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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Sniegowskiej-Swierk
p.t.: ,Wybrane aspekty regulacji ekspresji genéw HVA1 i Srg6 w odpowiedzi na stres suszy
u jeczmienia zwyczajnego (Hordeum vulgare L.)”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy 80 stron, tacznie ze strong
tytutowa oraz spisem literatury i jest podzielona na 7 rozdziatéw. Dokumentacje stanowi 20
rycin i 9 tabel. Na spis literatury sktada sie 109 pozycji, nie wszystkie jednak s3 cytowane w
pracy, lub cytowane s3 nieprawidfowo, ale o tym w dalszej czesci. Co do struktury pracy nie
mam zasadniczych zastrzezen. Wydaje sie, ze zamieszczenie, zaraz po spisie tresci, streszczen
w jezyku polskim i angielskim jest stusznym zabiegiem, szczegélnie w przypadku gdy wstep do
pracy jest rownoczesnie przegladem literatury. Najczesciej w dysertacjach streszczenia
umieszcza sig na koricu jako jej podsumowanie, lecz w tym przypadku czytelnik otrzymuje od
razu kwintesencje pracy i wie czego moze sie spodziewac.

Pierwszy rozdziat rozprawy to liczacy 16 stron wstep. Stanowi on wprowadzenie do
tematu pracy i rozpoczyna sie od krétkiej charakterystyki jeczmienia zwyczajnego jako
gatunku, nastgpnie przechodzi do charakterystyki badanego zjawiska tzn. stresu suszy,
mechanizméw odpowiedzi roslin na ten stres, a w dalszej kolejnoéci do charakterystyki
badanych w pracy genéw. Wydzielono w nim réwniez podrozdziat opisujacy role cytoszkieletu
aktynowego w komérce, oraz kolejny dotyczacy identyfikacji eQTL.

Charakterystyka jeczmienia zwyczajnego zostata wykonana nader pobieznie. Uwazam,
ze dodatkowy krétki podrozdziat zawierajgcy podstawowe dane cytogenetyczne i genomiczne
jgczmienia bytby wskazany. Nie wydtuzytby nadmiernie pracy, a czytelnikowi interesujacemu
sig zjawiskiem suszy u innych gatunkéw pomdgt zrozumieé przyczyne, dla ktérej badania
ztozonych cech ilosciowych u jeczmienia s3 tak diugotrwate i skomplikowane. Podrozdziat
opisujgcy stres suszy uwazam za dobrze przygotowany. Jednak znajduje sie tam szereg
nieprecyzyjnych lub niezrozumiatych sformutowan. Chociazby stwierdzenie umieszczone na
poczatku podrozdziatu (str. 10), ze wspdtczesna wiedza na temat gospodarki wodnej: ,wydaje
sie by¢”, znacznie wigksza niz za czasdéw Arystotelesa. W kolejnych czesciach wstepu Autorka
dokonuje charakterystyki genéw badanych w pracy (HVA1, Srg6 i rodziny ADF) oraz opisuje
role cytoszkieletu aktynowego w komodrce. Kolejny podrozdzial, przy ktérym chciatbym
zatrzymac sie na chwile dotyczy mapowanie eQTL. Znalaztem w nim drobne niescistosci w
nomenklaturze, jak chociazby ttumaczenie angielskiego skrétu QTL: ,Quantitative Trait Locus”
jako ,loci cech ilosciowych”, podczas gdy prawidtowo powinno byé ,loci cechy ilosciowe]”. Tu



