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Efecto del fotoperiodo en la terminacion de la diapausa de larvas
de los taladros del maiz, Sesamia nonagrioides y Ostrinia nubilalis,
desarrolladas en distintas variedades de maiz transgénico y sus

isogénicas correspondientes

M. PERez, C. LOPEZ, M. EIZAGUIRRE

INTRODUCCION

Los taladros del maiz Ostrinia nubilalis

La creciente implantacién de maiz transgénico en Espana estd ocasionando cambios
importantes en las poblaciones de taladros de maiz y en su ecofisiologia, cambios que
estdn por estudiar. En el evento de maiz transgénico Bt 176, hoy en dia no autorizado, la
concentracion de proteina de Bacillus thuringiensis decrecia en el maiz senescente de
forma que en otofio se podian encontrar en campos con este evento alguna larva de tala-
dros. La implantacién de maiz con el evento MON 810 sugiri6 la posibilidad de estudiar
la posible supervivencia de larvas en maiz senescente y algunos aspectos de la diapausa
de estas larvas. Para ello se infestaron 6 variedades de maiz, una con el evento Bt 176,
dos con el evento MON 810 y las tres isogénicas correspondientes, con larvas neonatas
de Sesamia nonagrioides (Lefébvre), confiando en una infestacion natural de Ostrinia
nubilalis (Hiibner). Las larvas de S. nonagrioides recogidas en el evento Bt176 suponi-
an el 14% del total de larvas de esta especie muestreadas, mientras que las de O. nubi-
lalis recogidas en el maiz Bt suponian un 25% del total de esta especie. Sin embargo en
las variedades con el evento MON 810 apenas se recogieron un 0,25% y un 1,9% de lar-
vas de S. nonagrioides y O. nubilalis respectivamente. Las larvas recogidas en el even-
to Bt 176 no mostraron diferencias en su intensidad de diapausa con las recogidas en las
isogénicas correspondientes. El efecto del fotoperiodo en la terminacion de la diapausa
fue diferente en ambas especies: mientras que el fotoperiodo largo aceleraba la termina-
cién de diapausa en S. nonagrioides pero no en O. nubilalis pareciendo tener un efecto
mads pronunciado la oscuridad completa. El parasitismo por parte de Lydella thompsoni
(Herting) fue del 5% para el total de larvas de O. nubilalis mientras que para el total de
larvas de S. nonagrioides fue del 0, 4% lo que indica la preferencia de esta taquinido por
el pirdlido.
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tanto completan el desarrollo larvario y pupal
dentro de la cana de maiz, haciendo dificil la
eficacia de los métodos de control quimicos
convencionales (ALFARO, 1972). El nimero

(Hiibner) y Sesamia nonagrioides (Lefébv-
re), son las principales plagas de este cultivo
en el drea mediterranea, reduciendo su rendi-
miento de manera importante. Estos taladros
presentan comportamiento enddfito, por lo

de generaciones que presentan cada afio varia
segin la zona geogréfica en que se desarro-
llan ambas especies. En la zona de este estu-
dio, noreste de la Peninsula Ibérica, Lleida,
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Cuadro 1. Variedades experimentales.

Variedades Transgénicas

Variedades Isogénicas

Btl: Compa (Bt 176)

Test 1: Dracma

Bt2: DKC 6575 (Mon 810)

Test 2: Tietar

Bt3: PR 33P67 (Mon 810)

