Mutacje sq to zmiany sekwencji nukleotydéw w czasteczce dna, mogace powstac¢ na
skutek réznych czynnikoéw:

"bteddéw replikacji nie naprawionych przez mechanizmy korekcyjne polimerazy DNA
(mutacje spontaniczne);

"bezposredniego lub posredniego dzialania czynnikéw mutagennych (mutacje
indukowane). Mutagenami mogg by¢ czynniki fizyczne (np. promieniowanie
jonizujace lub UV), chemicznych (np. reaktywne formy tlenu, benzopiren, bromek
etydyny) badz biologiczne (np. transpozony, wirusy).

Bez mechanizméw przeciwdziatania mutacjom genom nie bytby w stanie utrzymacé
swojej roli dituzej niz kilka godzin. Dlatego tez w komoérkach nieustannie dziatajq
enzymy naprawy DNA, ktérych rolg jest minimalizowanie czestosci pojawiania si¢
mutacji. Czes¢ z nich dziata bezposrednio po replikacji, naprawiajac btedy w nowo
zsyntetyzowanym DNA, natomiast inne wymieniaja nieprawidiowe nukleotydy przed
replikacja, zapobiegajgc tym samym ich powieleniu.




Ze wzgledu na zasieg i charakter zmian sekwencji mutacje mozna podzieli¢ na:
"punktowe (substytucje), czyli zmiany pojedynczych nukleotydéw, w tym:
*tranzycja — zastapienie jednej puryny przez inng puryne lub pirymidyny przez
druga pirymidyne (A—~G, C—T);

*transwersja — zastgpienie zasady purynowej przez pirymidynowa lub odwrotnie
(A—C, A-T, G-C, GoT);

"insercje — wstawienie przynajmniej jednego nukleotydu do sekwencji;

"delecje — usunigcie przynajmniej jednego nukleotydu z sekwencji;

"chromosomowe, dotyczace duzych fragmentéw chromosomow:

*deficjencja — utrata fragmentu chromosomu;

*duplikacja — podwojenie fragmentu chromosomu;

*inwersja — obréocenie fragmentu chromosomu o 180 stopni;

*translokacja — przeniesienie fragmentu chromosomu na inny (nie homologiczny).



Mutacje punktowe w obszarze genu, mozna podzieli¢ na:

"synonimiczne, ktére zmieniajg kodon w inny kodon tego samego aminokwasu;

"niesynonimiczne, zmieniajace znaczenie kodonu:

*missens — zmiana kodonu aminokwasu w kodon innego aminokwasu;
*nonsens — zmiana kodonu aminokwasu w kodon terminujacy translacje (STOP);
*ominiecie kodonu terminujgcego — zmiana kodonu STOP w kodon aminokwasu.

Ominiecie kodonu STOP

TTA

1
leu

"CCA“TAAIAAATATATA...

Missens
ATA
[
ile
Nonsens
Synonimiczna
TAA
fatalt stop
gly
...IATG“GG C“AAA“TA T“AG C
met gly lys tyr ser

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009]

ile pro stop



Insercje i delecje moga w rézny sposob wplywaé na zdolnosé kodowania genu:

"gdy dotycza catych kodonéw powodujg zmiane liczby aminokwaséw w sekwencji
kodowanego biatka. Tego typu mutacje moga nie wplynagé znaczaco na funkcje
biatka (pod warunkiem, ze nie powodujg zmian struktur drugorzedowych);

"gdy nie sg zgodne z podziatemn na kodony (np. gdy dotycza pojedynczych
nukleotydéw) powodujg przesuniecie fazy odczytu i catkowita zmiane sekwencji
aminokwaséw kodowanych przez nukleotydy znajdujgce si¢ ponizej miejsca
mutacji. Takie mutacje zwykle majg powazny wplyw na funkcje biatka.

