Mykorhizni symbidza

Biologie a funknost
Metody determinace
Prakticke u iti




MYKORHIZA - symbiotické sou iti hub a cévnatych rostlini gm
interakce je realizovana na lkemech a v jejich pletivech.

Houbovy organismus Rostlina

*Heterotrofni organismus «Autotrofni organismus

»Absorptivni zp sob vy ivy *Byliny, d eviny, mechy

*Ascomycota, Basidiomycota,
Zygomycota




Houba poskytuje rostlin :

«Zp istup uji mineralni vy ivu (P,N) a vodni re imAvysuji absorpni
plochu koene, hyfy penetruji do pinich mikropor, vn jSi hyfy se koncentruji v
mistech, kde je vySSi obsah organického materiahineralizace substratu)

sUchovavani zasobnich latek

«ZVvySuji energeticky potencial rostliny a tzv. parmezi koenem:nadzemni
asti

«ZVvySuji rezistentni mechanismy rostlin

«Kompeti ni a antibiotické interakce s patogennimi houbarmirpstlinu




*\Vodni prostedi

*Produkty fotosyntézy — C latky

eaminokyseliny




1.

Endomykorhiza o Ektomykorhiza (Ecwm)
Arbuskularni (Ascomycota, Basidiomycota

mykorhiza (vesikulo-
arbuskularni)

(Glomeromycota)
Erikoidni mykorhiza

Orchideoidni
mykorhiza

P echodné typy
Ektendomykorhiza




E - ektomykorhiza

A-arbuskularni
mykorhiza

O-orchideoidni
Er — Erikoidni
M- monotropni
At- arbutoidni

Ee - ektendomykorhiza







P dni prost edi
P da je znan nehomogenni progdi (organicka hmota,
anorganicka hmota, vzduch voda)

Mykorhizni houby — povrch @y (ko eny a organicka hmota) humusove a
mineralni horizonty

horizon
A horizon

-~ |E horizon

B horizon

C horizon

R horizon

w. i Lemke
Iklembke Tessp adul

Humidni semiaridni aridni




Humusova vrstva

*Mul — hluboce rozlo ena organicky material s bohatou ofikrou a
mikrofaunou — bohaté organomineralni komplexy

*Travni porosty a opadavé lesy s bylinnym patrem
*Hlavni mykorhizni spoleenstvo -arbuskularni

*Moder — pomalejSi rozklad organické hmoty, chud&dmi spoleenstva
organism, mineralizaci zajiduje masa hub, antibiotické inky

*Hlavni mykorhizni spoleenstvo —-ektomykorhizni houby

*Mor — nejchudsi typ humusu, pomaly rozklad organicke kirGenli i,
mechy,liSejniky erikoidni rostliny). Mineralni ivinjsou vazané v
organické hmot

*Hlavni mykorhizni spoleenstvo —erikoidni a ektomykorhizni



Vesikulo-arbuskularni mykorhiza

u 95% cevnatych rostlin
NejrozSien jSi typ, nejmen specializovany na hostitele
Vp d —ve form klidovych stadii — spor, mycelia

Odd: Glomeromycota, ad: Glomales a Endogonal@shdence k vytvaeni
samostatného kmeneiomeromycotse ty mi ady Archaeosporales, Glomales, Paraglomales,
Diversisporales)

coenocytické mnohojaderné mycelium, hyfy s kratheatnosti (5-6 dni)
Uvnit bun k ko ene: Apresoria, arbuskuly, vesikuly, intracelularyfiyh

Vn ko ene: mycelium, spory — azygospory a chlamydospory, aunibu ky,
sporokarpy $clerocyss sp.)

biotrofni houby
Kultivace pouze v nadobach s rostlinou

Taxonomie je postavena na morfologickych a cytotbkych vliastnostech
spor a na molekularnich metodach



Biochemické aspekty interakce endomykorhizni houby a
hostitelska rostlina

*Exprese genu rostliny i VAM houby

*Reakce rostlina na kolonizatiycopersicum solanumgen Le Mi 13 / koduje skupinu
protein —kuliny (regulace bun ného cyklu u rostlin)

*Nizkomolekularni peptidykydrofobiny — membranove proteiny

*Biochemické zmny v ko eni rostliny: luté zabarveni — pigment mykoradicin a
blumenol C-celobiozid.

