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CHARAKTERYSTYKA ZMIENNOSCI GENETYCZNEJ
SOSNY NAPIWODZKO-RAMUCKIEJ I SPALSKIEJ
NA PODSTAWIE ANALIZ MITOCHONDRIALNEGO DNA

GENETICAL VARIATION OF POLISH NAPIWODZKO-RAMUCKA
AND SPALSKA SCOTS PINE PROVENANCES DETERMINED
BY MITOCHONDRIAL DNA ANALYSES

Abstract. One specific pair of STS primers amplifying the B/C intron of mito-
chondrial nadl gene was used to determine the genetic diversity level in four-
teen different stands of Scots pine in Poland. The studied stands were situated in
seed region of napiwodzko-ramucka Scots pine provenance (n° 205) and in seed
region of spalska Scots pine provenance (n° 601). For each region, the genetic
diversity level and the genetic phylogeny were examined in order to check the
exactness of the border lines previously defined for 205 and 601 seed region. In
both regions, 205 and 601, four different alleles were detected, i.e. haplotypes
,a’, b, ¢’ and , d” with different frequencies across stands. The most fre-
quent haplotype ,,c¢” (mean frequency of 0.481) was uniformly distributed
among stands. Haplotypes ,,a” and ,,d” were present with mean frequencies
0.392 and 0.144 respectively. The presence of the rare haplotype ,,b” (mean
frequency of 0.017) was mainly observed in spalska pine region (601). Our re-
sults confirm the current rules of transfer of the forest reproductive material
from the regions 106, 205 and 401 to the region 451 and from the stands of the
region 601 to the stands of the region 651. Few changes in current directives
may be proposed concerning some stands in the seed regions 106, 205, 251,
401, 453, 601, 603 and 604. A relatively high degree of differentiation (overall
Gsr about 62.5%) characterized all studied pines suggesting large gene flow
among the studied stands. Our founding may be useful for the further verifica-
tion of Scots pine reproductive material transfer rules in Poland.

Key words: conifers, genetic diversity, mitochondrial makers, Pinus sylvestris
L., Scots pine, STS, within and among population-variability.
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1. WSTEP

Wspolczesna genetyka drzew lesnych zajmuje si¢ poznaniem struktury ge-
netycznej populacji, bada filogenezg oraz przeptyw gendw miedzy populacjami
(Neale i in. 1992, Chatupka 2003, Kremer i Reviron 2004).

Swobodny w obrgbie populacji przeplyw genow migdzy osobnikami ga-
tunkow wiatropylnych, do ktérych nalezg drzewa lesne, przyczynia si¢ do two-
rzenia lokalnych pul genowych, pozostajacych ze sobg w statym kontakcie (Sabor
2003, Burczyk i in. 2004). W zaleznosci od lokalizacji drzew danego gatunku w
drzewostanie, moga one tworzy¢ populacje centralne lub brzezne, o niejednorodne;j
strukturze genetycznej i zréznicowanym poziomie przeptywu genoéw z jednej
populacji do drugiej (Hamrick i in. 1992, Smouse i Sork 2004). Populacje brzezne,
zlokalizowane wokot populacji centralnych, moga réwniez wptywac na swobodne
mieszanie si¢ gendw. W ocenie struktury genetycznej populacji na ogoét przyjmuje
si¢ model kojarzenia losowego, w ktorym kazde drzewo ma jednakowe prawdo-
podobienstwo udziatu w procesie kojarzenia (Hamrick i in. 1992, Sabor 2003).
Dziatalnos$¢ czlowieka spowodowata w ostatnich stuleciach znaczng redukcje i
fragmentacje powierzchni lesnych, co w duzej mierze wptyngto na ograniczenie
przeplywu genow i zawezenie puli genowej wielu populacji drzew lesnych.

W Polsce w 2000 r. wyznaczono granice regiondw pochodzenia podsta-
wowego materialu rozmnozeniowego dla dziesigciu gldwnych gatunkow drzew
lesnych. Obowiazujace w naszym kraju zasady lesnej regionalizacji nasiennej
zostaly ustalone na podstawie danych o zréznicowaniu ekologicznym 1 gene-
tycznym gatunkéw oraz zréznicowaniu klimatycznym, geomorfologicznym i przy-
rodniczym Polski (Matras 1996, Kondracki 1998, Rozporzadzenie Ministra
Srodowiska z dnia 9 marca 2004 r.). W rozporzadzeniu Ministra Srodowiska z dnia
9 marca 2004 r., wydanym na podstawie ustawy o leSnym materiale rozmno-
zeniowym z dnia 7 czerwca 2001 r., regiony pochodne zostaty przeksztalcone w
regiony pochodzenia lesnego materiatu podstawowego. Granice istniejacych mi-
kroregionow nasiennych zmodyfikowano, dopasowujac je do aktualnych granic
podziatu administracyjnego kraju. Korekta ta tylko w niewielkim stopniu wptyneta
na zmiang liczby regiondéw i ich potozenie geograficzne.

Pierwotnie granice regionow pochodzen tworzono na podstawie fenotypo-
wych cech drzewostandw, totez konieczne byto zweryfikowanie granic istniejacej
regionalizacji nasiennej w oparciu o analizy genetyczne na podstawie markerow
DNA. W Polsce nie przeprowadzono dotychczas badan weryfikujacych unika-
towos¢ zasobow genetycznych w wyznaczonych w powyzszy sposdb regionach
nasiennych. Istnieje duze prawdopodobienstwo, zwlaszcza u gatunkow, ktdre po-
dlegaty w ostatnich stuleciach sztucznemu odnowieniu, ze wyznaczone dotychcza-
sowymi metodami regiony pochodzenia nie sg genetycznie jednorodne. Ustalenie
granic wystgpowania populacji wylacznie na podstawie cech fenotypowych moze
by¢ obarczone duzym btedem, przede wszystkim dlatego, ze ocena cech hodow-
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lanych, szczegdlnie jakosciowych, jest subiektywna, gdyz w wigkszosci cechy te
podlegaja wplywom srodowiska (Giertych 1993, Chatupka 2003).