Delecja trzech nukleotyddéw

...[ATG“GGC“TAT“AGC!ATTICCA.TAAIAAATATATA...
met gly tyr ser ile pro stop

/ Utrata jednego aminokwasu

...ATGGGCAAATATAGCATTCCATAAAAATATATA...
met gly lys tyr ser ile pro stop

\‘ Delecja jednego nukleotydu

...‘ATG“GGA#\AT“ATAIGCANTTCICAT"AAAHAATHATA‘...
met gly asn ile ala phe his lys asn ile

[T. A. Brown: Genomy. PWN, 2009] Zmiana fazy odczytu




Posrednimi skutkami mutacji mogq by¢ natychmiastowe lub opdéznione zmiany
fenotypu organizmu. Ze wzgledu na efekt fenotypowy wyréznia si¢ mutacje:

"obojetne, nie wplywajace na zdolnos¢ organizmu do przezycia;
"niekorzystne, uposledzajace funkcje organizmu lub prowadzace do jego smierci;

" korzystne, powodujace nabycie funkcji zwigkszajgcej przystosowanie organizmu.

Mutacje nieprowadzace do smierci organizmu moga przyczyni¢ si¢ do ewolucji
genomu. Aby tak si¢ stato muszg zosta¢ odziedziczone przez organizmy potomne:

"u organizmoéw jednokomérkowych wszystkie zmiany genomu (nie prowadzace do
smierci) sa dziedziczone przez organizmy potomne;

"u organizméw wielokomérkowych jedynie mutacje zachodzace w komérkach linii
piciowej sg istotne z punktu widzenia ewolucji genomu. Zmiany w genomach
komérek somatycznych majg jedynie znaczenie dla fenotypu danego organizmu.



Utrwalenie mutacji na drodze dziedziczenia prowadzi do wystepowania réznic w
sekwencjach DNA w ramach populacji. Zmiane wystepujaca wystarczajgco czesto,
aby nie mozna byto juz méwi¢é o mutacji osobniczej okresla sie polimorfizmem.
Typowo jako prog przyjmuje si¢ wystepowanie zmiany u nie mniej niz 1% populaciji.

Przyktadem tego zjawiska moga by¢ polimorfizmy pojedynczych nukleotydow
(Single Nucleotide Polymorphisms — SNP), ktéorych liczbe w ludzkim genomie
szacuje si¢ na wiele milionéw.

[neuroendoimmune.wordpress.com]



Ewolucja genomow

Wraz z ewolucja genomu nastepuje stopniowa akumulacja mutacji. Mozna wiec
oczekiwaé, ze genomy, ktérych linie ewolucyjne rozdzielity sie w niedalekiej
przesztosci bedg rézni¢ sie od siebie w mniejszym stopniu od genomoéw, ktérych

wspolny przodek jest bardziej odlegty w czasie.

Zatozenie to lezy u podstaw filogenetyki molekularnej, dziedziny wiedzy zajmujace;j
sie¢ okreslaniem zwigzkéw ewolucyjnych pomiedzy organizmami poprzez badanie

podobienstwa sekwencji DNA lub biatek.

Prokarionty
Bakterie Archeony Eukarionty
Green
Filamentous sli
Spirochetes bacteria Entamoebae mérlla‘: Animals
Gram Methanosarcina Fungl
_\ Positives|  pr0manobacterium Halophiles
Proteobacteria Plants
. Methanococcus
Cyanobacteria Ciliates
T. celer
Planctomyces Thermoproteus Flagellates
Pyrodicticum
Bacteroides Trichomonads
Cytophaga
Microsporidia
Thermotoga
Diplomonads
Aquifex

[www.wikipedia.org]



Drzewa filogenetyczne

Drzewo filogenetyczne jest grafem acyklicznym przedstawiajgcym ewolucyjne
zaleznosci pomiedzy poréwnywanymi gatunkami lub sekwencjami.

Korzen — wspolny przodek wszystkich rozpatrywanych sekwencji.

Wezet — miejsce rozejscia si¢ linii ewolucyjnych. Wskazuje
wspolnego przodka weztow i lisci znajdujacych sie ponizej.

Najczesciej spotyka sie drzewa bifurkacyjne, w ktorych
kazdy

wezet stanowi punkt rozejscia sie dwaéch linii ewolucyjnych.

Gataz — reprezentuje relacje pomigedzy weztami lubl/i liSémi.

W zaleznosci od rodzaju drzewa dtugosci gatezi moze

reprezentowacé czas, liczbe zmian ewolucyjnych lub nie mieé
ustalonego znaczenia.

Lisé — odpowiada jednej z poréwnywanych sekwenciji.

