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摘要
!

为了得到能够有效抑制马唐
.*

2

*%#&*#/#$

2

5*$#"*/

生长的生防微生物!在农田采集马唐种子!进行萌发试

验!观察种子的萌发状况!从发病的种子和马唐幼苗基部分离致病菌!通过形态学观察以及
>F5

序列分析对致病菌

进行鉴定"结果从罹病的马唐幼苗基部分离得到一株致病菌
EC*"&

!该菌株的发酵液用水稀释至
&"<

浓度时!对

马唐种子的萌发抑制率和幼苗发病率均达到
#""<

!这说明菌株
EC*"&

对马唐有较好的生物防治作用"根据其形

态学特点及
>F5

序列分析结果!鉴定菌株
EC*"&

为暗球腔菌属
!-#('/

0

-#(&*#

的真菌"这些结果为深入研究其对

马唐的防治作用奠定了基础"
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马唐
.*

2

*%#&*#/#$
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是禾本科单子叶植

物$是一种秋熟作物农田中的杂草$在热带和温带地

区的
'&

个国家均有分布$对
'"

多种农作物的生产

有严重危害'

#

(

)由于马唐具有极强的抗逆能力和营

养竞争力$能够在水&旱等多种类型的连作农田中快

速蔓延$极难防除$被列为
#$

种恶性杂草之一'

!

(

)

化学农药的长期施用导致马唐已经对草甘膦'

'/

(

&氟

磺草胺&唑酰草胺&精唑禾草灵&烟嘧磺隆'

(&

(等

多种除草剂产生了抗药性)而一些化学除草剂具有

的潜在致癌致畸毒性也导致人们对其应用产生了一
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菌株对马唐的致病性分析及初步鉴定

定的抵触心理)而生物除草剂具有无毒&无害&无污

染&生物安全性高$且不易产生抗药性等优点$成为

化学农药的良好替代品$引起人们的广泛关注)

目前国内外可用于防除杂草的真菌主要有
#"

属
$

种'

0

(

$其中柄锈菌属
!5))*$*#H

I

2

&镰刀菌属

G5/#&*51H

I

2

&尾孢属
@(&)'/

0

'&#H

I

2

&链格孢属

C"%(&$#&*#H

I

2

等的种类较多$目前在生产中应用的

真菌除草剂主要有
=4..X

K

X4

!主要成分为盘长孢状

刺盘孢
@'""(%'%&*)-51

2

"'('/

0

'&*'*?(/

"&

CX]-LX

!主

要成分为棕榈疫霉
!-

4

%'

0

-%-'&#

0

#"1*F'&#

的厚

垣孢子悬液"&鲁保一号!主要成分为胶孢炭疽菌菟

丝子专化型
@'""(%'%&*)-51

2

"'('/

0

'&*'*?(/

!

NXL82

"

5,332W2H

I

2)5/)5%#(

"和
Z-43;4L

!主要成分为银叶

菌
@-'$?&'/%(&(51

0

5&

0

5&(51

"以及敌散克!主要

成分为画眉草弯孢霉菌
@5&F5"#&*#(&#

2

&'/%*?*/

[g*!"""

"$其中敌散克是主要针对马唐研制的真菌

除草剂'

$

(

)另外$许多细菌及其代谢物也具有防除

马唐的作用$如日本研发的细菌除草剂
=,+

I

XG-34

!主要成分为甘蓝黑腐病黄单胞菌
J#$%-'1'$#/

)#1

0

(/%&*/

I

]2)#1

0

(/%&*/bF/N$!

"已经商品化$链

霉菌
;%&(

0

%'1

4

)(/H

I

2&'$

产生的茴香霉素能防除

马唐和稗草'

%

(

$假单胞菌&欧文氏菌&细菌
5/

'

#"

(对马

唐也具有良好的防效)尽管已报道的对马唐有致病

性的菌株有很多$但是真正商品化的防除马唐的微

生物制剂种类相对较少$且由于各种生防菌株的寄

主范围不同$其应用往往受到一定的限制$不能完全

满足生产的需要)因此$继续分离&筛选和鉴定马唐

生防菌株能够为研发新型&高效的生物除草剂提供

微生物品种资源$具有重要的科学意义和广泛的应

用前景)

已报道的马唐致病菌多是从罹病的叶片分离得

到的$极少有从种子和罹病幼苗上分离得到'

##

(

)黑

龙江大学微生物学重点实验室从罹病马唐幼苗的基

部分离到一株能够有效抑制马唐种子萌发和幼苗生

长的生防菌株$对其进行了形态学观察和
>F5

序列

分析$为后续进一步研究其防除马唐的机理$开发新

型除草剂奠定了基础)

$

!

