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摘要! 利用 &# 对微卫星引物对我国沿海 # 个拟穴青蟹野生群体&杭州湾$三门湾$闽江口$东

山湾$珠江口$北部湾$清澜港)进行了遗传多样性分析" 结果表明!&# 个位点在所有青蟹群体

中均为高度多态&&;<m%8")!共检测到 $"! 个等位基因## 群体的平均等位基因数&7)为

=8@& V&%8=@!平均有效等位基因数&8

J

)为 "8@$ V<8>#!平均杂合度&6)为 %8"&& V%8"<!!群

体遗传多样性水平较高" 分子方差分析&-])5-)结果显示!=@8&!P的遗传变异存在于群体

内!"8>#P的遗传变异存在于群体间!两两群体间=

1Z

值为 %8%!" " V%8%>& #&&n%8%&)!表明

群体间遗传分化水平中等偏低" 2FOR:DSJGKTJOU 平衡检测表明!# 群体普遍存在杂合子缺失

现象" 青蟹群体间遗传距离为 %8$"! % V%8"#& =!*BQ]-聚类分析表明!杭州湾与三门湾群

体首先聚在一起!再与闽江口群体$东山湾群体聚为一支#珠江口群体与清澜港群体聚为另一

支#两分支最后与北部湾群体聚类在一起"

关键词! 拟穴青蟹# 野生群体# 微卫星# 遗传多样性

中图分类号! W=">8&# 1=&#'''''''文献标志码%-

''青蟹隶属于甲壳纲 #4O9LXFHJF$)十足目

#?JHFY6RF$) 梭 子 蟹 科 #B6OX9KGRFJ$) 青 蟹 属

#H*,((#$"在我国主要分布于浙江)福建)广东)广

西)海南以及台湾等沿海水域"是我国重要的海洋

经济蟹类之一( 研究表明分布于中国沿海海域的

青蟹主要为拟穴青蟹#H*,((# >#'#2#2-"#)3$

*& ;!+

(

近年来"由于生态环境变化及过度捕捞"青蟹资源

遭到了一定程度的破坏"野生资源量日趋减少( 因

此"研究我国沿海青蟹野生群体的遗传多样性水

平"对于我国青蟹种质资源的合理开发利用具有重

要的意义(

微卫星分子标记#EGHO6LFXJ77GXJ$具有多态性

丰富)重复性好)共显性等优势"近年来已被广泛

应用于大菱鲆#H*->+%+#(20"2#A)20"$

*@+

)栉孔扇

贝 # <+(#2," I#''/')$

*"+

) 中 国 明 对 虾

# =/33/'->/3#/0"*+)3/3")"$

*<+

) 中 华 绒 螯 蟹

#J')-*+/)'")3/3")"$

*#+等多种水产动物的遗传多

样性研究( 目前"有关我国沿海青蟹遗传多样性

的研究较少".0等*>+利用等位酶研究了我国 < 个

青蟹野生群体的遗传多样性"指出我国青蟹群体

间遗传分化水平低'林琪*=+利用 +-B?与 -/.B

分子标记技术研究了我国拟穴青蟹的遗传多样

性"结果显示我国青蟹遗传多样性水平较低'路心

平等*&%+利用线粒体?,-标记分析了我国东南沿

海拟穴青蟹种群遗传结构"认为我国青蟹具有较

高的单倍型多样性水平和有限的核苷酸多样性水

平( 迄今为止"尚未见利用微卫星分子标记系统

地研究我国沿海青蟹遗传多样性的报道(

本研究利用 &# 对拟穴青蟹微卫星引物"对采

自我国沿海的 # 个青蟹野生群体进行遗传多样性

及遗传分化水平的分析"以期为我国青蟹种质资

源的保护)利用以及优良品种培育提供基础资料(

&'材料与方法

!"!#材料

研究所用的 # 个青蟹野生群体于 $%%= 年 &&
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月至 &$ 月"分别采自浙江杭州湾#2g"!! 只$"浙