wazna uwaga, stowa pochodzace z jezyka facirskiego, jak np. loci, piszemy kursywa.
Dodatkowo chciatbym zauwaiy¢, ze Autorka nie wyjasnita znaczenia skrotu ,eQTL”.
Prawidtowa identyfikacja QTL, w tym eQTL, wymaga spetnienia szeregu kryteridw.
Najwazniejszymi z nich sg precyzyjne oznaczenie badanej cechy uwzgledniajgce odpowiednig
liczbe powtérzen i doktadno$¢ metody pomiaru, typ i liczebnosé ocenianej populacji oraz
liczbg markerow i gesto$¢ mapy genetycznej. Zgadzam sig z Autorka, ze jednym z wazniejszych
elementoéw wptywajacych na dokfadnoéé mapowania eQTL jest wybor populacji mapujgce;.
Wsrod motiliwych do wykorzystania typdw populacji mozna wymieni¢: RIL (rekombinacyjne
linie wsobne) (niektdrzy badacze uzywajg nazwy SSD), DH (podwojone haploidy), NIL (linie
bliskoizogeniczne), BC (mieszarice wsteczne), BIL (linie wsobne wyprowadzone z BC), IL (linie
introgresywne) oraz F2. Przyznaje jednak, ze nie znam takiego typu populacji mapujacej jak:
~rekombinowane szczepy wsobne” (str. 23). Dodatkowo pragne zauwazy¢, Ze nie jest
poprawnym zwrot ,metody eQTL". Ekspresyjne QTL to regiony chromosomowe, w ktérych
stwierdzamy zwigzek zmiennosci cechy, np. liczby kopii danego genu, i segregacji markerdéw
mapy genetycznej. Prawidtowe zatem s3 stwierdzenia: ,identyfikacja eQTL”, »Wykrywanie
eQTL”, ,mapowanie eQTL".

W omawianym rozdziale Doktorantka wykorzystata 68 pozycji literaturowych. W
cytowaniach prac wkradty sie jednak btedy. Na stronie 10 wykazano prace Motzo z 2001 roku
podczas gdy takiej pracy nie ma w spisie literatury, ale jest praca Motzo i in. (2001). Podobnie
zauwazono na str. 1113 prace: Rizza (2004) i Nguyen (1997), ktére prawdopodobnie powinny
mie¢ dopisek: ,i in.”, tak jak w bibliografii. A z drobnych uwag cytowana na str. 18 praca
Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki (2007) ma angielski spsjnik ,,and”.

W rozdziale drugim Autorka przedstawita gtéwny cel pracy, ktérym byto powiekszenie
wiedzy o mechanizmach regulujacych ekspresje dwéch wybranych genéw tolerancii suszy tj.,
HVALi5rg6. Poza nim wytyczyta sobie réwniez dwa cele szczegétowe: poszukiwanie sekwencji
DNA zwigzanych z regulacjg ekspresji badanych genéw w trakcie suszy dziatajgcej w réznych
fazach rozwojowych jeczmienia oraz weryfikacje hipotezy, 7e rearanzacja cytoszkieletu
aktynowego, jest elementem mechanizmu odpowiedzi na susze w komdrkach lisci jeczmienia
i prowadzi do uruchomienia ekspresji genu HVA1.

W rozdziale trzecim Doktorantka charakteryzuje materiat roslinny, uktad i warunki
prowadzonego doswiadczenia, metodyke okreslania profili ekspresji genow, zawartosci
aktyny, obserwacji mikroskopowych oraz mapowania eQTL i innych analiz statystycznych.
Wybor materiatu badawczego Autorka miata utatwiony, bo zostat on przetestowany wczesnie]
w badaniach pilotazowych. Opis doswiadczenia, w ktérym zastosowano stres suszy jest jednak
niepetny. Brakuje informacji w jakim okresie prowadzono doswiadczenie(a) (rok/lata), w ilu
powtdrzeniach wykonano doswiadczenie, ile roélin znajdowato sie w jednej doniczce
(wazonie)? W dalsze] czeéci tego rozdziatu opisana zostata metodyka analizy ekspresji genéw
z uzyciem komercyjnych zestawéw i udokumentowanych modyfikacji. Nastepnie
zaprezentowano protokoty przygotowania preparatow, sposob prowadzenia i analizy
obserwacji mikroskopowych. Zauwazytem, ze czesto w tekécie, w tym rdwniez w tytule
podrozdziatu 3.6 (str. 33), uiywany jest zwrot ,biatka aktyny”. Prositbym Doktorantke o



