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Intraspecific Variability of Fungi From the Genus Armillaria
— Identification of Polish Isolates of the Genus Armillana

Wstep

Badania nad pategenem systeméw korzeniowych drzew — Armillaria mellea (opierika
miodowa) prowadzone s3 od przeszio 150 lat, jednak dopiero niedawno ustalono,
ze rodzaj Armillaria sklada sig z wielu gatunk6éw rézniacych sig zaréwno pod wzglgdem
genetycznym, jak i ekologicznym.

Do 1970 r. wszystkie grzyby nalezace do rodzaju Armillaria w fitopatologicznej litera-
turze lesnej objgte byly wsp6lng nazwa Amnillaria mellea (Vahl ex Fr.) Karst. lub (Vahl)
Quel. Armillariella mellea (Vahl) Karst. Jednakze, w miarg opisywania coraz to nowych
gatunkéw, zaproponowano w literaturze nazwg "grupa biologiczna Armillariella” (14),
a nastepnie Armillariella (Armillaria) mellea complex (5).

Gatunki opisywano na podstawie cech morfologicznych owocnikéw. Postugujac sig tym
wlasnie kryterium w samej Francji wyrézniono 4 gatunki (13): Armnillariella mellea sensu
stricto (Vahl ex Fr.) Karst., A. obscura (Secr.) Romagn., A. ostoyae Romagn., A. bulbosa
(Barla) Romagn.

Badania cytogenetyczne grzybni opierajace sig na hodowli grzybni jednozarodnikowych
w czystych kulturach laczonych (4) umozliwily wydzielenie z Amillariella (Armillaria)
mellea complex szeregu intersterylnych, tzn. jednorodnych pod wzglgdem genetycznym,
grup biologicznych (1, 18).

W Europie wyrézniono 5 takich grup i oznaczono pierwszymi literami alfabetu A, B, C,
D, E (5). Cztery sposréd nich, a mianowicie grupy: C, D, B i E odpowiadajg czterem
gatunkom wydzielonym przez Romagnesi’ego w 1970 r. Grupa C wykazuje tozsamosc¢ z
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RYC. 1. Annillaria mellea complex w Europie. Zestawienie grup intersterylnych Korhonena i gatunkow
europejskich opisanych na podstawie morfologii owocnikéw (wg 3)

gatunkami: Armillariella ostoyae Romagn. i A. obscura (Secr.) Romagn., grupa D
odpowiada gatunkowi 4. mellea sensu stricto (Vahl) ex Fr./Karst., grupy B1E zas — A.
bulbosa (Barla) Romagn. (Guillaumin et al. 1985). Sposréd 2 nazw: Armillariella i
Armillaria zaproponowano stosowanie tej ostatniej (17).

Najnowsze badania z poczatku lat osiemdziesigtych pozwalaja na usystematyzowanie
dotychczasowych informacji dotyczacych poszczegdlnych grup intersterylnych i odpo-
wiadajacych im gatunkéw (ryc. 1, wg 3). Grupa A Korhonena odpowiada typowi
morfologicznemu, ktdry nie byt jeszcze opisany. Gatunek ten otrzymat niedawno nazwg:
A. borealis, nadang mu przez Marxmiiller i Korhonena w 1982 r. Grupa B obejmuje
gatunek A. cepistipes, opisany przez Velenovskiego w 1920 r., ponownie odkryty przez
Romanesiego i Marxmiiller w 1983 r. oraz wystgpujacy w 2 formach: jako A4. cepistipes

forma pseudobulbosa (duze podobieristwo z owocnikami 4. bulbosa) oraz jako A.
cepistipes forma cepistipes.

Z racji podobieristwa morfologicznego owocnikéw gatunek A. ostoyae odpowiada A.
obscura. Ich nazwy nalezy traktowac jako synonim. Jednakze ostatnio nazwa 4. ostoyae
Romagn. zostala pominigta na korzys¢ starszej A. obscura Secretan. Po przypisaniu
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ostatecznego autorstwa Herinkowi obecnie nazwa tego gatunku brzmi A. obscura
(Secr.) Herink.

