La mancha anular y € anillo clorotico
de la palma de aceite

The "ringspot” and "chlorotic ring" diseases of ail pdm

Francisco J. Morales G. ;

RESUMEN

La "mancha anular" se observd por primera vez en la regién amazonica del Perd, hacia 1969. En 1975, esta
enfermedad aparecié en Ecuador, y en 1985 en Tumaco, Colombia. La "mancha anular" afecta palmas jovenes en
la etapa de vivero y en los primeros dos afios en plantaciones definitivas. Los principales sintomas son
amarillamiento de las hojas jovenes, variegacién en foliolos y base del raquis de las hojas, y pudricién de la hoja
flecha y del sistema vascular. Las palmas afectadas mueren pocos meses después de la manifestacién de los
sintomas iniciales. Tanto en Ecuador como en Per(, las pérdidas de palmas afectadas alcanzaron niveles hasta
del 90% en algunas plantaciones. En Tumaco, algunos viveros y plantaciones jovenes sufrieron pérdidas hasta
del 100% de palmas menores de tres afios. El "anillo clorotico" es otra enfermedad de la palma de aceite detectada
en Ecuador (1995) y en Tumaco, Colombia (1996). Esta enfermedad también afecta plantas jovenes de palma de
aceite en edad de vivero. Los sintomas caracteristicos son: manchas anilladas claramente visibles en todo el
follaje de las palmas afectadas, pero no se presenta necrosis sistémica como la "mancha anular”. A pesar de que
las palmas afectadas por el "anillo clorotico” no mueren, estas plantas son eliminadas en la etapa de vivero. Las
investigaciones sobre etiologia y epidemiologia de estas enfermedades buscan la caracterizacion de los agentes
causales, con el fin de estudiar sus mecanismos de diseminacion e implementar medidas de control.

SUMMARY

The "ringspot" disease of oil palm was first observed in the Amazon region of Peru, ca. 1969. This disease affects
young palms in nurseries or in plantations, during the first two years after being transplanted. The main symp-
toms consist of yellowing of the younger leaves; variegation on the base of the rachis and leaf petioles; and
systemic necrosis, which leads to early plant death. Young palm losses have reached 90% in Ecuador, and up to
100% in Tumaco, Colombia. "Chlorotic ring" is another disease of oil palm, recently detected in Ecuador (1995)
and Colombia (1996). Characteristic symptoms include the presence of chlorotic rings on the foliage of young
palms in the nursery stage, but without the development of systemic necrosis. Although palms affected by
"chlorotic ring" do not die, they are usually destroyed. Current investigations on the etiology and epidemiology
of these diseases, seek the rapid implementation of sensitive diagnostic techniques, and effective control mea-
sures for these important diseases of oil palm.
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INTRODUCCION

Segun el Censo Palmero realizado en 1998 por
Fedepalma, en Colombia se cultivan aproxima-
damente 140.000 hectareas en palma de aceite,
lo cual mantiene al pais como el primer productor
de esta oleaginosa en Latinoamérica. El 45% del
area sembrada en palma se encuentra en cinco
municipios del pais, dentro de los cuales se
incluye a Tumaco, Narifio, con 18.153 hectareas.
La importancia socio-econdmica de Tumaco
estriba en el hecho de que este municipio con-
centra el 85% del total de unidades de produc-
cion (aprox. 1.112) menores de cinco hectéareas.
Adicionalmente, la Zona Occidental congrega
varias empresas productoras de aceite de palma,
las cuales generan empleo permanente en
labores de cultivo, procesamiento del fruto y
otras actividades laborales (Fedepalma 1998).

Algunos de los principales retos del cultivo de la
palma de aceite en Colombia son los de aumentar
la productividad del cultivo y reducir los costos
de produccion, con el fin de competir
favorablemente en el mercado interno y externo.
Uno de los factores que mas incide en la baja
productividad y aumento de costos de
produccion en el cultivo de la palma de aceite es
la incidencia de plagas y enfermedades. Ademas
de los problemas fitosanitarios comunes a las
diferentes regiones productoras del pais, como
la Pudricion de Cogollo, la Zona Occidental se
ha visto afectada por enfermedades aun no
observadas en otras regiones productoras de
Colombia, tales como la 'mancha anular' y el
‘anillo clorético'.