Moze wyznaczy¢ rézne drzewa o tej samej topologii (sposobie rozgateziania si¢ i
diugosci gatezi). Kazda forma drzewa zachowujaca topologie jest wiasciwa.



Drzewa filogenetyczne

Drzewo filogenetyczne rodziny cztowiekowatych (Hominidae)

Homo sapiens |_ Homo _‘ Pan troglodytes Pan paniscus Gorilla gorilla Pongo pygmaeus Pongo abelii

neanderthalensis




Drzewa filogenetyczne

Drzewo filogenetyczne rodziny cztowiekowatych (Hominidae)

, .
Elementy potrzebne do budowy drzewa filogenetycznego:

wyboér sekwencji do poréwnania;
"miara odlegtosci ewolucyjnej pomiedzy sekwencjami;
algorytm budowania drzewa na podstawie odlegtosci.

Pongo abelii

Homo sapiens Homo Pan troglodytes Pan paniscus Gorilla gorilla Pongo pygmaeus
neanderthalensis




Drzewa filogenetyczne: wybor sekwengcji

Fragment sekwencji mitochondrialnego DNA charakteryzujacy sie duzym tempem

akumulacji mutacji (Hypervariable Region 2 - HVR2). e N

ND1

16569 bp
i ND2

e g® COI
1
ATP6 pTpg COIl

Homo sapiens

TTTTCGTCTGGGGGGTGTGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTA
TCTGTCTTTGATTCCTGCCTCATCCTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAACATACTT
ACTAAAGTGTGTTAATTAATTAATGCTTGTAGGACATAATAATAACAATTGAATGTCTGCACAGCCGCTT
TCCACACAGACATCATAACAAAAAATTTCCACCAAACCCCCCCTCCCCCCGCTTCTGGCCACAGCACTTA
AACACATCTCTGCCAAACCCCAAAAACAAAGAACCCTAACACCAGCCTAACCAGATT

Homo neanderthalensis

TTTTCGTCTGGGGGGTGTGCACGCGATAGCATTGCGAGACGCTGGAGCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTA
TCTGTCTTTGATTCCTGCCCCATTCCATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACAGGCGAGCATACTT
ACTAAAGTGTGTTAATTAATTAATGCTTGTAGGACATAATAATAACGACTAAATGTCTGCACAGCTGCTT
TCCACACAGACATCATAACAAAAAATTTCCACCAAACCCCCTTTCCTCCCCCGCTTCTGGCCACAGCACT
TAAACACATCTCTGCCAAACCCCAAAAACAAAGAACCCTAACACCAGCCTAACCAGACTTCAAAT

Pan troglodytes

TTTTCGTCTGGGGGGTGTGCACGCGATAGCATTGCGAAACGCTGGCCCCGGAGCACCCTATGTCGCAGTA
TCTGTCTTTGATTCCTGCCCCATTGTATTATTTATCGCACCTACGTTCAATATTACGACCTAGCATACCT
ACTAAAGTGTGTTGATTAATTAATGCTTGCAGGACATAACAACAGCAGCAAAATGCTCACATAACTGCTT
TCCACACCAACATCATAACAAAAAATTCCCACAAACCCCCCCTTCCCCCCGGCCACAGCACTCAAACAAA
TCTCTGCCAAACCCCAAAAACAAAGAACCCAGACGCCAGCCTAGCCAGACTTCAAAT




Drzewa filogenetyczne: odlegiosc ewolucyjna

Metryka (funkcjg odlegtosci) w zbiorze X moze byé funkcja d: X — [0,«), ktéra dla
dowolnych elementéw X, y, z tego zbioru spetnia warunki:

W przypadku odlegtosci ewolucyjnej dodatkowymi, pozagdanymi cechami sa:

"liniowa zaleznos¢ od czasu: np. dwukrotnie dtuzszemu okresowi czasu od rozejscia
sie linii ewolucyjnych odpowiada dwukrotny wzrost odlegtosci;

addytywnos¢:

(0)

d(1,2)=d(1,0)+ d(0,2)
d %



Drzewa filogenetyczne: odlegtosc ewollcyjna

Najprostszg miarg odlegtosci pomiedzy sekwencjami x i y jest D(x,y), liczone jako
odsetek pozycji, na ktorych w dopasowanych globalnie sekwencjach wystepuja
rézne nukleotydy.