材料与方法

$%$

!

试验材料

马唐种子#鉴于秋季采集的马唐种子萌发率较

低$而越冬的种子萌发率较高$本试验采用的种子为

'

月末从黑龙江省齐齐哈尔市梅里斯区雅尔塞镇农

田采集的自然条件下越冬的种子)

培养基#以马铃薯葡萄糖培养基!

NC6

"为固体

培养基$在
NC6

的基础上$不添加琼脂为液体培养

基$

#!#A

灭菌
!"+-L

)

试剂#葡萄糖&琼脂&次氯酸钠&

=F6Z

&氯仿&异

戊醇&异丙醇&无水乙醇&溴化乙锭&琼脂糖&

S@FNH

!

!2(++4.

*

B

"&

#"UN=?ZVWWXG

&

3#

:

C@6

聚合酶

和
C@6Y,GcXGCB!"""

$均购于宝泰克有限公司)

仪器#

C̀ *̀#!

电泳仪$北京六一仪器厂%

T+X*

K

,#"\eN

凝胶成像系统$德国
\eN

公司%

F=*(#!

F;XG+,.=

_

.XGN=?

仪$英国
FX3;LX

公司%

=d'#

体

视显微镜$奥林巴斯有限公司)

$%&

!

试验方法

$2&2$

!

马唐病原真菌的分离

挑选外观成熟饱满的马唐种子$用
!<

次氯酸

钠消毒
(+-L

$无菌水冲洗
'

遍$用灭菌滤纸吸干种

子表面残留的水分后$置于铺有灭菌的湿润滤纸的

培养皿中$每皿加
#"+B

无菌水$

!(A

恒温保湿培

养
0S

$观察萌发情况$分别挑取发病种子和发病幼

苗上的菌丝体接种于
NC6

培养基上$待菌落形成

后$挑取菌落边缘的菌丝体$纯化培养$备用)

$2&2&

!

马唐生防菌株的筛选

用无菌水冲洗各分离株培养物表面$制成
#U

#"

&个*
+B

的孢子悬浮液$对马唐种子浸种处理

&;

$以无菌水为对照)然后置于铺有灭菌滤纸的无

菌
NC6

培养皿中$每皿
("

粒$每处理
'

次重复$

!(A

光照培养箱中保湿培养$记录种子萌发率$计算

萌发抑制率)

$2&2'

!

菌株
EC*"&

的发酵液对马唐的致病性

皿栽试验#将菌株
EC*"&

在
NC6

培养基上培养

(S

$挑取菌丝体$接种于马铃薯葡萄糖液体培养基中

!每瓶装液量为
("+B

*

!("+B

"中$

!$A

$

#$"G

*

+-L

发

酵培养
/S

)发酵液用无菌水稀释至终浓度分别为

&"<

&

/"<

和
!"<

$对马唐种子进行浸种处理$以无菌

培养基作为对照$然后置于铺有灭菌保湿滤纸的无菌

培养皿中进行萌发试验$每处理
'

次重复$调查种子

的萌发率和萌发
&S

后幼苗的发病率)

盆栽试验#为模拟大田土壤生态环境$采用未灭

菌的花坛土壤进行盆栽试验)将花坛土与蛭石按照

#f#

的比例混合)选取直径
#(3+

$高度
#/3+

的花

盆$盆内装
!

*

'

的土)每盆播撒
#""

粒成熟饱满的

,

%%

,



!"!"

马唐种子$对照组喷施
!"+B

无菌发酵培养液$处理

组喷施
!"+B

发酵培养
/S

的
EC*"&

含菌发酵液$然

后覆土
#3+

$表层土压实平整后$室内自然温度条件

下培养)每处理
'

盆)定期观察记录各处理马唐生

长情况$在接种
'0S

后进行调查并记录数据)

$2&2(

!