江三门湾#1]"!< 只$"福建闽江口#]("!> 只$"

福建东山湾 #?1"$= 只$"广东珠江口 #Q?"!<

只$"广西北部湾#Qf"!" 只$以及海南清澜港

#2,"!< 只$"共 $@! 只青蟹成体( 鲜活青蟹运到

实验室后"取其螯足肌肉"立即置于 ;#% `超低

温冰箱冷冻保存备用(

!"$#基因组DAE制备

利用常规苯酚A氯仿法抽提青蟹肌肉的基因

组 ?,-"用超微量分光光度计 #,-,)?+)B

&%%%$确定 ?,-的纯度)浓度"用灭菌水将 ?,-

稀释至 "% KUA

"

." ;$% `保存备用(

!"%#微卫星引物

本研究共采用 &# 对多态性微卫星引物"其中

# 对编号%f&系列为本实验室自主开发"另外 &%

对编号%-&系列的为引用 f*等*&&+已发表的拟

穴青蟹微卫星引物#表 &$( 引物均由上海英骏生

物技术有限公司合成(

表 !#拟穴青蟹 !P 对微卫星引物信息

2'0"!#G8'('97-(.:7.9:54!P 6.9(5:'7-;;.7-;59../403"#"2"2+*"%1

位点

76H9L

QJKCFKb

登录号

FHHJLLG6K K68

核心重

复序列

OJYJFXE6XGN

引物序列#"dD!d$

YOGEJOLJ[9JKHJ

产物ATY

LGeJ

OFKUJ

退火温度À

FKKJF7GKU

XJEYJOFX9OJ
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# 期 舒妙安"等!中国沿海拟穴青蟹群体遗传多样性的微卫星分析 ''

!"O#FGH扩增及产物检测

B4+反应体系为 $%

"

."内含 $

"

.&% B̂4+

T9NNJO#含]U

$ a

$"%8$ EE67A.R,ZB"%8&" EE67A

.YOGEJO"& *4#5 酶""% KU 模板 ?,-( B4+反

应试剂购自北京鼎国生物公司( # 对%f&系列微

卫星引物的B4+#ZIJOE6H:H7JO"QJOEFK:$扩增程

序为 =@ `预变性 " EGK后进入循环"=@ `"!% L'

退火温度#表 &$"!% L'#$ `"!% L"共 !" 个循环"

最后 #$ `延伸 &% EGK( 另 &% 对%-&系列引物的

反应程序参见 f*等*&&+的文献报道( B4+产物

经 !P琼脂糖凝胶电泳初检后"再利用 >P非变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳"银染法染色检测(

!"C#数据分析

根据每个个体产生的条带位置确定其基因型(

用B6YQJKJ!8$软件分析等位基因数#7$)有效等位

基因数#8

J

$)平均杂合度#6$),JG氏遗传距离*&$+

)

2FOR:DSJGKTJOU平衡检验&值及遗传偏离指数#K$

等'多态信息含量#&;<$参照C)1Z30,等*&!+的公式

计算!JA(K/ L

'

0

#K/

J

0

#

L

'

0L/

#K/

'

0

MK#N/

0J

0

#

J

0

M

"式中J

#

)J

M

分

别为群体中第#和第M个等位基因频率"0为某一基

因座上等位基因数( 用-O7J[9GK !8&软件*&@+计算群

体间遗传分化系数 #=

1Z

值$及分子方差分析

#-])5-$( 根据遗传距离"用B2i.0B!8"软件的

*BQ]-算法进行聚类分析"并通过]3Q-@8% 软

件*&"+显示该聚类图(

$'结果

$"!#微卫星引物扩增

&# 对微卫星引物在中国沿海的 # 个青蟹野

生群体中共检测出 $"! 个等位基因( 位点 f>"