Sekwencja wspoélnego przodka

ACGTGTAATG

~
o~

Y acergTaaTc ACGTGCGATC

Sekwencja potomna x Sekwencja potomna y

D(x,y)=3/10=0,3

Tak zdefiniowana odlegios¢é ma jednak pewna wade: nie uwzglednia mozliwosci
wystapienia wielokrotnych mutacji na tej samej pozyciji.

Ze wzgledu na wielokrotne zmiany tych samych pozycji, wraz ze wzrostem czasu od
rozejscia sie linii ewolucyjnych liczba widocznych réznic pomiedzy poréwnywanymi
sekwencjami coraz wyrazniej niedoszacowuje rzeczywistej liczby mutacji.

Po odpowiednio diugim okresie czasu obie sekwencje potomne stang sie losowe
wobec sekwencji przodka. W efekcie, przy zatozeniu réownych czestosci
wystepowania nukleotydéw, D dazy¢ bedzie do wartosci 7.



Drzewa filogenetyczne: odlegtosc ewollcyjna

Najprostszg miarg odlegtosci pomiedzy sekwencjami x i y jest D(x,y), liczone jako
odsetek pozycji, na ktorych w dopasowanych globalnie sekwencjach wystepuja
rézne nukleotydy.

Sekwencja wspoélnego przodka

ACGTGTAATG

VA

Y acergraarc ACGTGCGATC

Sekwencja potomna x Sekwencja potomna y

Dwie mutacje na tej samej pozycji, ktérych
nie ,widaé¢” w sekwencjach potomnych

czas

D(x,y)=3/10=0,3

Tak zdefiniowana odlegios¢é ma jednak pewna wade: nie uwzglednia mozliwosci
wystapienia wielokrotnych mutacji na tej samej pozyciji.

Ze wzgledu na wielokrotne zmiany tych samych pozycji, wraz ze wzrostem czasu od
rozejscia sie linii ewolucyjnych liczba widocznych réznic pomiedzy poréwnywanymi
sekwencjami coraz wyrazniej niedoszacowuje rzeczywistej liczby mutacji.

Po odpowiednio diugim okresie czasu obie sekwencje potomne stang sie losowe
wobec sekwencji przodka. W efekcie, przy zatozeniu réownych czestosci
wystepowania nukleotydéw, D dazy¢ bedzie do wartosci 7.



Drzewa filogenetyczne: odlegliosc ewo

UCyjne

Najprostszg miarg odlegtosci pomiedzy sekwencjami x i y jest D(x,y), liczone jako
odsetek pozycji, na ktorych w dopasowanych globalnie sekwencjach wystepuja

rézne nukleotydy.

Sekwencja wspoélnego przodka

czas

VA

Y acergraarc

Sekwencja potomna x

D(x,y)=3/10=0,

Tak zdefiniowana odlegtoS¢ ma jednak pewns
wystapienia wielokrotnych mutacji na tej samej | s}

Ze wzgledu na wielokrotne zmiany tych samych|
rozejscia sie linii ewolucyjnych liczba widoczny
sekwencjami coraz wyrazniej niedoszacowuje rz

Po odpowiednio ditugim okresie czasu obie se€
wobec sekwencji przodka. W efekcie,
wystepowania nukleotydéw, D dazy¢ bedzie do |

ACGTGTAATG

Dwie mutacje na tej samej pozycji, ktérych
nie ,widaé¢” w sekwencjach potomnych

ACGTGCGATC

Sekwencja potomna y
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Drzewa filogenetyczne: odlegiosc ewolucyjna

Odlegtos¢ ewolucyjna d(x,y), definiowana jest zwykle jako srednia liczba mutacji
przypadajaca na pojedyncza pozycje pary sekwencji.

Jezeli mutacje zachodzg losowo i w stalym tempie, to tak zdefiniowana odlegtos¢
jest wprost proporcjonalna do czasu. Jednoczesnie jest ona addytywna.

Odlegtos¢ ewolucyjna jest wyznaczana w oparciu o model ewolucji sekwencji
uwzgledniajacy czestosci wystapien nukleotydéw (14, s, 11, 1T7) oraz tempo mutaciji
(aAG, Qac, Aar, Acc, UaT, aTC).

