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Aparicion en Badajoz, de Leptosphaerulina trifolii (Rost.)

Petr. cf. sobre alfalfa

J. DEL MORAL, D. CASADO y V. CHICA

En la primavera de 1992 aparecieron, en una parcela de alfalfa situada en Badajoz
(Espafia), unas hojas con sintomas de «Leaf spot» de las cuales se obtuvieron en labo-
ratorio estromas fértiles conferibles a Leptosphaerulina trifolii (Rost.) Petr., hongo no
citado hasta ahora en Extremadura. En este trabajo se hace una sintesis de las dltimas
publicaciones referentes a dicha cuestién y se reflexiona sobre las medidas a tomar, a

partir de ahora, en esta region.

J. DEL MoRAL, D. Casapo y V. CHICA. Servicio de Investigacién y Desarrollo Tecno-
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INTRODUCCION

En la 2. quincena del mes de abril de
1992 llegé a nuestro laboratorio de pato-
logia vegetal una muestra consistente en
plantas de alfalfa con manchas y necrosis
en foliolos. La descripcién que hizo el
agricultor, respecto a la distribucién de
plantas enfermas en la parcela y a su in-
tensidad, nos movid a inspeccionar el
campo en cuestién y a muestrearlo perso-
nalmente.

Del procesado de las plantas selecciona-
das obtuvimos unos estromas cuya morfolo-
gia correspondia a ascocarpos con ascas y
ascosporas atribuibles a Leptosphaerulina
spp. Este hongo no figuraba en ningin ar-
chivo bibliografico referente a Extremadura,
y la repentina y grave distribucién de sinto-
mas nos desconcertaba al no poder preveer,
con un minimo de confianza, la peligrosidad
de la enfermedad.

El temor a la probable expansién del pato-
sistema estaba justificado por nuestra igno-
rancia de la misma, pero ;qué importancia

tiene el cultivo de alfalfa en Espaiia y Extre-
madura? En Espafa este cultivo se ha incre-
mentado considerablemente desde 1960
hasta mediados de los afios setenta, momen-
to a partir del cual la superficie y produc-
cién se estabilizan. En 1989 se cultivaban
en Espaiia 283.000 ha que producian 50.000
millones de pesetas en heno; en Badajoz, en
el mismo afio, se cultivaban 7.500 ha que
producian m4s de 1.600 millones de pesetas
(Figura 1)

Constatado el valor relativo del cultivo de
alfalfa en Badajoz decidimos conocer qué
importancia tenfa este pardsito en Espafia y
otros paises, cudl era el conocimiento sobre
su ecologia y epidemiologia, qué se sabia de
terapéutica frente al mismo...

Este tipo de trabajo fitopatoldgico: apre-
ciar un fenémeno local desconocido, descri-
birlo, comprobar el nivel de conocimiento
existente sobre el mismo en los fondos bi-
bliogrificos, discutir sobre lo observado y
leido, resumirlo y publicarlo; este tipo de
trabajo, creemos que es realmente ttil a la
agricultura espaifiola.
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Fig. I.-Campo de alfalta donde puede apreciarse la extraordinaria cantidad de forraje que es capaz de producir
esta especie vegetal mejorada.

Antecedentes respecto
a Leptosphaerulina spp. sobre alfalfa

Sintomas originados por el hongo
en el vegetal

La enfermedad desarrollada en la alfalfa es
conocida en lengua inglesa como «PEPPER-
SPOT» 0 «LEAF-SPOT» y en lengua francesa
como «TACHES DE POIVRE». En espaiiol no
tiene una denominacién especifica, o al menos
nosotros no la hemos encontrado (Figura 2).
g RAYNAL et al., (1989) describen los sin-
Fig. 2.-Hoja de alfalfa moteada. tomas situados sobre las hojas, afirmando
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que son raros sobre los tallos y las inflores-
cencias. Estos se caracterizan, principal-
mente, por pequefias puntuaciones negras
que pueden estar diseminadas sobre el
limbo y, si son numerosas, pueden provocar
la caida prematura de los foliolos. HARVEY,
en 1979 afirma que las manchas pueden ser
negras o marrén oscuro, pero su principal
caracteristica es que tienen los margenes
bien definidos.

