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Sumario Geral

Este relatdrio € referente as atividades realizadas durante meu estdgio de doutorando
em Victoria, BC, Canad4, desenvolvidas entre mar¢co de 2004 e marco de 2005. O intuito
principal do projeto foi o de participar diretamente em atividades de pesquisa sobre genética
populacional de peixes migratérios canadenses (principalmente salmonideos), visando um
treinamento eficiente para a aplicag@o prética desses conhecimentos em medidas concretas de
manejo e conservacdo da diversidade genética. As abordagens, técnicas, metodologias e
andlises utilizadas naquele pais poderdo ser de grande valia para questdes especificas
brasileiras.

A contrapartida estrangeira do estidgio foi viabilizada pela organizacdo ndo-
governamental World Fisheries Trust (WFT), com a orientacdo executiva/logistica geral do
Dr. Joachim Carolsfeld. Através da coordenacdo do WFT, fui alocado no laboratério do Dr.
Ben F. Koop (Departamento de Biologia da Universidade de Victoria - University of Victoria),
onde tem sido desenvolvido, entre outros, o projeto G.R.A.S.P (Genomic Research in the
Atlantic Salmon Project), um projeto de cooperacdo internacional entre Japao, Dinamarca e
Canad4. Neste laboratério realizei todas minhas atividades sob orientacdo direta do Dr. R. John
Nelson da Universidade de Victoria, com co-orientacdo do Dr. Chris Wood (Pacific Biological
Station - Department of Fisheries and Oceans, Nanaimo, BC).

Em virtude de dificuldades na obtengcdo de um tamanho amostral satisfatério para
andlise populacional, logo nos primeiros dias de estigio, foi decidida a alteracdo do projeto
relativo a proposta original submetida para apreciacio do comité de Genética do CNPq
(Genetic Analysis of Coastal Sockeye). Tendo em vista o objetivo central de execugdo de
projetos que proporcionassem treinamento e familiarizacdo efetivos com técnicas de ampla
aplicagdo pratica, foi sugerido um novo projeto e a colaboragdo em outros trés:

-Anélise genética de estoques utilizados para repovoamentos de truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss); projeto principal executado por mim, detalhado neste relatério;

-Distin¢do genética de alevinos de formas anddromas e formas exclusivas de dgua doce
do salmdo vermelho — sockeye - (Oncorhynchus nerka) através de RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) em genes mitocondriais;

-Anélise genética de populagcdes de esturjao branco (Acipenser transmontanus)
isoladas, por meio de RFLP de genes mitocondriais; e

-Estrutura genética populacional do peixe solha-estrelado-do-pacifico — Starry
Flounder - (Platichthys stellatus), inferida através do uso de microssatélites.

A seguir, € apresentado o relatdrio técnico sobre a execugdo do projeto principal, no
qual fui o principal investigador e que se encontra em fase de preparacdo para publicacdo em
revista especializada internacional de gerenciamento da pesca. A descricdo das atividades dos
outros trés projetos no qual me envolvi, ndo estdo incluidas neste relatério e poderdo ser
enviadas ao comité de Genética mediante solicitagao.

As técnicas, abordagens e andlises empregadas nesses projetos sdo de alta relevancia e
aplicabilidade na questio particular dos peixes migratorios do rio Grande, MG, que se
encontram sob um regime de isolamento por barragens hidrelétricas e que sofrem medidas de
peixamentos, sem ser levado em conta critérios genético-populacionais.
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Belo Horizonte, 19 de maio, 2005 Gabriel de Menezes Yazbeck
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Analise genética de estoques procriadores utilizados para
repovoamentos de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) na Columbia
Britanica, Canada

1 Introducao
Durante os dltimos dez anos, quase 1300 pequenos lagos (<1000ha) sofreram peixamentos de

truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss - Walbaum, 1792), constituindo uma parte importante do esfor¢o
de pesca com linha e anzol na provincia da Columbia Britanica, Canada (FFSBC, 2004). Esses lagos
devem ser repovoados recorrentemente, ano apds ano, por causa das altas taxas de mortalidade que
incidem nas populacdes durante o inverno e/ou por que esses lagos ndo fornecem ambientes propicios
a reproducio, nidificacdo ou desenvolvimento desses peixes. Essa pratica tem como objetivo principal
fornecer ampla oportunidade de pesca esportiva e ndo tem como meta gerar populagdes auto-
suficientes nem substituir os peixes selvagens. Para que esse programa seja bem sucedido, os peixes
devem sobreviver até atingirem um tamanho limite para a captura (Allendorf e Ryman, 1987) e devem
ter caracteristicas comportamentais e de historia de vida, adequadas a esse sistema de pesca “pde e
tira”. Como essas caracteristicas tém um importante componente genético (e.g.: @verli et al., 2002; ) é
desejavel que as caracteristicas genético-populacionias de populag¢des utilizadas como estoques de
procriacdo sejam mantidas.

Populacdes utilizadas em programas de pisciculturas ou de repovoamento devem ser fundadas a
partir de um niimero suficientemente grande de individuos (Allendorf € Ryman, 1987) a fim de evitar-
se uma redugdo importante no tamanho efetivo da populacdo (N.). Populagdes grandes fundadas a
partir de grupos pequenos ou com contribuicdo desigual de progenitores podem exibir um N, baixo
(Briescoe et al, 1992). Baixos tamanhos efetivos populacionais sdo provavelmente uma das mais
importantes causas da perda de variabilidade genética, em funcido da deriva genética (Frankham,
1996). A variabilidade genética é a base de grande parte de toda variacio biolgica. E a variabilidade
genética que permite que populacdes submetidas a mudangas ambientais respondam as pressodes
ecolégicas no sentido contrdrio a reducdo populacional e a extingdo local. A manutengdo da
variabilidade intra e interpopulacional deve ser uma meta de todos os programas de conservacgio e
manejo de salmonideos (Wang et al., 2002).