Test 3: PR 32 P66

presentan dos generaciones completas y una
incompleta (EIZAGUIRRE et al. 2002). La
importancia de esta tercera generacion
incompleta depende del porcentaje de larvas
de segunda generacion que entran en diapau-
sa. Los taladros de maiz detectan en verano,
mediante el fotoperiodo, la llegada del otoio,
entrando en diapausa y deteniendo su desa-
rrollo para asi adaptarse a las condiciones
desfavorables del invierno como son el frio y
la falta de alimento durante meses (EizaGui-
RRE, 1989). Para ambas especies el factor
inductor de diapausa es el fotoperiodo corto,
aunque el efecto del fotoperiodo puede ser
modificado por la temperatura, el termope-
riodo o la fenologia del maiz (EIZAGUIRRE,
ALBAIJES, 1992). En S. nonagrioides los esta-
dios larvarios sensibles al fotoperiodo son el
primero y el segundo, sin embargo, pasa el
invierno como larva desarrollada en diapausa
en los rastrojos del maiz, larva que sigue ali-
mentandose, moviéndose y mudando (FANTI-
NOU et al. 1995), mientras en O. nubilalis las
larvas son sensibles a la induccién de diapau-
sa hasta el quinto estadio larvario y pasa el
invierno como larva desarrollada permane-
ciendo inmdvil, sin alimentarse ni mudar, en
los rastrojos del maiz (HUDON AND LEROUX,
1986).

En Espana el maiz Bt que se cultiva, es
aquel que lleva incorporado el evento
MONSI10, pero hasta el afno 2005 el maiz
transgénico predominante fue el que incor-
poraba el evento 176, hoy en dia no autori-
zado.

El objetivo de este trabajo es determinar
el efecto del fotoperiodo en la terminacién
de la diapausa de larvas de los taladros del
maiz, S. nonagrioides y O. nubilalis, desa-
rrolladas en distintas variedades de maiz
transgénico y sus isogénicas correspondien-

tes. Este objetivo se enmarca en otro mds
general que pretende conocer los efectos
subletales de las nuevas variedades de maiz
transgénico sobre los taladros del maiz.

MATERIAL Y METODOS

El campo de experimentacion, situado en
la ETSEA de la Universidad de Lleida
(Coordenadas: 41° 37" 24.78” N, 0° 34’
33.44” E ), se dividi6 en 4 bloques con 6 par-
celas en cada bloque, tres de las cuales fue-
ron cultivadas con variedades de maiz tran-
génico y las restantes con las variedades iso-
génicas correspondientes, estas se muestran
en el cuadro 1. Se infestaron las parcelas con
larvas de S. nonagrioides neonatas en el mes
de septiembre, simulando una tercera gene-
racion de la especie. Esta infestacion se llevé
acabo en cuatro plantas por parcela con una
cantidad de 25 larvas/planta. Se confi6 en
una infestacion natural de O. nubilalis. En
Diciembre se realizé un muestreo de las lar-
vas invernantes en diapausa. Asi, las plantas
muestreadas en cada parcela, fueron las 4
plantas infestadas mds 4 plantas adyacentes
sin infestar, por lo tanto 8 plantas por parce-
la y bloque.

Las larvas recogidas en campo se coloca-
ron individualmente en cajas de plastico de
Scm de didmetro y 3.2cm de altura, en cdma-
ras climatizadas en 3 diferentes condiciones
de fotoperiodo, 12 horas de luz y 12 de oscu-
ridad (12:12), 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad (16:8) y 24 horas de oscuridad
(0:24). La temperatura para todas ellas fue
constante de 15+1C° y se alimentaron con
dieta artificial descrita por Eizaguirre
(1989). Se realizaron observaciones periddi-
cas de las larvas hasta pupacion, se evalué la
mortalidad, el tiempo que tardaron en pupar,
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los pesos y sexos de las pupas, el nimero de
mudas y el parasitismo.

Se realizaron andlisis ANOVA trifactoria-
les, y cuando convino se realizé una separa-
cion de medias (Duncan) o se estudiaron las
interacciones significativas. La comparacién
de la proporcion de larvas parasitadas desa-
rrolladas en variedades transgénicas y varie-
dades testigos se realizé mediante una prue-
ba chi cuadrado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las variedades transgénicas 2 y 3 que
contienen el evento MON810 no se encontré
practicamente ninguna larva, pudiendo
deberse a que la toxina de Bacillus thurin-
gensis se mantiene en alta concentracion
hasta final del cultivo y la infestacion se
llevé a cabo con larvas recién nacidas que no
pudieron soportar tales concentraciones. Ha
sido diferente para el Btl (evento Bt176), en
este evento va disminuyendo la concentra-
ci6n de la toxina a partir de floracién (FEA-
RING et al. 1997), con lo que en el momento
de la infestacion las pequenas larvas pudie-
ron sobrevivir en un nimero mayor a las
bajas concentraciones de toxina. EI nimero
de larvas por planta encontradas en las diver-
sas variedades isogénicas fueron similares
entre ellas (Cuadro 2).