wyjasnienie. W konfcowe] czesci rozdziatu Autorka opisuje mapowanie eQTL i inne analizy
statystyczne. W opisie mapowania pojawia sie, poza wymieniang wczesniej i uzytg w
badaniach populacjg Maresi x Cam/B1/C1, populacja Georgia x Harmal, ktérej przeznaczenie
nie jest znane, poza tym, ze postuzyta do utworzenia ma py zintegrowanej. Zabrakto tu réwniez
krotkiego opisu stanu mapy genetyczne;j; liczby i rodzaju markerédw oraz gestoéci mapy. Nie
znalaztem réwniez informacji o tym czy strukturalne geny HVAL i Srg6 zostaty umieszczone na
mapie genetycznej. Miatbym dodatkowg sugestie dla Doktorantki, aby przed opublikowaniem
wynikdw dotyczacych identyfikacji eQTL przetestowaé inny program np. WinQTLCartographer
czy MapQTL, oraz uzupetni¢ metodyke o test zgodnoici rozktadu cechy z rozktadem
normalnym. W przypadku stosowania testéw parametrycznych do identyfikacji QTL, tak jak
ma to miejsce w niniejszej pracy, cecha powinna mieé rozktad zblizony do normalnego. W
przeciwnym wypadku nalezy zastosowaé test nieparametryczny np. Kruskala-Wallisa. W
rozdziale tym wykorzystano 12 prac innych autoréw, przy czym publikacji Bryan iin. (1999) nie
znalaztem w spisie literatury. Przedstawione w rozdziale metody opisane sg zasadniczo
klarownie i poza przedstawionymi wyzej drobnymi uwagami, uznaje za wyczerpujace.

Najwazniejszg cze$¢ dysertacji stanowi rozdziat czwarty, omawiajgcy wyniki uzyskane
w pracy. W pierwszej czesci opisu wynikéw zaprezentowano pomiar ekspresji gendw HVAL i
5rgé w dwoch fazach wegetacyjnych oraz identyfikacje eQTL dla oznaczonych uprzednio e-
cech. Pomiar wzglednej liczby kopii genu aktywowanego pod wptywem suszy byt poprzedzony
kazdorazowo oceng wzglednej zawartosci wody w lisciu (RWC). Liczba kopii genu HVA1 byta
zdecydowanie wyzsza w odmianie Maresi niz w rodzie Cam/B1/C1 w obu badanych fazach
rozwojowych roslin. Wsréd osobnikéw populacji mapujacej stwierdzono bardzo duzy zakres
zmiennosci, od linii, u ktérych transkryptu nie wykrywano (linie nr 18, 41, 47 w fazie siewki i
linie nr 2, 23, 24, 36, 52 w fazie liscia flagowego) do takich, w ktorych akumulacja transkryptu
przekraczata poziom referencyjnego rodzica kilkadziesigt razy i wiecej (np. linia 70 w obu
fazach rozwojowych). Inaczej przedstawiata sie sytuacja w przypadku oznaczern poziomu
ekspresji genu Srg6. Tu w fazie siewki stwierdzano wieksza akumulacje transkryptu w rodzie
Cam/B1/C1 niz w odmianie Maresi, lecz w liciu flagowym rdznic juz nie stwierdzano.
Zrdznicowanie liczby kopii genu Srgé w populacji mapujacej w obu fazach rozwojowych byto
widoczne. Domyslam sie, ze brak odczytéw w genotypie nr 9 wynika z faktu, ze jest to linia
usunigta z poczatkowej puli 100 linii populacji mapujgcej. Skoro tak, to nalezato jej nie
uwzgledniac w wynikach (ryciny 4-7). Oznaczono réwniez wspétczynniki korelacji miedzy
poziomami ekspresji gendw HVAL i Srg6 mierzonymi w obu fazach rozwojowych. To, ze zaden
ze wspofczynnikdw korelacji nie ma znaczenia praktycznego nie oznacza, ie nie nalezy
wskazac, ktore z nich sg istotne statystycznie (tab. 5).