El primer informe sobre la "mancha anular" en
el continente americano se originé en la region
amazébnica de Tocache, Peru (Arévalo 1988). La
"mancha anular" caus6 grandes pérdidas en esa
regiéon, antes de proseguir su curso norte hasta
el occidente del Ecuador. En este pais se llamé a
esta enfermedad "amarillamiento letal" y
"moteado del cogollo" (Dzido et al. 1978; Chéavez
1988). Tanto en Ecuador como en Perad, las
pérdidas de palmas afectadas alcanz6 niveles
hasta del 90% en algunas plantaciones. En Co-
lombia, la "mancha anular" se registré por
primera vez en Tumaco, en 1985 (Jimenez 1988),
convertiéndose en una enfermedad endémica. La

incidencia de la enfermedad en Tumaco ha
fluctuado entre el 2 y el 45% segun la plantacién
y el semestre o afio en que se evalle la magnitud
del problema. En Tumaco, algunos viveros y
plantaciones jovenes sufrieron pérdidas hasta del
100% de palmas menores de tres afos.

Los primeros sintomas de la enfermedad se
manifiestan como un amarillamiento de las hojas
mas jévenes de la planta, algunas de las cuales
presentan un moteado en los foliolos y en la base
del raquis. La muerte ocurre por la necrosis del
meristemo o punto de crecimiento. Al cortar el
estipite longitudinalmente se observa la necro-
sis del sistema vascular.

En 1995 se observo una enfermedad diferente a
la "mancha anular" en viveros de palma de aceite
en el occidente del Ecuador, a la cual se le
denomind "anillo clorético” (Chinchilla et al.
1995). A diferencia de la "mancha anular"”, el
"anillo clorético” no mata las palmas de aceite
afectadas. La investigacion realizada por Chin-
chilla y colaboradores demostré que Ila
enfermedad estaba asociada con la presencia de
un potyvirus (virus con particulas filamentosas,
de aproximadamente 750 nm de longitud y 12
nm de diadmetro, transmitidos por diversos
vectores, principalmente por afidos). Estos
investigadores determinaron que el "anillo
clorético” es una nueva enfermedad de la palma
de aceite, que s6lo se observaba en Ecuador. El
sintoma mas caracteristico del "anillo clorético"
es la presencia de anillos en las hojas de palmas
jovenes, asi como diversos tipos de "moteado”
en las hojas de las palmas afectadas y en la parte
inferior del raquis.

El propdsito de esta investigacion es el de aportar
al conocimiento de la etiologia y caracteristicas
epidemiolégicas de estas enfermedades, y asi
controlar el dafio causado a la industria del aceite
de palma en la Zona Occidental de Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Microscopia electrénica: Se realizaron obser-
vaciones directas de los tejidos afectados por
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"mancha anular" y "anillo clorético”, mediante
maceracion y tincion negativa. En todos los casos
se detectaron pocas particulas filamentosas
similares a las de algunos géneros de virus
vegetales. EIl tejido afectado por ambas
enfermedades se preparé también para realizar
estudios de citopatologia, mediante el uso de
resinas epoxicas, siguiendo métodos descritos
anteriormente por Morales et al. (1990).

Serologia: Se implemento la prueba de ELISA
indirecta, utilizando un antisuero monoclonal
adquirido comercialmente (AGDIA Inc., Elkhart,
Indiana, USA ) y especifico para la detecciéon de
varias especies del género Potyvirus.

Extraccion de &cido ribonucleico viral: Se realizé
una electroforesis después de hacer extracciones
de acidos ribonucléicos de cadena doble (RNA-
cd) de las muestras de palma de aceite afectadas
por "mancha anular" y "anillo clorético”, segun
el método descrito por Dodds y Bar-Joseph
(1993).