Parametry modelu moga zostaé zapisane w postaci macierzy wspétczynnikéw tempa

mutacji:
A G C T
A * OygTtg Oycllec Oyrity
G a,m, * Ugelle  Ogrlly
C Oyt OgeTg * Oer Tty
I oy, Ogplg Ocpfe *

e e —
— V= Zrij

VEL



Drzewa filogenetyczne: odlegtosc ewolucyjna

MODEL JUKESA-CANTORA

Zatozenia:

N y= N =N (=T —

4

Qg =G yc=Oyr =G ge= Ugr= Ger =&

Macierz tempa mutacji:

A G C
4 3.4 Q a
4 4 4
o _3.9 o
¢ 4 3 4 4
0] 0] _3.%
¢ 4 4 3 4
T o« a a
4 4 4
Odlegtos¢ ewolucyjna:
3 4
d(x,y)=—=In(1—-=D

4 3

REIRAIRN

el N
INJe!

(x.3))

3ar

dizy)

I
0.1

I
0.2

I
0.3

1 1 1 1
0.4 0.5 0.6 0.7
Dix.y)

]
0.8




Drzewa filogenetyczne: odlegtosc ewoluicyjna

MODEL JUKESA-CANTORA

Zatozenia:

N y= N =N (=T —

4

Qg =G yc=Oyr =G ge= Ugr= Ger =&

Macierz tempa mutacji:

A G C
4 3.4 Q a
4 4 4
o _3.9 o
¢ 4 3 4 4
0] 0] _3.%
¢ 4 4 3 4
T o« a a
4 4 4
Odlegtos¢ ewolucyjna:
3 4
d(x,y)=—=In(1—-=D

4 3

REIRAIRN

el N
INJe!

(x.3))

Odlegtosé ewolucyjna
= e e e e e e
M o o [, [=r] - [=-]
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Drzewa filogenetyczne: odlegtosc ewoluicyjna

MODEL KIMURY

Zatozenia:

N y= N =N (=T —

4

Ayg—=Oer = A Oy =0l =0g=0gr=p

Macierz tempa mutacji:

SN
|

G

C

T

N

.
—

A G C T
“H G s
¢ plem g ;
; £ -glerap) g
; ; ¢ —qlae2p

Odlegtos¢ ewolucyjna:

1 1

d(x,y)==7mn(1-2-8(x,y)=V(x,y))=7In(1-2-V(x,y))

gdzie:

2 4

S(x,y) to liczba tranzycji (A—G, C—T) odniesiona do diugosci sekwencji
V(x,y) to liczba transwersji (A—C, AT, G-C, G-T) odniesiona do dtugosci sekwencji

S(x,y) + V(x,y) = D(x,y)



Drzewa filogenetyczne: tworzenie drze

Jednym z czesto spotykanych sposobéw tworzenia drzewa filogenetycznego jest
uzycie algorytméw aglomeracyjnej (wstepujacej) klasteryzacji hierarchicznej.
Dziataja one w oparciu o symetryczng macierz odlegtosci, ktorej element dj
reprezentuje odlegtosé ewolucyjng d(i,)) pomiedzy i-tg a j-tg sekwencja:

0 d1z d13 le
d21 0 dzs dzN
D= d31 d32 0 d3N dU:dﬂ d”:O
dy, dy, dys -+ 0

Ogoéliny schemat dziatania algorytméw aglomeracyjnej klasteryzaciji hierarchicznej:

"Inicjalizacja: utworzenie N klastrow odpowiadajacych liSciom drzewa (sekwencjom)
"lteracyjne powtarzanie dwéch krokéw az do momentu gdy pozostanie jeden klaster:

1. potaczenie klastréow A i B, pomiedzy ktéorymi jest najmniejsza odlegtosé¢ w jeden
klaster AuB (zawierajacy elementy obu tgczonych klastréw). Towarzyszy temu
utworzenie nowego wezta w drzewie (dlugosé gatezi jest zalezna od algorytmu)

2. usuniecie z macierzy odlegtosci wierszy i kolumn klastrow A i B oraz dodanie
kolumny i wiersza odpowiadajgcych potagczonemu klastrowi AuB (sposéb
wyznaczania odlegtosci pomiedzy nowym klastrem a pozostatymi zalezy od
konkretnego algorytmu)