W dalszej czedci pracy Autorka prezentuje wyniki mapowania eQTL. Badanymi e-
cechami byty ekspresja gendow HVA1 i Srgé oznaczone w dwdch fazach rozwojowych roslin
rosngcych w warunkach suszy. Identyfikacje eQTL, mozna przeprowadzi¢ na dwa sposoby.
Pierwszym z nich jest wykorzystanie populacji mapujacej, na osobnikach ktdrej oznaczono
ceche, a nastepnie korzystajgc z narzedzi bioinformatycznych wykonano klasyczng analize
sprzezeniowg. Drugim sposobem jest uzycie zestawu niespokrewnionych genotypow (np.



odmian, rodéw czy linii wsobnych), genotypowanie ich przy pomocy wybranych technologii
markerowych, a w dalszej kolejnosci przeprowadzenie mapowania asocjacyjnego. Z metodyki
nie wynika wtasciwie, czy wybrany zostat ten pierwszy sposob, cho¢ na taki wybér wskazuje
uzycie populacji biparentalnej. Moje zastanowienie budzi jednak wykorzystanie modutu
GWAS w programie Genstat, ktory jest stosowany w analizach mapowania asocjacyjnego. Na
poczatku chciatbym zauwaiyé, ze mapowanie eQTL metodg sprzezeniowg winno by¢
poprzedzone weryfikacjg rozktadu cechy, tu e-cechy, ktérej w pracy nie znalaztem. Jak
Doktorantka zauwazyta we wstepie, eQTL to region chromosomu, w ktérym stwierdza sie
zwigzek markeréw z cecha. Niezrozumiate jest zatem dlaczego opisujac wyniki mapowania
eQTL nie okresla regionu chromosomowego ani pozycji piku eQTL, a jedynie pozycje
markeréw, ktérym przypisuje miano eQTL. Spodziewatem sie raczej wynikéw opisanych jak
np. w pracy: Wang, J., Yu, H., Xie, W, Xing, Y., Yu, S., Xu, C., Li, X., Xiao, J. and Zhang, Q. (2010),
A global analysis of QTLs for expression variations in rice shoots at the early seedling stage.
The Plant Journal, 63: 1063-1074. doi:10.1111/j.1365-313X.2010.04303.x. Autorka przyjeta
jednak inng strategie. Wszystkie sekwencje SNP mapy genetycznej najpierw mapowano z
sekwencjami zgromadzonymi w bazach, po czym anotowano, a nastepnie w regionach eQTL
(nie wiadomo jednak o jakich regionach mowa, albowiem nie zostaty zaznaczone)
wytypowano najblizej sprzezone markery, niektére z opisang funkcjg. Takie podejscie
przypomina bardziej analize GWAM (ang. Genome-Wide Association Mapping) niz klasyczng
analizg sprzgzeniowa. Prawdopodobnie otrzymano by zblizone wyniki, gdyby do mapowania
eQTL zastosowac test nieparametryczny. Poniewaz tego nie zrobiono to zasadne pozostaje
pytanie jaka wtasciwie metode uzyto do identyfikacji eQTL dla ekspresji badanych genow
oznaczonej w osobnikach populacji mapujgcej mieszarica Maresi x Cam/B1/C1? Niestety w
tekécie zamiennie stosowane s3 pojecia: ,,eQTL” i ,marker” dla HVHVA1, C2P41, C3P23i 5880-
2547, co wprowadza chaos i niepotrzebne gmatwa i tak skomplikowany opis. Stwierdzenia,
Czgsto powtarzane w tej czgsci pracy, ze np.: ,,eQTL oznaczony na mapie jako np. C3P23 czyli
marker Bmag0692...”, nie sa poprawne. Proponowatbym raczej wprowadzi¢ inny system
kodowania dla eQTL i zamiast HVHVA1, C2P41, C3P23 i 5880-2547 wprowadzi¢ nowe nazwy
eQTL ekspresji gendw HVA1 i Srg6 np.: e_HVA1_1,e HVA1_2,e HVAl 3ie Srg6 1. Wtedy
markery zlokalizowane na mapie w regionie eQTL odpowiednio: HVHVA1, 4057-2114,
Bmag0692 i 5880-2547, bytyby, co podkreslam, prawdopodobnymi markerami sprzezonymi z
eQTL. Uzywam wyrazenia prawdopodobnie, dlatego ze gdyby Doktorantka dysponowata
precyzyjniejsza mapa o wielokrotnie wigkszej gestosci, ze srednig odlegtoscig pomiedzy
markerami wynoszaca np. 0,1 cM, to wynik identycznie przeprowadzonej analizy mégtby
wykazac inng pulg markeréw. Anotacja sekwencji tych markeréw i wykazanie, ze jest to
fragment genu o znanej funkcji nie uprawnia jednak to kategorycznych twierdzen o zwiazku
tych genow z regulacjg badanej cechy. Nadal pozostaje to w kregu prawdopodobieristwa.
Autorka wspomina w opisie wynikow o ustalonej pozycji chromosomowej genu HVA1, ale nie
umieszcza go na mapie genetycznej. Brak jest tez danych o lokalizacji genu Srg6. Nie pozwala
to na precyzyjne okreslenie czy mamy do czynienia z eQTL w fazie cis czy trans.