生防菌株的鉴定

$2&2(2$

!

形态观察

将菌株
EC*"&

接种于
NC6

平板上$

!$A

连续

培养
!(S

$定期对菌株形态进行观察$测量和拍照)

$2&2(2&

!

分子生物学鉴定

采用
=F6Z

法提取真菌
C@6

$采用上海生工生

物公司合成的引物
>F5/

!

(Q*F==F==R=FF6FF*

R6F6FR=*'Q

"和
>F5(

!

(Q*RR66RF6666RF=R*

F66=66RR*'Q

"对菌株的
>F5

序列进行
N=?

扩

增'

#!

(

)

("

"

BN=?

反应体系#

#"

"

+4.

*

B

的上游引

物和下游引物各
!

"

B

&

C@6

模板
!

"

B

&

#"UN=?

ZVWWXG(

"

B

&

!k(++4.

*

BS@FNY-âVGX#

"

B

&

(\

*

"

B

3#

:

C@6

聚合酶
#

"

B

$补充
SSE

!

T

至
("

"

B

)

N=?

扩

增反应程序#

%/A

预变性
(+-L

%

%(A

变性
#+-L

$

(/A

退

火
/"H

$

0!A

延伸
/"H

$循环
'/

次$产物送博仕生物

公司进行测序)在
@=Z>

数据库中进行
ZB65F

比

对分析$并应用
Y)R6(2#

软件构建系统发育树$

初步确定其系统发育地位)

根据生防真菌的形态学特征及
>F5

序列分析$

查阅植物病原真菌鉴定手册和相关文献$明确其分

类地位'

#'

(

)

$%'

!

计算和统计方法

萌发抑制率
D

!未萌发种子数*种子总数"

U

#""<

$利用
5N55

软件
CVL3,L

氏多重比较进行差

异显著性分析)种子萌发率
D

!已萌发种子数*种子

总数"

U#""<

$致病率
D

!发病株数*萌发总株数"

U

#""<

$用
)d=)B

软件
%

测验法分析检验处理间的

效应$用
5N55

软件
B5C

法检验平均值之间的差异)

&

!

结果与分析

&%$

!

马唐生防菌株的分离和筛选

从马唐种子和罹病幼苗基部共分离得到
&

株真

菌)它们对马唐种子的萌发均表现出一定的抑制作

用!表
#

"$其中菌株
EC*"&

处理对马唐种子的萌发抑

制率最高$为
/'2"<

$方差分析结果表明$各菌株间的

萌发抑制率差异达到显著水平!

GD'$k%(

$

!

%

"2"(

")

表
$

!

不同分离株对马唐种子萌发的影响$

$

.0123$

!

E993>=8:9<699353;=68:20=38:;

833<

B

3576;0=6:;:9>501

B

5088

菌株编号

5̂G,-LL42

萌发抑制率*
<

RXG+-L,̂-4L-L;-:-̂-4LG,̂X

对照
=4L̂G4.

!

%2''l'2"&

"

X

EC*"#

!

!/2&0l(2"'

"

3S

EC*"!

!

!"2""l!2""

"

S

EC*"'

!

'!2&0l(2"'

"

:

EC*"/

!

!%2''l#2#(

"

:3

EC*"(

!

/"2&0l'2"&

"

,

EC*"&

!

/'2""l#2""

"

,

!

#

"表中数据为
'

个重复的平均值
l5C

$同列中不同字母表明
!D

"2"(

水平差异显著)

C,̂,-L̂ ;X̂,:.X,GX̂;X,]XG,

K

XH4Ŵ;GXXGX

I

.-3,̂XH9-̂;5C

%

S-WWXGXL̂.X̂̂XGH-L ;̂XH,+X34.V+L-LS-3,̂XH-

K

L-W-3,L̂ S-WWXG*

XL3X,̂"2"(.X]X.2

&%&

!

菌株
J!/RP

发酵液对马唐的致病性

皿栽试验结果表明!表
!

$图
#

"$当对照组马唐

种子的萌发率达到
%"<

时$菌株
EC*"&

的
!"<

&

/"<

和
&"<

浓度发酵液处理的种子萌发率仅为

'"<

&

#"<

和
"

!

