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PALABRAS CLAVE Resumen El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la irrigacion con las leva-
Forraje; duras Debaryomyces hansenii var. Fabry, Yarowia lipolytica YIBCS002, Yarowia lipolytica var.
Hidroponia; BCS y Candida pseudointermedia sobre el contenido nutricional final del forraje verde hidro-
Levaduras ponico de maiz (Zea mays L.), al ser efectuada en diferentes etapas de crecimiento de aquel
promotoras (fase semilla-plantula o fase plantula-planta 20cm), o bien durante todo el cultivo. Todas las
de crecimiento levaduras incrementaron el contenido de proteina cruda, lipidos, cenizas, humedad y energia

bruta, independientemente de la etapa de crecimiento del forraje en las que fueron aplicadas.
El porcentaje de electrolitos (Na, K, Cl, sulfatos, Ca y Mg) varié en funcion de la levadura apli-
cada; D. hansenii incrementoé todos los electrolitos, excepto el P. Se concluye que la adicion
de levaduras del género Debaryomyces, Candida y Yarowia en la solucion de riego de siste-
mas hidropdnicos mejora el contenido de nutrientes del forraje verde. Esta practica puede
contribuir a la generacion de cultivos de valor comercial en espacios limitados
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2. seedling-plant 20cm, 3. during all the culture). Irrespective of the fodder growth stages
at which they were applied, all yeasts tested enhanced the content of raw protein, lipids,
ash, moisture and energy. The percentage of electrolytes (Na, K, Cl, sulphates, Ca and Mg)
showed different responses depending on the kind of yeast applied; D. hansenii exhibited the
highest increment in all electrolytes, except for phosphorous. We conclude that the addition of
yeasts belonging to the genera Debaryomyces, Candida and Yarowia to the irrigation solution of
hydroponic systems enhances the nutrient content of green fodder. This kind of irrigation can
be applied to generate high commercial value cultures in limited spaces.

© 2014 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This
is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/

licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

El forraje verde hidropénico (FVH) es el producto de la ger-
minacion de granos de cereales como avena, maiz, cebada,
trigo, sorgo, entre otros, bajo condiciones controladas?>“'.
A nivel mundial, el FVH ha sido propuesto como una alter-
nativa para la produccién animal y el consumo humano'®;
este ofrece ventajas como la de poder cultivarse en areas
pequehas y generar una produccion continua durante el
afno*. El contenido nutricional del forraje esta directamente
relacionado con la calidad de los productos obtenidos del
ganado?. El inconveniente de este sistema de cultivo es la
generacion de plantas con deficiencias nutricionales debido
a la falta de sales y nutrientes en la solucion nutritiva usada
para irrigacion®.

Con el fin de incrementar el contenido nutricional de pro-
ductos obtenidos a través de sistemas hidroponicos se han
evaluado distintas condiciones de cultivo; se han probado,
entre ellas, algunas modificaciones en el tipo e intensidad de
la luz?® y cambios en la composicion de nutrientes en la solu-
cion de riego??°, asi como el efecto de la estaciones del afio
en las que se realiza el cultivo®. También se han generado
sistemas computacionales para controlar de manera mas efi-
ciente las concentraciones de macronutrientes y nutrientes
esenciales como Ca*?, K* y Cl- en las soluciones de riego del
cultivo hidropoénico?'3.

En estos sistemas es fundamental garantizar un manteni-
miento adecuado de nutrientes disponibles para la planta,
los cuales deben existir en cantidades suficientes en los
momentos en que el cultivo los requiera'. Debido a la
diferencia metabolica que existe entre las etapas de cre-
cimiento, es sabido que durante el periodo de semilla la
obtencion de agua y de nutrientes del medio por absorcion
es primordial, mientras que en la plantula lo es el transporte
de nutrientes almacenados®.