Um programa de piscicultura bem planejado deve evitar uma grande quantidade de mudanca
genética associada ao nimero limitado de procriadores. Entretanto, apenas através de um programa de
monitoramento € possivel verificar se estas mudangas estdo ocorrendo. O monitoramento da
variabilidade molecular de marcadores neutros e de caracteristicas adaptativas, tais como dados
morfoldgicos e/ou de histéria de vida, sdo importantes para essa finalidade (Allendorf e Ryman,
1987). No passado, marcadores de isoenzimas foram amplamente aplicados nessa tarefa e se

mostraram eficientes na deteccao de perda de variabilidade genética em populacdes de pisciculturas
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em comparacdo a sua populacio (Ryman e Stahl, 1980). Porém, estes marcadores necessitam,

geralmente, da aplicacdo de uma grande quantidade de loci isoenzimaticos (segundo Allendorf e
Ryman, 1987, até 60 loci). Os marcadores nucleares de microssatélites tém a vantagem de serem, em
geral, altamente polimoérficos e, portanto, permitem a utilizagdo de um menor nimero de loci génicos
(Kalinowski, 2002). Estes marcadores ja foram aplicados com sucesso na determinagdo da perda de
variabilidade genética entre populacdes selvagens fundadoras e estoques de piscicultura de
salmonideos (Hansen et al, 2000). Os efeitos genéticos da formagdo de estoques a partir de
pisciculturas tem sido documentados em vdrias espécies de peixes e tem sido demonstrado que mesmo
em estoques formados a partir de 100 individuos de pisciculturas, quase nenhuma populagdo pode
absorver mais de 45% de contribuicio desses individuos sem sofrer uma queda drdstica e
potencialmente perigosa da variabilidade genética (Taniguchi, 2003).

McCuster et al, (2000) realizaram um levantamento da variacio do DNA mitocondrial
(mtDNA) através da drea de distribuic@o geogréfica original da truta arco-iris, que vai desde o pacifico
leste e costa da Califérnia, até a peninsula Kamchatkam, no leste da Sibéria. Nesse estudo eles
reforcam a hipétese que atribui a Califérnia, o centro de origem da espécie, dado que este local
apresenta a maior variabilidade de haplétipos mitocondriais e morfoldgica através das bacias e mesmo
dentro de bacias.

A espécie tem sido descrita como sendo formada por até quatro subespécies, O. m. irideus
(forma costeira) e O. m. gaidineri (forma “redband”), ambas encontradas na costa oeste da América
do Norte; e O. m. mykiss (forma Kamchatkan), do leste da Sibéria e uma quarta possivel subespécie no
rio Athabasca em Alberta, Canadd (a forma Athabascan), O. m subspp. (Behnke, 1992). Essa
classificac@o se baseou em diferencas morfoldgicas e pela andlise isoenzimdtica (Behnke, 1992, Carl
et al., 1994). Porém, a classificagdo em forma “redband” e forma costeira tem sido questionada pela
falta de verificacdo de reciprocidade monofilética entre as duas formas (McCuster et al., 2000). A
espécie conta ainda, com formas anddromas (que realizam migrag@o entre o local de nascimento, nos
leitos de rios de dgua doce até o oceano, onde sofrem maturagdo antes de retornarem aos rios no
continente), conhecidas como “steelhead”, e formas residentes (“landlocked”), que vivem
exclusivamente em dgua doce, em rios e lagos.

Os estudos de McCuster et al., (2000), também apontaram locais potenciais de refigios durante
as ultimas glaciacdes do final do pleistoceno (entre 16.000 e 10.000 anos atrds), que teriam servido
como fontes regionais de recolonizagdo, quando da retragdo das geleiras glaciais: o rio Columbia, na
costa oeste da América do Norte e rios nas ilhas Rainha Charlotte, ao norte da costa da Columbia
Britanica. Isso se baseia na diversidade haplotipica encontrada nessas regides, ainda que a espécie
deva ter persistido também ao longo da costa dos estados de Washington, Oregon e Califérnia, nos
Estados Unidos. Esses autores ndo confirmaram a existéncia de diferencas nas freqiiéncias

haplotipicas no mtDNA da forma costeira/Kamchatkan com a forma Athabascan.
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2 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia das praticas de pisciculturas da
provincia da Columbia Britanica, Canad4, na manutenc¢do da variacdo genética neutra em estoques
procriadores (matrizes), através do uso de marcadores de microssatélites, em truta arco-iris (O.
mykiss), utilizados para a pratica de peixamentos. O programa de pisciculturas da provincia envolve
uma retirada regular (e.g. trés em trés anos) de um nimero limitado de individuos procriadores
selvagens de trés populacdes fundadoras (geralmente 50 machos e 50 fémeas em cada populacgio):
lago Pennask, lago Tzenzaicut e rio Blackwater. Os peixes sdo mantidos confinados até a maturagao
sexual, quando sdo promovidos cruzamentos. A geracdo F; € entio realocada em alguns lagos de
procriacdo. Posteriormente, nesses lagos, uma grande quantidade de peixes F,; € cruzada e os alevinos
F, sdo distribuidos em de centenas de lagos por toda a provincia (por meio de caminhdes tanque e
helicépteros), onde se desenvolvem. Nessa prdtica, ha a possibilidade de um erro amostral
significativo (deriva genética), associado ao uso de um nimero limitado de fundadores para a
producdo de um numero grande de peixes. NOs comparamos amostras da geracdo F; usada para
procriagdo com amostras das trés populacdes selvagens originais, usando técnicas moleculares para
caracterizar variagdo molecular genética neutra.

Um objetivo secunddrio deste trabalho foi determinar a origem genética de uma populagdo de
reproducdo natural (animais ndo-marcados) encontrada em um dos lagos de procriacdo (lago Premier).
Os lagos de procriagdo tém suas saidas e entradas de dgua isoladas por meio de telas e animais
procriadores sdo removidos por meio de armadilhas, a fim de se evitar a livre reproducdo da Truta
arco-iris nesses lagos. Ainda que animais F; sejam marcados nos lagos de procria¢do para controle e
identificacdo posterior, um nimero grande de animais ndo-marcados é capturado durante as coletas
que precedem os peixamentos em outros lagos e tem sido assumido que estes peixes sdo oriundos da
reproducdo de animais ndo-marcados. O desconhecimento da fonte original destes animais ndo
marcados tem sido considerado um problema, pois a inclusdo de peixes ndo-marcados nos grupos
procriadores pode significativamente reduzir a eficiéncia das coletas para formacao desses estoques,
dependendo de sua origem. No entanto, ndo estd claro se estes animais representam a prole dos peixes
de peixamentos recentes (i.e. peixes oriundos dos estoques fundadores desejados) ou se sdo resultado
da reproducdo de peixes de origem histdrica nesses lagos (de origem mista e nao desejaveis).