在各群体部分个体中的检测结果见图 &( 每个微

卫星位点产生的等位基因数从 &% 到 $$ 不等"其

中"位点-#> 获得 $$ 个等位基因"等位基因数最

多'平均每个位点获得的等位基因数为 &@8>>(

本研究所采用的 &# 个微卫星位点在 # 个群体中

的多态信息含量&;<介于 %8"$# V%8=&<"均呈现

高度多态"可有效应用于青蟹的遗传多样性分析(

各位点的多态信息含量见表 $(

图 !#微卫星位点QRC 在 P 个青蟹群体部分个体的电泳图谱

I.1"!#M;-97(5=85(-:.:='77-(/:546.9(5:'7-;;.7-;59?:QRC '6=;.4.-)./

:56-:'6=;-:54:-K-/=5=?;'7.5/:54403"#"2"2+*"%1

#'#
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表 $#P 个青蟹群体在 !P 个微卫星位点上的遗传多样性
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&;< %8>%% %8#&! %8<!# %8>!> %8### %8<#" %8>@$ %8>$# %8##= %8>%" %8>%& %8>#> %8#=! %8>># %8#<& %8>=$ %8###
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""
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""
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""
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""
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""
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""
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""
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""
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""
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""
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""
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"
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8
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<8&% "8%& @8#! "8#& "8@= @8&> "8"@ <8#$ @8%$ =8@= !8$" #8!$ <8=& &%8%" =8&! "8>@ #8$% <8$>

6 %8"$& %8@$% %8@@$ %8"%$ %8@>@ %8""! %8">$ %8<>$ %8@"& %8"<" %8!<" %8"!" %8@#" %8<"& %8"=& %8"&# %8"<$ %8"$!

&;< %8>&> %8##< %8#"= %8>%" %8#=< %8#$# %8#=@ %8>!> %8#$$ %8>>" %8<!= %8>@= %8>!> %8>=$ %8>>% %8>&& %8>@<

K

;%8##&

""

;%8=<<

""

;%8>=<

""

;%8>%%

""

;%8>!$

""

;%8"<=

""

;%8"==

""

;%8@$&

;%8>&>

""

;%8#""

""

;%8=<%

""

;%8##=

""

;%8=%@

""

;%8"#@

;%8<=$

""

;%8#<=

""

;%8#&@

""

注!

"

表示&n%8%""

""

表示&n%8%&(

,6XJL!

"

EJFKL&n%8%""

""

EJFKL&n%8%&8

$"$#遗传多样性分析

# 个青蟹野生群体的遗传多样性参数如表 $

所示( 每个群体的平均等位基因数为 =8@& V

&%8=@"平均有效等位基因数为 "8@$ V<8>#( 其

中"杭州湾群体平均等位基因数最多 #7o

&%8=@$"广西北部湾#7o=8#<$及福建东山湾群

体#7o=8@&$相对较少( 各群体的平均杂合度为

%8"&& V%8"<!"其中杭州湾群体平均杂合度#6o

%8"<!$最高"广西北部湾群体最低#6o%8"&&$(

由此可知"杭州湾群体遗传多样性最高"而福建东

山湾群体与广西北部湾群体遗传多样性相对

较低(

)(#
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# 期 舒妙安"等!中国沿海拟穴青蟹群体遗传多样性的微卫星分析 ''

经2FOR:DSJGKTJOU 平衡检验发现"&&= 个群

体位点组合中## 群体 &̂# 位点$"符合 2FOR:D

SJGKTJOU平衡#&m%8%"$的群体位点有 &@ 个"占

&&8##P"其余 &%" 个群体位点组合为显著偏离

#&n%8%"$"占总数的 >>8$@P( &&= 个群体位点

组合均表现为杂合子缺失#Kn%$#表 $$(

$"%#群体间遗传分化分析

# 个青蟹群体间遗传变异的-])5-分析如

表 ! 所示"=@8&!P的遗传变异存在于群体内"