Grupa D wykazuje tozsamos$¢ z A. mellea sensu stricto, z gatunkiem opisanym przez
Watlinga i in. w 1982 r. jak réwniez Romagnesiego i Marxmiiller w 1983 r. Zastrzezona
zostala dla niej nazwa A. mellea (Vahl ex Fr./Kummer, dla grupy E za§ — A. bulbosa
(Barla) Romagn.

Najaktualniejsze zestawienie nomenklatury europejskich gatunkéw z A. mellea complex
mozna przedstawi¢ nastgpujaco (7):

A. borealis (Marxmiiller et Korhonen) — grupa A
A. cepistipes (Velenovsky) — grupa B

A. obscura (Secr.) Herink — grupa C

A. mellea (Vahl. Fr.) Kummer — grupa D

A. bulbosa (Barla) Romagnesi — grupa E

O0o0oo

Dla wymienionych gatunkéw opracowano réwniez mapeg ich zasiggéw w Europie przy
uwzglgdnieniu podzialu na gatunki péinocne i potudniowe (ryc. 2, wg 3).
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RYC. 2. Wyst¢powanie gatunkéw z rodzaju Arnillaria w Europie (wg 3)
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Wsréd gatunkéw tworzacych A. mellea complex w Europie najwigksza patogenicznos-
cig odznaczaja sie dwa: A. mellea sensu stricto powodujacy najwigksze szkody u drzew
i krzew6w lisciastych, zwlaszcza w sadach 1 w winnicach we Francji oraz A. obscura
atakujacy drzewa iglaste. Pozostate trzy gatunki naleza do stabych patogenéw (3, 12).

Badania cytologiczne ujawnily, ze gatunki grzyb6éw nalezace do A. mellea complex maja
nietypowy dla klasy Basidiomycotina, rzad Hymenomycetales przebieg kariokinezy (cykl
przemiany jader). W typowym cyklu u Basidiomycotina (ryc. 3) grzybnia wegetatywna

—_——

RYC. 3. Cykl zyciowy u Hymenomycetales na przyktadzie Schizophyllum commune (wg 2):
I — kietkowanie zarodnikéw podstawowych dajace w efekeie haploidalng monokariotyczng grzybnig,
2 — somatogamia w wyniku ktérej powstaje haploidalna dikariotyczna wegetatywna grzybnia, 3 — grzyb-
nia z potaczeniami sprzazkowymi, 4 — owocnik utworzony ze strz¢pek dikariotycznej grzybni,
5 — dikariotyczne subhymenium, 6 — diploidyzacja, 7 — mejoza, 8 — W petni uksztattowana podstawka
z bazydiosporami, 9 — bazydiospory réznej ptci
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jest dikariotyczna haploidalna a nie diploidalna i wlasnie taka daje poczatek owocni-
kom, redukcja materiatu genetycznego (mejoza) za$ nast¢puje w bazydiach, a nie w
zawigzkach owocnikéw przed wytworzeniem bazydiéw, jak to sig dzieje u gatunkéw z
A. mellea complex (16). Dla gatunkéw z A. mellea complex charakterystyczna jest
przej$ciowa dikariotyczna (dwujadrowa) faza, po ktérej zachodzi somatyczna diploidy-
zacja (kariogamia somatyczna) dajaca w efekcie wydhizone diploidalne (podwdjny
garnitur chromosoméw w jadrze) stadium wegetatywne i redukcjg materiahu genetycz-
nego w blaszce tramy owocnika (w zawigzku poprzedzajacym rozwdj bazydiéw) (ryc. 4)

F =

RYC. 4. Cykl zyciowy Anmillaria obscura w warunkach naturalnych (wg 3i 6): I — kietkowanie
zarodnikéw podstawkowych dajace w efekcie haploidalng monokariotyczng grzybnig, 2 — somatogamia
zgodnych haploidalnych grzybni dajgca w rezultacie przejéciowa dikariotyczng grzybnig, 3 — przejéciowa

dikariotyczna faza, 4 — somatyczna diploidyzacja dajaca w efekcie diploidalng monokariotyczng
wegetatywng grzybnig, 5 — owocnik, 6 — przedbazydialna redukcja w zawigzku owocnika dajaca w efekcie
dikariotyczna subhymenialna grzybnig z haploidalnym jadrem, 7 — diploidyzacja w podstawce,
8 — mejoza, 9 — w pelni uksztattowana podstawka z bazydiosporami, /0 — bazydiospory réznej pici
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(1,5, 9, 18). Reasumujac mozna stwierdzié, ze w cyklu zyciowym gatunkow z A. mellea
complex nast¢puje dwukrotnie diploidyzacja 1 haploidyzacja.