Sosna zwyczajna jest jednym z gatunkow o najwigkszym zasiegu naturalnym
w AzjiiEuropie. Svoboda (1953) wyr6znit 29 klimatotypow sosny (12 pdinocnych
i 17 gérskich) w ramach jej naturalnego zasiegu wystgpowania na podstawie
danych o zréznicowaniu morfologicznym i fizjologicznym. Polskie pochodzenia
sosny dziela sie¢ dodatkowo m.in. na ras¢ ryska (potnocno-wschodnia Polska), rase
borussica (pozostata czgs¢ Polski) oraz ras¢ polonica. Wright i Bull (1963) na
podstawie badan siewek wyroznili 14 ras (A—N) dla czgsci zasiggu europejskiego 1
Skandynawii. Wedtug tego podzialu sosna w naszym kraju nalezy czesciowo do
grupy F (pétnocno-wschodnia Polska) i grupy G.

W ostatnich latach badanie struktury genetycznej oraz filogenezy (czyli po-
chodzenia genetycznego) populacji drzew lesnych przeprowadzane jest technikami
wykorzystujacymi markery molekularne, m.in. izoenzymy i sekwencje DNA. Mar-
kery genetyczne DNA sa wybranymi fragmentami genomu, ktore réznicuja osob-
niki lub grupy osobnikéw migdzy soba, okreslajac tzw. genotyp. Obecnie istnieje
szereg metod umozliwiajacych analiz¢ zmiennosci DNA, np.: RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restriction Fragment Length Polymor-
phism), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), STS (Sequence Tag-
ged Sites) oraz analiza DNA mikrosatelitarnego. Jak dotad, metody te stosowano z
powodzeniem przy badaniu zmiennosci genetycznej wielu gatunkéw drzewias-
tych, np. dgbu (Moreau i in. 1994, Barreneche i in. 1998, Mariette i in. 2001, Coart i
in. 2002, Kremer 1 in. 2002, Petit i in. 2002, Dodd i Kashani 2003, Ainsworth 1 in.
2003), buka (Troggio i in. 1996, Tomaru i in. 1998, Sander i in. 2000), jesionu
(Jeandroz i in. 1996, Heuetrz 2003, Nowakowska i in. 2004), jarzabu (Oddou-
Muratorio i in. 2001), topoli (Bradshaw i in. 1994, Rajora i Rahman 2003), wiazu
(Coleman 2000), brzozy (Palmé i in. 2003), swierka (Paglia i in. 1998, Perry 1
Bousquet 1998, Perry i Bousquet 2001, Colignon i in. 2002, Jeandroz i in. 2002,
Burczyk i in. 2004), jodty (Leibenguth i Shoghi 1998) i sosny (DeVerno i Mosseler
1997, Hick i in. 1998, Soranzo i in. 1998, Soranzo i in. 2000, Ribeiro i in. 2002,
Nowakowska 2003, 2004).

Przeptyw gendéw w populacjach drzew jest badany gltownie na podstawie
markeréw chloroplastowego i mitochodrialnego DNA. U drzew iglastych chlo-
roplasty przekazywane sa potomstwu przez pylek drzewa ojcowskiego, mito-
chondria za$ przez drzewo mateczne (Newton i in. 1999, Hamrick 2004). W
niniejszym opracowaniu przedstawiono analiz¢ markeréw miejsc znaczonych sek-
wencyjnie — STS (sequence-tagged-site) dla mitochondrialnej sekwencji genu
NADH dehydrogenazy (nadl) (Mitton i in. 2000).

W celu weryfikacji granic wyznaczonych regiondw pochodzen, w badaniach
uwzgledniono dwa regiony modelowe: region sosny napiwodzko-ramuckiej (205),
zlokalizowany w pétnocnej Polsce na terenie RDLP Olsztyn, oraz region sosny
spalskiej (601), potozony w centralnej Polsce na terenie RDLP L.odz (Zatgski i in.
2000). Oba regiony sosny stanowig odrgbne bazy nasienne i objgte sa regulami



76 J. Nowakowska, K. Rakowski

transferu materiatu rozmnozeniowego do innych regionéw w Polsce (Matras 1996,
Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 9 marca 2004 r.).

Celem pracy byla ocena poprawnos$ci wyznaczenia granic regionéw wy-
branych pochodzen sosny zwyczajnej na podstawie informacji o strukturze ge-
netycznej na poziomie DNA mitochondrialnego oraz filogenetycznego pokrewien-
stwa badanych pochodzen.

2. MATERIAL I METODY

2.1. Material roslinny

Do analiz zmienno$ci genetycznej zebrano mtode igly z 3 drzewostanow
zlokalizowanych w obrgbie regionow pochodzenia 205 i 601 oraz z 4 drze-
wostandw potozonych na zewnatrz tych regiondéw (tab. 1). Sposrod trzech drze-
wostandow potozonych w regionie pochodzenia sosny napiwodzko-ramuckiej (205)
wytypowano drzewostan z centrum regionu (Jedwabno) oraz dwa drzewostany
potozone na jego obrzezach (Nowe Ramuki i Wielbark). Cztery drzewostany weryfi-

Tabela 1. Charakterystyka badanych drzewostanéw sosny zwyczajnej
Table 1. Description of studied Scots pine stands

Nadle$nictwo Polozenie Region L x TloS¢ drzew Sredni wiek (lata)
Forest District g_eograflczpe pochodzgnlz}k Number of Mean age (years)
Latitude/Longitude Seed region sampled trees
Jedwabno 21°42°’N/53°32°E 205 50 115
Nowe Ramuki 20°31’N/53°34 E 205 50 105
Wielbark 21°56’N/53°32°E 205 50 109
Kudypy 20°15° N /53°44° E 106 50 105
Wipsowo 20°47°N/53°42°E 251 50 96
Myszyniec 21°13°’ N/53°20° E 401 50 95
Nidzica 20°28"N/53°15°E 451 50 96
Przedborz 19°57"N/51°09’ E 601 50 92
Smardzewice 19°55°N/51°09° E 601 50 92
Spata 20°08’ N /51°36° E 601 50 100
Brzeziny 19°51’N/51°45 E 453 50 101
Wloszczowa 19°51’N/50° 54" E 603 50 91
Barycz 20°25’N/51°11’E 604 50 105
Belchatow 19°21’N/51°28 E 651 50 96

wg Rozporzadzenia Ministra Srodowiska z dnia 9 marca 2004 r. (Dz. U. 04, nr 67, poz. 621)
" according to the Directive of the Ministry of Environment (9™ of March 2004, Dz. U. 04, no 67, item
621)

“Badania sfinansowano ze $rodkéw Narodowego Funduszu Srodowiska i Gospodarki Wodnej (Grant 12-U-31).
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kujace zasadnos¢ wyznaczenia granic regionu 205 byty zlokalizowane poza jego
granicami (Wipsowo — region 251, Myszyniec — 401, Nidzica — 451 i Kudypy —
106).