"8>#P的遗传变异存在于群体间"群体间遗传分

化达到极显著水平#&n%8%&$(

表 %#P 个青蟹群体分子方差分析

2'0"%#ESTUE'/';*:.:'65/1 :-K-/=5=?;'7.5/:54403"#"2"2+*"%1

变异来源

L69OHJ6N_FOGFXG6K

自由度

R

I

平方和

L9E6NL[9FOJL

方差组分

_FOGFKHJH6EY6KJKXL

方差比例

YJOHJKXFUJ6N_FOGFXG6K

群体间FE6KU Y6Y97FXG6KL < $$"8&@& %8@!= != 5F

"8>#

""

群体内cGXIGK Y6Y97FXG6KL @#= ! !#<8&%& #8%@> $! 5T

=@8&!

""

总变异 X6XF7_FOGFXG6K @>" ! <%&8$@! #8@># <$

注!

""

为经过 & %$! 次模拟检验后极显著#&n%8%&$(

,6XJL!

""

EJFKLJhXOJEJLGUKGNGHFKHJ#&n%8%&$FNXJO& %$! YJOE9XFXG6K XJLXL8

''# 个群体间成对 =

1Z

值为 %8%!" " V%8%>& #

#表 @$"平均=

1Z

值为 %8%"> #( 杭州湾与三门湾

群体间遗传分化最小#=

1Z

o%8%!" "$"福建东山

湾与海南清澜港群体间遗传分化最大 #=

1Z

o

%8%>& #$"广东)广西)海南 ! 个群体间的=

1Z

值均

大于 %8%"#%8%"$ # V%8%#$ <$"# 个群体间的 =

1Z

值均达到极显著水平#&n%8%&$(

表 O#P 个青蟹群体的A-.氏遗传距离和遗传分化指数

2'0"O#J-/-7.9).:7'/9-'/)5

N2

./:-K-/

=5=?;'7.5/:54403"#"2"2+*"%1

2g 1] ]( ?1 Q? Qf 2,

2g %8%!" " %8%@! # %8%@< > %8%"! > %8%"! % %8%"& "

1] %8$"! % %8%@$ & %8%"$ @ %8%<# & %8%<% = %8%"! =

]( %8$#= # %8$<! & %8%"= @ %8%#$ & %8%<@ " %8%<$ !