Nalezy jednak pamigtad, ze réwniez wréd gatunkéw A. mellea complex dajg sig za-
uwazy¢ pewne réznice w cyklu zyciowym. I tak, cykl zyciowy gatunku A. mellea rézni

si¢ od cyklow pozostatych 4 gatunkéw tym, ze nie zaobserwowano w jego przebiegu
dikariofazy (7).

Podstawki u tego gatunku nie wytwarzaja sprzazek, rozwijaja si¢ z jednojadrowych
subhymenialnych komérek, zawierajacych diploidalne jadra. Podstawki pozostalych 4
gatunkéw maja sprzazki i1 powstaja z dwujadrowych komérek z haploidalnymi jgdrami
(kariogamia zachodzi w podstawce) (6, 7, 10).

U wszystkich 5 gatunkéw obserwowano réznoplechowy dwuczynnikowy ukiad taczenia,
u 4 za$ podobny mechanizm somatycznej diploidyzacji w taczeniu zgodnych grzybni
(11). Proces taczenia grzybni jest regulowany przez 2 komplety genéw nazywanych
czynnikami A 1 B, stad tez mowa o dwuczynnikowym ukladzie 13czenia. Kazdy czynnik
faktycznie zawiera 2 powigzane ze sobg geny oznaczone a 1 B. W kazdym potozeniu
liczba alleli jest ograniczona, ale istniejagce duze mozliwosci kombinacji alleli przyczy-
niajg si¢ do istnienia duzej liczby jedynych w swoim rodzaju czynnikéw. Czynniki A1 B
regulujg dzialalno$¢ genéw zwigzanych z procesami laczenia 1 dikariozy. Czynnik A
kontroluje faczenie sig w pary, tworzenie sig komérek sprzazkowych, podziat sprzg¢zo-
nych jader, tworzenie si¢ przegrody w sprzazce nastgpujace po podziale jagder. Czynnik
B kontroluje przemieszczanie sig jader i fuzjg jader w sprzazkach (informacja ustna
Korhonena wg 11).

Grzyby z A. mellea complex sa tetrapolarne (4), poniewaz maja 4 typy faczenia: AxBy,
AxBx, AyBx 1 AyBy, gdzie x, y oznaczaja numery alleli (ryc. 5).

F.aczenia te mozna scharakteryzowad nastgpujaco:

O laczenie zgodne (kompatybilne A = B =), czyli AxBx x AyBy, laczone grzybnie
tworzg dikarion; |

O laczenie niezgodne (nickompatybilne (A =B =), czyli AxBx x AxBx krzy-
zowane grzybnie nie 13czg sig ze sobg, nie oddzialujg na sicbie w zaden sposdb,
nie dochodzi nawet do plazmogamii, grzybnic rosng ggsto obok sicbie;

O laczenie pétzgodne, wspélny czynnik A (hemikompatybilne A =B =), czyli
AxBx x AxBy, pomigdzy konfrontowanymi grzybniami wystgpuje tzw. strefa
inhibicji ("barrage zone");

O laczenie pélzgodne, wspblny czynnik B (hemikompatybilne A=B =), czyli
AxBx x AyBx, zazwyczaj reakcje laczonych grzybni podobne do tjczenia
niezgodnego.

W Polsce problem wystgpowania gatunkéw grzybéw z rodzaju Armillaria nie zostal jak
dotad rozwigzany. W dalszym ciagu przyjmuje sig istnienie tylko jednego gatunku —
Armillaria mellea (Armillariella mellea). Tymczasem biorac pod uwagg dorobek nau-
kowcéw europejskich w tym zakresie, przede wszystkim z Francji, Finlandii, RFN,
mozna domniemywad, ze réwniez w Polsce wystgpuje wigcej gatunkéw tego grzyba.