W regionie pochodzenia sosny spalskiej (601) wybrano jeden drzewostan
potozony centralnie (Smardzewice) oraz dwa drzewostany potozone na obrzezach
(Spata i Przedborz). Populacjami weryfikujacymi zasadnos$¢ granic regionu 601
byty Brzeziny (region 453), Barycz (604), Wtoszczowa (658) 1 Belchatow (651).

Wyboru drzewostanéw dokonano na podstawie Lesnej Regionalizacji Na-
siennej (Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 9 marca 2004 r.), kierujac sie
takimi kryteriami, jak rodzimo$¢ drzewostanow, optymalna lokalizacja siedlis-
kowa dla sosny (BMs$w) oraz dobry stan zdrowotny (bez widocznych objawdow
uszkodzen). Do analiz wybierano drzewostany z duzym udzialem sosny (60—100%),
w pierwszej kolejnosci wytaczone drzewostany nasienne lub gospodarcze drze-
wostany nasienne, w wieku od 80 do 120 Iat.

2.2. Metody

Catkowite DNA ekstrahowano z igiet za pomoca zestawoéw do izolacji DNA
(DNeasy 250 Plant Mini Kit, QTAGEN). Wydajnos$¢ ekstrakcji badano za pomoca
elektroforezy w 1% zelu agarozowym, a otrzymane wyniki analizowano za pomocg
programu Gel Doc™ 2000 (BioRad).

W dalszym etapie badan przeprowadzono analizy zmiennosci genetycznej na
podstawie reakcji fancuchowej polimerazy (PCR) przy zastosowaniu techniki miejsc
znaczonych sekwencyjnie (STS). W analizach STS, przy uzyciu specyficznych
starterow Hf i Ir, amplifikowano polimorficzny region DNA o dlugosci ok. 254 par
zasad (pz) intronu B/C genu NADH dehydrogenazy (nadl).

Uwzgledniajac zawartos¢ DNA genomowego, oszacowang dla kazdego drze-
wa, przygotowywano kazdorazowo 25 pl nastgpujacej mieszaniny reakcyjnej
(QIAGEN PCR Master Kit) dla kazdego badanego osobnika (w nawiasach podano
stezenia koncowe): DNA genomowe (30 ng), bufor reakcyjny (pH=8,0), MgCl,
(1,5 mM), roztwor Q, dNTPs (200 uM), startery Hf i Ir (1 uM) oraz Taq polimeraza
(1 0).

Mieszaning umieszczano w termocyklerze (Biometra), zaprogramowanym na
30 cykli amplifikacji DNA (Soranzo i in. 2000, zmodyfikowane). Kazdy cykl
amplifikacji obejmowat 4 etapy (1 etap: temp. 95 °C przez 3 min.; 2 etap: 92 °C, 30 s;
3 etap: 55 °C, 30 s; 4 etap: 72 °C, 1 min; 5 etap 72 °C, 5 min). Powielone fragmenty
DNA poddano elektroforezie w 1,8% zelu agarozowym i analizowano zmiennos¢
profilow migracyjnych za pomoca programu BIO-PROFIL Bio-Gene Windows
Application V99.05.

W analizie DNA przekazywanego matecznie, otrzymane warianty fragmen-
tow DNA mitochondrialnego okreslano terminem ,,haplotyp”, w przeciwienstwie
do genotypu, czyli catkowitej informacji genetycznej zawartej w DNA jadrowym.
Powielone sekwencje DNA mitochondrialnego oznaczano dalej na podstawie na-
stepujacego kodu: fragmenty o dtugosci 189-222 par zasad — haplotyp ,,a”’; 223-229



78 J. Nowakowska, K. Rakowski

pz—,.c”;230-236 pz—,,d”1237-250 pz—,,b” (Soranzo i in. 2000, zmodyfikowane).

Zmiennos¢ wewnatrzpopulacyjna w danej populacji obliczano na podstawie
czgstosci haplotypow oraz wspolczynnika zmiennosci genetycznej h Nei (1978),
za$ pokrewienstwo genetyczne — wyrazane za pomoca dendrogramow — wedtug
metody analizy skupien srednich polaczen (UPGMA, Nei 1978), obliczanych w
programie PopGene wersja 1.32.

3. WYNIKI

3.1. Izolacja DNA

Srednia zawarto$é czasteczek genomowego DNA w kazdej probie dla ba-
danych pochodzen sosny wynosita od 10 do 20 pg DNA/100 mg $wiezej masy igiet
dla pojedynczego drzewa. Dane te postuzyly do ustalenia sktadu buforu reak-
cyjnego tak, aby w amplifikacji brato udziat 30 ng wyjsciowej ilosci DNA.

3.2. Analizy STS i frekwencje haplotypow

Powielone w reakcji PCR fragmenty STS prezentowaty 4 rézne haplotypy
genu nadl sosny zwyczajnej (haplotyp ,,a”, ,,b”, ,,¢” i ,d”) wsrod badanych
drzewostanow sosnowych z RDLP Olsztyn i £.6dz.

Haplotyp ,,a” wystepowal we wszystkich badanych drzewostanach w obu
regionach sosny napiwodzko-ramuckiej i spalskiej, ze szczegolnie duza frekwencja
w populacji Wipsowo (77,5%, region 251) i Wioszczowa (91,8%, region 658) (tab. 2).
Najmniejszy udziat haplotypu ,,a” stwierdzono w drzewostanach: Barycz (12,0%,
region 604) i Wielbark (18,4%, region 205). Haplotyp ,,a” wystepowal w regionach
pochodzenia sosny napiwodzko-ramuckiej oraz spalskiej z podobna czgstoscia
(odpowiednio 39,8 1 38,6%) (tab. 2).

Niska dwuprocentowa frekwencje wystepowania odnotowano dla haplotypu
,»b” W populacjach: Wipsowo (region 251), Myszyniec (401), Spata (601), Smar-
dzewice (601) i Barycz (604). Wzglednie duza czgsto$¢ wystgpowania tego ha-
plotypu stwierdzono w populacji Brzeziny (6,0%, region 453) i Betchatow (8,2%,
region 651) (tab. 2). Zaobserwowano, ze pochodzenia sosny spalskiej maja wigk-
szy udziat haplotypu ,,b” (2,9%) niz pochodzenia sosny napiwodzko-ramuckiej
(0,6%).