GD#0''2''

$

!

%

"2"#

"$差异达到极

显著水平$说明
EC*"&

的发酵液对马唐种子的萌发具

有较好的抑制作用)各处理植株情况见图
#

$对照!图

#,

"幼苗叶片鲜绿$芽长和根长显著高于各发酵液处

理!芽长
GD#'2#

$

!

%

"2"(

%根长
GD(#"20(

$

!

%

"k"#

"!图
#:

&

3

"$而发酵液处理的种子已多数霉烂

发病$看不出种子原来的形状$只能看到致病菌的霉

层和菌丝体%少数萌发并长成幼苗的种子$其长势&

芽长&根长均显著低于对照!图
#S

")虽然已萌发种

子的霉烂程度要轻于未萌发的种子$仍能清晰地看

出种子的形状$但其茎部和根部呈现明显的水渍状$

且叶片明显变黄!图
#X

")

表
&

!

J!/RP

发酵液对马唐种子萌发影响的皿栽试验结果$

$

.0123&

!

E993>=8:9J!/RP93573;=0=6:;15:=G:;=G3833<

B

3576;0=6:;:9>501

B

50886;=G3<68G3H

4

35673;=8

发酵液浓度*
<

=4L3XL̂G,̂-4L4W

WXG+XL̂,̂-4L.-

1

V-S

发芽率*
<

RXG+-L,̂-4L

G,̂X

芽长*
++

ZVS

.XL

K

;̂

根长*
++

?44̂

.XL

K

;̂

"

!

=J

"

%"l'2"$

!

$2/l#2/%

!

#$2%l"20(

!

!"

'"l/2"&

""

/2"(l"2$!

"

'2''l"2&!

""

/" #"l!2'$

""

M M

&" " M M

!

#

"表中数据为
#"

个重复的平均值
l5C

$表中数据后
"

表示显著

差异$

""

为极显著差异$下同)

C,̂,,GX̂;X+X,LH4W#"GX

I

.-3,̂XH9-̂;5C2

"

$

H-

K

L-W-3,L̂S-WWXG*

XL3X

%

""

$

XâGX+X.

_

H-

K

L-W-3,L̂S-WWXGXL3X

%

;̂XH,+X:X.492

,

""#

,
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菌株对马唐的致病性分析及初步鉴定

图
$

!

菌株
J!/RP

对马唐种子萌发和幼苗生长的影响

F6

B

%$

!

E993>=8:98=506;J!/RP:;=G3833<

B

3576;0=6:;0;<833<26;

BB

5:I=G:9>501

B

5088

!

!!

盆栽试验结果!表
'

"表明$对照组与处理组间

的发芽率&致病率&株高以及单株地上部干重都存在

显著差异!发芽率
GD/(2"

$

!

%

"2"#

%致病率
GD

0/2''

$

!

%

"2"#

%株高
GD#'200

$

!

%

"2"(

%单株结

籽数
GD#2%/

$

!

$

"2"(

%单株地上部干重
GD

&/k&&

$

!

%

"2"#

")说明施用菌株
EC*"&

可以起到

抑制马唐种子萌发和幼苗生长的作用$具有较好的

除草潜力)当然$可能由于土壤中的状况比较复杂$

有较多的物理化学和生物方面的因素影响马唐的萌

发和生长$导致盆栽防治效果不如皿栽防治效果好)

这也说明$要想让生防菌株在田间表现更好的除草

效果$除了需要高效菌株外$还需要合理的制剂方

案$使用合理的助剂和施用方法$才能进一步提高微

生物除草剂的应用效果)

表
'

!

J!/RP

发酵液对马唐的盆栽试验结果

.0123'

!

,38?2=8:9

4

:=3H

4

35673;=:9J!/RP93573;=0=6:;15:=G0

B

06;8=>501

B

5088

组别

RG4V

I

发芽率*
<

RXG+-L,̂-4LG,̂X

致病率*
<

Y4G:-S-̂

_

株高*
3+

N.,L̂;X-

K

;̂

单株结籽数*粒

5XXSLV+:XG

I

XG

I

.,L̂

单株地上部干重*
K

CG

_

9X-

K

;̂

I

XG

I

.,L̂

对照组
=4L̂G4.