Este estudo se limita em avaliar as préticas de culturas utilizadas exclusivamente para o sistema
“pde e tira” de pesca na provincia da Columbia Britanica, Canadd. Entretanto, os resultados
demonstram a utilidade da incorpora¢do do monitoramento genético em programas de pisciculturas,
além de uma ampla gama de aplicacdes em estoques de peixes usados com a intenc¢do da formacao de

populagdes de grandes tamanhos efetivos populacionais.
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3 Material e Métodos

3.1 Coleta de amostras
Nos focalizamos nosso estudo em tré€s populagdes selvagens de truta arco-iris e vdrias

populacdes de lagos de procriagdo da Columbia Britinica que sdo regularmente estocados com prole
F, dessas trés populagdes (Tabela 1). As populacdes do lago Tzenzaicut, lago Pennask e do rio
Blackwater foram selecionados pelo programa provincial de pisciculturas por serem considerados
sistemas que possuem populacdes sauddveis de truta arco-iris com caracteristicas desejdveis para a
pesca esportiva. Essas populacdes sdao consideradas como sendo selvagens e, fora a remocao de peixes
para a formacdo de estoques procriadores, ndo sofreram peixamentos ou impactos ambientais por

operagdes de cultura de peixes.

Tabela 1: Amostras populacionais de truta arco-iris, ano, origem e tamanho amostral (N).

~ P Ano de Coleta .
Populacao Cadigo da amostra Origem N
Lago Pennask Pn/PnL 1999 Selvagem 100
Rio Blackwater BI/BIR 1999 Selvagem 48
Blackwater noLago Genier Bl/GeL 1999 Estoq}le fi © 100
procriacao
Blackwater no Lago BIl/DgL 1999 Estoq}le fle 100
Dragon procriagao
Pennask no Lago Premier Pn/PrL1 1999 Estoq}le fle 100
1) procriagio
Lago Premier 1 Pr/PrL1 1999 Nao-marcados 100
Pennask no Lago Beaver Pn/BeL. 1999 Estoq}le fl © 100
procriagao
Tzenzaicut no Lago Tz/DgL 1999 Estoq}le fle 95
Dragon procriacao
Escamas - LagoPremier PrSc 1987 “A.m(,)s.t ra” 91
historica
Lago Tzenzaicut T2/TzL 1999 Selvagem 95
Pennask no lago Premier Pn/PrL.2 Estoque de
2003 - 48
Lake 2 procriagdo
Lago Premier (2) Pr/PrL.2 2003 Nao-marcados 48
TOTAL 1025
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O lago Pennask é um sistema de monocultura (ndo possui outras espécies de peixes) de baixa

produtividade. As trutas do lago Pennask forrageiam preferencialmente na coluna d’4dgua (nect6nicos)
e tém uma dieta preferencial de invertebrados. As trutas do lago Tzenzaicut t€m um comportamento
de forrageamento similar as do lago Pennask, porém sdo preferencialmente piscivoras e dividem o
lago com outras espécies de peixes. O rio Blackwater é um sistema de tamanho médio, que conta com
indmeras areas amplas e rasas e com um grande nimero de espécies de peixes. As trutas desse rio sdo
forrageadoras agressivas e adotam a dieta piscivora em um estigio precoce de seu desenvolvimento.
Todas essas populagdes podem ser diferenciadas com base em padrdes de coloracdo e manchas, bem
como através de medidas morfoldgicas.

Amostras de tecido foram coletadas em um total de 12 amostras populacionais (algumas
populagdes foram amostradas duas vezes, ver Tabela 1). Além das trés populacdes selvagens, foram
amostradas quatro populagdes dos lagos de procriagdo associados (lago Genier, lago Dragon, lago
Beaver e duas coletas no lago Premier — Tabela 1) e as duas amostras populacionais de animais nao-
marcados do lago Premier. Além disso, foi analisada uma amostra populacional “histérica” do lago
Premier a partir de escamas secas de peixes. A Figura 1 ilustra a relagdo entre as populagdes selvagens
e os lagos de estoques procriadores analisados.

As coletas de tecidos foram realizadas exclusivamente em individuos adultos capturados durante
as coletas para as pisciculturas de procriacdo tanto através de redes, como através de linha e anzol.
Uma pequena por¢do de nadadeira foi removida e imediatamente colocada em etanol 95% em tubos

individualizados e mantidos assim até a extragdo de DNA, exceto as amostras histdricas.

3.2 Extracio de DNA
O DNA de cada individuo foi extraido a partir de pequenos pedagos (aproximadamente 250

mm2) de nadadeira (ou escamas secas para a amostra histérica), através do método Chelex-proteinase
K. As amostras foram colocadas em placas de 96 pocos, cada um com 200ul de tampédo contendo 5%
de resina chelex, 0,1% de Tween-20. Entdo eram adicionados 2ul de Proteinase K (10mg/ml) e a placa
era levada para um termociclador onde era aquecida a 60°C por 15 minutos e entdo, a 95°C por 5
minutos. Apds esses passos a placa era incubada em freezer -20°C até o dia seguinte. Esse método foi
realizado de acordo com o protocolo descrito em Nelson et al., 1998 e possibilita a extragdo de um
grande nimero de individuos de maneira rapida, direta e relativamente barata. Para a realizacdo da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), eram utilizadas, invariavelmente, diluicdes de 1/10 desse

estoque de DNA.

3.3 PCR e eletroforese
Foram amplificados cinco loci de microssatélites em cada um dos 1025 individuos analisados:

quatro eram microssatélites de repeticdes de tetranucleotideos - OTS 103 (Small et al., 1998), OTS 4
8
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(Banks et al., 1999), OTS 100 (Nelson and Becham, 1999) e 9D2 (Smith ef al., 1998) - e um, de

repeticdes de dinucleotideos - Omy 77 (McConnell et al, 1995). As Reagdes em Cadeia da
Polimerase (PCR) foram realizadas em placas de 96 pocos (microtitier), em um termociclador MJ
PTC-100 (MJ Research). As reagdes de PCR tinham um volume total de 12,5 pl, continham 10 pmol
(0.4uM) de cada iniciador (primer), 80uM de cada um dos quatro deoxinucleotideos trifosfatados, 20
mM Tris-HCI pH 8.8; 2mM Mg SO,4, 100mM KCl,; 0,1% TritonX-100, 10mM (NH4)SO4 e 0,2ul de
Taq polimerase Hot-satart (Quiagen). Os ciclos de temperaturas foram precedidos por incubagdo de
desnaturacdo de 15 min a 95°. Os ciclos de amplificacdo foram 30 segundos a 94°C (desnaturagao) 30
segundos a X °C (anelamento — onde X € a temperatura especifica de cada par de iniciadores, ver
Tabela 2) e 30 segundos a 72°C (extensdo), por 30 ciclos, quando entdo as amostras eram refrigeradas
a4°C.