En las Figuras 1y 2 se refleja la duracién
de la diapausa de larvas de S. nonagrioides,
medida como el nimero de dias necesarios
para pupar en los distintos fotoperiodos
ensayados. En ambas figuras se observa que

e
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las larvas sometidas a un fotoperiodo induc-
tor de diapausa 12:12 necesitaron mas tiem-
po para pupar que las sometidas a 0:24
(oscuridad completa). A su vez, las larvas
que estuvieron bajo la condicién de fotope-
riodo 16:8 fueron las que puparon en menos
tiempo (x<0.05), hecho que se ve repetido
en el estudio de FANTINOU et al. (1998) que
afirma que el fotoperiodo de dia largo acele-
ra la terminacién de diapausa en S. nona-
grioides. No hubo diferencias en el tiempo
que tardaron en pupar entre las larvas desa-
rrolladas en la variedad Btl, bajo concentra-
ciones subletales de la toxina, y la variedad
testigo 1, lo que difiere del trabajo de Eiza-
GUIRRE et al. (2005) en el cual observaron
que las larvas de S. nonagrioides diapausan-
tes recogidas en campos de maiz Bt obtuvie-
ron un desarrollo mds largo de diapausa que
las muestreadas en la variedad no transgéni-
ca. Ademas, se observd que las larvas ali-
mentadas sobre la variedad testigo 3 necesi-
taron menos dias para pupar que aquellas
que se encontraron sobre los testigos 1y 2
(x<0.05), resultado dificil de explicar y en
estudio. Sin embargo, no hubo en ningiln
caso diferencias en la duracién de diapausa
de las larvas que dieron lugar a pupas macho
0 hembras (x=0.05).

El peso medio de las pupas hembra y
macho de S. nonagrioides segtn el fotope-
riodo ensayado y las variedades en que se
han desarrollado las larvas se muestra en la
figura 3. El peso de las pupas resulté distin-
to segun el sexo de las mismas y el fotope-
riodo al que se desarrollaron las larvas

Cuadro 2. Larvas por planta de S. y 0.

gr

lis recogidas en diversas variedades transgénicas

y sus isogénicas correspondientes.

Variedad ;":::’:; l:;i';;:s Lgl.-‘;za%‘;ll:ll;sta
Btl 23 1.6
Testigo1 3.1 1.7
Bt2 0.0 0.03
Testigo2 44 1.8
Bt3 0.1 0.1
Testigo3 49 14
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Figura 1. Duracién de la diapausa de las larvas de S. nonagrioides desarrolladas en la variedad Btl
(Compa con el evento 176) y testigo 1 (Dracma) en diferentes fotoperiodos.
Diferentes letras sobre las columnas correspondientes de cada fotoperiodo indican diferencias significativas
(p=<0.05) en la duracién del desarrollo para cada fotoperiodo.
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Figura 2. Duracién de la diapausa de las larvas de S. nonagrioides desarrolladas en las variedades isogénicas
(testigo 1, testigo 2 y testigo 3) en diferentes fotoperiodos. Diferentes letras sobre las columnas correspondientes a
cada fotoperiodo indican diferencias significativas (p<0.05) en la duracién del desarrollo para cada fotoperiodo.
En cada fotoperiodo, las columnas correspondientes a cada variedad con asteriscos indican duracién del desarrollo
significativamente diferente (p<0.05).
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Figura 3. Peso medio de las pupas de S. nonagrioides desarrolladas sobre las variedades isogénicas y la variedad Btl
en diferentes fotoperiodos. Diferentes letras sobre las columnas correspondientes a cada fotoperiodo indican
diferencias significativas (p<0.05) en el peso de las pupas para cada fotoperiodo. Los asteriscos sobre las columnas
indican diferencias significativas entre sexos para cada variedad y fotoperiodo.