K

G4V

I

(02''l!2"( #/2"!l#2%# #"2$l#2#0 (2$'l#2'$ "20(l"2"/

处理组
FGX,̂+XL̂

K

G4V

I

'$2''l/2%%

""

/02('l(2#(

""

!

02'&l"2&&

"

/2"0l#2#$ "2!0l"2"$

"

&%'

!

菌株
J!/RP

的鉴定

&2'2$

!

形态观察

对菌株
EC*"&

的形态观察结果表明$在
NC6

培养基上$菌落正面蓝灰色$菌丝向上生长$毛绒状%

菌落背面黑褐色$能观察到小黑点状的子囊壳$针刺

时有坚硬感)培养
#(

#

!"S

时$挑取小黑点部位压

碎制片$在显微镜下观察$能看到大量的子囊簇生在

垫状结构上!图
!,

")子囊顶端圆$壁薄$圆柱状$大

小为!

(!

#

#"'

"

"

+U

!

020

#

##2&

"

"

+

$内含有
$

个

子囊孢子$具有胶质鞘!图
!:

"%子囊孢子单列至

'

列$多为纺锤形$直或稍弯曲$大小!

!"2&

#

'&

"

"

+

U

!

'k%

#

(2!

"

"

+

$

B

*

O

约为
(2!

$被
(

个隔膜分成

&

个细胞$中间细胞膨大$一端细胞略尖$另一端有

一个尖细的柄细胞!图
!3

$

S

$

X

"$中间的
!

#

'

个细

胞均分布有较多的滴状油球)子囊孢子为黄绿色$

中间两个细胞颜色较深!图
!3

$

X

")孢子萌发时$颜

,

#"#

,



!"!"

色变深$呈褐色$细胞整体明显膨大$尤其是顶部细

胞膨大成钝圆状$孢子一端萌发出丝状体!图
!X

")

图
&

!

菌株
J!/RP

的形态特征

F6

B

%&

!

S:5

4

G:2:

B

6>02>G050>=3568=6>8:98=506;J!/RP

!

&2'2&

!

菌株
EC*"&

的
>F5

序列分析

菌株
EC*"&

的
>F5

序列长度为
&#':

I

$将
>F5

序列提交到
@=Z>

数据库中$应用
ZB65F

软件从数

据库中搜索出相关菌株的
>F5

序列$与已知菌的

>F5

序列进行同源性比较$分析其系统发育关系)

RXLZ,Lc

数据库比对结果表明$菌株
EC*"&

的
>F5

序列!

YJ##"'0(

"与座囊菌纲格孢腔菌目的暗球腔

菌属真菌
!-#('/

0

-#(&*#H

I

2=Z5#!'20&

!

JP!(##%/2

#

"和小球腔菌属
K(

0

%'/

0

-#(&*#H

I

2eX

K

,)/*$'

!

)P&%/&&#2#

"相似度均为
%%<

$集合在同一大分支

!图
'

"$且暗球腔菌属真菌和小球腔菌属真菌的
>F5

序列在系统发育上极为相近$即菌株
EC*"&

可能是

格孢腔菌目真菌中的暗球腔菌属或小球腔菌属

真菌)

&2'2'

!

鉴定结论

菌株
EC*"&

的形态学特征符合子囊菌亚门座

囊菌纲格孢菌目的形态学特征'

#/

(

)暗球腔菌属

!-#('/

0

-#(&*#

和小球腔菌属
K(

0

%'/

0

-#(&*#

都是

格孢腔菌目中的大属$而且亲缘关系较为相近$它们

的
>F5

序列在系统发育上界限并不清晰$建属初期

关于它们的分类学地位一直存在争议'

#(

(

)

E4.+

在

格孢菌科的研究中$将
!-#('/

0

-#(&*#

界定为一个

独立的属$理由是这类菌的子囊座具有拟侧丝$将

!<'&

4

E#(>2Y-

_

,cX

定为模式种$并将原来属于

K(

0

%'/

0

-#(&*#=XH2jCX@4̂2

的
#0

个具有由拟

薄壁组织构成的小子囊座和具单子叶植物寄主的种

移入
!-#('/

0

-#(&*#

中'

#&

(

)李文英等利用
#$5

和
!$5

图
'

!