Os alelos dos microssatélites foram fracionados por tamanho, em géis de poliacrilamida ndo
desnaturantes contendo uma razdo de 19:1 de acrilamida para bis-acrilamida. Os géis foram
preparados em tampao TAE 2X concentrado (Maniatis et al.,, 1982) e montados em placas de vidro
com 17 cm de largura por 14,5 cm. A Tabela 2 mostra as concentracdes dos géis para cada par de
iniciadores. Os géis foram colocados em cubas verticais contento TAE 2X e submetidos a um campo
elétrico de 70V por 15 horas. Apds a corrida, os géis foram corados com 0.5 pg/ml de brometo de
etideo e fotografados sob luz ultra-violeta em sistema de fotodocumentacdo digital (Eagle-Eye II).
Cada gel incluiu trés canaletas com marcadores de 20 pares de base (bp) (GenSura, Laboratérios Inc.)
para criar uma grade de tamanho molecular pela qual foram estimados os tamanhos dos alelos de
microsatellites amplificados, juntamente com 24 amostras de individuos de truta arco-iris € um
controle negativo da reacdo. Varios individuos foram analisados mais de uma vez a fim de se ganhar
uma estimativa da precisdo da tipagem dos alelos por tamanho. As imagens digitais dos géis foram
analisadas com o programa Intelligent Quantifier (Millipore Corp.). A partir dos tamanhos das bandas
observadas e medidas com o programa de andlise de géis, foram criadas classes (bins) alélicas,
segundo metodologia descrita em Small et al., (1998).

Tabela 2: Temperaturas de anelamento e concentracdo dos géis de poliacrilamida

utilizados para cada par de iniciadores.

Iniciadores (primers) Temperatura de Anelamento Concentracao do gel
OTS 103 47°C 12%
OTS 100 56°C 8%
OTS 4 63°C 10%
Omy 77 58°C 10%
oD2 52°C 8%
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3.4 Analises estatisticas
Desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foram testados para cada populagdo através

de teste exato (Guo e Thompson, 1992) com o uso do programa Genepop 3.3 (Raymond e Rousset
1995), sendo os niveis de significancia estatistica ajustados através de uma correcdo seqiiencial de
Bonferroni (o/nimero de loci = 0.01) (Rice, 1989). Para avaliar-se a eficiéncia da manutencdo da
variabilidade molecular neutra nos estoques de procriagcdo foi calculada a divergéncia genética entre
pares de populacdes, utilizando-se valores de Fy, par-a-par, através do estimador de Weir e Cockerham
(1984). A significancia destes valores foi testada por meio de procedimentos de permutacdo
utilizando-se o programa Arlequin versdo 2.000 (Schneider et al., 1997). Fy ¢ uma medida da variagdo
distribuida entre populacdes, que reflete o grau de estruturacdo genética populacional.
Complementarmente a essa andlise realizamos um teste de diferenciacdo de freqiiéncias genotipicas
entre pares de populacdes no Genepop. Através do programa Arlequin, também realizamos uma
andlise hierdrquica de varidncia molecular (AMOVA — Excoffier et al., 1992), formando grupos de
populagdes entre estoques selvagens e estoques de procriacdo associados. Foi calculada a distancia de
corda de Cavalli-Sforza e Edwards (1967) a fim de se construir uma arvore de similaridade, pelo
método de Neighbour Joining, através do consenso de 100 réplicas bootsrap, utilizando-se programas
do pacote Phylip (Felsenstein, 1989). A arvore resultante foi visualizada por meio do programa
TreeView (Page, 1996).

Para se ter uma medida de variabilidade intrapopulacional, o niimero de alelos (riqueza alélica)
encontrado nas populacdes selvagens e de procriacdo foram calculados por meio de um estimator
Jjackknife (reamostrando-se individuos), de forma que um intervalo de confianca de 95% pudesse ser
construido e plotado em um grafico. Isso permite a comparagdo visual, com confiabilidade estatistica,
das riquezas alélicas. Para isto, nds empregamos o programa EstimateS (Cowell, 2000), com
modificagdes. Na avaliacdo da origem da populagdo nao-marcada do lago Premier, utilizamos o

programa GMA (Genetic Mixture Analysis) de andlise de estoques mistos — Kalinowski, (2003).

Beaver
Dragon

-

Figura 1: Diagrama esquematico ilustrando a relagdo das populagcdes selvagens (em
cinza) e os lagos de estoques procriadores (em branco).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Amplificacoes

T HPFF“FPHHHHrrTHﬂHHHNuHm- . ot e

Fararapapmpapmrepay

Figura 2: Exemplos de perfis de amplifica¢do de cada um dos cinco loci de microssatélites analisados:
a) OTS 013, b) 9D2, c¢) OTS 100, d) Omy 77 e ) OTS 4. A banda forte nas canaletas dos extremos e
do centro (ladder - marcadores de tamanho de fragmento com intervalos de 20pb) equivale a 200pb.
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A Figura 2 mostra exemplos de amplifica¢des dos loci de microssatélites utilizados nesse
estudo populacional. Todos iniciadores revelaram loci polimdrficos em todas amostras populacionais
analisadas. O locus com o menor nimero de alelos encontrado foi OTS 4, sendo observados apenas
cinco alelos diferentes dentre os 1025 individuos analisados. O locus com o maior nimero de alelos
foi 9D2, com 29 alelos observados. A média observada de ntiimero de alelos por locus foi 12
(dpx9,87). O desvio padrdo evidencia a grande variabilidade interlocus no nimero de alelos, o que
indica a importancia de se analisar multiplos loci ao mesmo tempo, para melhores estimativas da
variabilidade genética populacional. Os fragmentos amplificados ficaram entre cerca de 220pb e 80pb.

