAO

Os precursores sao ribonucleotideos;

apenas 1 fita de DNA ¢ utihizada com molde para a sintese de RNA
complementar em determinada regiao;

as cadelas de RNA podem ser sintetizadas de novo, sem a necessidade de um
filamento primer pré-existente (RNA polimerase);

sintese é complementar ao DNA, no entanto A 2 U;

polimerizacao sentido 5’ =2 3’;

RNA polimerase 1nicia a transcricao em sequéncias especificas de nucleotideos
—> promotores

\ RNA polimerase
- W R o ,
5 DNA re-enrolado E. % Gaa 3

< D mRNA N -
3" Promotor < 3 3
ol T R Desenrolando o DNA
'*-*. >
RBS



1959 - Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina

RNA- POLIMERASE

1955- Severo Ochoa Propriedades gerais:
RNA polimerase o Polimerizam 5" 23"

0 Necessitam de um molde;

0 Iniciam polimerizacao.

* Reconhece e higa-se a sequéncias especificas de DNA (promotor);

* Desnatura o DNA expondo a sequéncia de nucleotideos a ser copiada;

* Mantém as fitas de DNA separadas na regiao de sintese;

* Mantém o hibrido DNA:RNA estavel

* Renatura o DNA na regiao imediatamente posterior a da sintese;

* Com o auxilio de algumas proteinas especificas, termina a sintese do RNA.



TERMINO DA REPLICACAO

v" o término das cadeias de RNA ocorre quanto a RNA polimerase encontra um sinal de
término, quando 1sso ocorre o complexo ¢ liberado;

5'-CCCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTTTAACTTTCTTTAATGA-3'

DNA:
3'-GGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTGAAAGAAATTACT-5'

/ Transcricao

Fita molde de DNA

RNA: 5'-CCCACAGCCGCCAGUUCCGCUGGCGGCAUUUU OH-3'

RNA transcrito Dobramento rapido do RNA
c
U Cc
U G
G i c
A :::::: v Cadeiade RNA
(& G .
RNA dobrado cume dobradaajuda

Ggluc o término da
c G
cmme cadeia
G i c
A A

5'- cccac UUUU OH-3'

Figure 11-13 Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



ESTRUTURA DO mRNA

5 UTR Regido codante do gene 3 UTR

Gene - tem promotor!
mRNA - nido tem promotor!




TRADUCAO

As proteinas sao sintetizadas a partir dos moldes de mRNA por um processo
altamente conservado durante o processo evolutivo

* Todos os RNAs mensageiros sao lidos na direcao 5’- 3’;

* As cadeias polipeptidicas sdo sintetizadas da extremidade amina (NH,)
para a carboxila terminal (COOH) - ligacao peptidica;

* A traducao ¢ realizada nos ribossomos, com os RNA transportadores
como adaptadores entre o molde de mRNA e os aminoacidos;

e Os ribossomos reconhecem a sequéncia de ligacao ao ribossomo (RBS)
na regiao de regulacao da traducio;

e Cada amimnoacido é especificado por trés bases (codon) no mRNA -
codigo genético universal.



PROCARIOTO

EUCARIOTO

SINAIS PARA O INICIO DA TRADUCAO

Sequéncia Codon de iniciacao
Shine-Dalgarno da traducao
mRNA —A 4

5'*AACACAGGAGGAUUAUCCAUGUCGACUCGTAU " 3'
e
wvuccucce,

oh C
0 L—— ‘¢,

3" Regiaodo ®UUGGCGUCCAAGGGGGAUGCCAAS'
168 pareamento de término
rRNA bases

Figure 12-16 Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons

(Regras de Kozak)
5 - GCC(AouG)CC G -3




P sitio de
E sitio de ligacao peptidil
ligacdo de saida
do tRNA

A sitio de ligacdo
aminoacil

30S subunit

50S subunit

Phenylalanyl-tRNA™"®

with growing
polypeptide attached

Alanyl-tRNA”?

' >

@ Direction of
movement

Figure 12-14a Principles of Genetics, 4/e
© 2006 John Wiley & Sons



5 UTR Regiao codante do gene 3 UTR
\ A \

[ \ Y \
mRNA
AUG
5 ‘ 3’
Cauda Poli-A
Proteina A-terminal C-terminal
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8.

9.

Estudo Dingido - Aula 2 - Revisao

Caracteristicas comuns a todos 0s organismos vivos;

Dominios da Vida e tipos celulares, principais diferencas dos tipos celulares;
Estruturas: DNA, RNA e Proteina;

Orientacao das sequéncias de DNA, RNA e Proteinas;

Sequéncia determina = Estrutura determina 2 Funcao;

Estrutura tipica dos genes;

Diferencas entre as estruturas dos genes em eucariotos e procariotos (presenca de
Itrons € exons);

Os promotores dos genes de eucariotos e procariotos sao especificos;
Caracteristicas da DNA polimerase e Replicacao do DNA;

10. Caracteristicas da RNA polimerase e Transcricio do mRNA;

11. Codigo genético e Traducao.



Universidade de S&o Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
Disciplina: Genetica Molecular (LGN0232)
Aluno(a): N° USP:

Prezado aluno, abaixo ecnontra-se um “mapa conceitual”, que sera utilizado para avaliar seus conhecimentos prévios sobre 0 Dogma
Central da Biologia Celular. Os retangulos devem ser preenchidos com conceitos chave do dogma, e a ligacdo entre os conceitos
explicitada em até trés palavras (como no exemplo abaixo). Preencha as lacunas no mapa abaixo e sinta-se livre para inserir novos
conceitos (retangulos) e fazer novas ligacdes entre eles (explicitar as dire¢cfes com setas).

Constitue

- [ ]
v
Local da
..

o )

local da

( }_/Iocal da
produz

gera

sofre

( )F sofre mRNA - I’RNA
- ribossomo

- traducéo
realizam - tRNA

- Aminoécido
- Nucleotideo

- RNA-polimerase
- DNA-polimerase
- Nucleo
- Splicing alternativo




Exemplo de preenchimento

Nucleo

RNA-pol era %
Local da gen Constitue
atua na duplicacdo __ Y (RINA Carrega

participa da gera
A
\ Transcrigao

DNA-pol

[Citoplasma eucariéticoj

Constitue
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DNA e a conservacao

http://vimeo.com/69343714
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Flavr Savr (Calgene)

v" O tomate Flavr Savr, foi desenvolvido pela Calgene, uma companhia
de biotecnologia com base em Davis, na Califérnia. Varios anos se
passaram até que o FDA aprovasse o transgénico. O FDA nao exige
aprovacao, no entanto a Calgene submeteu voluntariamente o Flavr
Savr para aprovacao em 1989. Em 1994, o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos aprovou que este nao apresentava
risco ao ambiente.



Flavr Savr (Calgene)

Tomate transgénico Tomate tradicional

O tomate trans;n;ﬁ ﬁam tradicional

amadurece na planta, tem de ser colhido
ficando com mais sabor. ; O tomate tradicional verde, para nao ser

l
Mantém-se firme apés é vaporizado com esmagado durante o
a colheita. tileno para induzir a / transporte.
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Flavr Savr

Gene que amolece o tomate

(poligalacturonase) DNA Gene Flavr Savr
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