*Glykosylované derivaty cyklohexenonu — skopolin a skepin, blumenin (jemen)
«Cucumis sativa- hromadni terpenoidnich latek

*Flavonoidy — produkty sekundarniho metabolismu produkovan Rkontaktu s
patogenni houbou. Geny pro expresi flavon@d nachazeji v mistech, kde jsou
struktury houby.

*Rostlina je schopna rozeznat kontakt s arbuskutaykorhizni houbou, ale i s jeji
druh.Nedostatek Pv p d vyvolava v koeni reakce, které ovliwji mykorhizni
symbiozu — produkuji flavon (glykosid), ktery podpjarkolonizaci koene



«Zm na rovnovahy rostlinnych hormor- zvySena koncentrace cytokinin
a giberelin

sIndukce kyseliny jasmonové — cyklus kyseliny Sikimove edpikce
fytoalexin — vyskytuje se zejména v korovych lkach koene
kolonizovaného VAM houbami

sInterakce jsou podmimy expresi gen které reorganizuji cytoskelet v
rostlinnych i houbovych bikach

*Obranné reakce rostliny. 1,3 glukanazy a chitinazy hydrolizuji chitin a
R je produkuje i proti mykorhiznim houbam. Mykorhirouby tyto reakce
odkloni.......... Za ina kolonizace tj. tvorba arbuskul a napojeni na
energetickeé zdroje R (Glyoxalatovy cyklus)



Hyfy VAM hubvp d (vn jSi
mycelium):

skontaktni hyfy — dlouhé, stihlé
(vyhledavaji hostitele a zdroje)

*Hyfy s distribu ni funkci (Pivad e)

BAS sAbsorptivni hyfy (silné, sklerotizované)

N

3 SPOry | «Rozv tvené absorptivni struktury (BAS]

«Jemné proliferani hyfy
I

| Auxilarni bu ky

AEsssar A RS A AR
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ettt

Sporokarp — Sclerocystis sp.




Externi hyfa

Formace
apresoria

Intracelularni

hyfa

vesikulus

Epidermis
Hypodermis

Vnit ni mycelium:

*Ko enové hyfy
intercelularni

*Arbuskuly

svesikuly

Intercelularni hyfy
a vzduchove
prostory

i arbuskuly




Arbuskula — organ uvnit bu ky ko enové kry, vidli nat v tvena hyfa

ivotnost arbuskuly je omezena na 10-14 dni, pakgstlinou enzymaticky rozpusia




Morfologické typy VAM:

1.typ Arum — houba se rychle $iv apoplastickém prostotu
primarni k ry ko ene

Vesikuly (pokud jsou) jsou vnitrounné nebo mezibunné

Arbuskuly se tva v hlubSich vrstvach terminalma
mezibun nych hyfach

2.typ: Paris

Postrada mezibunné hyfy, houby se Sisyplasticky, z buky
do bu ky, hyfa ma spoustu zahyls etnymi arbuskulami



Auxilarni bu ky

spora
http://botanika.bf.jcu.cz/mykologie/galer




Koloniza ni vzorec pro Koloniza ni vzorec pro
rod Glomus rod Gigaspora







VSechny plodiny — zvySuji nasadu kv a plod ,
Intenzivni r st a vtveni koenového systému — navysuje
VYyNos

Vhodné pi p stovani rostlin v naruseném ivotnim
prostedi

Pou iti VAM hub m e asten eliminovat po iti hnojiv a
pesticid

Zefektivnit hospodani s vodou pro rostlinu
Zvysit rezistenci rostlin proti rikterym p dnim patogemm



P stovani VAM hub

Trapové kultury (kuku ice, porek, proso, mrkev, salat) — nesterilndga vhodna
hostitelska rostlina a-nadobové kultury se substnaiehke pisté p dy s ni Sim
obsahem ivin, Long Ashton-roztok), b-hydroponie @&@ponoie

Sterilni hostitelské rostliny nebo organové koyt(in vitro kultury ko en )
Izolace spor z pdy a koen

Kontrola intenzity kolonizace ken — (gridline intersect method)*
Nelze kultivovat rod Sclerocystis

Sporové inokulum ziskame z gy metodou mokreho prosivani (monosporicka
versus polysporicka kultura)