Steven Kalinowski, no entanto, discutiu detalhadamente em dois artigos (Kalinowiski, 2002 e
Kalinowski 2004) a influéncia do nimero de marcadores e do nimero de alelos por marcador, nas
estimativas de quatro medidas de distincia e diferencia¢do genética muito utilizadas, entre elas, duas
aplicadas em nosso estudo, os estimadores de estatistica F desenvolvidos por Weir e Cockerham
(1984) e a distancia de corda de Cavalli-Sforza e Edwards (1967), além de medidas de andlise de
estoques mistos (também aplicadas aqui). As conclusdes daquele autor, que se valeu de simula¢des em
computadores para realizar uma avaliacdo analitica dos coeficientes de variacdo e dos erros
quadraticos esperados, demonstram que o fator preponderante na precisdo e verossimilhanca das
estimativas é o nimero independente de alelos analisados, que € medido pelo somatério do nimero
total de alelos em cada locus analisado, menos 1. Isso significa que, em regra geral, 12 loci com 2
alelos cada um tém, em média, o mesmo coeficiente de variagdo que dois loci com 12 alelos cada.
Fatores como a adi¢do de loci s6 se tornam importantes quando a diferenciagdo genética entre as
populagdes € realmente pequena. Este trabalho conta com 59 alelos independentes segregando em 5
loci, e, baseado nos estudos de Kalinowski, consideramos esse nimero apropriado para a deteccdo da
variabilidade genética das populagdes estudadas. Mais a frente é feita uma comparacdo do nimero
absoluto de alelos observados e do niimero de alelos estimados por meio de procedimento jackknife de

reamostragem.

4.2 Teste exato de desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)

A Tabela 2 mostra os resultados para o teste de desvios das freqiiéncias alélicas do EHW. Dois
dos loci testados mostraram um grande nimero de populacdes fora do EHW. No locus Omy 77, oito
das 12 amostras populacionais desviaram do equilibrio (p<0,01; a=0,05/Njei). No locus OTS 4, 11 de
12 amostras também ndo estavam em EHW. Os loci OTS 103 e 9D2 tiveram o maior nimero de
populagdes seguindo o EHW (11 e nove respectivamente). A populacio selvagem do rio Blackwater
(BI/BIR) foi a dnica amostra populacional que exibiu EHW consistentemente, entre todos os cinco
loci analisados (p=0,36). Na populacdo de procriag¢do oriunda de Blackwater no lago Genier (B1/GeL),
apenas o locus OTS 4 desviou do EHW (p<0,01), sugerindo a auséncia de diferenciacdo importante
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entre este par de estoques selvagem e estoque de procriacdo associado. O locus mais polimoérfico —
9D2 — desviou do EHW em apenas trés das 12 amostras (Pr/PrL.1, Pr/PrL2 e Pn/PrL2). A primeira
amostra dos animais ndo-marcados capturados no lago Premier (Pr/PrL1) foi a dnica amostra
populacional com apenas 1 locus sob EHW, seguido pela segunda amostra de animais ndo-marcados
desse lago (Pr/PrL2) e pela populacdo selvagem do lago Pennask (Pn/PnL), cada uma com apenas dois

loci sob EHW. De 60 comparacdes possiveis locus vs populagdes, 35 seguiam o EHW.

Tabela 2: Valores exatos de probabilidade de desvios do Equilibrio de Hardy-Weinberg. Valores em
negrito sdo ndo-significativos a 1% de probabilidade (0,05/Nj), i.e., indicam que ndo houve desvio
do Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

Populagiio oD2 Omy77 OTS100 OTS103 OTS4 IT;‘;?OS
Pn/PnL 0,086 0.000 0723 0.003 0.000 0.000
BUBIR 0.693 0,072 0.290 1 0.286 0.361
BI/GeL 0.498 0.060 0.336 1 0.000 0.002
BI/DgL 0.795 0.000 0.832 1 0.000 0.000
Pn/PrL1 0.038 0.000 0.002 0,718 0.000 0.000
Pr/PrL1 0.001 0.000 0,038 0.000 0.000 0.000
Pr/Bel. 0.626 0.003 0.570 0,293 0.000 0.000
Pn/PrL2 0.000 0,052 0.111 0.665 0.000 0.000
Pr/PrL2 0.000 0.000 0.119 0.422 0.000 0.000
PrSc 0.575 0.000 0,031 0.327 0.000 0.000
Tz/DglL 0.044 0.000 0.324 0.106 0.000 0.000
T2/TzL 0.653 0,057 0.562 1 0.000 0.000

Os resultados dos testes exatos mostram que as duas amostragens dos animais ndo-marcados
(Pr/PrL1 e Pr/PrL2) do lago Premier constituem a popula¢do com maior nimero de loci fora do EHW.
Esse lago comecou a sofrer introduc¢do dos animais capturados no lago Pennask em 1990 (FFSBC,
2004). Na amostra histérica, pré-programa de procriacio, apenas dois loci estavam fora do EHW. Essa
¢ uma evidéncia que pode apontar para uma natureza mista do atual estoque nao-marcado (estoque
residente ndo-marcado com o estoque de procriagdo marcado neste lago).

O fato da populacdo selvagem do rio Blackwater indicar que todos os loci analisados estdao
seguindo as freqii€ncias esperadas sob EHW indica que esta populagdo se encontra livre de processos
microevolutivos nos loci analisados (migracéo, sele¢do, acasalamentos ndo-casuais e, principalmente,
deriva genética), ou que dois ou mais destes processos estdo atuando de forma a anularem-se
mutuamente (e.g. equilibrio migracao/deriva, sele¢do/migracdo). O ndo desvio do EHW deve indicar
que essa populacdo tem um grande tamanho efetivo populaconal (N.) e, portanto, constitui uma
populagdo indicada para a prética de formacdo de estoques procriadores. O baixo nimero de desvios
(dois loci) nos estoques de procriagdo associados a essa populagcdo (Bl/GeL e BI/DgL) corroboram

essa hipotese.
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4.3 Nimero de alelos
A riqueza alélica foi estimada através do método de reamostragem estatistica jackknife.