Haplotypy ,,¢” 1 ,,d” wystgpuja we wszystkich badanych drzewostanach, je-
dynie w populacji Wtoszczowa (658) nie wystepuje haplotyp ,,d” (tab. 2). Haplotyp
,»C~ W regionie 205 wystgpuje ze $rednia czegstoscia 48,1%. Najwigksza czesto$¢ ma
on w populacji Nidzica (66,0%), a najmniejsza w populacji Wipsowo (18,4%).
Drzewostany z regionu 601 charakteryzuje mniejsza frekwencja haplotypu ,,c”
(41,2%) niz drzewostany z regionu 205. Najwigkszy udzial haplotypu ,,c” od-
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Tabela 2. Frekwencje haplotypéw genu nadl w badanych drzewostanach sosny zwyczajnej
Table 2. Haplotype-frequencies of nadl gene in studied Scots pine stands

Region Nadlesnictwo Frekwencje haplotypéw ‘
pochodzgnia Forest District Haplotype-frequencies h Nei
Seed region a b ¢ d

205 Jedwabno 0,360 - 0,480 0,160 0,614

205 Nowe Ramuki 0,300 - 0,640 0,060 0,497

205 Wielbark 0,184 - 0,653 0,163 0,513

106 Kudypy 0,520 - 0,300 0,180 0,607

251 Wipsowo 0,775 0,020 0,184 0,020 0,364

401 Myszyniec 0,449 0,020 0,449 0,082 0,590

451 Nidzica 0,200 0,660 0,140 0,505

Razem Total 0,398 0,006 0,481 0,115 | Hr=0,597

601 Przedbérz 0,640 - 0,340 | 0,020 0,474

601 Smardzewice 0,160 | 0,020 | 0,580 | 0,240 0,580

601 Spata 0,286 | 0,020 | 0265 | 0,429 0,664

453 Brzeziny 0,440 | 0,060 | 0,440 | 0,060 0,606

603 Wioszezowa 0,918 - 0,082 - 0,348

604 Barycz 0,120 | 0,020 | 0,720 | 0,140 0,447

651 Belchatow 00286 | 0,082 | 0306 | 0326 0,711
Razem Total | 0,386 | 0,029 | 0412 | 0,173 | Hy=0,650
Razem Total 0392 | 0,017 | 0447 | 0,144 | Ggr=0,626

notowano w populacji Barycz (72,0%, region 604), za$ najmniejszy — w populacji
Wiloszczowa (8,2%, region 603) (tab. 2).

Pochodzenia sosny spalskiej maja wigkszy udziat haplotypu ,,d” (17,3%) niz
pochodzenia sosny napiwodzko-ramuckiej (11,5%). Populacja Spata ma najwigcej
haplotypu ,,d” (42,9%), a populacja Przedborz — najmniej (2%) (tab. 2).

Na rycinie 1 przedstawiono geograficzne rozmieszczenie frekwencji otrzy-
manych haplotypéw w badanych drzewostanach sosny zwyczajnej obu regiondw.
W regionie sosny napiwodzko-ramuckiej trzy drzewostany potozone w obrebie
regionu 205 oraz dwie populacje sosny z regionéow obrzeznych — Nidzica (451) i
Kudypy (106) maja podobny rozktad wystgpowania haplotypow (,,a”, ,,¢”1,,d”), z
wyraznym brakiem haplotypu ,,b” (ryc. 1). Jedynie dwie populacje obrzezne:
Wipsowo (251) i Myszyniec (401) réznia si¢ od innych populacji tego regionu,
gdyz charakteryzuje je wystgpowanie haplotypu ,,b” i duzy udziat haplotypu ,,a”
(ryc. 1).

Geograficzne rozmieszczenie haplotypéw w pochodzeniach sosny spalskiej
wskazuje na duza frekwencje rzadkiego haplotypu ,,b” w populacjach obrzeznych:
Brzeziny (453) i Belchatow (651), oraz nieco mniejsza frekwence haplotypu ,,b” w
populacji Barycz (604) i dwoch populacjach wewnatrz regionu 601: Smardzewice i
Spata (ryc. 1). Pozostate populacje brzezne dla tego regionu, tj. Przedborz (603) i
Wiloszczowa (658), cechuje brak wystgpowania haplotypu ,,b”, a w przypadku
populacji Wtoszczowa réwniez brak haplotypu ,,c”.
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Spis drzewostanow i kod
oznaczenia haplotypow:

List of studied stands
and haplotype code:

1 -Jedwabno

2 —Wipsowo

3 — Wielbark

4 —Myszyniec

5 —Nidzica

6 —Nowe Ramuki
7 — Kudypy

8 — Smardzewice
9 — Spa‘a

10— Brzeziny

11— Barycz
12— Przedborz
13— Wioszczowa
14— Bechatow

b « a
d< 3 : c
Ryc. 1. Frekwencje haplotypow ,a”, ,,b”, ,.¢”i ,,d” genu nadl w badanych drzewostanach

sosny zwyczajnej
Fig. 1. The ,,a”, ,,b”, ,,c”, ,,d” haplotype-frequencies of nadl gene in Scots pine studied stands

3.3. Zréznicowanie genetyczne badanych drzewostanow

Analiza wspotczynnika zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej h (Nei, 1978) wy-
kazala, ze najwyzsze zréznicowanie wewnatrzpopulacyjne charakteryzuje popu-
lacje¢ Betchatéw (h=0,711), a najnizsze — populacje Wtoszczowa (h =0,348). Obie
te populacje naleza do regionu sosny spalskiej, ktorego srednia catkowita zmien-
no$¢ wewnatrzpopulacyjna Hr wynosi 0,650 i jest wigksza od catkowitej $redniej
zmienno$ci wewnatrzpopulacyjnej dla sosny napiwodzko-ramuckiej (Hy = 0,597).
Sposrod badanych drzewostanow sosny napiwodzko-ramuckiej, najwigksza zmien-
no$¢ wewnatrzpopulacyjna odnotowano dla populacji Jedwabno (h = 0,614), a
najmniejsza dla populacji Wipsowo (h = 0,364). Wspotczynnik relatywnego zréz-
nicowania genetycznego miedzy wszystkimi populacjami jest wysoki 1 wynosi
GST = 0,626 (tab 2)
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3.4. Charakterystyka filogenetyczna

Na podstawie dystansu genetycznego Dy, obliczonego technika UPGMA,
skonstruowano dendrogramy dla drzewostanéw z dwdch badanych regionow so-
sny: napiwodzko-ramuckiej i spalskiej (ryc. 2 1 3).