RYC. 5. R6zne kombinacje faczenia grzybni gatunkéw grzybow nalezacych do Arnillaria mellea complex
(wg 5). Objasnienia: w kazdej szalce Petriego na gérze po lewe;j stronie widac taczenie niczgodne. na gorzc
po prawej stronie — faczenie potzgodne (hemikompatybilne), wspdlny czynnik A (widoczna “strefa in-
hibicji"), na dole po prawej stronie — tgczenie zgodne (kompatybilne). Grzybnia znajdujaca si¢ na dolc we
wszystkich czterech taczeniach jest taka sama. A —A. borealis, B — A. cepistipes, C — A. obscura,

D — A. mellea, E — A. bulbosa

Préby identyfikacji polskich gatunkéw z rodzaju Armillaria zostaly podjgte w Zaktadzic
Fitopatologii Lesnej — IBL. W 1978 r. przestano do Firiskicgo Instytutu Badawczego
Lesnictwa 3 polskie izolaty w celu poddania ich testom w kulturach taczonych 7
grzybniami testowymi 5 intersterylnych grup biologicznych wydzielonych przez Korho-
nena (15). Byly to: dwa izolaty wiclozarodnikowe S1, S2 oraz izolat jednozarodnikowy

— N.

Izolat Sy uzyskano z drewna pniaka dgbowego, pozostawionego w uprawic sosnowej w
nadl. Mifomtyn.

Izolat S wyosobniono z drewna korzeni 5-letniej sosny w uprawie sosnowej w lesn.
Sckocin. Natomiast izolat N uzyskano z owocnika rosnacego w szyi korzeniowe) martwe;j
sosny.

Przeprowadzone testy wykazaly, ze izolaty te naleza do grupy C, wydzieloncj przez
Korhonena.
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Niniejsza praca prezentuje dalsze badania nad identyfikacja polskich izolatéw z rodzaju
Armillana przeprowadzone pod kierunkiem Korhonena.

Materialy i metody

W doswiadczeniu uzyto 33 kultur jednozarodnikowych: 20 grzybni testowych Korhone-
na 5 gatunkdw europejskich: A. mellea, A. bulbosa, A. borealis, A. cepistipes, A. obscura
stanowigcych kultury znane, 5 kultur nieznanych pochodzacych z Finlandii oraz 8
polskich kultur nieznanych.

Polskie kultury jednozarodnikowe uzyskano z zarodnikéw pochodzacych z owocnikéw
zebranych w drzewostanach: lisciastych (Mitomtyn), mieszanych (Sgkocin, Pulawy)
(tab. 1). Do hodowli kultur grzybowych zastosowano pozywke zawierajaca 1,5% eks-
traktu maltozowego i 1.5% agaru. Pozywke przygotowano w szalkach Pctriego.

TABELA 1

Zestawienie polskich kultur jednozarodnikowych Armillaria sp. uzywanych w doswiadczeniach
przeprowadzonych w Finlandii

Numer izolatu

Miejsce zebrania

Wynik uzyskany w tescie taczenia grzybni

88.08.00.1.1

nadl. Mitomtyn
lesn. Tabérz
drzewostan lisciasty

nadl. Mitomtyn
lesn. Tabérz
drzewostan liSciasty

nadl. Mitomtyn
lesn. Taborz
drzewostan liSciasty

A. borealis

nadl. Mitomtyn
lesn. Tarda
drzewostan lisciasty

nadl. Mitomtyn
lesn. Tarda
drzewostan lisciasty

Putawy
drzewostan mieszany

88.09.29.1.2

drzewostan mieszany

A. obscura

34



W doswiadczeniu postuzono si¢ metoda Korhonena (tzw. "mating system") polegajaca
na taczeniu ze sobg czystych kultur grzybowych w celu okreslenia ich zgodnosci gene-
tycznej. Poszczegdlne kultury nieznane jednozarodnikowe tgczono z grzybniami testo-
wymi Korhonena. W kazdej szalce Petriego na gérze umieszczano inokula grzybni
testowych, a w odleglo$ci 2 mm od nich na dole inokula grzybni nieznanvch (ryc. 6).