Inokulace trapové kultury -k¥ina (200 ml a 150 g sterilni joly) , do 2 cm dlku
p enesemetvere ek membranového filtru s nakéinou sporou — zasype se a zasadi
rostlina



Kultivace na sterilnich ko enovych
kulturach

Media — M a MRS*

*Ko eny se povrchovvysteriluji* a
nae ou na platky 5mm a gnesou steri
na 1% agar

*Na ezu se inokuluji suspenzi bakterig
Agrobacterium rhizogenes

*Po tech tydnech — prvni transformov:
ko inky se odsthnou a penesou na MV
medium s antibiotikem (opakuje se

n kolikrat a do Uplného odstrani
bakterii)

eTakto pipraveny koinek je zakladem
klonalni kulturu koen

e jako inokulum se pou ivaji a- spory b
fragmenty koen s arbuskuly nebo ves

n

\U

ane
\/*

Do

ikuly

*Povrchov vysterilované spory nebo

ko .fragmenty se gnesou do blizkosti
1cm) aktivn rostouciho keene

*Glomus intraradices, Gigaspora
margarita, Glomus mossae.. etc

(0,5-




Inokulované rostliny papaya (vlevo) vpravo nemykan kontrola Inokulované rostliny citrus
(Namibia)




Vyu iti VAM hub — kdeapro ?

Cilené rostliny: byliny, zelenina, ovocné ke stromy, okrasné ke listnate i
jehli nate, traviny, subtropicke a tropicke druhy

Cilene plochy:

*p dy ohro ené erozi, silnhi svahy a naspy, okoli novostaveb,
fytoremediace pdy

*Okrasné vysadby, ovoce viz. vySe kde chceme pddp@teni, plodnost,
zvySit odolnost proti suchu a @gnim patogemnm




P idani VAM do narusené pgly m e vest k umistni znané mno stvi C
pod povrchem (ca 200 tun/ha) , 1glg-desitka metr houbovych viaken

«Zpevn ni p dnich astic exudaty a produkci glomalinu

sfytoremediace — vazba kych kov a znepistupn ni pro rostliny,
zamezeni pohybu koyp dou

sIntenzivni kveteni a nasada plod

«ZvySeni obsahu silic a alkaloidi bylin, obsahu oleje u olejnin (len), cukru
u cukrove ttiny




*pH substratu, chemicke slo eni zejména P a N

epou iti hnojiv

epou iti fungicidnich latek

mbivit®
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Nadzemni biomasa

AM+

Kontrola

Mykorhiza

[ks/rostlina]

35 9

30 1

25 1

20 1

15 1

10 1

Celkovypo etkv t zasezénu




plochach s rozdilnym re imem zavla ovani

d iv jSi nastup kli eni na nezavlaovanych
plochach

po 6 m sicich nar st biomasy ko enového

systému (6x vysSi na ploSe bez zavlahy, vice ne
2,5x vySSi na ploSe se zavlahou)

Such& hmotnost ko enového systému

;-'ﬁ“

kontrola 100 ml/m2 300 mi/m2 kontrola 300 mi/m2

H bez zavlahy [Ose zavlahou




Mokrou cestou

Zamichanim do substratu p i kontejnerové vyrob

— Rozmetadlem

Do adk traktorem se sekou







Smotky mycelia - Zasobni bu ky

Ptyozomy - m chy ky
pelotony l '

Mycelium je tvoeno pimymi hyfami s etnymi anastomédzami a blastosporami

uspoadanymi v etizku, které mohou tvib sklerocia.




Charakteristiky orchideoidni mykorhizy

e Orchideoidni mykorhiza me p echazet do parazitismu a naopak
 Tvo i ko enové i mimokcenove mycelium

* Tolypofagni forma — protokormy i doské orchideje, mycelium je v
parenchymatickych bikach primarni kry ko enech nich se wvi a
vytva i smotky —pelotony. Smotky asi po nsici degraduiji, zplo$iji
se a rozpadaji (hostitelske iy se pak nazyvaji — stravovaci)

* Rhizoctonia sp(R. repens, Rh.mucoroideSebacingan.Epulorhizg
ThanatephorugMoniliopsig a dalSi
 Houby tvoici OM maji schopnost saprofytickehatu












Erikoidni mykorhiza

Rostliny . Ericales (vesovcotvare)

Ascomycota: Hymenoscypus ericabouby ad Leotiales a
Helotiales, imperfektni stadium ro@idiodendronspPhialocephala
phortinii... etc.