Através destes valores e de seus erros padrdo associados, foram calculados intervalos de confianca de
95%. Os graficos resultantes podem ser visualizados na Figura 3. Pares de populacdes onde um dos
limites de confianca sobrepde-se com o valor estimado de riqueza alélica da outra, indicam auséncia
de diferenca estatistica. Loci mais polimoérficos, também tiveram estimativas mais varidveis de riqueza
alélica entre populagdes. No locus 9D2, o grupo Blackwater (BI/BIR, Bl/GeL e BI/DgL), o grupo
Tzenzaicut (Tz/TzL e Tz/DgL) e o grupo Premier (amostras ndo-marcadas) mostraram o mesmo
nimero de alelos. A mesma tendéncia foi encontrada para o grupo Tzenzaicut no locus Omy 77. Em
alguns casos, a populacdo selvagem fonte pode exibir um ndmero menor de alelos do que as
populacdes procriadoras associadas, como no grupo Pennask (Pn/PnL, Pn/Bel., Pn/PrLL1 e Pn/PrL2)
no locus 9D2, o grupo Blackwater nos loci Omy 77 e OTS 100 e o grupo Tzenzaicut nos loci OTS 4 e
OTS 103. E, finalmente, em alguns casos, a populag¢do selvagem origindria tem mais alelos do que as
populagdes procriadoras relacionadas (como o par do grupo Tzenzaicut no locus OTS 100).

O estimador jackknife de riqueza alélica nos permite distinguir os efeitos de alelos raros na
amostra. Suas estimativas sdo amplamente afetadas por outliers (observagdes discrepantes em relagdo
ao restante dos dados), portanto o estimador € 1til para incorporar a importancia de alelos raros e/ou
alelos privados no resultado da estimativa. Na pratica, ele pode sugerir a existéncia de alelos ndo
amostrados em uma populagdo. Por exemplo, no locus 9D2, a populagéo de peixes de Pennask no lago
Beaver (Pn/BeL) exibe 26 alelos distintos (veja Tabela 3). Porém, como nesse locus ha muitos alelos
em baixa freqii€ncia, a estimativa jackknife aponta para a existéncia de 32 alelos (Figura 3) nessa
mesma populacio, ou seja, seis a mais do que o nimero de alelos observado. A raridade de alelos
também influencia a amplitude do erro padrdo e, portanto, dos intervalos de confianca.

Grupos de populagdes selvagens e de procriagdo podem ter: i) 0 mesmo nimero de alelos (e.g.
grupos Blackwater, Tzenzaicut e Premier no locus 9D2 e Tzenzaicut no locus Omy77); ii) as fontes
selvagens exibindo um nimero menor de alelos do que os estoques de procriacdo associados (grupo
Pennask no locus 9D2; grupo Blackwater nos loci Omy 77 e OTS 100; grupo Tzenzaicut nos loci OTS
4 e OTS 103) ou, iii) menos freqiientemente, a fonte selvagem pode possuir um nimero maior de
alelos do que os estoques procriadores (grupo Tzenzaicut no locus OTS 100). No primeiro caso, ou as
populagdes utilizadas para a fundacdo dos estoques procriadores foram representativas da
variabilidade genética selvagem, ou as populagdes residentes nos lagos de procriagdo possuiam alelos
complementares para a riqueza alélica, uma vez que sub-amostras de loci mais polimérficos nem
sempre cobrem a diversidade alélica original. No segundo cendrio, a populagdo selvagem poderia ter
um numero de alelos inferior & populagdo residente do lago de procriagdo, em funcdo de possiveis
eventos de introgressdo de alelos novos ou privados, quando da mistura de estoques (introduzidos e

residentes). No ultimo caso, uma amostragem nao representativa da populacdo selvagem, ou efeitos de
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deriva genética posteriores aos eventos de peixamentos poderiam levar aos estoques procriadores a

terem uma diversidade alélica inferior as populagdes selvagens fundadoras.
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Figure 3: Comparacdes entre o nimero de alelos (riqueza alélica) em cada locus. As barras

verticais representam intervalos de confianca (95%).
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Tabela 3: Namero de alelos observados em cada locus para todas amostras populacionais (riqueza
alélica absoluta)

Populaciao 9D2 Omy77 Ots100 Ots103 Ots4
Pn/PnL 18 5 8 3 3
BI/BIR 18 4 6 3 4
Bl/GeL 22 5 10 2 3
Bl/DgL 22 5 9 3 4
Pn/PrL1 24 6 8 3 3
Pr/PrL1 23 8 8 4 4
Pn/BeL 26 6 7 2 4
Tz/DgL 16 4 6 6 3
PrSc 21 7 10 4 4
Tz/TzL 17 4 7 2 2
Pn/PrL2 24 4 7 3 3
Pr/PrL2 20 8 9 3 4
Total 29 8 12 6 5

4.4 Diferenciacao e estrutura populacional

Foi observada diferenciacdo genética significativa, medida através de Fsr (p<0.01) entre a
maioria dos pares de populacdes, incluindo lagos de procriacdo e suas populagdes de origem (Tabela
4). Esses valores foram considerados iguais a zero (auséncia de estrutura) entre a populacdo selvagem
do lago Pennask (Pn/PnL) e seu estoque procriador no lago Beaver (Pn/BeL) - p=0,124 — entre aquela
e a primeira amostra de procriadores de Pennask no lago Premier (Pn/PrL1) - p=0,664; e entre as duas
ultimas entre si (Pn/BeL vs Pn/PrL1 - p=0,15). O par da populagido do rio Blackwater (BI/BIR) e seu
estoque procriador no lago Genier (Bl/GeL), também teve seu valor de Fsr ndo-significativo
(p=0.022). Esses resultados mostram que, inicialmente, o programa provincial consegue manter as
caracteristicas genético-populacionais da populagdo selvagem. Porém, na maioria dos casos, os
estoques procriadores exibem, desde uma pequena diferenciacdo genética com sua populagcdo
origindria (2,8% entre a populacio selvagem do rio Blackwater — BI/BIR - e o estoque procriador de
Blackwater no lago Dragon — Bl/DgL) até um valor moderado, entre a populacdo selvagem de
Pennask (Pn/PnL) e a segunda amostra populacional do seu estoque procriador no lago Premier
(Pn/PrL2), de 10,3%. Este ultimo resultado mostra que com o passar do tempo é de se esperar que
haja uma diferenciacdo da populacdo original. Essa divergéncia pode ser devida a forte deriva
genética causada pela limitacdo dos tamanhos efetivos populacionais na formagdo do estoque
procriador e/ou em fungdo da mistura do estoque marcado de Pennask no lago Premier com peixes

ndo-macados.