Inokula wprowadzano do szalek przy uzyciu zmodyfikowanej pipety Pasteura. Czyste
kultury przechowywano w termostatach, w temperaturze 20-23°C. Reakcje grzybni w
kulturach aczonych obserwowano po 3 tygodniach od momentu zalozenia doswiad-
czenia.

RYC. 6. Schemat umieszczania inokuléw w szalkach Petriego (numery I, 2 oznaczaja uzytc w
doswiadczeniach grzybnie testowe Korhonena, numery 3, 4 — kultury grzybéw nieznane, d — odlegtosc
pomigdzy inokulami, wynosi 2 mm)

Wyniki i dyskusja

Wyniki uzyskane w tym doswiadczeniu zebrano w tab. 2. Wykazano, ze testowane
polskie kultury jednozarodnikowe nalezg do 3 gatunkéw: A. borealis, A. obscura 1 A.
bulbosa.

Przyklady reakcji poszczegélnych grzybni testowych Korhonena z grzybnig polskich
kultur jednozarodnikowych przedstawia ryc. 7 (rzgdy poziome oznaczono literami: A,
B, C, D; kolumny pionowe zas — cyframi: 1,2, 3,4, 5, 6; przyktadowo: szalka 2B znajduje
si¢ wigc w drugim rzgdzie od géry i drugiej kolumnie od lewe;).
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RYC. 7. Przyktady polskich kultur jednozarodnikowych w tescie na zgodnosc genetyczng grzybni — 3
gatunki: A. borealis, A. obscura, A. bulbosa (rzad szalek A — grzybnic testowe Korhonen.

Rzad A zawiera szalki z grzybniami testowymi Korhonena dla pigciu intersterylnych
grup biologicznych: A. borealis, A. cepistipes, A. obscura, A. mellea, A. bulbosa, kolumna
1 za§ — szalki stanowigce kontrolg dla nieznanych kultur jednozarodnikowych.

Reakcje pomigdzy grzybniami zgodnymi zaobserwowano w szalkach 2B, 4C, 6D. W
szalkach tych doszto do pofaczenia grzybni testowych Korhonena i kultury nicznane).
Jest to rodzaj taczenia zgodnego, wynikajacego z wystapienia 2 réznych czynnikéw A i
B odpowiedzialnych za dzialalno$¢ genéw w procesie taczenia i dikariozy. Polaczenie
si¢ 2 grzybni $wiadczy o ich zgodnosci genetycznej, tzn. o ich przynaleznosci do tego
samego gatunku.

W pozostalych szalkach grzybnie testowe nie tacza sig zgodnic z grzybniami kultur
nieznanych. Pod wzgledem morfologicznym grzybnie testowe pozostaja takic same, jak
w przypadku kontroli (rzad A). W doswiadczeniu nie badano rodzaju faczenia zacho-
dzacego pomigdzy tymi grzybniami. Wedtug Lung-Escarmant i in. (8) stosowanie testu
na zgodno$¢ genetyczng grzybni w celu rozréznienia gatunkéw z rodzaju Armillaria
zawiera pewne niedogodnosci. Wymaga bowiem otrzymania linii czystej, ktorg trzeba
okresli¢ w czystej kulturze. Wyniki zas sa zwykle trudne do zinterpretowania ze wzglgdu
na ograniczanie si¢ do uzycia haploidalnych grzybni testowych, ktore wykazujg ten-
dencje do tworzenia sklerotu (tak jak to sig dzieje w przypadku grzybni diploidalnych).
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W momencie zaistnienia watpliwo$ci mozna jednak zastosowac inne kryteria pozwala-
Jace na uzyskanie wlasciwej oceny. Sg to: kryterium wedlug morfologii owocnikéw,
morfologii plechy w kulturze czystej, morfologii ryzomorf otr.ymanych z grzybni w
kulturze czyste;.