En los ultimos anos se han utilizado bacterias promoto-
ras del crecimiento vegetal en sistemas hidropdnicos con el
objetivo de mitigar el estrés por deficiencias de hierro®. Se
ha reportado la existencia de levaduras capaces de favo-
recer el crecimiento de diversos cultivos como el arroz,
la remolacha y el maiz; estas han mejorado la elongacién
de la raiz, la captacion de nitrogeno y el peso seco de la
planta’'31427.30 Estas mejoras se han vinculado a la produc-
cién de auxinas, como acido indol-3-acético’®>", a la solubi-
lizacién de fosfatos'#?, a la nitrificacién, a la oxidacion de
compuestos azufrados' y a la produccion de siderdforos®.

Dichos mecanismos incrementan el metabolismo, el conte-
nido nutricional* y la acumulacion de diversos componentes
celulares en cultivos de interés agricola’*°. Considerando
que las levaduras tienen la capacidad de mejorar varios
parametros de diferentes cultivos, la hipdtesis de este tra-
bajo es que la aplicacion de levaduras durante el riego del
FVH de maiz en alguna de sus etapas de crecimiento puede
mejorar el contenido nutricional del forraje.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto
de 4 levaduras (Debaryomyces hansenii var. Fabry, Yaro-
wia lipolytica YIBCS002, Y. lipolytica var. BCS y Candida
pseudointermedia) sobre el contenido final de proteinas,
lipidos, cenizas, energia y electrolitos en el FVH de maiz,
al ser aplicadas en diferentes etapas de crecimiento:
1. fase semilla-plantula, 2. fase plantula-planta de 20cm,
3. durante todo el tiempo de crecimiento del FVH de maiz.

Materiales y métodos
Tratamiento de semillas

Para la produccion de FVH se usaron semillas de maiz (Zea
mays L.) procedentes del rancho Santa Fe, ubicado en la
poblacion de Santa Fe, km 111, carretera transpeninsular
al norte de la ciudad de La Paz B.C.S., México. Las impu-
rezas y semillas rotas fueron descartadas por flotacion en
agua y filtracion a través de un tamiz n.° 6. Posteriormente,
las semillas se desinfectaron mediante la aplicacién de una
solucion de cal al 1% durante 24 h; se lavaron con agua des-
tilada estéril y se mantuvieron en la oscuridad dentro de un
recipiente de 201 tapado con hule negro; después de 48 h se
pasaron a las charolas correspondientes a cada tratamiento.

Microorganismos y condiciones de cultivo

Las levaduras D. hansenii var. Fabry DhfBCS002 (t1);
Y. lipolytica YIBCS002 (t2); C. pseudointermedia (t3)
e Y. lipolytica var. BCS (t4) fueron obtenidas de la colec-
cion del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste;
estas fueron previamente identificadas por Ochoa®.

Cada una de las levaduras se mantuvo en 100ml de
medio M1-2, con la siguiente composicion (g/l): D-glucosa
(20), peptona (5) y extracto de levadura (2,5). El pH del
medio se ajusto a 5,6 con HCL 1M, y se incubd durante 24h
a 304+2°C con agitacion continua, a 85 rpm. Para producir
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el preindculo, 20ml de cultivo axénico de cada levadura
se inocularon por separado en 80 ml de medio M1-2, que se
incub6 durante 24h a 3042°C con agitacion continua, a
85rpm. Posteriormente, cada cultivo de levadura se adi-
cion6 a 900 ml de medio M1-2; esta incubacion se efectud
durante 96 h en las condiciones antes mencionadas.

Condiciones experimentales de cultivo

Los experimentos se realizaron en charolas de plastico
(22,5cm x 17,5cm x 3,5 cm de profundidad), utilizando una
densidad de siembra de 200¢g de semilla por charola. Las
bandejas se apilaron verticalmente para mantener la hume-
dad y se dejaron a temperatura ambiente. La irrigacion
del FVH de maiz se llevd a cabo cada 4h con las dife-
rentes suspensiones de levaduras a una concentracion de
6000 UFC/ml. Esta irrigacion se realizo durante parte del
ciclo del cultivo, abarcando desde el estado de semilla hasta
el de plantula de 5cm (régimen 1) o desde el estado de plan-
tula de 5cm hasta el de planta 20cm (régimen 2), o bien
durante todo el cultivo (régimen 3), como se muestra en la
figura 1.