Distribucion e importancia
de la enfermedad en el mundo

BOOTH y PIROZYNSKY (1967) afirman
que su distribucién geogréifica es extrema-
damente ancha. Ciertamente, en una pros-
peccion realizada en diversos fondos biblio-
gréficos, respecto a los ultimos diez afios,
hemos encontrado publicaciones de la
misma en numerosos paises.

MASSENOT (1978) afirma que en la mitad
norte de Francia el parasitismo de Leptos-
phaerulina briosiana produce, principal-
mente en primavera, pérdidas esporddicas,
pero su potencialidad patogénica les preocu-
pa y les induce a incluirla en los programas
de seleccién de la alfalfa.

GRAHAM et al., (1979) afirman que esta
enfermedad estaba considerada como poco
importante hasta 1956, situacién que cam-
bi6 a partir de entonces.

ROBERTS (1988) constata que desde 1980
es la enfermedad foliar de la alfalfa mas im-
portante en el norte de Florida (EE.UU.).

Segiin BILLAR (1989) en Arabia es obser-
vada en mds de 40 zonas de cultivo a lo
largo de los afios 1980-86.

Realmente hemos encontrado publicacio-
nes sobre la enfermedad en aquellas é4reas
donde las praderas son ampliamente cultiva-
das. THAL y CAMBELL (1987) y CHONG y
CAMBELL (1988), la estudian en Carolina
del Norte (EE.UU.); BANIHASHEMI (1985)
en el Sur de Irdn; THOMSON y WESTMIZEN
(1985) en Sudafrica; DOUVILLE (1990) en
Canadd: GAU et al., (1989) en Jap6n, LOWE
et al., (1987) en Australia...

En nuestro pais, concretamente en Gali-
cia, MAINAR y TORRES (1977) consiguen
aislar Leptosphaerulina briosiana de alfalfa
«Du Puits», aislados que provocan enferme-
dades en plantas inoculadas. Los mismos
autores, en 1979, denuncian también, en la
misma comunidad, Leptosphaerulina trifolii
sobre trébol blanco y violeta. COLLAR UR-
QUUO (1992), en un trabajo inédito respecto
a L. trifolii en Galicia, afirma que este inci-
tante, sobre trébol violeta y junto al oidio,
parece tener alguna importancia, pero donde
se desarrolla la enfermedad mads intensa-
mente es sobre trébol blanco.

Patdgeno desencadenante de la enfermedad

Desde que esta enfermedad, por las pérdidas
que empezé a ocasionar, atrajo la atencién de
los fitopatdlogos (principios de los afios sesen-
ta), la dialéctica originada respecto a la taxo-
nomia del incitante ha llegado hasta nuestros
dias. Con objeto de presentar el estado actual
de la cuestion hemos creido oportuno hacer un
desarrollo pormenorizado de la misma.

GRAHAM y LUTRELL (1961) escriben que
el género Leptosphaerulina incluye varios
hongos asociados con enfermedades de las
hojas de plantas forrajeras. Puesto que la ta-
xonomia de estos hongos estaba confusa de-
ciden desarrollar un estudio sobre diversos
aspectos morfoldgicos, fisioldgicos y pato-
16gicos de los respectivos hongos aislados
del género Leptosphaerulina sobre alfalfa,
trébol y otras especies forrajeras.

Atendiendo a diversos caracteres, los cita-
dos autores diferencian las siguientes espe-
cies: Leptosphaerulina australis; L. arachi-
dicola; L. trifolii; L. americana, L. Briosia-
nay L. argentinensis. L. briosiana, con 4 ta-
biques generalmente y ascosporas murifor-
mes difiere de L. australis y L. arachidicola
en sus ascosporas y ascas, mds grandes las
de aquella, asi como en la regular ocurren-
cia en hojas enfermas de Medicago. Afir-
man que no es usual la presencia de L. brio-
siana sobre Trifolium spp., aunque ellos la
han encontrado en dos ocasiones.
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En la publicacién de dichos autores figura
que L. trifolii tiene ascocarpos y ascas mas
grandes que las de L. briosiana, sobre todo
cuando se desarrollan en buenas condicio-
nes de cultivo. Las ascosporas de L. trifolii
tienden a tener 3 tabiques con un pequefio
nimero de septos longitudinales (0-2), asi
como un pequefio porcentaje de esporas mu-
riformes, mientras que L. briosiana tiende a
4 tabiques con mayor nimero de septos lon-
gitudinales (0-4) y casi todas son murifor-
mes (88-96%). Por otra parte aseguran que
L. trifolii estd restringida a Trifolium spp. y
L. briosiana a Medicago spp., con solo tra-
zas de infecciones cruzadas.