?1 %8!%& @ %8!!! ! %8!"& > %8%#! > %8%#" > %8%>& #

Q? %8!#= ! %8@!! # %8@&> ! %8"%= = %8%"> % %8%#$ <

Qf %8!#" < %8@#" < %8@<= " %8@>& % %8!=$ $ %8%"$ #

2, %8!#@ & %8!>$ > %8@%# " %8"#& = %8!<< < %8"$" >

注!对角线以下为 ,JG氏遗传距离"对角线以上为遗传分化指

数=

1Z

(

,6XJL!,JG- LUJKJXGHRGLXFKHJ# TJ76c RGFU6KF7$ FKR Y6Y97FXG6K

RGNNJOJKXGFXG6K =

1Z

#FT6_JRGFU6KF7$8

$"O#遗传距离与聚类分析

中国沿海 # 个青蟹野生群体间的遗传距离如

表 @所示( 群体间遗传距离为 %8$"! % V%8"#& =(

其中" 杭州湾与三门湾群体遗传距离最近

#%8$"! %$'福建东山湾与海南清澜港群体遗传距

离最远#%8"#& =$( 广西北部湾群体与其余 < 个

群体间的遗传距离为 %8!#" < V%8"$" >"相距均

较远(

图 $ 为基于遗传距离构建的 *BQ]-聚类

图( 从图中可以看出"杭州湾群体与三门湾群体

遗传距离最近"首先聚在一起"再与福建闽江口群

体)福建东山湾群体聚为一支'广东珠江口群体与

海南清澜港群体聚为另一支'以上两分支最后与

广西北部湾群体聚类在一起(

图 $#P 个青蟹群体的VFJSE聚类图

I.1"$#VFJSE)-/1(5)51('654:-K-/

=5=?;'7.5/:54403"#"2"2+*"%1

!'讨论

%"!#群体遗传多样性

遗传多样性是评价物种种质资源状况的重要

依据"丰富的遗传多样性意味着物种具有较高的

适应生存能力及丰富的育种和遗传改良潜力( 本

研究中 # 个群体的多态信息含量为 %8"$# V

%8=&<"平均等位基因数为 =8@& V&%8=@"平均杂

合度为 %8"&& V%8"<!"由此说明"我国沿海拟穴

青蟹野生群体的遗传多样性较为丰富( 其中"浙

江杭州湾群体遗传多样性最高'浙江三门湾)海南

清澜港)广东珠江口)福建闽江口 @ 个群体次之'

福建东山湾与广西北部湾群体多样性水平则相对

较低( 除浙江两个群体外"其余群体的遗传多样

*(#
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性水平基本呈现随纬度升高而降低的趋势( .0

等*>+利用等位酶研究我国青蟹遗传多样性时"发

现青蟹比其它十足目甲壳动物的多态性高'路心

平等*&%+利用线粒体?,-标记分析我国东南沿海

&% 个拟穴青蟹群体#北至浙江温州$的遗传结构"

结果表明"各群体单倍型多样性水平中等偏高"我

国东南沿海拟穴青蟹遗传多样性水平基本呈现由

南到北逐渐降低的趋势"本研究与上述研究结果

基本一致( 我国东南沿海青蟹野生群体的遗传多

样性水平较高"这与目前青蟹人工繁育尚未规模

化"各地海区人工放流较少等有关(

%"$#&'()*+,-./0-(1平衡

本研究中">>8$@P的青蟹群体位点表现为显

著偏离 2FOR:DSJGKTJOU 平衡( 同时"所有群体位

点的遗传偏离指数 K均小于 %#表 $$"说明群体

中纯合子个体所占的比例较大"普遍存在杂合子

缺失现象" 这可能是造成群体偏离 2FOR:D

SJGKTJOU平衡的主要原因( 在其他物种的相关

研究中也出现过类似情况"42-,Q等*#+利用微

卫星标记研究中华绒螯蟹遗传多样性时发现大部

分位点存在杂合子缺失"且各群体在这些位点上

均表现为偏离 2FOR:DSJGKTJOU 平衡( 傅洪拓

等*&<+研究长江不同江段日本沼虾时发现"日本沼

虾 >$8"P的群体位点组合表现为显著偏离平衡"

其推断引起偏离的主要原因正是杂合子缺失( 而

本研究中各群体出现杂合子缺失的可能原因之一

是无效等位基因#K977F77J7JL$的存在( 在太平洋

牡蛎#<'#""-"%'/# B)B#"$的微卫星研究中曾发现

存在 "&P的无效等位基因*&#+

"在中国明对虾*&>+

)

青石 斑 鱼 # J>)3/>+/(0"#L-#'# $

*&=+

) 大 黄 鱼

#D#')2)*+%+,"*'-*/#$

*$%+等动物的微卫星标记应

用中也存在由于无效等位基因导致杂合子缺失的

现象( 此外"也可能是由于过度捕捞等人为干扰

使青蟹的群体结构受到影响"群体规模缩小"存在

近交现象( 黎中宝等*$&+利用等位酶进行青蟹杂

合性研究时"指出我国东南沿海青蟹野生资源状

况良好的同时"也发现我国浙江宁海)福建连江)

厦门)广东深圳)广西北海)海南三亚等群体在大

部分位点上均偏离 2FOR:DSJGKTJOU 平衡"提出应

防止过度捕捞和环境污染对青蟹种质资源的

影响(

%"%#群体间遗传分化

遗传分化指数 =

1Z

是群体间遗传分化程度的

一个重要参数"=

1Z

值在 % V%8%" 时"群体遗传分化

较弱'%8%" V%8&"时"群体遗传分化中等*$$+

( 在本

研究中"杭州湾)三门湾)福建闽江口三个群体间

=

1Z

值均小于 %8%""! 个群体间遗传分化低'福建东

山湾)广东珠江口)广西北部湾)海南清澜港 @ 个群

体的=

1Z

值均大于 %8%""群体间遗传分化水平中

等"各群体之间遗传差异显著( 路心平等*&%+利用

线粒体<?