Wsréd badanych drzewostanéw z regionu 205 wyrdzniono dwie grupy po-
pulacji spokrewnionych genetycznie. Do pierwszej grupy zaliczono Jedwabno,
Myszyniec 1 Kudypy, a do drugiej — Nidzicg, Wielbark i Nowe Ramuki. Obie grupy
dzieli dystans genetyczny Dy = 0,101. Drzewostan Wipsowo oddziela wigkszy
dystans genetyczny od pozostatych populacji z tego regionu (Dy = 0,139) (ryc. 2).

Na podstawie analizy dystansu genetycznego (Nei 1978) dla badanych drze-
wostanow z regionu 601 i okolic mozna stwierdzié, ze populacje Barycz, Smar-
dzewice, Belchatow i1 Spala tworza jedna grupe drzewostandw spokrewnionych
genetycznie, podczas gdy Brzeziny, Przedborz i Wtoszczowa naleza do innej grupy
filogenetycznej (ryc. 2).

3.5. Korelacje zmienno$ci genetycznej z czynnikami klimatycznymi

Biorac pod uwage geograficzne potozenie badanych drzewostandw i panujace
w nich warunki klimatyczne zgodnie z ,,Le$na regionalizacja nasienng dla nasion i
sadzonek w Polsce” (Zateski i in. 2000), zbadano korelacj¢ migdzy genotypem
populacji a srednimi opadami rocznymi i srednim okresem wegetacyjnym. Dla
badanych populacji w regionie 205 nie wykazano istotnej korelacji migdzy wspot-
czynnikiem zmiennosci genetycznej h Nei a $rednim okresem wegetacyjnym (R* =
0,277; F=1,922; p=0,22), §rednimi opadami rocznymi (R2 =0,018; F=0,093;p=
0,77) ani $rednia wysokoscig nad poziomem morza (R* = 0,025; F = 0,129; p =
0,73). Ten ostatni parametr przedstawiono w zestawieniu ze wspolczynnikiem
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1. Jedwabno (205)

2. Myszyniec (401)

7. Kudypy (106)

Ryec. 2. Dendrogram odleglo$ci genetycz-
nych wg Nei (1978) dla drzewostanow
sosny zwyczajnej z regionu pochodzenia
205 i okolic. Cyframi oznaczono po-
3. Wielbark (205) szczegélne drzewostany, a numery re-
_ gionow podano w nawiasach jak na ryc. 1.

5. Nidzica (451)

6. Nowe Ramuki (205) Fig.' 2. Dendrogram of ggnetic distances
(Nei 1978) among Scots pine stands from
the seed region 205 and the neighborhood.
Stand number and seed region numbers (in
brackets), as presented in Fig. 1.

2. Wipsowo (251)
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Ryc. 3. Dendrogram odleglosci gene-
0,249 0,198 0,066 0

tycznych wg Nei (1978) dla drzewosta-
11. Barycz (604) now sosny zwyczajnej z regionu pocho-
dzenia 601 i okolic. Cyfry oznaczajace
drzewostany i numery regionéw (w
nawiasach) jak na rye. 1.
Fig. 3. Dendrogram of genetic distances
14. Be*chatéw (651) (Nei 1978) among Scots pine stands from

the seed region 601 and the neighborhood.

8. Smardzewice (601)

Stand number and seed region numbers (in
9. Spa‘a (601) brackets) as presented in Fig. 1.

10. Brzeziny (453)

12. Przedborz (601)

13. WPszczowa (603)

zmienno$ci h Nei na rycinie 4. Dwie populacje (Myszyniec i Nidzica) potozone na
sredniej wysokosci 200 m n.p.m. nie rdznig si¢ istotnie pod wzglgdem wartosci
wspolczynnika h od pozostatych populacji z regionu 205, potozonych na 175 m
n.p.m.

Drzewostany z regionu 601 charakteryzowaly si¢ wieksza korelacja migdzy
wspotczynnikiem zmiennosci genetycznej h Nei a sSrednim okresem wegetacyjnym
(R*=0,416; F =3,563; p=0,11), $rednimi opadami rocznymi (R*=0,561; F = 6,381;
p = 0,05) oraz $rednia wysokoscia nad poziomem morza (R* = 0,386; F = 3,151;
p = 0,13). Najnizej potozona populacja Brzeziny, lezaca 150 m n.p.m., ma zmien-
no$¢ genetyczng h Nei= 0,606, porownywalng do zmiennosci w populacjach
Przedbdrz, Smardzewice, Spata i Belchatéw, polozonych na wysokosci 200 m
n.p.m. (ryc. 5). Dwie najwyzej potozone populacje z regionu sosny spalskiej, tj.
Wioszezowa (250 m n.p.m) i Barycz (300 m n.p.m.), wykazuja najnizsze wspot-
czynniki zmiennosci genetycznej (odpowiednio h Nei = 0,348 1 h Nei = 0,447).

4. DYSKUSJA

Charakterystyka genetyczna gatunkow drzew lesnych dostarcza podstawo-
wych danych do wypracowania w przysztosci nowych modeli hodowli lasu
(Chatupka 2003, Hamrick 2004, Kremer i Reviron 2004). Doktadne poznanie
poziomu zrdéznicowania genetycznego sosny zwyczajnej w Polsce bedzie miato
kluczowe znaczenie przy identyfikacji cennych genotypow, ich ochronie oraz
reintrodukcji w regionach poddanych antropopres;ji.