En el afio 1967, BOOTH y PIROZYNSKI re-
visan la cuestién taxondémica y concluyen
que L. trifolii (Rost.) Petr. es igual a L.
briosiana (Poll.) Graham, Luttrell 1961;
igual a L. arachidicola Yen, Chen-Huang
1956; igual a L. australis McAlp, 1902 y a
L. argentinensis (Speg.) Graham, Lutrell
1961. Para BOOTH y PIROZYNSKI dicha si-
nonimia se ha producido porque el micro-
miceto en cuestion muestra una amplia va-
riacién morfolégica de esporas segiin el
hospedador en el que se instale; pero cuan-
do las ascosporas son aisladas de los distin-
tos hospedadores donde aparece espontdnea-
mente (leguminosas, gramineas y papilio-
nédceas) y estas esporas se cultivan en PDA
bajo condiciones uniformes y controladas,
entonces se puede comprobar que las ascos-
poras producidas son uniformes entre si y
por tanto en todos los casos se trata de la
misma especie: Leprosphaerulina trifolii
(Rost.) Petr.

BOOTH y PIROZYNISKI (1967) determinan
que las ascas de L. trifolii encierran 8 ascos-
poras ovales, clavadas o elipsoides, con 3-4
tabiques transversales y 0-2 verticales, hiali-
nas al principio y oscureciéndose ligeramen-
te a medida que van madurando y con unas
dimensiones de 25-50 x 10-20u (Figura 3).

GRAHAM et al., (1979) vuelven a descri-
bir a Leptosphaerulina briosiana (Poll.)
Graham, Lutrell como la especie causante
de la enfermedad llamada «leaf spot» de la
alfalfa.

Fig. 3.~Ascas y ascosporas de Leptosphaerulina trifolii
(Rost.) Petr. cf.

OLANYA y CAMPBELL (1990) publican
dos articulos en el mismo nimero de Phyto-
pathology donde describen un minucioso
trabajo desarrollado para zanjar el problema
en cuestion. Ellos aislan Leptosphaerulina
de alfalfa y trébol, los cultivan en idénticas
condiciones y los comparan entre si. Las co-
lonias eran ligeramente diferentes segiin el
origen (alfalfa o trebol) del micromiceto,
pero la produccion de pseudotecios, ascos-
poras caracteristicas y patogenicidad entre
ambas era similar.

En experimentos de campo, los referidos
autores comprueban, al utilizar como focos
primarios plantas de alfalfa y trébol, que la
enfermedad se desarrollaba mas rapidamen-
te cuando era la alfalfa el hospedador que
cuando era el trébol, independientemente de
la especie empleada como foco primario,
por lo que concluyen que las caracteristicas
del desarrollo de la enfermedad estan deter-
minadas fundamentalmente por el hospeda-
dor infectado mds que por el foco primario
infectivo, por lo que para ellos existe una
«cumespecificidad» entre Leptrosphaerulina
trifolii y L. briosiana.

Las técnicas empleadas para la multiplica-
cién del ascomiceto no presentan ninguna
complejidad. RAYNAL et al., (1989) afirman
que las peritecas del hongo se obtienen con
relativa facilidad mediante cdmara hiimeda
de hojas enfermas. Las peritecas formadas
proyectan en 24-28 horas ascosporas que si
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caen en un medio como PDA producen nu-
merosas colomas negras.