Clonacion y secuenciacion: Se utilizaron pre-
paraciones parcialmente purificadas del virus
asociado con el "anillo clorético", para extraer
el RNA segln las recomendaciones que
acompafian al RNeasy Kit (QUIAGEN, Inc.,
Valencia, CA, USA), sintetizando luego la
segunda cadena complementaria de ADN. El
cADN se fraccioné en una columna de Sephacryl
S-400 (Pharmacia), y se ligd en el vector Blue
Script KS(+), digerido con la enzima Sma |
(Promega). Se obtuvieron dos clones de 2,2 y 0,5
Kbs, procediéndose a subclonar el clon mayor
para su secuenciacién, mediante el programa
CLUSTAL X.

Pruebas de patogenicidad: Se iniciaron ensayos
de tranmision mecanica utilizando plantulas de
palma de aceite sanas obtenidas a partir de
semilla. Para la inoculacién se utilizaron micro-
agujas, agujas hipodérmicas e hisopos de
algodon, con extractos de tejido foliar macerado
proveniente de palmas de aceite afectadas por
la "mancha anular". Para los ensayos de
transmision del virus del "anillo clorético" se
utilizaron las gramineas: Avena sativa L.,
Brachiaria brizantha (Hochst.) Stapf, Sorghum
bicolor, S. halepense (L.) Pers., y Zea mays L, asi
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como especies vegetales indicadoras, como Che-
nopodium amaranticolor, Ch. murale, Ch. Quinoa
Willd., Datura stramonium L, Nicotiana ben-
thamiana, y N. Tabacum L.

RESULTADOS Y DISCUSION

Microscopia electronica: En todas las muestras
analizadas se logro visualizar particulas
fillamentosas y flexuosas, similares a virus. En el
caso de la "mancha anular", estas particulas
tienen una longitud promedia de aproximada-
mente 600 nandmetros (rango 300-800 nm) y un
diametro de 15 nm, mientras que para el "anillo
clordtico", las particulas son de aproxi-
madamente 700-750 nm de longitud, y se
encuentran en una concentracion relativamente
alta. La citologia a nivel ultrastructural de tejidos
de palmas afectadas por el "anillo clorético”
permite detectar la presencia de inclusiones
citoplasmaticas de tipo "ringlete" ("pinwheel"),
caracteristicas de la subdivision Il del género de
los Potyvirus. Estas estructuras no se observaron
en tejidos de plantas afectadas por "mancha
anular", en los cuales sé6lo se observan inclusiones
fibrilares.

Serologia: En pruebas con tejido de la hoja
bandera en etapa de diferenciacién, seleccionado
mediante microscopia electronica como positivo
por presencia de particulas filamentosas, los
resultados de la prueba de ELISA para "mancha
anular" fueron negativos. EIl virus causal del
"anillo clorético", por el contrario, pudo ser
detectado utilizando el anticuerpo monoclonal
especifico para la mayoria de potyvirus
conocidos.

Extraccion de &cido ribonucléico viral: En el caso
de "mancha anular" se ha detectado consis-
tentemente una molécula de ARN-dc de peso
molecular aproximado de 4,6 x 10° daltons,
correspondiente a un genoma viral de aproxima-
damente 7.900 pares de bases (pb). En algunas
extracciones se presenta otras bandas de 6.900 y
5.600 pb, las cuales pueden ser sub-productos de
la banda principal, creados por degradacion de
la molécula principal de ARN. En el caso del
"anillo clordtico" se observa la presencia de una
banda de peso molecular de casi 6,7 x 10° daltons,
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lo cual equivale a una molécula de aproxima-
damente 10.150 pb.

Clonacion 'y secuenciacién: Las secuencias
obtenidas para dos clones designados Pal-9 y Pal-
12, sugieren que el agente causal del "anillo
clorético" es un potyvirus relacionado par-
cialmente al sub-grupo del Virus del mosaico de
la cafla de azicar (5CMV) proveniente de
gramineas (cafia de azUcar, maiz, sorgo, pasto
Johnson y otras gramineas). Sin embargo, secuen-
cias parciales obtenidas de otros segmentos del
genoma viral parecen pertenecer a otro grupo
diferente de Potyvirus. Adicionalmente, ensayos
de transmision mecanica de este potyvirus en
gramineas usadas para identificar especies del
SCMV, han arrojado resultados negativos. Estas
observaciones han obligado a continuar la
secuenciacion del genoma del potyvirus causal
del "anillo clor6tico” de la palma de aceite en
Colombia.