Badane drzewostany z regionu sosny napiwodzko-ramuckiej i spalskiej cha-
rakteryzuje zmiennos¢ wystepowania czterech haplotypow ,,a”, ,,b”, ,.c” 1,,d” genu
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Fig. 4. Genetic diversity h (Nei 1978) and mean altitude of napiwodzko-ramucka Scots pine stands
(seed regions in brackets).
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Fig. 5. Genetic diversity h (Nei 1978) and mean altitude of spalska Scots pine stands (seed regions in
brackets).

nadl. Najczescie] wystgpujacym haplotypem w obu regionach jest haplotyp ,,c”
(44,7%), najrzadziej za$ — haplotyp ,,b” (1,7%) (tab. 2). Populacje sosny na-
piwodzko-ramuckiej cechuje mniejsze zréznicowanie haplotypow w pordwnaniu z
populacjami sosny spalskiej, m.in. mniejszy jest w nich udziat rzadkiego haplotypu
,,b”, ktory wynosi 0,6% w porownaniu do 2,9% u sosny spalskiej (tab. 2).
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Dotychczasowe badania haplotypowej zmiennosci mitochondrialnego DNA u
sosny wykazaty wystgpowanie haplotypu ,,a” gléwnie w poludniowo-zachodniej
Hiszpanii, Niemczech, Czechach oraz Szkocji (Soranzo i in. 2000). Udziat rzad-
kiego haplotypu genu nadl byl, jak dotad, charakterystyczny gtéwnie dla hisz-
panskich populacji sosny zwyczajnej (Pireneje 1 wschodnie wybrzeze Hiszpanii).
Poza populacjami hiszpanskimi tylko w jednej sposrdéd badanych przez Soranzo i
in. (2000) polskich populacji (lesnictwo Kubryk, Nadl. Mitlomtyn) wystepowat
haplotyp ,,b”. Niniejsze badania potwierdzily wystepowanie rzadkiego haplotypu
,»b”7 w polskich populacjach sosny zwyczajnej i dodatkowo wskazaty na wy-
stgpowanie dwdch dodatkowych haplotypow ,,c” 1,,d”.

Analiza zréznicowania genetycznego badanych populacji sosny zwyczajnej
wykazata, ze populacje z regionu sosny spalskiej zlokalizowane w centrum Polski
charakteryzuje wigkszy stopien zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej (Hr = 0,650)
niz populacje sosny napiwodzko-ramuckiej, wystepujace na potnocy Polski (Hr =
0,597). Wysoki stopien zréznicowania genetycznego Ggt = 0,626 stwierdzony na
podstawie analiz STS w badanych populacjach sosny kontrastuje ze wzglednie
niskimi wartosciami Ggr = 0,215 i Hr = 0,262 otrzymanymi dla polskich populacji
sosny przy uzyciu markerow RAPD (Nowakowska 2003).

Réznice obserwowanych wartosci wspdtczynnikow genetycznych Hr i Ggr
moga wynika¢ z odmiennego mechanizmu dziedziczenia markerdw organellowych
(mitochondrialnych) i markeréw DNA genomowego (RAPD). Markery mito-
chondrialne cechuje wiekszy procent mutacji punktowych i szybsze tempo ich
powstawania niz markery jadrowe (Latta i in. 2001). Poniewaz DNA mitochon-
drialne nie podlega procesom rekombinacji i jest przekazywane z jednej generacji
do nastepnej w nielicznych kopiach, przy rownoczesnym braku zmiennosci ge-
netycznej miedzy potomstwem a drzewem matecznym, réznice w strukturze DNA
mitochondrialnego maja charakter staty na przetomie pokolen (Latta i in. 2001).
Czynniki te sprawiaja, ze markery przekazywane matecznie wykazuja wigkszy
stopien zrdznicowania genetycznego niz markery jadrowe, dziedziczone od obojga
rodzicéw (Hamrick 2004).

Wyniki analiz STS moga by¢ przydatne w okreslaniu granic pochodzen sosny
w regionach 205 i 601 na podstawie zmiennosci wykrytych haplotypéw. Badane
drzewostany sosnowe w regionie sosny napiwodzko-ramuckiej wykazaty duza
jednorodnos¢ haplotypowa w regionach 106, 205, 401 i 451. Jedynie drzewostan
Wipsowo (region 251) stanowi odrgbng pule genowa, gdyz dzieli go od innych
populacji najwigkszy dystans genetyczny. Wedtug obowiazujacych zasad transferu
lesnego materialu rozmnozeniowego w regionie sosny napiwodzko-ramuckiej,
regiony 106, 205 i 401 objete sa zakazem sprowadzania materialu rozmnoze-
niowego z innych regionéw (Rozporzadzenie Ministra Srodowiska z dnia 19
kwietnia 2004 r. w sprawie wykorzystania pochodzenia lesnego materialu roz-
mnozeniowego poza regionem jego pochodzenia, Dz. U. 04, nr 84, poz. 791).
Niniejsze analizy STS potwierdzity mozliwo$¢ przenoszenia lesnego materialu
rozmnozeniowego z badanych drzewostandw z regionow 106, 205 i 401 do
drzewostanu Nidzica (451). Zakaz transferu nasion z drzewostanéw Kudypy (106),
Jedwabno (205), Nowe Ramuki (205) i Wielbark (205) do drzewostanu Wipsowo
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(251) wydaje si¢ by¢ uzasadniony. W zwigzku z tym, ze populacje sosny na-
piwodzko-ramuckiej wykazuja duze podobienstwo haplotypow migdzy soba, gra-
nice regionu 205 moga by¢ poszerzone o badane drzewostany z regionow 106, 401
1451.

W regionie sosny spalskiej stwierdzono, ze granice regionu 601 moga by¢
rozszerzone o sasiadujace populacje: Barycz (604) i Betchatow (651), gdyz maja
one podobne haplotypy genu nadl. Drzewostan Przedborz (region 601) nie jest
genetycznie spokrewniony z 1nnym1 badanymi drzewostanami regionu 601 ze
wzgledu na duzy udziat haplotypu ,,a”. Poprzez duze podobienstwo filogenetyczne
z drzewostanem Wtoszczowa (603), drzewostan Przedbdrz moze by¢ wiaczony z
regionu pochodzenia 603. Mimo ograniczen transferu leSnego materiatu rozmno-
zeniowego z innych regionéw do regionu 601 wg Rozporzadzenia Ministra Sro-
dowiska z dnia 19 kwietnia 2004 r., wydaje si¢ mozliwe uwzglednienie transferu
materiatu do tego regionu z drzewostanéw Barycz (604) i Betchatéw (651). Objete
ustawa pozwolenie na transfer materiatlu rozmnozeniowego z regionu 601 (drze-
wostan Spata) i 651 (drzewostan Betchatow) do regionu 453 (drzewostan Brze-
ziny) wydaje si¢ nieuzasadnione, biorac pod uwage¢ odrgbnos¢ filogenetyczna
badanych drzewostanéw. Wytyczne transferu nasion obowiazujace w regionie
sosny spalskiej wydaja si¢ stuszne dla regionu 651 (drzewostan Belchatow), do
ktérego mozna sprowadza¢ materiat z drzewostanow Smardzewice (601) 1 Spata
(601).