Z kolei poszukiwanie nowych metod oznaczania, jak np. kryteriéw immunologicznych
oraz analiz profiléw biatkowych w procesie elektroforezy na zelu poliakryloamidowym
(8) nie przyniosto dotad w pelni zadowalajacych rezultatéw. W takiej sytuacji nie
pozostaje nic innego jak stosowanie dotychczasowych metod. W opisanym doswiadcze-
niu reakcje pomigdzy taczonymi grzybniami byly na tyle klarowne, ze stosunkowo fatwo
umozliwily okreslenie przynalezno$ci badanego izolatu do danej grupy intersterylnej
nalezace) do A. mellea complex.

Zidentyfikowano 3 gatunki z rodzaju Armillaria wystepujace w Polsce:

Ammnillana borealis — (Milomlyn) — grupa biologiczna A
Armillana obscura — (S¢kocin) — grupa biologiczna C
Amillaria bulbosa — (Pulawy) — grupa biologiczna E

Whnioski

O Przeprowadzone badania pozwolily na wydzielenie odrgbnych gatunkéw: Ar-
nullana borealis, A. obscura, A. bulbosa, jednakze konieczne s3 dalsze badania
w celu uscislenia danych, jak réwniez oznaczenia pozostalych gatunkéw euro-
pejskich, m.in. A. mellea, ktérego nazwa okreslano dotychczas grzyby z rodzaju
Armullana wystgpujace w Polsce.

O Program przysztych prac badawczych powinien zawiera¢ identyfikacjg gatun-
kéw Annillania w skali kraju oraz w skali wybranych ekosysteméw i nisz ekolo-
gicznych.

O Prowadzenie badan nad zmiennoscia wewnatrzgatunkowg grzybéw patoge-
nicznych ma duze znaczenie nie tylko z punktu widzenia ekologii, botaniki czy
mikologii, jest wazne takze dla praktyki gospodarczej. Nalezy bowiem ocze-
kiwac roznego zakresu reakcji gatunkéw Armillaria na czynniki zewngtrzne, w
tym réwniez na sposoby ograniczania ich wystgpowania.

Z Zaktadu Fitopatologii Lesnej Instytutu Badawczego Lesnictwa w Warszawie

Autorka pragnie ztozy¢ podzigkowanie Dr. K. Korhonenowi
za pomoc w wykonywaniu pracy.

Wyniki badan zawarte w niniejszym doniesieniu

stanowiq dorobek polsko-finiskiej wspoipracy naukowej

w zakresie lesnictwa.
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Summary

Up to 1970, all fungi belonging to the genus Armillaria were embraced in the phytopa-
thological literature with common name Armillaria mellea. As more and more new

species were described, Korhonen (1978) proposed to apply the name "Armnillaria
mellea complex".

Cytogenetic studies on mycelium, based on the cultivation of one-spore mycelia in joint
pure cultures (Hintikka 1973), rendered possible to isolate from "Armillaria mellea
complex" many intersterile, i.e. homogenous in genetical aspect, biological groups
(Ullrich, Anderson 1978, Anderson, Ullrich 1979).

In Europe, one distinguished 5 such groups and denoted them with the first letters of
the alphabet: A, B, C, D, E (Korhonen 1978), they correspond with following species:

O groupA — Armillaria borealis (Marxmiiller et Korhonen)
O group B — A. cepistipes (Velenovsky)

O group C — A. obscura (Secr.) Herink

O group D — A. mellea (Vahl Fr.) Kummer

O group E — A. bulbosa (Barla) Romagnesi

Trials of distinguishing species from the genus Armillaria on the basis of the test of
genetical compatibility of mycelia in joint cultures were also undertaken in Poland. In
1988, with the co-operation between Poland and Finland, one tested during a scientific
training in the Finnish Forest Research Institute the genetical compatibility of 8 Polish

one-spore cultures. One identified 3 species from the genus Armillaria occurring in
Poland:

Armullaria borealis (from Mifomtyn) — group A
A. obscura (from Sgkocin) — group C
A. bulbosa (from Pulawy) — group E.

At present, there are no Polish names of these fungi. One did not identify the other

European species inclusive of A. mellea, species concerned so far, at least by name, as
the only one in Poland.
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