Pruebas de patogenicidad: Hasta la fecha no se
han observado sintomas en las plantas inoculadas
con extractos provenientes de palmas afectadas
por la "mancha anular". A pesar de que la
"mancha anular" de la palma de aceite se conoce
desde hace 30 afios y de que varios grupos de
investigadores y consultores nacionales e
internacionales han estudiado esta enfermedad
(Arévalo 1988; Dzido et al. 1978, Chavez 1988;
Jiménez 1988; Dollet et al. 1980; Corley y Wood
1990; Martinez-L6pez 1988), sblo a partir de esta
investigacién se logra vislumbrar la posible
existencia de un agente de naturaleza viral
asociado con esta enfermedad. Los resultados
obtenidos hasta el momento sugieren la
presencia de un virus filamentoso con un genoma
de RNA. Los ensayos moleculares (PCR)
tendientes a demostrar la posible asociacion de
este agente con virus de los géneros Potyvirus,
Potexvirus, Carlavirus y otros grupos nuevos de
virus filamentosos no han arrojado hasta ahora
resultados positivos (F.J. Morales e |. Lozano,
resultados no publicados).

El agente causal del "anillo clorético” de la palma
de aceite ya habia sido identificado
tentativamente como un potyvirus (Chinchilla et
al. 1995), al cual compararon con un potyvirus
conocido como el "mosaico de la palma". Este

virus fue descrito en 1978, atacando palmas
ornamentales de la especie Washingtonia ro-
busta H. Wend., en California (Mayhew y Tidwell,
1978). En 1993, otro potyvirus fue aislado en
Australia de palmas reales cubanas afectadas por
"mancha anular" (Thomas et al.,1993). Sin em-
bargo, los sintomas en esta Ultima especie eran
mas parecidos a los del "anillo clorético" de la
palma de aceite. En esta investigacion se ha
continuado la caracterizacién del potyvirus
causal del "anillo clordtico" de la palma de
aceite, como una especie viral Unica hasta el
momento. Una vez caracterizado a nivel molecu-
lar se podra establecer la relacion entre este
potyvirus y otros virus del mismo género,
conocidos en otras partes del mundo.

Es claro, entonces, que si en un principio se
trabajo con la hipo6tesis de que los agentes
causales de la "mancha anular" y del "anillo clo-
rotico" fueran uno mismo, basado en la
morfologia de las particulas similares a virus
observadas, una vez concluida esta investigacion
se concluye que los agentes causales de estas dos
enfermedades son diferentes. Esta conclusion
estd acorde con las diferentes manifestaciones
de la "mancha anular" y del "anillo clorético"
en condiciones de campo, tanto en Colombia
como en Ecuador.

La presencia de diferentes enfermedades de
etiologia dudosa en la Zona Occidental de Co-
lombia, entre ellas la "mancha anular”, el "anillo
clorético" y la "Pudricion de Cogollo", las cuales
pueden ser confundidas en algunas fases
intermedias de su manifestacion en palmas
afectadas por sintomas de amarillamiento,
pudricién del meristemo, y/o moteado,
obstaculiza el diagndéstico de estas
enfermedades. Durante esta investigacién, se
establecieron parametros adicionales para la
identificacion de enfermedades virales de la
palma de aceite.

El diagnéstico de la "mancha anular" debe
hacerse con base en la observacion de
variegacion (areas verde claro y oscuras, tipo
mosaico, moteado o rayado) en la base del raquis
y foliolos de las hojas mas cercanas a la hoja
flecha. El corte longitudinal del estipite de una
palma afectada por "mancha anular" revela la
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presencia de una coloracién violacea en el tejido
parenquimatoso - vascular que forma el tronco de
la palma, como se describié anteriormente .