Poniewaz niniejsze badania przeprowadzono na podstawie danych sekwencji
jednego z dwdch aktualnie dostepnych genéw mitochondrialnego DNA — nadl, w
przysztosci warto réwniez rozszerzy¢ analizy o zmiennos¢ drugiego mitochon-
drialnego genu cox1 (Sinclair i in. 1999, Newton i in. 1999).

W obu badanych regionach sosny nie wykryto istotnych korelacji migdzy
wspotczynnikiem zmiennosci wewnatrzpopulacyjnej (h Nei) a srednim okresem
wegetacyjnym, srednimi opadami rocznymi oraz wysoko$cia nad poziomem mo-
rza. Korelacje te byly wyzsze dla pochodzen sosny spalskiej niz napiwodzko-
ramuckiej. Brak znaczacych powigzan migdzy markerami genetycznymi a czyn-
nikami Srodowiskowymi wynika prawdopodobnie z dynamiki procesu adaptacji,
jaka przeszty populacje drzew lesnych zasiedlajace tereny o podobnych warunkach
siedliskowych, tj. zblizonym skladzie gleby, wysokosci i dlugosci okresu
wegetacyjnego (Chybicki i Burczyk 2002, Kremer i in. 2002).

Zaleznos$¢ miedzy zmiennoscia genetyczng a sSrodowiskiem w znacznej mierze
wynika z procesow dyspersji i przeptywu gendw miedzy osobnikami tego samego
gatunku. W zaleznos$ci od lokalizacji populacji (centralnej lub brzeznej), pule
genowe moga mie¢ charakter jedno- lub niejednorodny, wynikajacy z petnej lub
czesciowej izolacji przeplywu genéw z jednej populacji do drugiej. Sposrod ba-
danych drzewostanow w dwoch regionach, region 205 charakteryzuje mniejszy
przeplyw mitochondrialnego genu nadl (Gsr=0,597) w poréwnaniu z w regionem
601, w ktérym przeptyw tego genu jest wiekszy (Gsr = 0,626). Zatem badane
drzewostany sosny napiwodzko-ramuckiej charakteryzuje wigksza jednorodnos¢
haplotypéw niz bardziej zréznicowana pule genowa populacji z regionu sosny
spalskiej.
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Polskie populacje sosny zwyczajnej charakteryzuje wigksze zrdéznicowanie
wewnatrzpopulacyjne niz pomigdzy populacjami, co wskazywatoby na swobodny
przeptyw genow migdzy drzewostanami tego gatunku (Nowakowska 2003). Dobor
naturalny w obrebie populacji utrzymuje wzglednie statg jakos¢ puli genetycznej,
przystosowanej do warunkéw panujacych w danym regionie, a geograficzna izo-
lacja pewnej grupy osobnikow moze prowadzi¢ do zawegzenia puli genowej i
wzrostu homozygotycznosci, co jest jednym z czynnikdw powodujacych wzrost
zréznicowania migdzypopulacyjnego (Loveless i Hamrick 1984). Z drugiej strony,
przeptyw gendéw na dalekie odleglosci (nasiona i ziarna pytku) jest jedng z przy-
czyn zmniejszenia réznic miedzy populacjami drzew lesnych (Hamrick i in. 1992).
A zatem, zasady wyboru drzewostanow i pojedynczych drzew w ramach regionow
lesnego materiatu podstawowego powinny opiera¢ si¢ na badaniach genetycznych
DNA, tak aby w peni zidentyfikowac pulg genowg danej populacji, w odréznieniu
do populacji sasiednich. Poznanie struktury genetycznej populacji na podstawie
markerow DNA moze mie¢ decydujace znaczenie w regionalizacji nasiennej,
hodowli lesnej oraz ekologii (Newton i in. 1999, Ratkiewicz i Borkowska 2002,
Hamrick 2004). Wyrdznienie regiondw pochodzenia lesnego materiatu rozmno-
zeniowego na podstawie analizy DNA moze stanowi¢ wartosciowg informacj¢ o
sktadzie genetycznym populacji, np. w celu stworzenia optymalnych warunkow
wykorzystania cennych zasobow genowych oraz zahamowania doptywu materiatu
rozmnozeniowego gorszej jakosci.

5. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Przeprowadzone badania wskazuja na przydatno$¢ techniki STS do okreslenia
zmienno$ci genetycznej oraz powiazan filogenetycznych polskich populacji sosny
zwyczajnej w obrgbie regionu sosny napiwodzko-ramuckiej i spalskie;.

Stwierdzono, ze sosna zwyczajna pochodzenia napiwodzko-ramuckiego i
spalskiego ma cztery haplotypy ,,a”, ,,b”, ,,c” 1,,d” mitochondrialnego genu nad]l.
Haplotyp ,,a” jest obecny we wszystkich badanych drzewostanach, haplotyp ,,b”
cechuje gléwnie drzewostany sosny spalskiej, haplotypy ,,c”1,,d”, po raz pierwszy
wykryte w Polsce, wystgpuja w obu regionach pochodzen.

Badane drzewostany sosny napiwodzko-ramuckiej cechuje mniejsze zréz-
nicowanie haplotypéw niz drzewostany sosny spalskiej, m.in. poprzez mniejszy
udziat rzadkiego haplotypu ,,b”, odpowiednio: 0,6 i 2,9%.

Sosna spalska ma wigksza zmiennos¢ wewnatrzpopulacyjng (Hr = 0,650) niz
sosna napiwodzko-ramucka (Hr= 0,597). Ogdlny poziom zréznicowania mi¢dzy-
populacyjnego dla badanych drzewostanow sosny jest wysoki (Gsr = 0,626).