Disefio experimental

Cada experimento se realizd por triplicado, donde una
charola se consider6 una réplica. Los tratamientos con
levaduras incluidos fueron los siguientes: t1-D. han-
senii var. Fabry DhfBCS002; t2-Y. lipolytica YIBCS002;
t3-C. pseudointermedia; t4-Y. lipolytica var. BCS); se
incluyéo también un tratamiento con solucion nutritiva
Hoagland (t5-control), la cual presento la siguiente formu-
lacion (en mg/l): 492 MgSO,; 1,81 MnCl;-4H,0; 2,86 H3BOs;
0,22ZnS04-5H,0; 0,078 CuSO4-7H,0; 0,12 NaMoO4-H,0;
1,8 CaClz, 16KSO4, 0,5 KzHPO4, 100 KNOg; 3 Ca(N03)4H20 Yy
0,06 ml de una solucion con 0,5% de FeSO4+0,4% de acido
tartarico’>. Como muestra la figura 1, en el régimen 1,
luego del tratamiento con levaduras en la etapa de semilla
hasta plantula (5cm de altura), se continud el riego con
la solucion Hoagland, mientras que en el régimen 2 se
rego6 con solucion nutritiva Hoagland en etapa de semilla a
plantula, para luego aplicar el riego con la suspension de
levadura hasta obtener una planta adulta de 20 cm. El riego
con solucion nutritiva Hoagland desde semilla hasta planta
adulta (20cm de altura) fue usado como control negativo.
El experimento se repitio 2 veces, lo que da un total de 6
réplicas por tratamiento.

Analisis nutricional final del forraje

Cuando el forraje alcanzé una altura de 20 cm, se tomé una
muestra de 1g para determinar su calidad nutricional de
acuerdo a las metodologias sefialadas por la Asociacion de
Quimica Analitica (AOAC, por sus siglas en inglés)’.

El contenido de proteina cruda fue evaluado mediante
el método de Kjeldhal, de acuerdo a la metodologia des-
crita por Chow et al."", en un digestor Foss Kjeltec 2300
(FOSS analytical, Slangerupgade, Dinamarca). Se mezcla-
ron 10g de sulfato de potasio (V000151, Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EE. UU.) con 0,7g de 6xido de mercurio (i)
(203793, Sigma Aldrich) y 20 ml de acido sulfurico (320501,

Etapa de crecimiento
Semilla Plantula Planta

t | | |
| | |

Tipo de riego
S

s | | | |
[] Riego con Sin. Hoagland
[ Riego con solucién de levadura
Figura 1 Regimenes de irrigacion empleados para evaluar el

efecto de levaduras sobre el contenido nutricional del forraje
verde hidropdnico de maiz.

Sigma Aldrich) con 1g de material vegetal; dicha mezcla
se calento a ebullicion hasta clarificar la muestra. Una vez
clarificada la muestra se dejo en ebullicion durante 30 min,
posteriormente se dejo enfriar a temperatura ambiente y
se agregaron 90 ml de agua desionizada. Se anadieron 25 ml
de solucion de sulfato de sodio (239313, Sigma Aldrich) al
4%, lo que permitio la formacion de 2 capas visibles. Luego
se colectaron por destilacion 50 ml de la mezcla y se deter-
mino por titulacion la cantidad de amonio presente en dicha
alicuota, usando como solucion estandar acido clorhidrico
0,1N (84415, Sigma Aldrich).

El contenido de energia bruta, definido como la can-
tidad de energia liberada como calor (en kcal/g) cuando
el alimento es quemado por completo®, fue determinado
en un calorimetro Parr 1261 (Moline, Illinois, EE. UU.). La
determinacion del porcentaje de lipidos en las muestras de
FVH se llevo a cabo mediante el método de Soxhlet®. Para
esto, los lipidos fueron extraidos aplicando éter de petro-
leo (184519, Sigma Aldrich) y evaluados como porcentaje
del peso después de evaporar el solvente, mediante el uso
de un sistema Soxtec 2050 (FOSS analytical). Por su parte,
los porcentajes de humedad y de cenizas se determinaron,
respectivamente, mediante el secado y el calcinado de la
muestra en un horno rotativo Polin Rotodrago6080 (Verona,
Italia).