Drzewa filogenetyczne: tworzenie drzewaralgoR/tmermns SV A

W algorytmie srednich potaczen (UPGMA - Unweighted Pair Group Method with
Arithmatic Mean) odlegtos¢ d(A,B) pomiedzy klastrami A i B definiowana jest jako
srednia arytmetyczna odlegtosci d(a,b) miedzy wszystkimi parami elementéw
nalezacych do réznych klastrow:

d(A,B)=

a1 @)

a€A beEB

Schemat dziatania algorytmu UPGMA jest taki sam jak ten przedstawiony wczesniej,
z dwoma uwagami szczegotowymi:

"potaczeniu klastréw towarzyszy utworzenie wezta na wysokosci rownej potowie
odlegtosci pomiedzy taczonymi klastrami

"aktualizacja odlegtosci d(C,(AuB)) pomiedzy nowo utworzonym klastrem AuB a
klastrem C nastepuje zgodnie z zaleznoscia:

4]
|4+ B

|B]

d(C,(AUB))= A+ 3]

d(C,A)+ d(C,B)




Drzewa filogenetyczne: tworzenie drzewaralgomtmenipy =GV

INICJALIZACJA

A B C
A 0
B 2 0
C 6 6 0
D 6 6 4




Drzewa filogenetyczne: tworzenie drzewaralgoR/tmermns SV A

ITERACJA 1
A B C
A 0
B 2 0
C 6 6 0
D 6 6 4
AB C D
AB 0
C 0
D 4 0




Drzewa filogenetyczne: tworzenie drzewaralgoR/tmermns SV A

ITERACJA 1
A B C D
A 0
B 2 0
C 6 6 0
D 6 6 4 0
AB C D
AB 0
C 6 0
D 6 4 0

d(AuB,C) = {lA| / (|A| +|B])} - d(A,C) +{|B| / (IA] +|B])} - d(B,C) =
={1/(1+1)}-6+{1/(1+1)}-6=6

d(AuB,D) = {|A| / (JA] + |B])} - d(A,D) + {|B] / (JA| + |B])} - d(B,D) =
SMI(AH1)} -6+ {1/(141)} -6 =6




Drzewa filogenetyczne: tworzenie drzewaalgo

ITERACJA 2
AB C
AB 0
C 6 0
D 6 4
AB CD
AB 0
CD 0

trrj2rr) YR GYLA




Drzewa filogenetyczne: tworzenie drzewaralgomtmenipy =GV

ITERACJA 2
AB C D
AB 0
C 6 0
D 6 4 0
AB CD
AB 0
CD 6 0

d(AB,CuD) ={|C] / (IC| + |D])} - d(AB,C) + {ID| / (IC| + |D])} - d(AB,D) =

={1/(1+1)}-6+{1/(1+1)} - 6=6




Drzewa filogenetyczne: tworzenie drzewa algoern/imenmpEsiVin

ITERACJA 3
AB CD
AB 0
CD 6 0




Porownywanie sekwencji: tworzenie drzewaralgoyuneias sV
Cechy drzewa wyznaczonego algorytmem UPGMA:

"drzewo jest zawsze ukorzenione;

"catkowita dlugos¢ gatezi prowadzaca od korzenia do dowolnego liscia jest zawsze
taka sama;

catkowita dlugos¢ gatezi prowadzaca od dowolnego wezta do znajdujacych sie lisci
jest zawsze taka sama;

"drzewo jest ultrametryczne, czyli dla dowolnych trzech gatunkéow dwie najdiuzsze z
trzech dzielacych je odlegtosci sa sobie réowne (dla dowolnych trzech gatunkéw
dwa zawsze s3 blizej spokrewnione ze sobg niz z trzecim).

Wiasciwosci wynikaja z lezacego u podstaw metody
UPGMA zatozenia, moéwigcego ze zegar molekularny
»tyka” w jednakowym tempie dla wszystkich gatunkow.

d(A,B) < d(A,C) = d(B,C)

Jezeli rzeczywiste tempo mutacji réozni sie pomiedzy
gatunkami, wowczas topologia otrzymanego drzewa

moze byé¢ nieprawidtowa.




Drzewa filogenetyczne: tworzenie drzewaie
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