!

序列也得出广西北海)广东)海南群体

之间遗传差异均显著( #个青蟹群体间的平均=

1Z

值为 %8%"> #"这与林琪*=+应用 +-B?)-/.B两种

标记研究拟穴青蟹群体得到的遗传分化最大值

#%8%"& $)%8%<< =$接近"与路心平等*&%+获得的 &%

个拟穴青蟹群体的平均=

1Z

值 %8%"" >" 基本一致(

-])5-分析表明 =@8&!P的变异来自于群体内"

与=

1Z

分析结果相吻合"与林琪*=+得到的 ="P的遗

传变异来自于群体内结果一致(

由遗传距离构建的*BQ]-聚类图表明"中国

沿海 #个青蟹群体间亲缘关系的远近与其地理分

布大致相符( 同属东海海域的浙江杭州湾)三门湾

与福建闽江口)福建东山湾群体聚为一支'同属南

海海域的广东)海南)广西群体中"广东珠江口与海

南清澜港群体聚为一支"而广西北部湾群体独自聚

为一支( 其中"广西北部湾群体与中国沿海其余 <

个群体的遗传距离普遍较远"独自聚为一支的主要

原因可能是北部湾海域与我国其他海域相比处于

一个较封闭的环境( 在琼州海峡形成前"北部湾的

青蟹由于受北部湾环流的影响"大部分在北部湾内

漂流"加上拟穴青蟹沿岸活动的习性"容易造成一

定的地理隔离'琼州海峡形成后才加大了青蟹群体

间的基因交流*=+

( # 个青蟹野生群体中"浙江杭州

湾与三门湾两个群体间遗传距离最近#%8$"! %$"

可能是由于杭州湾与三门湾地理位置相距较近的

缘故( 而杭州湾)三门湾两个群体与广东)海南群

体之间遗传距离较大#%8!#= !"%8@!! #'%8!#@ &"

%8!>$ >$"群体间遗传分化程度相对较高"同+-B?

与-/.B研究结果*=+接近( 这就提示了在遗传育

种工作中"在考虑青蟹个体大小)肌肉品质以及是

否适应当地水域环境等因素的基础上"利用遗传距

离较大的群体进行杂交"有望培育出生长性能好)

抗逆性强的优良品种(
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]67JH97FO3H676U:"$%%@"&!#!$!">" ;"="8

* " +'g2-,-C"2*f."g2)*g4"/%#(8/GKJDLHF7J

Y6Y97FXG6K UJKJXGH LXO9HX9OJ 6NgIGb6KU LHF776Y

#<+(#2,"I#''/')$! R6 76HF7EFOGKJH9OOJKXLROG_J

UJ6UOFYIGHF7 RGNNJOJKXGFXG6K * (+8 ]FOGKJ
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*&&+'f*f("S-,QQg"S-,Q\("/%#(80L67FXG6K

FKR HIFOFHXJOGeFXG6K 6N XJK KJc Y67:E6OYIGH

EGHO6LFXJ77GXJ 76HG GK XIJ E9R HOFT" H*,((#

>#'#2#2-"#)3*(+846KLJO_FXG6K QJKJXGHL"$%%="&%!

&>## ;&>#>8

*&$+',30]83LXGEFXG6K 6NF_JOFUJIJXJO6e:U6LGX: FKR

UJKJXGHRGLXFKHJNO6EFLEF77K9ETJO6NGKRG_GR9F7L
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