No entanto, de forma geral, os valores de Fgsr entre pares de populacdes formados por
estoques procriadores e suas fontes selvagens foram consideravelmente mais baixos do que de pares
ndo relacionados. Valores significativos de Fsr entre pares variaram de 0,028 (BI/BIR vs BI/Bl/DgL)
até 0,161 (Tz/TzL vs Pr/PrL2). A amostra histérica de escamas coletadas em 1987 (PrSc) e a primeira
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amostragem de peixes ndo-marcados (Pr/PrLL1), mostraram uma baixa diferenciacdo genética (1,2%).

Porém, tanto a amostra histérica, quanto a segunda amostragem de peixes ndo-marcados do lago
Premie (Pr/PrL.2) se mostraram mais diferenciadas da primeira amostra de peixes nao-marcados
(Pr/PrL1) — 2,3% e 4,9% respectivamente). A distancia das duas amostras de peixes ndo-marcados do
lago Premier e das duas amostras de peixes de Pennask no lago Premier sugere que os animais néo-
marcados do lago Premier, t€m origem distinta dos estoques de procriacdo de Pennask naquele lago.
Porém a aparente convergéncia dos animais ndo-marcados de 2003 (Pr/PrL2) e dos animais marcados
coletados no mesmo ano nesse lago (Pn/PrL2), parece implicar em uma mistura dos estoques

marcados e ndo-marcados dos peixes co-habitando o mesmo lago.

Como esses estimadores sdo acurados em amostras exibindo EHW, nds testamos a
diferenciacdo de freqii€ncias genotipicas entre pares de populagdes, para confirmar os resultados
encontrados. Esse teste ndo depende de pressupostos de EHW nas amostras e foi também realizado
para cada locus separadamente. Todos pares de populacdes exibiram diferenciagdo sobre a
combinagdo de todos o loci, exceto entre os dois estoques de procriacdo oriundos do lago Pennask
(Pn/PrL1 e Pn/BeL, p=0,11) e entre Pn/PrLL1 e a populacdo selvagem fonte (Pn/PnL) — p=0,54. Porém,
quando analisados locus por locus, vérios pares de estoques procriadores e suas populacdes originarias
mostram uma nao diferenciagdo genotipica. Por exemplo, o locus mais polimérfico, 9D2 (portanto,
aquele que possui o maior nimero de classes genotipicas) aponta para uma conservagdo (ndo-
diferenciacéo) das freqiiéncias genotipicas entre os seguintes pares: BI/DgL vs. Bl/GeL (p=0,048);
Pn/PrL1 vs. Pn/PnL (p=0,30); Pn/BeL vs. Pn/PrLL1 (p=0,68); Pn/PrL2 vs. Pn/BeL (p=0,26); Pr/PrL2
vs. Pn/PrL.2 (p=0,21) e PrSc vs. Pr/PrL1 (p=0,13). Estes resultados ndo s6 apontam para as mesmas
conclusdes alcangadas com os valores de Fsr entre pares de populacdes, mas também confirmam as
semelhangas entre os peixes ndo-marcados do lago Premier (Pr/PrL2) e os animais marcados de
Pennask nos lagos Beaver (Pn/BeL.) e Premier (Pn/PrL2).

Uma Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada sobre as diferencas entre pares de
populagdes, organizando-se populacdes selvagens e de estoques de procriagdo relacionados em grupos
(Tabela 5). A anélise indica que 9,78% da variagdo genética total estd alocada entre populacdes (F
geral). Esse valor tem alta significincia estatistica (p<0,0001) e é considerado moderado pelos
critérios sugeridos por Wright. Ele indica que a grande maioria da variabilidade € devida a diferencas
de individuos dentro de populacdes. Dessa variag@o entre populagdes, 6,94% da variagado € devida a
diferencas entre grupos de populagdes e apenas 2,84% ¢é devida a diferengas entre populagdes dentro
de grupos. Esse resultado corrobora a existéncia de uma maior similaridade genética entre populagdes
selvagens e os estoques procriadores originados destas. Isso indica que ainda que esteja havendo uma
pequena diferenciacdo genética nos estoques procriadores, eles ainda mantém grande parte das

caracteristicas genético-populacionais das populagdes selvagens.
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Tabela 4: Valores de Fj, entre pares de populacdes. Valores em negrito sdo ndo significativos a 5% de probabilidade e indicam auséncia de

estruturacdo entre o par de populagdes

Pn/PnL BI/BIR Bl/GeL. Bl/Dgl. Pn/PrL1 Pr/PrL1 Pn/Bel. Tz/Dgl. PrSc Tz/TzLL Pn/PrL2 Pr/PrL2
Pn/PnL |-
BI/BIR |0.128 -
Bl/GeL. |0.115 0.009™ -
BI/DgL. |0.119 0.028 0.010 -
Pn/PrL1 | 0.004™ 0.128 0.107 0.107 -
Pr/PrL1 | 0.095 0.093 0.069 0.043 0.075 -
Pn/BeL. |0.003™ 0.099 0.085 0.085 0.003™ 0.060 -
Tz/DgL |0.155 0.084 0.094 0.110 0.156 0.135 0.129 -
PrSc 0.085 0.074 0.059 0.033 0.071 0.012 0.053 0.117 -
Tz/TzL |0.139 0.088 0.073 0.097 0.128 0.113 0.106 0.056 0.102 -
Pn/PrL2|0.103 0.114 0.098 0.074 0.103 0.103 0.082 0.178 0.073 0.211 -
Pr/PrL2 | 0.105 0.088 0.068 0.034 0.092 0.049 0.073 0.154 0.023 0.161 0.019 -
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Tabela 5: Andlise de Varidncia Molecular — AMOVA. Todas estimativas sdo altamente significativas.
Os grupos de populagdes foram definidos da seguinte forma: Pennask (Pn/PnL, Pn/BeL, Pn/PrL1 e
Pn/PrL2); Blackwater — (BI/BIR, BI/GrL e BI/DgL); Tzenzaicut — (Tz/TzL e Tz/DgL) e Premier (PrS,
Pr/PrL1, e Pr/PrL2).