LAMPRECHT (1985) trabaja con 18 aisla-
dos de L. briosiana que presentan distinta
patogenicidad y comprueba que los aislados
esporulan en patata-zanahoria agar si son
mantenidos a 12 horas iluminados con UV y
12 horas en oscuridad, constantando que en
los cultivos con total oscuridad no se forma
ninguna ascospora.

Hasta ahora no se conoce la forma coni-
dial de Leptosphaerulina spp.

Epidemiologia y conocimiento actual
del patosistema

BOOTH y PIROZYNSKI (1967) dicen que
son las ascosporas las que, germinando en
las hojas del hospedador, atraviesan directa-
mente la cuticula y se establecen en el parén-
quima foliar; también han podido comprobar
el transporte del micelio por medio de las se-
millas, cuestién ésta de una gran peligrosi-
dad para el desarrollo del patosistema.

RAYNAL et al., (1989) afirman que el mi-
celio de Leptosphaerulina spp. sobrevive
sobre los restos vegetales en el suelo y fruc-
tifica muy rdpidamente cuando las tempera-
turas son dulces y hay una fuerte humedad;
las ascosporas son entonces proyectadas
fuera de las peritecas, contaminando asi las
hojas jévenes. Comprueban dichos autores
que con temperaturas préximas a 18 °C la
incubacién no necesita mas de 4-5 dfas,
emitiéndose ascosporas tan sélo 1 6 2 dfas
después.

OLANYA y CAMPELL (1990 b) determinan,
en condiciones ambientales controladas, que
la severidad de los sintomas es menor a
30°Cquea22615°C.

BARBETTI (1991), en un estudio para co-
nocer las condiciones de humedad y tempe-
ratura mds favorables al desarrollo de la en-
fermedad, y después de haber inoculado
Leptosphaerulina trifolii, observa que el
mds severo moteado de las hojas de alfalfa
se producia cuando la temperatura del
dia/noche era 18/13 °C respectivamente, pero

respecto al peciolo esos valores idéneos
eran 21/16 °C, siendo mds severos los sinto-
mas cuando la incubacién se producia con
altos valores de humedad relativa durante
168 horas.

DUTHIE y CAMPBELL publican en 1991
unos experimentos para comprobar la im-
portancia del rastrojo en el patosistema en
cuestién, afirmando que la frecuencia de
sintomas en foliolos de alfalfa se incremen-
taba significativamente por adicién de restos
vegetales enfermos, pero no encontraban
correlacion entre niveles de rastrojo con ni-
veles de sintomas, hallando mucha mads in-
fluencia de los factores medioambientales
(humedad y temperatura) que de la cantidad
de rastrojo con micelio del hongo.

Terapéutica

Las medidas para restituir o preservar la
salud de las plantas de alfalfa, respecto a la
enfermedad que estamos considerando, se
agrupan de la siguiente forma: técnicas de
cultivo, seleccion de cvs. o variedades resis-
tentes y aplicacidn de fitosanitarios.

La técnica de cultivo que se ha recomen-
dado ha sido adelantar la siega de los cam-
pos con sintomas de la enfermedad para asi
evitar la caida al suelo de los foliolos enfer-
mos e impedir el establecimiento de focos
de dispersién de ascosporas; no obstante,
DUTHIE y CAMPBELL (1991) desautorizan la
excelencia de tal medida al desarrollar los
experimentos ya descritos respecto a la im-
portancia de la cantidad de rastrojo en la
dispersion de la enfermedad.

Se ha propugnado el uso de cvs. resisten-
tes como un poderoso método para evitar la
enfermedad. LOWE et al., (1987); GAU
et al., (1989) y HILL et al., (1989) afirman
que, atn cuando se ha podido obtener ger-
moplasma de alfafa con resistencia al inci-
tante, todavia no hay variedades resistentes .

La aplicacién de fitosanitarios es estudiada
por LOWE y LANGDON (1987) y LOWE et al.,,
(1987), quienes determinan que Iprodione y
Propineb, de una coleccién de 8 especificos,
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eran los mejores, aunque ninguno de ellos
eliminaba totalmente la enfermedad.