Erikoidni mykorhiza je typicka pro kyselé biotopy -esovist a
raselinist s vysokym ponrem C:N

Houby tvoici erikoidni mykorhizu jsou schopnéegoivat na stanovisti
jako saprofyt dlouhou dobu

Ko enové vlaseni u esovistnich rostlin je nahrazeno jemnymi hyfami
mykorhiznich hub. Uvnitrhizodermis nebo v korovych bkach tvoi
hyfy peletony (smotky)

V ijinym rostlindm se jmenované druhy mohou chovaap#cky









Endomykorhiza, p které dochazi ke zm n tvaru koene a ppomina
pak spise ektomykorhizu

U n kterych rostlin &du EricalesArbutus menziensii, Arctostaphyllos
uva-ursi, Pyrola sp.)

Basidiomycota i Ascomycota

Houba tvoi na povrchu kaene Hartigovu sia prostupuje do
rhizodermis




Monotropoidni mykorhiza

. Ericaceae —poele : Monotropoideae — nefotosyntetizujici druhy,
které ziskavaji vy ivu vyhradnprostednictvim houbovych symbiont

Houby, tvoici monotropoidni mykorhizu jsou z odd: Ascomycota a
Basidiomycota (u jinych rostlin tvDECM)

Struktury: Hyfovy plas a Hartigova si, hyfove vyr stky (koli kovita
haustoria)

Houby obsahuji antibioticke latky



jehli nany

Ko enovy systém

listha e




Co to je ektomykorhiza?

*Symbiotické spojeni mezi houbou a rostlinou
*Formuje se na fyziologicky aktivnich lateralnich koinkach d evin

sEktomykorhiza je morfologicka formace, na jejim vzhledu se podili jak rostlina tak
houba

Houbovy plas

St edni valec
ko ene
'
.

: kortex 3
Kolonizace laterélnich i .
ko ink )

endodermis

Hartigova si




*Houba kolonizuje Usek lateralniho kaku tak, e hyfami pronika do primarni ky ko ene a
v mezibun nych prostorach tvo myceliarni sit nazyvanalHartigova si

eHartigova si : u gymnospermnich rostlin se formuje kolem a mezkiami kortexu (ale
nepenetruji), angiospermnich rostlin i u epidern@drdun k.

Na povrchu kcene se z hyf utvo kompaktni povlak -Ryfovy plas , ktery zm ni morfologii,
anatomii a celkovy vzhled kolonizovaneho ikdxu.

*Ostatni struktury: extramatrikalni hyfy, skleroaibizomorfy, laktifery, cystidia...

*\Vyskytuje se, a na vyjimky, vyhradru d evin




Je znamo:

cca: 2.000 druhrostlin, které tva ektomykorhizu

(Betulaceae, Dipterocarpaceae, Fagaceae , Myrtaceae, Pinaceae, Salicaceae)

Cca 5.000 druhhub, které tvd ektomykorhizu

Odd: Basidiomycota piklad:

Agaricales: Amanita sp.

Russulales: Russula sp, Lactarius sp.
Boletales: Boletus sp., Paxillus sp.
Gomphales: Ramaria sp.

Cantharellales: Cantharellus sp.

Polyporoid: Polyporus sp, , Sistotrema sp.,
Hymenochaetales: Coltricia sp.

Thelephorales: Thelephora sp.

Odd: Ascomycota

Tuberales: Tuber sp, Terfezia sp.
Pezizales: Morchella sp., Genea sp., Helvella sp, Gyromitra sp.
Elaphomycetales: Elaphomycetales sp.

Deuteromycetes: Mycelia sterila:  Coenococcum sp.




Pro ?