(x<0.05). En todos los casos las larvas some-
tidas a oscuridad completa alcanzaron unos
pesos de pupas mds elevados que aquellas
sometidas a un fotoperiodo de 12:12 o de
16:8, pudiendo ser debido a que las larvas de
S. nonagrioides en oscuridad completa se
alimenten durante mds tiempo que las larvas
sometidas a noches cortas. Ademas, como se
ha explicado con anterioridad las larvas de S.
nonagrioides en diapausa siguen alimentan-
dose y mudando, por tanto no paran su cre-
cimiento. FANTINOU et al. (2004) observaron
una correlacion positiva entre el peso de las
pupas y la duracion de diapausa. A su vez las
hembras en todos los casos obtuvieron pesos
superiores al de los machos. No hubo dife-
rencias en el peso de las pupas entre las lar-
vas desarrolladas en las diferentes varieda-
des ensayadas, hecho que se ve repetido en
otras especies de Noctuidos, como en Heliot-
his virescens (Fabricius) y Helicoverpa zea
(Boddie) en las que no se encontraron dife-
rencias entre los peso de las pupas de ambas

especies desarrolladas en cultivo de algodén
trangénico y no transgénico (HALCOMB et al.,
1996).

Las figuras 4 y 5 muestran la duracién de
diapausa de las larvas de O. nubilalis, medi-
da como el nimero de dias necesarios para
pupar en los distintos fotoperiodos ensaya-
dos. En este caso ni los diferentes fotoperio-
dos estudiados, ni la procedencia de las lar-
vas, ni el sexo modificaron el desarrollo de
diapausa, aunque si existe una tendencia a
que las larvas sometidas a oscuridad comple-
ta se desarrollen en menos tiempo que las
larvas sometidas a los otros dos fotoperiodos
(12:12 y 16:8). Los resultados obtenidos
difieren de los obtenidos con S. nonagroides
en el sentido de que en esta especie el foto-
periodo largo acelera la terminacién de la
diapausa mientras que en O. nubilalis pare-
ce acelerarla la oscuridad completa. Sin
embargo, MCLEOD Y BECK (1963) mostraron
que el desarrollo de diapausa en O. nubila-
lis fue acelerado por fotoperiodo de dia
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Figura 4. Duracion de diapausa de las larvas de O. nubilalis desarrolladas en la variedad Btl
(Compa con el evento 176) y testigo 1 (Dracma) en diferentes fotoperiodos.
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Figura 5. Duracién de la diapausa de las larvas de O. nubilalis desarrolladas en las variedades isogénicas
(testigo 1, testigo 2 y testigo 3) en diferentes fotoperiodos.

largo, de forma similar a lo que ocurre con S.
nonagrioides.

Como se observa en la figura 6, tanto el
fotoperiodo como el sexo y las variedades
tuvieron influencia sobre el peso de las
pupas resultantes (x<0.05). Las larvas que se

desarrollaron en oscuridad completa dieron
lugar a las pupas de mayor peso como en el
caso de S. nonagrioides, aunque las larvas
diapausantes de O. nubilalis a diferencia de
las de S. nonagrioides no se alimentan, y por
lo tanto no van aumentando de peso. El
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Figura 6. Peso medio de las pupas de O. nubilalis desarrolladas sobre la variedad Bt1 y testigo 1 en diferentes
fotoperiodos. Diferentes letras mayusculas sobre las columnas correspondientes indican diferencias significativas
(p=<0.05) en el peso de las pupas entre fotoperiodos. Diferentes letras minisculas sobre las columnas en cada
fotoperiodo indican diferencias significativas (p<0.05) entre variedades. Los asteriscos indican las diferencias

significativas entre sexos.
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Figura 7. Peso medio de las pupas de O. nubilalis desarrolladas sobre las variedades isogénicas (testigo 1, testigo 2 y
testigo 3) en diferentes fotoperiodos. Letras distintas sobre las columnas del peso de los machos indican diferencias
significativas en el fotoperiodo correspondiente. Dentro de cada variedad y fotoperiodo, los asteriscos sobre las

columnas indican pesos distintos entre machos y hembras.
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Cuadro 3. Porcentaje de parasitismos de S. nonagrioides y O. nubilalis.