Broscious y KIRBY (1988) determinan
que Benomilo, Hidréxido de cobre y Man-
coceb reducen la severidad de la enferme-
dad, siendo el Mancoceb el producto que,
con una sola aplicacién a los 10-14 dias des-
pués del rebrote, consigue mejores resulta-
dos econdémicos.

CAMPBELL y DUTHIE (1990) establecen
un ensayo de dosis de clortalonil sobre un
cultivo de alfalfa afectado de Leptosphaeru-
lina trifolii, Stemphylium botryosum, Phoma
medicaginis 'y Cercospora medicaginis. La
severidad de la enfermedad era menor de un
S % en las parcelas tratadas con 1,3 kg/ha,
mientras que en las no tratadas variaba entre
5y 14 %; la materia seca era hasta un 37 %
mayor en la tratada, pero en cambio no
habia variacién en nutrientes digeribles, fi-
bras dcidas detergentes ni proteina cruda.

MATERIAL Y METODOS

Para la obtencion del estroma de la forma
perfecta colocamos en cdmara hiimeda nu-
merosas hojas con manchas tipicas de la en-
fermedad. Las hojas fueron previamente la-
vadas en corriente de agua durante una hora
y secadas con papel de filtro. Las cdmaras
himedas construidas se situaron en una ban-
cada del laboratorio junto a un ventanal.

Para la valoracién de la intensidad de los
sintomas en campo, y después de una previa
observacién de la parcela en cuestion, utili-
zamos una tabla de mimeros aleatorios; con

su ayuda elegimos 30 estaciones en la su-
perficie de la parcela afectada. La unidad de
vegetacion a observar era el conjunto de
plantas que cabian entre las dos manos. La
valoracién se hizo mediante dos escalas, la
escala A para medir hasta qué altura de la
planta habia foliolos con sintomas y la esca-
la B para conocer el porcentaje de foliolos
que estaban enfermos.

La definicién de las escalas A y B es
como sigue:

Escala A:

Valor 1. Vegetacion sana.

Valor 2. Vegetacién afectada hasta 1/3
desde la base.

Valor 3. Vegetacién afectada hasta 2/3
desde la base.

Valor 4. Vegetacién afectada en toda la
altura de plantas.

Escala B:

Valor 1. La superficie foliar afectada es
inferior o igual a un 10 % del total.

Valor 2. La superficie foliar afectada es
> 10 % y < al 30 % del total

Valor 3. La superficie foliar afectada es
> al 30 % de la superficie total de la vegeta-
cién.

Puesto que la aparicién de sintomas coin-
cidié con una climatologia aparentemente
anormal hemos observado los datos corres-
pondientes al mes de abril de 1992 de la es-
tacién meteoroldgica mds cercana a la par-
cela en cuestién y los hemos comparado con
la media de los dltimos aiios (Cuadro 1).

Cuadro 1.-Temperaturas y precipitaciones del observatorio de la finca La Orden

Temperaturas medias y
precipitacién de los afios 1969-1991

Temperaturas medias y
precipitacion del afio 1992

Miax. Min. Media Precipitacion Maix. Min Media Precipitacién
1.2 Decena de abril 17,89 6,83 12,36 19,92 16,45 14,4 1542 3,88
2. Decena de abril 20,00 7,99 13,99 13,90 23 8,45 15,72 -
3.2 Decena de abril 19,99 8,52 14,25 20,37 26,35 10,35 18,35 -

Media
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los sintomas que presentaban las hojas de
las plantas afectadas en la parcela de Badajoz
coincidian con las descripciones dadas por
RAYNAL er al.,, (1989) y HARVEY (1979) para
la enfermedad de la alfalfa conocida como
«Taches de poivre» o «Leaf spot» y cuyo
agente patdgeno es Leptosphaerulina spp.

Las ascosporas obtenidas de las lesiones
de hojas enfermas y observadas microscopi-
camente se presentaban en nimero de 8 por
asca y eran muriformes. Las morfometrias
realizadas de las mismas daban los siguien-
tes valores:

Longitud: 28,9 - 34,2 um

Anchura: 11,1 - 13,9 um

Tabiques: con 3 el 2,5 %, con4 el 95 % y
con S el 2,5 % de las ascosporas

Septos longitudinales: con 0 el 22 %, con
1 el 51 % y con 2 el 27 % de las ascoporas.