® sacharidy: udava se, e rostliny investuji a 10% fo tosyntetickych produkt

do svého mykobionta
* glukdza je enzymaticky houbou p em n na na trehalozu, manitol a glykogen

 pro houby jsou to zasobni latky a latky nezbytné ke kli eni spor

* fosfor, vapnik, draslik, mikroprvky

* vodu

» ochrana proti p dnim patogen m

«ZvySuje aktivni povrch ko en

*Produkuje auxiny a gibereliny (rostlinné hormony)




evolu Nl procesy

* vztah je zalo en na synchronizovaném r stu ko en a houby tj. na
r stu a diferenciaci hyfy







«Ze spor vyklii monokaryotické mycelium (Basidiomycety), kterénseni (fuze a pezky) na
dikaryoticke (morfogeneze) aktivni mycelium, ktetdivn (r stové tropismy)vyhledava
hostitele, erstvé aktivni kdnky.

*Hyfa kontaktuje povrch, enzymaticky a mechanickgrusuje povrchoveé bly a tvoi hyfalni
plas . Tento proces je doprovazeadou biochemickych reakci, jak ze strany houbyztaktrany
rostliny.

«Z hyfalniho plast se pak poji mno stvi externich hyf sgnim okolim koinku vytvai tzv.
aktivni zonu(n kolik mmm kolem koinku)

*Hyfa penetruje a kolonizuje prostor kortexu (jehhny) a epidermalnich buk (listna e) a
formuje Hartigovu si

*Rostliny po dobu formace ektomykorhizniho spojamidukuji polyfenoly a sekundarni
metabolity, jen zvySuji jejich rezistenci proti gnim patogenm — houbam, bakteriim i hmyzu.

*Houba sama o solma jest tzv. bakterialni pomocniky (helper bacteria), které usnagi
kolonizaci koene

sEktomykorhizni spojeni na 1 lateralnim kiku je asov i prostorov omezené. Zavisi na sta
a fyziologii lateralniho kdnku. Hartigova sit postuprodumira a hyfalni pladm ni na zaklad
metabolit barvu a postupnodumira (jedna se ale o jeden jediny morfotyp a @sm se v dy
tvo i mnoho novych so@asn s r stem dalSich lateralnich kok ).



Vysledkem je:

e na ko enilstromusetvo i, jeaodumira mno stvi ektomykorhiz, tvo ené
rozmanitymi druhy hub

Ko inek m e houbu p er sta asto byva kolonizovan vice druny ECMf
*Na zaklad toho, jak jsou ECM houby dominantni v prostoru a ase rozliSujeme

*Rann sukcesni druhy, pozdn sukcesni druhy a multisukcesni (early, late, & multi-
stage)

*Tvorba plodnic nesouvisi s tvorbou ECM, nemusi ovliv ovat dominanci druhu na
ko enech dané d eviny

*Na zaklad biologickeé specifi nosti druhu (metabolity, biochemické aktivity, morfologie)
je ektomykorhiza formovana ka dym konkrétnim rodem m orfologicky odliSna —
pozm uje tvar a barvu ko inku — ektomykorhizni morfotypy




Na em zavisi druhové spektrum ektomykorhiznich hub?
1. Rostlina- druh, K, fyziologicky stav
2. Houba — druh, specificka vazba na hostitele, mitpo adavky

3. Prostedi- typ p dy (moder - ektomykorhizni, mor — ekto,
ektendo-, erikoidni), okolni vlivy — hnojeni, seSlapady.. Etc.
Po asi — obdobi vegetaiho klidu pro deviny — omezena tvorba
ektomykorhiznich Spek, teni hyfalni plas apod.

R

as

» prostedi



*Morfologicke charakteristiky

eAnatomicke charakteristiky

*Molekularni metody

Hebeloma crustuliniforme




ad: Theleophorales
(ples akotvaré)

*Plodnice mohou byt resupinatni a
pileatni

*Hymenofér — hladky, zubaté,
porovité

sMonomiticky systém

*Hyfy jsou tmaveé, pigmentovane
«Zastupci jsou lignikolni druhy nebo
mykorhizni




Metody identifikace ektomykorhiz

Binolupa + mikroskop

Kvalitativni ur eni —rod (druh)
houby

o Kvantitativni ur eni—
procentické zastoupeni druhu
na celkové mykorhizaci,
frekvence 1 druhu na

i definovanou délku ko ene




1. V tveni, délka, abundance, pn r mykorhiznich Spiek

Nev tvené solitérni Spky
(Coenococcursp.)

—




Nepravideln v tvené [Thelephorasp.)