% Parasitismo

Larvas totales

S. nonagrioides

0.4

494

0. nubilalis

541

185

hecho de que las larvas de O. nubilalis com-
pleten su diapausa mas rdpidamente en oscu-
ridad completa que en los otros fotoperiodos
(figura 4 y 5) puede conllevar que las larvas,
que no se alimentan, pierdan menos peso por
deshidratacion y las pupas resultantes pesen
mads, resultado por contrastar. Como se va
repitiendo en todos los andlisis las hembras
alcanzaron pesos superiores a los machos.
Ademds, en el presente andlisis se observé
que las larvas que se recogieron de las par-
celas testigo 1 (Dracma) alcanzaron pesos
mads elevados que aquellas que se encontra-
ron en las parcelas con la variedad Btl
(Compa) manifestando asi cierto efecto la
variedad transgénica en la que se alimenta-
ron. Este efecto se debe ratificar, ya que en
otros estudios realizados no se detectaron
diferencias en el peso de las pupas de O.
nubilalis cuyas larvas fueron o no expuestas
a dosis subletales de la toxina (SIEGFRIED et
al. 2001), pero si que las larvas de Helico-
verpa Zea que crecieron sobre maiz Bt
alcanzaron un menor peso de las pupas de
aquellas que se desarrollaron sobre plantas
isogénicas (STORER et al. 2001).

En la figura 7 se refleja el peso medio de
las pupas de hembras y de machos de O.
nubilalis segun el fotoperiodo ensayado y las
variedades isogénicas en las que se desarro-
llaron las larvas. El fotoperiodo, el sexo y las
variedades tuvieron influencia sobre el peso
de las pupas resultantes (x<0.05). La dife-
rencia de peso de las pupas segtn el fotope-
riodo se dio sélo en los macho (interaccion

fotoperiodo*sexo significativa), asi las pupas
machos resultantes de larvas desarrolladas
en oscuridad completa alcanzaron un peso
mayor que las restantes. No hubo diferencias
de peso en las pupas hembras resultantes de
larvas desarrolladas en distintos fotoperio-
dos o en distintas variedades. Las pupas
hembras alcanzaron pesos superiores a los
machos, excepto en las larvas desarrolladas
en oscuridad completa en las que no hubo
diferencias entre sexos.

El tinico parasito encontrado en las larvas
de ambas especies muestreadas en campo
fue Lydella thopmsoni (Herting), el porcen-
taje de parasitismo por el taquinido se mues-
tra en el cuadro 3. Como ya indican Monetti
et al. (2003) este diptero muestra una prefe-
rencia de huésped para parasitar las larvas
invernantes de O. nubilalis a las de S. nona-
griodes. Sin embargo, cuando se realiz6 una
prueba chi-cuadrado (cuadro 4) para compa-
rar la proporcién de larvas de O. nubilalis
parasitadas entre las plantas transgénicas y
sus isogénicas correspondientes (testigos) no
se observaron diferencias entre tratamientos
(Bt vs noBT) (x=0.05), observacién diferen-
te a los datos obtenidos por Siegfried et al.
(2001) o BOURGUET et al. (2002), quienes
observaron que las larvas de O. nubilalis que
se habian desarrollado sobre maiz Bt tenian
un menor indice de parasitismo que aquellas
larvas que habian completado su desarrollo
sobre maiz convencional.

En resumen se puede decir que el niimero
de larvas neonatas por planta recogido en las

Cuadro 4. Numero de larvas observadas en las diferentes condiciones de O. nubilalis.

Parasitada No Parasitada Total

Bt 2 46 48
No Bt 8 129 137
Total 10 175 185
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variedad que contiene el evento 176 fue mds
corta a fotoperiodo de 16:8 y el peso de las
pupas mds elevado se di6 en un fotoperiodo
de 0:24.