La morfologia observada de ascocarpos,
ascas y ascosporas, segin BOOTH y P1-
ROZYNSKI (1967) y OLANYA y CAMPBELL
(1990 b) es conferible al hongo ascomiceto
Leptosphaerulina trifolii (Rost.) Petr. (Fi-
gura 4).

La intensidad de los sintomas presentes en
la parcela afectada, valorados con la escala
y procedimientos descritos en la metodolo-
gia es como sigue:

Escala B

26 % con valor 2
74 % con valor 1
20 % con valor 2
80 % con valor 1
Valor2 7 % de las estaciones 100 % con valor 1
Valor I 13 % de las estaciones 100 % sanas

Escala A

Valor 4. 63 % de las estaciones

Valor3 17 % de las estaciones

Estos resultados definen, matemdticamen-
te, la apreciacién visual que tenfamos en el
campo del patosistema desarrollado y que
en sintesis es: el mayor porcentaje de las
plantas estaban enfermas en toda su altura,
aunque la mayoria de ellas presentaban sin-
tomas ligeros.

Fig. 4.-Dibujo realizado con cdmara clara
y correspondiente a ascas y ascosporas
de Leptosphaerulina trifolii (Rost) Petr. cf.

Los valores térmicos y pluviométricos de
la primera decena del mes de abril de 1992,
(Cuadro n.° 1), parecen suficientes para cubrir
las necesidades climdticas de este hongo
segin RAYNAL et al., (1989), OLANYA y
CAMPBELL (1990 b) y BARBETTI (1991).
Como puede apreciarse, las temperaturas mi-
nimas de la primera decena del mes de abril
de 1992 fueron mayores, en méas del doble, a
la media de las minimas de dicho periodo en
los tdltimos veintitrés afios. Esas temperaturas
minimas tan excepcionalmente suaves, coin-
cidentes con una ligera precipitacion, pueden
explicar la aparicion de la enfermedad.

La ausencia de citas respecto a esta enfer-
medad en Extremadura nos impide saber si
el hongo Leptosphaerulina trifolii se ha im-
plantado recientemente o por el contrario
estaba aqui desde hacfa tiempo. Tanto en un
€aso como en otro y a la vista de la biblio-
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grafia consultada es probable que esta enfer-
medad vaya adquiriendo protagonismo a
medida que se obtengan nuevas variedades
o cvs. de alfalfa mds productivos.

El hecho de que en esta enfermedad la
fase teleomorfica tenga una gran responsa-
bilidad y de que el in6culo se transmita por
medio de la semilla le confieren una relativa
peligrosidad; no obstante, los requerimien-
tos climéticos del incitante para su desarro-
1o en el hospedador, nos hacen suponer que
solo en excepcionales primaveras aparecera
este patosistema en Badajoz.

A partir de ahora se deberd vigilar cuidado-
samente la sanidad de la semilla a emplear,
siendo quiza conveniente la impregnacién de
ella con alguno de los fungicidas que han de-
mostrado eficacia frente al patégeno (manco-
ceb, clortalonil, benomilo...).

ABSTRACT

También serfa aconsejable separar lo mé-
ximo posible, en el tiempo y la distancia, las
parcelas de alfalfa alternantes, asi como cui-
dar la correcta nivelacién del terreno antes
de la implantacién del cultivo.

Por otra parte, y a partir de ahora, los me-
joradores extremefios deberdn registrar la
aparicién de la enfermedad en las lineas de
alfalfa de sus colecciones.
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na trifolii (Rost.) Petr. cf. of the lucerne in Badajoz (Spain). Bol. San. Veg. Plagas,
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In spring of 1992, in a crop of Lucerne from Badajoz (Spain), we see for the first
time symtoms of «Leaf spot» and fertile stroms, conferibly to Leptosphaerulina trifolii
(Rost.) Petr. cf. in these diseased leaves. The publication contains the last work about

this question and some reflexions for the prevent of the disease.
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