2. Zakon eni nev tvenych asti morfotyp

rovne

ohnuté

vinité

kroucené

sma knuté mezi
mladsi a starsiasti




bradavi naty

Siln vinaty

ochmyeny

Hladky leskly










Anatomie plast a
Hartigovy sit

1. Celkova anatomie
mykorhizy

2. Anatomie laktifer,
hyf (p itomnost
p ezek, anatomoz,
napojeni hyf etc.)

3. Jednotlivych vrstev
houbového plast

4. Tvar a usp@dani
bun k

(parenchymaticke,pseudo
parenchymatickeé)

1. Pitomnost
chlamydospor,
haustorii

Paxillus involutus- Hartigova si







Scleroderma citrinum
(Basidiomycota: Sclerodermatale

/

_rhizomorfa

/ |




Laccaria sp.
Basidiomycota: Agaricale

(Quercus robuy

Rhizomorfy

[
Laccaria amethystea




Paxillus involutus
Boletales: Homobasidiomycetes:Basidiomycota
(Quercus robur)




Coenococcum geophillum:
. Mycelia sterila:
: Deuteromycetes:

Kmen: Ascomycota

(melanizovany povrch, R-
strategoveé)




7. Chemické reakce (Fuchsin, anilin, siran elezity
Melzerovo reagens, sulfovanilin etc.)




Struktury ECM hub v pd

Absorptivni hyfy

Myceliarni
provazce

sklerocia

/= o=
b

rhizomorfy

"_

mycorrhizal
root

P dni mycelium









Vyroba ektomykorhizniho preparatu

|zolaty z plodnian vitro (nebo z ektomykorhiznich Sk, nebo ze spdér z plodnic)

Hodnoceni rstuin vitro (rychlost kolonizace substratu)

Biotesty- hodnoceni schopnosti kolonizovattap ko eny ivych d evin (je teba brat v
potaz ekologii izolatu, psrod, podminky ve kterych provadime inokulaci, jely vhodné
testovat nkolik na sob nezavislych ploch \etn provoznich podminek)

1.

Forma: ektomykorhizni inokulum @pravime jako istou kulturu na agaru, jako
kulturu na smsi vysterilované raseliny a perlitu, jako algin&gqelety ve form
mycelia. U nkterych druh hub-Sclerodermdze pou i k pimé inokulaci spory z

plodnic. (peste)

Inokulacea. p edem do substratb, s vysevem nebo vysadbowediny, c. po
vysevu i vysadb

Hodnocenihodnoti seA. mykorhizace tj. podil kolonizovanych rostlin naiaatu ,
podil kolonizovanych ken (%) vSemy ECM houbami v ol (podle morfotyp),
po et koen kolonizovanych introdukovanym druhem (konkurenbegnost) a
etnost introdukovaného druhu na 1 cmemmve delkyB. vliv na r st a vyvoj
rostliny (vyska, prm r ko enoveho krku, susina, vtveni etc.)






el esni SKO
*Okrasné skolky

*VVysadby na plochach ohro enych erozi, extremnimi
podminkami

«Zales ovani pd

P stovani rychle rostoucichealin

*Ochrana starych strom




p stovani hodnot iletych sazenic

«Sazenice maji vyrovnajsi r st

sLepsSi ujimavost p vysazovani

L epsSi adaptabilita na stresove podmink

*Houby z stavaji v substratu!!!




ctovit®

*VVmisenim do vysevniho substratu

Obohaceni substratu na obalovanou sadbu

aj.



RU N Prostoko enna sadba Krytoko enna sadba

Aplikace p i
produkci sadby :
P imé& aplikace




ZlepSenir stu

(produkce jehli  natych a listnatych d

Mykorhiza

Kontrola

evil

Mykorhiza

Kontrola




p edinokulovanych v lesni Skolce (2006)

Horska oblast Portugalska poni  ena po arem

OSet ene sazenice vykazovaly o 20 % v

tSipr mr

ko enového kr ku a po et p eslen , 0 40 % v tSi

po et brachyblast ne kontrolni,
sazenice

neoset

ené




oubka - cm) v okoli
stromu pomoci pneumatického
kladiva

Provzdusn ni p dniho profilu
ca. 1,5 MPa, nakyp eni p dy
Vst ikovani produktu do
vzniklych trhlin/dutin
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