基于菌株
J!/RP#.@

序列构建的系统发育树

F6

B

%'

!

*G

A

2:

B

3;3=6>=5331083<:;#.@83

-

?3;>38:98=506;J!/RP0;<6=85320=3<8=506;8

!

,

!"#

,
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菌株对马唐的致病性分析及初步鉴定

序列对座囊菌目及相关类群属间关系的系统学进行

了初探$发现格孢腔菌目参试的
0

个属形成一个单

系群$但属间的支持率非常低'

#0

(

)分子系统学研究

表明子囊及子囊孢子的形态及寄主范围!侵染单子

叶植物的通常为
!-#('/

0

-#(&*#

$侵染双子叶植物的

通常为
K(

0

%'/

0

-#(&*#

"对界定这两个属菌株的分类

地位非常重要'

#$

(

)菌株
EC*"&

所侵染的马唐为单

子叶植物$因此$根据其寄主$我们将菌株
EC*"&

初

步鉴定为暗球腔菌属
!-#('/

0

-#(&*#

真菌)

'

!

讨论

马唐是世界性恶性杂草$现有的微生物源除草

剂还不能满足农业的需求)因此$广泛筛选对马唐

具有防除作用的生防微生物$具有较重要的科学意

义)我们分离到的生防真菌
EC*"&

的发酵液能够

抑制马唐种子的萌发$对马唐幼苗有强致病性$具有

开发为生物除草剂的潜力$经形态学&分子生物学特

性及其侵染单子叶植物的综合特征$鉴定该菌株为

暗球腔菌属真菌)目前相关文献已经报道了
#"

个

属的真菌对马唐具有良好的防除效果$包括刺盘孢

属
@'""(%'%&*)-51

&疫霉属
!-

4

%'

0

-%-'&#

&镰刀菌属

G5/#&*51

&交链孢属
C"%(&$#&*#

&柄锈菌属
!5))*$7

*#

&尾孢属
@(&)'/

0

'&#

&叶黑粉菌属
L$%

4

"'1#

&壳单

孢菌属
C/)')-

4

%#

&核盘菌属
;)"(&'%*$*#

&弯孢属

@5&F5"#&*#

'

#%

(

$而上述
#"

个属的真菌多数是从马唐

叶片分离得到的$至今未见有关在马唐的种子上分

离到暗球腔菌属真菌的报道)菌株
EC*"&

的分离

与鉴定$扩大了马唐生防菌的资源库)

到目前为止$暗球腔菌属
!-#('/

0

-#(&*#

已有

##/

个种'

!"

(

$中国对该属研究报道较少$乔倩等曾报

道了中国黄海黄岛海域潮间带木上的
!

个中国新记

录种新海暗球腔菌
!<$('1#&*%*1#

和高山暗球腔菌

!</5,#"

0

*$#

'

!#

(

%于辉霞等报道了来自福建武夷山&

安徽黄山和山东昆嵛山的
'

个中国新记录种$肩状

暗球腔菌
!<-51(&#%#

&马西山暗球腔菌
!<1#&7

)*($/*/

和香蒲暗球腔菌
!<%

40

-#&51

'

!"

(

)但是在马

唐上未见分离到该属致病真菌的报道)

(

!

结论

EC*"&

为暗球腔菌属
!-#('/

0

-#(&*#

真菌$该

菌株
&"<

浓度的发酵液对马唐种子的萌发抑制率

为
#""<

$处理后马唐幼苗发病率达到
#""<

%在盆

栽试验中发现经其发酵液处理后的马唐种子的萌发

抑制率和幼苗发病率均远远高于空白对照组$且对

马唐植株的株高&结籽数以及干重都有显著影响$显

示出对马唐的萌发和生长都有很好的抑制效果)今

后我们将对菌株
EC*"&

的寄主范围和安全性进行

评估$对其侵染和发病过程进行观察$分析其致病机

理$并在此基础上对其发酵条件进行优化$对发酵液

中能够防除马唐的有效物质进行分离纯化$为开发

新型马唐生物除草剂奠定基础)
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