Wigksze zrdznicowanie haplotypdéw nadl w drzewostanach sosny spalskiej
wskazuje prawdopodobnie na wigkszy przeptyw genow migdzy populacjami sosny
z mikroregionu 601 do regiondw sasiednich, niz to ma miejsce w regionie 205.
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Na podstawie mitochondrialnych markerow genu nadl stwierdzono, ze gra-
nice regionu 205 moga by¢ poszerzone o analizowane drzewostany: Kudypy (106),
Myszyniec (401) i Nidzica (451), gdyz stanowig one t¢ sama pule genetyczna co
region pochodzenia 205. Niniejsze badania potwierdzily mozliwos¢ przenoszenia
lesnego materiatu rozmnozeniowego z drzewostanow Kudypy (106), Jedwabno
(205), Nowe Ramuki (205), Wielbark (205) i Myszyniec (401) do drzewostanu
Nidzica (451). Transfer materialu rozmnozeniowego z drzewostanu Kudypy (106)
i badanych drzewostanéw z regionu 205 do drzewostanu Wipsowo (251) nie jest
wskazany.

Granice regionu sosny spalskiej moga by¢ rozszerzone o drzewostany Barycz
(604) i Betchatéw (651). Drzewostan Przedborz (601) przynalezy filogenetycznie
do badanych drzewostanéw z regionu 603 a nie z regionu 601. W regionie sosny
spalskiej mozliwe jest przenoszenie materiatu rozmnozeniowego z drzewostanow
Barycz (604) i Betchatow (651) do drzewostandw Smardzewice (601) i Spata (601)
oraz z drzewostanu Wtoszczowa (603) do drzewostanu Przedbdrz (601). Nie
wydaje si¢ wskazane przenoszenie materiatu rozmnozeniowego z drzewostanow
Betchatéw (651), Smardzewice (601) i Spata (601) do drzewostanu Brzeziny (453).

Brak istotnych korelacji migdzy wspdtczynnikiem zmiennosci wewnatrzpo-
pulacyjnej (h Nei) a warunkami $rodowiskowymi (Sredni okres wegetacyjny,
srednie opady roczne oraz wysokos$¢ n.p.m.) wskazuje na brak powiazan tych
czynnikéw z haplotypowa zmiennos$cia genetyczng.

Przedstawione powinowactwo genetyczne zostato okreslone w wyniku analiz
dotyczacych jednego genu i na podstawie wzglednie matej liczby drzewostanow.
W celu doktadnej weryfikacji zasobdw genetycznych nalezy przeprowadzi¢ ba-
dania z zastosowaniem wigkszej liczby genow dla wigkszej liczby drzewostanow w
regionie.
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Michatowi Zawadzkiemu i pracownikom nadlesnictw i lesnictw regionalnych
dyrekcji Lasow Panstwowych Olsztyn i £odz za pomoc w pozyskaniu
materialu badawczego.

Praca zostata ztozona 25.11.2004 r. i przyjeta przez Komitet Redakcyjny 15.01.2005 r.
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GENETICAL VARIATION OF POLISH NAPIWODZKO-RAMUCKA
AND SPALSKA SCOTS PINE PROVENANCES DETERMINED
BY MITOCHONDRIAL DNA ANALYSES

Summary

The genetic variation of napiwodzko-ramucka (seed region 205) and spalska (seed region
601) Scots pine provenances were determined with sequence-tagged-site (STS) markers. The
mitochondrial DNA markers were used in order to check the accurateness of the seed region bor-
der lines, previously established for the transfer of the reproductive seed material in two seed re-
gions. The mitochondrial B/C intron of NADH dehydrogenase gene (nadl) was analyzed in
order to determine the genetic diversity level within and among studied stands, in comparison to
the stands surrounding the regions 205 and 601.

Four different haplotypes of nadl gene (,,2”, ,,b”, ,,c” and ,,d”) were detected. The haplo-
types ,,c” and ,,d” were reported for the first time in Polish Scots pine stands and the presence of
the rare haplotype ,,b” was confirmed. Two studied regions presented different profile of haplo-
type-frequencies. Especially the spalska Scots pine provenance was characterized by higher hap-
lotype ,,b” frequency of nadl gene (2.9%) compared to napiwodzko-ramucka pine (0.6%).
Higher genetic differentiation (Hr = 0.650) was observed in the region 601, compared to Hy =
0.597 found in the region 205. A relatively high degree of variation (overall Gsr about 62.5%)
characterized all studied stands and suggests an important human impact performed on these
stands in the past.

According to the genetic similarities analysis, the stands from the 205 region were charac-
terized by lower gene flow than the stands from the 601 region. The analysis of mitochondrial
nadl gene variation showed two main gene pools in the napiwodzko-ramucka Scots pine: one
gene pool concerned the stands Jedwabno (205), Wielbark (205), Nowe Ramuki (205),
Myszyniec (401), Nidzica (451) and Kudypy (106), and another gene pool was presented by one
stand — Wipsowo (251). The borderlines of the 205 region could be then enlarged then with
Myszyniec (401), Nidzica (451) and Kudypy (106) stands. As far as the current transfer rules of
the plant reproductive material are considered, the seed transfer from the studied stands of re-
gions 106, 205 and 401 to the Nidzica stand (451) is justified by STS marker analysis. Because
of differences in gene pool, the transfer of seed material from studied stands of 106 and 205 re-
gions to the stand Wipsowo (251) is not advised.

Spalska Scots pine has higher haplotype diversity assessed with nadl gene because of a
large proportion of population-specific haplotypes scored in seed region 601. It can indicate pos-
sibility of changes in previously established borderlines for the 601 region. The region area may
be enlarged with two stands: Barycz (604) and Betchatow (651) because they belong to the gene
pool of region 601. The Przedborz stand of the 601seed region which has high similarities with
the neighbouring stand Wtoszczowa (603), may by transferred to the seed region 603. The STS
analysis confirmed the distinctiveness of the Brzeziny (453) stand comparing to the other stands
in the region 601. The seed transfer from the region 601 to the stand Belchatow (651) is in respect
with the seed transfer rules previously established but the transfer of the seed material from
stands of the regions 601 and 651 to the stand Brzeziny (453) should not be advised.

Based on STS data, no evidence of correlation between genetic diversity level and environ-
mental factors (i.e. mean vegetation period per year, mean precipitations and mean altitude) were
detected.

The large genetic diversity revealed with STS markers among studied pine stands in Poland
indicates a possible usefulness of mitochondrial markers to determine distinct gene pools of
P. sylvestris and may bring new information for conservation and breeding purposes.
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