Charakterystyka wykrytych eQTL, obejmuje procentowa wartoé¢ obserwowanej
zmiennosci cechy pozostajacg pod jego kontrolg. Wartosci te sg rozne, zaleine od fazy
rozwojowe]j i mieszczg sie w zakresie od 4,8%, w przypadku HVHVA1 do 40% stwierdzanych
dla C3P23. Oznaczono takze efekty zidentyfikowanych eQTL. | tu kolejne niefortunne
sformutowania, z ktérych wynika, ze efekt eQTL byt oznaczany dla markera! Pomijam fakt, ze
brak jest wyjasnienia jaka miara jest ten efekt (np. 1,88 dla C3P23, str. 46). Podsumowujgc te
czgs¢ pracy, chciatbym zaznaczy¢, ze choé brakuje w niej usystematyzowania i stosowania
wtasciwego nazewnictwa to po odpowiednim przeredagowaniu uzyskane wyniki bedzie
mozna z powodzeniem opublikowaé w czasopiémie z IF.

W dalszej czesci rozdziatu zaprezentowano wyniki badari nad zmianami organizacji
filamentow aktynowych w tkankach niepoddanych i poddanych dziataniu suszy. Zastosowany
stres wpfywat na reorganizacje wtokien aktynowych w tkankach, w porownaniu do poziomu
optymalnego uwodnienia. Cienkie wtékna aktynowe odmiany Maresi, obserwowane w
komérkach migkiszu roslin niepoddanych stresowi suszy zniknety, a pojawily sie grubsze
wtokna tworzace gesta siec. W komdrkach epidermy widkna sg nieliczne bez okreslonej
konfiguracji. W komérkach miekiszowych rodu Cam/B1/C1 obserwowano liczne i
pofragmentowane pierscienie, a w komérkach epidermy liczne i grube wiékna aktynowe
utozone podtuznie. Zréznicowana akumulacja aktyny w roslinach poddanych dziataniu suszy i
rosngcych w warunkach optymalnego uwodnienia byta zwigzana z badanym genotypem. W
warunkach suszy, w tkankach rodu Cam/B1/C1, stwierdzono prawie 3. krotnie, a w tkankach
odmiany Maresi prawie 40. krotnie wigcej aktyny niz w uznanej za kontrole odmianie Maresi
rosnacej w warunkach optymalnego uwodnienia. Gdy na te wyniki natozymy oznaczenia
poziomu ekspresji genu AKT11 (gen ten koduje aktyne), ktéry ulega niewielkiej zmianie w
trakcie trwania suszy w rodzie Cam/B1/C1l a wzrasta w odmianie Maresi, otrzymamy
interesujgcy obraz. Cam/B1/C1 jako forma lepiej przystosowana do warunkéw suszy cechuje
sig wigkszg akumulacig filamentéw aktynowych w warunkach normalnego uwodnienia, ktére
prawdopodobnie nie muszg sig tak intensywnie reorganizowa¢ w warunkach spadku turgoru
jak wrazliwa odmiana Maresi. Cato$¢ uzupetniajg oznaczenia akumulacji transkryptu gendw
ADF1, ADF3, Srg6 i HVA1 badanych w tkankach odmiany Maresi i rodu Cam/B1/C1 wykonane
w 5 punktach czasowych trwania suszy. Na uwage zastuguje zréznicowanie ekspresji genu
HVA1 w odmianie wrazliwej Maresi, u ktérej wraz z wydtuzaniem czasu trwania suszy nastapit
kilkusetkrotny wzrost akumulacji transkryptu, podczas gdy w rodzie odpornym ten wzrost byt
tylko kilkudziesigciokrotny. Niezwykle waznych informacji dostarczyt eksperyment z
zastosowaniem latrunkuliny-B w tkankach lisci poddanych suszy, w ktérych mierzono poziom
wspomnianych wyzej gendw. Lat-B catkowicie zahamowata ekspresje genu HVAL, a nie
wptywata znaczgco na pozostate geny. Potwierdza to zwigzek ekspresji genu HVAl ze
zmianami w ukfadzie widkien aktynowych zachodzgcymi w trakcie suszy, sugerujgc, ze do
wywotania ekspresji tego genu konieczna jest rearanzacja cytoszkieletu aktynowego.