La presencia de un moteado o punteado en la
lamina foliar de las hojas bifidas o pinadas
confirma el diagnéstico realizado con base en los
sintomas descritos anteriormente, pero puede ser
dificil de apreciar o puede confundirse con
sintomas causados por problemas fisiol6gicos de
las palmas. Aparentemente, en Ecuador y Perq,
la variegacién incluye la formacion de manchas
cloréticas alargadas, con un centro oscuro, lo cual
le dio el nombre original a la enfermedad de
"manchas anulares". Es posible que la
manifestacién de estos sintomas esté
determinada por factores ambientales.
Igualmente, el amarillamiento de la palma es tal
vez el primer sintoma de la presencia de la
"mancha anular", pero este sintoma puede ser
causado también por otros problemas bioticos y
abioticos. Las raices de las palmas afectadas por
la "mancha anular" presentan generalmente,
una descomposiciéon (necrosis) temprana, pero
este sintoma también puede ser inducido por
otros agentes. La pudricion de la hoja flecha es
otro sintoma asociado con la "mancha anular"
pero es dificil usarlo para el diagndstico
inequivoco de esta enfermedad. En todo caso, la
"mancha anular" es una enfermedad letal, que
termina en la muerte de las plantas jovenes an-
tes de que cumplan el tercer afio de vida.

El diagnostico del "anillo clorotico” se basa en
la presencia de manchas o lesiones en forma de
anillo o diamante sobre las primeras hojas de las
palmas jovenes en etapa de vivero o en los
primeros afios de crecimiento. Esta enfermedad
no es letal ni presenta los sintomas descritos
anteriormente para la "mancha anular".

Los patrones de diseminacién, tanto de la
"mancha anular" como del "anillo clorético”,
sugieren la presencia de un vector aéreo. Para el
caso de la "mancha anular”, el hecho de que la
mitad de un lote de palmas de vivero haya sido
totalmente destruido por esta enfermedad en
una finca del municipio de Tumaco*, mientras
que la otra mitad del lote de palmas del mismo

vivero no presentd la enfermedad en otra finca
diferente del mismo municipio, apoya esta
hipotesis. En estudios anteriores realizados por
el entomodlogo del ICA, Eduardo A. Pefia, no se
obtuvo ningln resultado positivo con varios
vectores aéreos. Sin embargo, esa investigacion
se concentré en cicadélidos (Homoptera).

La investigacion realizada durante el curso del
proyecto Cenipalma-CIAT ha puesto de
manifiesto la existencia de otro tipo de vector
mas frecuentemente asociado con este tipo de
virus filamentosos: los afidos. Estos homopteros
no habian sido considerados hasta ahora como
insectos asociados con el cultivo de la palma de
aceite en la Zona Occidental. Sin embargo,
observaciones realizadas en viveros de palma de
aceite, asi como muestreos de insectos voladores
utilizando trampas amarillas de agua en viveros
del municipio de Tumaco, han demostrado que
los afidos no s6lo son visitantes frecuentes de
los viveros de palma de aceite, sino que llegan
también a colonizar las palmas jovenes.

Durante el primer afio de actividades se ha
venido recogiendo informacion geografica sobre
las areas afectadas por la "mancha anular" y el
"anillo clorético". El patron de diseminacién de
la "mancha anular" desde la region amazénica
del Perl hasta el occidente del Ecuador, y luego
al municipio de Tumaco, sugiere dos medios de
dispersion. El primero seria la diseminacion de
larga distancia, el cual posiblemente se ha
realizado mediante el transporte internacional
de material vegetativo en etapa de vivero. El
segundo medio de diseminacion de la "mancha
anular" seria por medio de un vector aéreo
dentro de una regién, o aun internacionalmente,
como en el caso entre el noroccidente del Ecua-
dor y el suroccidente de Colombia .

El principal método de control de la "mancha
anular”, en el municipio de Tumaco, ha sido la
eliminacion de plantas sospechosas o con otros
problemas en etapa de vivero. Es necesario
apartar estas plantas lo mas temprano posible y
destruirlas inmediatamente después de ser
retiradas del vivero. En la actualidad, algunas de
estas plantas desechadas por las plantaciones

* Jiménez, O. D. Comunicacién Personal. C.I. "EI Mira", Corpoica, Tumaco, Colombia.

162 PALMAS



la made anbr y d ab dodo e b pa e ae

grandes terminan en las plantaciones de
pequefios productores, lo cual crea focos de la
enfermedad, a partir de los cuales se disemina y
perpetia en la region.