Fonte de Soma de Componentes Percentagem
variacao o quadrados de variancia  de variacido
Entre grupos 3 201,12 0,1138 6,94
Entre
populacdes 8 72,97 0,0465 2,84
dentro de
grupos
Dentro de =53 3001,72 148234 90,22
populacgdes
Total 2041 2375,81 1,63

Fst: 0,0978 p<0,0001

4.5 Distancia de corda de Cavalli-Sforza e Edwards e estoques mistos
Uma 4rvore de similaridade foi construida a partir da distancia de corda de Cavalli-Sforza e

Edwards (1967), por meio de metodologia de neighbour joining. A arvore resultante obteve um bom
suporte estatistico (todos valores bootstrap acima de 60%) e pode ser visualizada na Figura 3. A
arvore claramente reflete os arranjos esperados de grupos de populagdes selvagens fonte e estoques de
procriacdo associados. A Unica excecdo é a udltima amostragem de peixes ndo-marcados do lago
Premier (Pr/PrL2), que se encontra entre os ramos que formam os grupos Pennask e Premier. Isso
parece apoiar a hipétese de que os peixes residentes no lago devem estar se misturando com os peixes

marcados oriundos de Pennask no lago Premier.

Pn/BelL

Pn/PnL
Pn/PrL2

Pr/PrL2
86

PrSc Pn/PrL1

Pr/PrL1 91

68 BI/DgL
Tz/TzL

Tz/DgL Bl/GeL

BI/BIR

Figura 3: Arvore neighbour joining de similaridade utilizando-se a distincia de corda de Cavalli-
Sforza e Edwards.
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Para confirmar essa hipétese realizamos uma andlise genética de estoques mistos com o

programa GMA (Kalinowski, 2003). Nesse programa utilizamos as popula¢cdes do grupo Pennask e do
grupo Premier (as amostras histdricas e a primeira amostragem de animais ndo-marcados — Pr/PrL1)
como base de referéncia e a populagio mais recente de animais ndo-marcados do lago Premier
(Pr/PrL2) como sendo o suposto estoque misto. Foram feitas analises de estimativa de proporcdes de
populagdes contribuindo para a formagdo do estoque misto, segundo procedimento descrito em
Ranalla e Moutain, (1997), onde os individuos do suposto estoque misto (Pr/PrL2) sdo verificados
quanto as chances de origem a partir das populacdes de referéncia. A andlise de mistura atribuiu aos
animais nao-marcados coletados recentemente no lago Premier (Pr/PrL2) uma composicdo de quase
46% dos individuos como tendo origem a partir da amostra histérica do lago Premier (PrSc), quase
40% de individuos recentes marcados de Pennask no lago Premier (Pn/PrL2) e cerca de 15% de
animais oriundos da populagio de Pennask no lago Beaver (Pn/BeL). E interessante notar que em anos
recentes, anteriores a segunda amostragem do lago Premier, o lago sofreu peixamento com animais de
Pennask no lago Beaver, devido a uma baixa populacional temporiria da populacdo selvagem de
Pennask (Pn/PnL). Essa mesma anélise foi realizada com os primeiros animais nio-marcados de
Premier (Pr/PrL.1) sendo considerado o estoque misto, e os resultados apontam para uma constitui¢ao
quase que exclusiva (98,5%) de origem da amostra histdrica deste lago (PrSc).

Esses resultados parecem confirmar as suspeitas de que os animais ndo-marcados do lago
Premier estdo sofrendo introgressdo a partir dos animais marcados de Pennask neste lago. Os peixes
nao-marcados parecem ter uma origem distinta dos animais marcados, porém recentemente, estdo se
tornando mais semelhantes aos animais marcados usados para os peixamentos em outros lagos. Com
essa conclusdo, podemos afirmar que os animais ndo-marcados podem ser usados nas praticas de
peixamento, se for tolerado uma certa quantidade de divergéncia dos estoques de procriagdo. A
tendéncia € a de que os animais ndo-marcados se tornem cada vez mais proximos dos animais de

Pennask, se ndo houver um esforco no sentido de impedir a mistura dos estoques.
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5 Conclusées

As andlises genético-populacionais realizadas em estoques do sistema provincial de procriacio

e peixamentos de truta arco-iris na Columbia Britanica, Canadd, nos permite alcancar as seguintes

conclusoes:

Os estoques de truta-arco-iris analisados mostram um grau de divergéncia moderado (quase
10%) no total, sendo que desta variacao, menos de 3% ¢ devido as diferencas entre populacdes
dentro de um mesmo grupo.

O esquema de lagos de procriacdo pode, até certo ponto, manter as caracteristicas genético-
populacionais das populacdes selvagens, porém quase sempre sdo observadas pequenas
diferenciacdes genéticas. Essas pequenas divergéncias observadas entre estoques procriadores
e populagdes selvagens associadas devem ser devidas, principalmente, a efeitos de deriva
genética, associados ao ndmero de individuos contribuindo para a formagdo dos estoques
procriadores.

A populagdo selvagem do rio Blackwater se mostrou uma fonte apropriada para a formacao de
estoques procriadores devido a constatacdo da existéncia de Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) em todos seus loci e devido aos mais baixos valores de diferenciacdo dos estoques
procriadores associados. A populagdo selvagem de Pennask, apesar de ndo exibir EHW na
combinagdo dos loci analisados, obteve, inicialmente, os mais bem sucedidos resultados com
estoques procriadores (auséncia completa de diferenciacdo genética em relagdo a alguns
estoques procriadores associados).

Populacdes fundadoras de estoques procriadores podem exibir: i) mais alelos (perda de
diversidade por deriva), ou ii) o mesmo nimero de alelos (representatividade amostral ou
complementaridade de riqueza alélica), ou um ndmero menor de alelos (mistura de
populacdes/efeitos de introgressao), do que os estoques fundados.

Os peixes ndo-marcados do lago Premier parecem ter uma origem distinta dos estoques de
Pennask cultivados naquele lago. Porém, a dltima amostragem dos animais ndo-marcados
aponta para uma mistura populacional dos peixes residentes do lago Premier, com peixes
marcados oriundos de Pennask no lago Premier.

Os animais ndo-marcados do lago Premier devem apenas ser utilizados na composicio de
estoques de peixamento, se um certo grau de divergéncia do estoque de Pennask criado no lago

Premier for tolerado.
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