Inne uwagi do tego rozdziatu:

- w tabeli 4 uzyto zwrotu ,grupy jednorodnosci”, winno by¢ ,grupy jednorodne”,
- brak opisu osi Y na ryc. 4-7,



- W opisie ryciny 11 nieprawidtowy podpis; jest ,llustracja efektow eQTL sprzezonych z trzema
markerami dla poziomu ekspresji genu Srg6”, podczas gdy chodzi o jeden: 5880-2547.
- zgodnie z charakterystyka materiatu badawczego podanego w rozdziale ,Materiat i Metody”
Cam/B1/C1 jest rodem, a w opisie rozdziatu , Wyniki” odmiang.
- nalezy tez ujednolici¢ pisownie nazwy syryjskiego rodu (odmiany?). W rozdziale »Materiat i
Metody” pierwszy czton pisany jest mata literg, a w rozdziatach »~Wyniki” oraz , Dyskusja” duza.
W rozdziale 5 zaprezentowano dyskusje wynikéw. Konfrontacja wynikow wtasnych z
rezultatami innych autoréw zostata oparta o 40 pozycji literaturowych z tym, ze pracy Stone
(2014) nie ma w spisie literatury, jest za to praca Stone i in. (2014). Rozdziat ten nie budzi
moich wigkszych zastrzezeri, za wyijgtkiem rozwazan o eQTL. Dobrze, ze w opisie
zidentyfikowanych eQTL, Doktorantka jest juz ostrozniejsza i uznaje ze otrzymane eQTL s3
prawdopodobne. Niezrozumiate jest dla mnie jednak, jak z jedynie prawdopodobnego
wskazania ubikwityny E1.3 jako markera eQTL - 5880-2547, Autorka we wniosku nr 7 wywodzi,
ze: "... eQTL warunkujace zmiane ekspresji genéw HVA1 i Srg6 posrednio wskazujg na
powigzanie Sciezki sygnatowej dla suszy z hormonami (kwas jasmonowy, auksyny)”. Z tego
whniosku zrezygnowatbym. Propozycje takiego szlaku zaleznosci przedstawiono w dyskusji i
dobrze, bo to jest wtasciwe miejsce na stawianie hipotez. Wnioski powinny wyptywac z pracy
i by¢ bardzo dobrze udokumentowane. Z tego tez powodu nie umiescitbym we wniosku nr 3
cytowania pracy Wojcik-Jagta i in. (2012), a we wniosku nr 6 bytbym ostrozniejszy i dodat: ...
prawdopodobnie wigze sie z aktywnoscig cyklu ubikwitynacji”.

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiong do recenzji rozprawe mgr inz. Katarzyny Sniegowskiej-Swierk oceniam
w catosci pozytywnie. Uwazam, e wnosi ona nowe, oryginalne dane uzupetniajgce nasza
wiedzg o zaangazowaniu gendw HVA1L i Srgé w odpowiedzi na stres suszy, o potencjalnych
eQTL zwigzanych z ekspresjg genéw HVAL i Srg6, oraz o tym ze zmiana organizacji
cytoszkieletu aktynowego zachodzaca w odpowiedzi na stres suszy, prowadzi do
uruchomienia ekspresji genu HVA1. Pomimo szeregu niedoskonatoéci i braku precyzji wyniki
zawarte w rozprawie wnoszg wiele cennych informacji stanowigc baze do dalszych
pogtebionych hadan.

Stwierdzam, Ze niniejsze opracowanie spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr65, poz. 595 ze zmianami).

Whnoszg do Rady Wydziatu Biotechnologii i Ogrodnictwa Uniwersytetu Rolniczego w
Krakowie o przyjecie pracy i dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

oz ». e
Yarsed Mcl(ﬂ oamk.