Mediante espectrofotometria de absorcion atémica en un
equipo Shimadzu HIC6A (Shimadzu, Kyoto, Japon) se deter-
min6 el contenido de electrolitos como calcio, magnesio,
potasio, sodio, cloro y sulfatos.

Analisis estadistico

El efecto de los tratamientos sobre las variables de respuesta
estudiadas se analiz6 utilizando un modelo lineal general
a través del procedimiento GLM de SAS (2004). Antes de
realizar dicho analisis estadistico, los porcentajes fueron
transformados a valores de arcoseno para su aproximacion
a una distribucién normal“?. La comparacion de medias se
realizé mediante una prueba de Tukey utilizando el software
estadistico Minitab® 17.1.0 (2014).

Resultados y discusion

Efecto del riego con suspension de levaduras sobre
el contenido nutricional final del FVH

Independientemente de la levadura aplicada, asi como de
la etapa de crecimiento del FVH de maiz en la que fueron
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Figura 2 Efecto de levaduras sobre el contenido de lipidos (A), de cenizas (B), de proteinas totales (C), de humedad (D) y de
energia (E), en el forraje verde hidroponico de maiz sometido a diferentes regimenes de irrigacion. Las letras mayUsculas indican
diferencias significativas entre los tratamientos, mientras que las letras minusculas indican diferencias significativas entre las etapas
de crecimiento (analisis estadistico mediante GLM seguido por una prueba de Tukey, o =0,05).
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Figura 3 Efecto de levaduras sobre el contenido de calcio (A), magnesio (B), potasio (C), sodio (D), cloro (E) y sulfatos (F)
en el forraje verde hidroponico de maiz sometido a diferentes regimenes de irrigacion. Las letras mayusculas indican diferencias
significativas entre los tratamientos, mientras que las letras minUsculas indican diferencias significativas entre etapas de crecimiento
(analisis estadistico mediante GLM seguido por una prueba de Tukey, o =0,05).
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aplicadas, en los tratamientos con levaduras se observo un
incremento significativo (p <0,05) de todos los parametros
nutricionales evaluados (figs. 2 y 3). Los contenidos de
humedad, de cenizas y de proteinas totales del forraje fue-
ron los que mas se incrementaron: un 7%, un 1,7 %y un 1,4%
en promedio, respectivamente (figs. 2b, ¢, d). Otras varia-
bles nutricionales como lipidos, sulfato, magnesio y calcio
mostraron un incremento promedio mas bajo, de un 0,8%,
un 0,1%, un 0,09% y un 0,008 %, respectivamente, cuando
el FVM fue irrigado con las levaduras (figs. 2a, fig. 3a, b, f).
Sin embargo, las concentraciones de estos nutrientes fueron
significativamente mayores (p<0,05) que las encontradas
en el forraje irrigado con solucion Hoagland (figs. 2 y 3).

Se ha reportado el potencial de diversas levaduras para
promover el crecimiento de plantas mediante diferentes
mecanismos’-3'. Dentro de estos mecanismos, la produccion
de compuestos como acido indol-3-acético y otros acidos
organicos, asi como de giberelinas, putrescina y cadaverina
se ha vinculado con la capacidad de incrementar el conte-
nido de lipidos, proteinas, hidratos de carbono y minerales
en diversos cultivos de interés comercial>“. La produccion
de compuestos con mecanismos de promociéon de creci-
miento en plantas explicaria el incremento en los valores
nutricionales del forraje.

En una publicacion reciente, Loomis et al. mencionan que
el forraje con porcentajes de proteina cruda superiores al
16 % es considerado un forraje de calidad?. En el presente
estudio, todos los tratamientos regados con las suspension
de levaduras alcanzaron un contenido de proteina cruda del
19% (fig. 2c). La importancia de las proteinas en el forraje
recae especialmente durante la lactancia y el crecimiento
de rumiantes jovenes, donde las proteinas son el principal
nutriente implicado en el desarrollo del ganado?. Por otro
lado, el contenido de energia bruta en el forraje fue signifi-
cativamente mayor (p < 0,05) cuando se irrigd con levaduras
que cuando se aplico solo solucion Hoagland (fig. 2e). Esto
se debe a que el contenido de proteina esta relacionado con
el contenido energético para el ganado®.