La duracion de diapausa de las larvas de
O. nubilalis desarrolladas en las variedades
Btl y Testl fue igual en los tres fotoperiodos
ensayados, aunque se observé una tendencia
repetida a que la duracién de la diapausa en
larvas sometidas a oscuridad completa fuera
menor. Las pupas resultantes de larvas de O.
nubilalis sometidas a oscuridad completa
presentaron, en general, pesos mas elevados.

Figura 8. Caddver de larva de S. nonagrioides Las pupas de O. nubilalis de las larvas desa-
parasitada. EXUV|0dcieLpl;gzp)'mttil::1}o recién emergido rrolladas en la variedad testigo 1 (Dracma)

' ‘ resultaron tener mas peso que las pupas de
las larvas desarrolladas en la variedad trans-
génica (Compa).

El parasito L. thopmsoni prefirié como
huésped las larvas de O. nubilalis a las de S.
nonagrioides. La proporcion de larvas de O.
nubilalis parasitadas fue la misma entre
plantas transgénicas y sus isogénicas corres-

variedades de maiz transgénico con el even-
to MONS10 ha sido practicamente nulo, por
lo que los estudios posteriores deberdn reali-
zarse con larvas de mayor edad. El evento Bt
176 ha permitido la supervivencia de larvas
neonatas tanto de S. nonagrioides como de

O. nubilalis, lo que indica un bajo conteni- pondientes.
do en Bt en otofio.

No ha habido diferencias ni en la duracién AGRADECIMIENTOS
de la diapausa de S. nonagrioides ni en el
peso de las pupas resultantes entre las larvas Las autoras agradecen a Joan Safont por
desarrolladas en variedades transgénicas o su ayuda en las labores de campo. Los resul-
sus isogénicas correspondientes. La dura- tados incluidos en el presente articulo fueron
cion de la diapausa de las larvas desarrolla- financiados por el proyecto AGL2005-
das en las tres variedades isogénicas y en la 06485.

ABSTRACT

PEREZ, M., C. LoPEZ, M. E1ZAGUIRRE. 2008. Effect of the photoperiod in the diapau-
se termination in larvae of Sesamia nonagrioides and Ostrinia nubilalis developed in dif-
ferent varieties of transgenic maize and the corresponding isogenics. Bol. San. Veg. Pla-
gas, 34: 257-266.

The increasing introduction of transgenic maize in Spain is causing important chan-
ges in the populations of corn borers and it ecophisiology, changes still remain to be stu-
died. In the event Bt 176 of transgenic maize nowadays not authorized, the concentration
of protein of Bacillus thuringiensis was decreasing in old corn, so that in autumn some
larvae could be found in the fields. The implementation of maize with the event MON810
suggested the possibility of studying the survival of larvae in old corn and some aspects
of their diapause. To accomplish this, 6 varieties of corn, one with the event Bt 176, two
with the event MON 810 and the corresponding three isogenics with neonate larvae of
Sesamia nonagrioides (Lefebvre) and hopping for a natural infestation of Ostrinia nubi-
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lalis (Hiibner). The larvae of S. nonagrioides withdrawals from the event Bt176 suppo-
sed 14% of the total of larvae sampled for this of this species, whereas 25% was the total
sampled for O. nubilalis. Nevertheless, in the varieties with the event MON 810 only
0,25% and a 1,9% of S. nonagrioides and O. nubilalis larvae were found, respectively.
Larvae gathered in the event Bt 176 did not show differences in the diapause intensity.
The effect of the photoperiod in the completion of the diapause was different for both
species, the long photoperiod was accelerating the completion of diapause in S. nona-
grioides whereas darkness seemed to have a more pronounced effect in O. nubilalis.
Parasitism of Lydella thompsoni was of 5% for the total of O. nubilalis larvae and 0.4%
for S. nonagrioides. This indicates the preference of this taquinid to the European corn

borer.

Key words: Corn borers, parasitism.
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