La erradicacién de plantas enfermas o sospe-
chosas es una practica aparentemente efectiva,
considerando que ambas enfermedades pueden
presentar brotes epidémicos en poblaciones
susceptibles. En los dltimos afios, la incidencia de
la "mancha anular" ha fluctuado alrededor del
5-10% en palmas jévenes, lo cual sugiere que no
existe un reservorio del virus ampliamente distri-
buido y que las palmas enfermas en los viveros
juegan un papel importante en la epidemiologia
de estas enfermedades. Recientemente se ha
puesto en evidencia el posible papel de especies
silvestres del género Bactris como huéspedes del
agente causal de la "mancha anular" (F.J. Mo-
rales y J.C. Salamanca, Datos no publicados).

Actualmente, y gracias a estas investigaciones,
es técnicamente posible detectar la presencia de
ambos agentes causales de la "mancha anular"
y del "anillo clorético" en plantas de vivero, con
el fin de evitar la siembra permanente de palmas
jovenes asintométicas pero infectadas. Sin em-
bargo, la electroforesis no es una técnica de bajo
costo o recomendable para este tipo de
indexacion de germoplasma vegetal (aun cuando
se ha utilizado en papa para la deteccion de
viroides en germoplasma de exportacion). La
técnica inmuno-enziméatica ELISA o la hibridacion
de acidos nucléicos o PCR serian mas practicas.
Estas técnicas ya se pueden aplicar en el caso del
"anillo clor6tico”, pero la temprana expresion
de sintomas del "anillo clorético” en etapa de
vivero, no justifica la indexacion del material
propagativo en esta etapa.

El control quimico de posibles afidos vectores no
es recomendable, a menos que se compruebe que
las especies de afidos que se han detectado
colonizando palmas en etapa de vivero en
Tumaco, sean también vectores de virus. Por el
momento se recomienda no establecer los viveros
cerca de fuentes de &fidos, tales como cultivos
de maiz u otras fuentes de estos insectos. Se
recomienda el uso de trampas amarillas de agua
alrededor de los viveros, con el fin de vigilar y
evitar el ingreso de afidos de areas vecinas.

Finalmente, las investigaciones adelantadas
hasta el momento en el municipio de Tumaco,
sugieren la existencia de factores ambientales
criticos para la manifestacién de la "mancha
anular" y el "anillo clorético"”, particularmente
durante los periodos de baja pluviosidad. Estos
factores (alta irradiacidon, temperatura y estrés
hidrico) estan asociados con un aumento notable
en la manifestacion de sintomas de ambas
enfermedades, asi como su incidencia.
Obviamente, estos factores climaticos también
podrian estar afectando la dinamica de
poblaciones de un agente vector.

CONCLUSIONES

- Los agentes causales de la "mancha anular" y
del "anillo clorético" son diferentes, y por esta
investigacion es técnicamente posible detectar
la presencia de ambos agentes en plantas de
vivero, con el fin de evitar la siembra
permanenete de palmas jévenes asintomaticas
pero infectadas.

- Durante esta investigacién se establecieron
parametros adicionales para la identificacion
de enfermedades vitales de la palma de aceite.
El diagnéstico de la "mancha anula" debe
hacerse con bae en la observacion de
variegacién en la base del raquis y foliolos de
las hojas mas cercanas a la flecha; en cambio,
el diagndstico del "anillo clorético” se basa
en la presencia de manchas o lesiones en
forma de anillo o diamante sobre las primeras
hojas de las palmas jovenes en el vivero o en
los primeros afios de crecimiento.

- Los patrones de diseminacién de las dos
enfermedades sugieren la presencia de un vec-
tor aéreo, y las investigaciones ralizadas du-
rante el curso del Proyeto Cenipalma-CIAT han
puesto de manifiesto la existencia de los afidos
como otro tipo de vector asociados con virus
filamentosos.

- La erradicacién de las plantas enfermas o
sospechosas es un préactica aparentemente
efectiva, considerando que ambas
enfermedades presentan brotes epidémicos
en poblaciones susceptibles.
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Las investigaciones realizadas hasta el
momento en Tumaco sugieren la existencia de
factores ambientales criticos para Ila
manifestacién de las dos enfermedades,
particularmente durante los periodos de baja
pluviosidad. Estos factores podrian estar
afectando la dinamica de la poblacién de un
agente vector.
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