La irrigacion con levaduras gener6 un incremento en el
contenido de humedad del forraje del 7% (fig. 2d). Se ha
observado que la cantidad de leche producida por el ganado
lechero se relaciona con la humedad en el forraje®; asi
también, se reporta que el agua requerida para el manteni-
miento del ganado usualmente no es provista en su totalidad
por el forraje, por ello se vuelven necesarias las fuentes de
agua externas, sobre todo en zonas semiaridas o con climas
adversos?’.

De igual manera, los porcentajes de lipidos y de cenizas
fueron mayores en los tratamientos irrigados con la suspen-
sion de levaduras (p <0,05) que en el irrigado con solucion
Hoagland (fig. 2a, b). El incremento en parametros nutri-
cionales como lipidos y cenizas influye directamente en la
digestibilidad del FVH, la cual se encuentra dada por su
contenido quimico y dictamina la cantidad de nutrientes
que seran aprovechados por el ganado'®. Se ha determinado
que forrajes con cantidades altas de lipidos tendran altos
coeficientes de digestibilidad y una mejor reabsorcion de
nutrientes, a diferencia de los forrajes con altos contenidos
de cenizas y bajo contenido energético, los cuales presentan
bajos coeficientes de digestibilidad"®.

El contenido de electrélitos en el forraje fue también
afectado por la irrigacion con levaduras: se observo un

mayor efecto en compuestos como potasio, sodio y cloro
(incrementos promedio de un 0,12 %, un 0,38% y un 0,81 %,
respectivamente). Se ha descrito como una necesidad fre-
cuente el suplementar la deficiencia de sodio en el alimento
del ganado con sal comun?®. En este estudio, los forra-
jes regados solo con solucion Hoagland presentaron valores
altos de estos electrolitos comparados con los valores pro-
medio en forrajes reportados por Miller?®. Las ventajas del
crecimiento de cultivos en sistemas hidroponicos han sido
ampliamente documentadas y entre ellas destacan, princi-
palmente, el uso eficiente del agua y la mayor captacion de
nutrientes, asi como la eliminacion de la restriccion para el
crecimiento de la raiz'®*.

Efecto de la etapa de crecimiento del forraje en la
que fueron aplicadas las suspensiones de levaduras
sobre el contenido nutricional final de FVH de maiz

Independientemente de la etapa de crecimiento en la que
fueron aplicadas las suspensiones de levaduras, se observd
un incremento significativo (p<0,05) de los valores nutri-
cionales del FVH en el momento de su cosecha comparado
con el forraje obtenido bajo riego constante con la solu-
cion nutritiva Hoagland (figs. 2 y 3). Sin embargo, cuando
las levaduras fueron aplicadas a partir de la etapa de plan-
tula se registraron los mayores contenidos de casi todos los
electrélitos probados, a excepcion del calcio (fig. 3), el cual
presentd un comportamiento similar con todos los regimenes
de riego.

Se ha descrito que la madurez del forraje esta relacio-
nada con el grado de digestibilidad del alimento. A medida
que el forraje madura, el contenido de fibra (principalmente
de celulosa y lignina) va en aumento mientras que el conte-
nido de proteina decrece, disminuyendo de esta manera la
digestibilidad del forraje® . En este estudio, el contenido de
proteina presente en el forraje cosechado se increment6 con
la aplicacién de las diferentes suspensiones de levaduras,
lo que contrarrestaria el efecto adverso de la maduracion
sobre la digestibilidad del forraje.

Efecto de las diferentes levaduras probadas sobre
el contenido nutricional final del FVH de maiz

Se han utilizado diversas estrategias para incrementar el
contenido de nutrientes de cultivos de importancia agricola
generados en sistemas de hidroponia. En los Ultimos afos
ha surgido interés en conocer el potencial de diversas leva-
duras como microorganismos promotores de crecimiento
vegetal''®"430  estas conforman hoy el grupo de las plant
growth promoting yeasts o PGPY (por su sigla en inglés)?.
En el presente trabajo se evaluo el efecto de la aplicacion de
4 levaduras (D. hansenii var. Fabry, Y. lipolytica YIBCS002,
Y. lipolytica var. BCS y C. pseudointermedia) sobre el conte-
nido nutricional final de FVH de maiz. Las cepas de levaduras
correspondientes a la especie Y. lipolytica presentaron los
mejores efectos sobre el contenido de lipidos, proteinas
totales, humedad y energia (figs. 2a, c, d, e), asi como de
calcio, magnesio, sodio, cloro y sulfatos (fig. 3a, b, d, e,
f), independientemente de la etapa de crecimiento del FVH
en la que fueron aplicadas. Vassilev et al.*® reportan que la
aplicacion de inoculantes a base de Y. lipolytica incrementd
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el contenido de fosforo y peso seco de plantas de tomate
debido a su capacidad para solubilizar compuestos de fosfa-
tos, lo que representé un mayor aporte nutricional para la
planta.

Los forrajes con mayor porcentaje de cenizas fueron
aquellos obtenidos cuando se irrigd a partir de la etapa
de plantula con la levadura D. hansenii (4,55+0,05%)
(fig. 2b). Ademas, los forrajes irrigados con esta levadura
mostraron los niveles mas altos de potasio, independien-
temente de la etapa de crecimiento del forraje en la
que fue aplicada la suspension de levadura (fig. 3c).
La levadura D. hansenii es ampliamente reconocida por
su actividad antagonica contra hongos patogenos'®'%:33,
Asimismo, esta levadura tiene la capacidad de producir
poliaminas como putrescina y cadaverina®’, compuestos que
estimulan la division celular de la raiz y su crecimiento®.
La irrigacion del FVH con esta levadura, al igual que con
los otros géneros de levaduras, llevé a un incremento en
variables como proteinas, lipidos, energia, humedad y mine-
rales. Se ha indicado que las poliaminas producidas por
esta levadura pueden actuar como reguladores de creci-
miento en las plantas*?, lo que afectaria directamente a
las concentraciones de proteinas, lipidos e hidratos de car-
bono.

Comparados con los forrajes irrigados solo con solucion
nutritiva Hoagland, los forrajes irrigados con la levadura
C. pseudointermedia mostraron, al igual que aquellos irri-
gados con las otras levaduras, un incremento significativo
(p <0,05) de todos los compuestos evaluados. Sin embargo y
a diferencia de lo observado con las cepas de Y. lipolytica
y con D. hansenii, el efecto mostrado por el riego con
C. pseudointermedia fue mayor cuando la levadura fue
aplicada durante todo el proceso de cultivo que cuando
fue aplicada solo durante las etapas de semilla a plantula
(figs. 2 y 3). Se ha comunicado recientemente la pro-
mocion del crecimiento vegetal por levaduras del género
Candida, debido a su capacidad para producir acido indol-
3-acético y ACC deaminasa’. La irrigacion con la levadura
C. pseudointermedia mostré un incremento en todos los
parametros nutricionales analizados en el FVH. Como se
menciond, este género de levaduras tiene la capacidad de
producir compuestos que han sido relacionados con el incre-
mento de lipidos, de hidratos de carbono y de proteinas, asi
como con una mayor absorcion de minerales o nutrientes por
la planta’, dato que corrobora los resultados obtenidos en
este estudio.

Conclusiones

Este trabajo demostré que la aplicacion de levaduras en
forraje crecido en hidroponia induce un incremento en el
contenido nutricional del FVH; esto indica un efecto pro-
motor por parte de las levaduras probadas, que evita la
disminucion de la calidad nutricional del forraje causada
por el proceso de maduracion. Sin embargo, se requieren
mas investigaciones referidas a los posibles mecanismos de
las levaduras que han demostrado afectar de manera posi-
tiva al desarrollo del forraje a base de maiz. Aun asi, el
potencial de estas levaduras podria ser aprovechado para
la obtencion de alimento de alto contenido nutricional en
sistemas hidropoénicos.
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