Fourrages (2005) 184, 557-566

Selection du ray-grass d’ltalie
pour la résistance au nematode
a kyste des céreales
(Heterodera avenae)

R. Rivoal', P. Bourdon®*

H. avenae cause en France des dégats aux difféerentes céreales a
paille ainsi qu’au mais. La culture pendant 2 années successives
d’un couvert qui réduit la multiplication des nématodes permet
d’assainir le sol. D’ou l'intérét de ray-grass résistants, qui seraient
utilisés en culture intermédiaire ou principale.

RESUME

Un test de résistance variétale au nématode a kyste des céréales a été
adapté pour les graminées fourragéres (volume du contenant de culture,
dose d’inoculum, pathotype). Il a ensuite été utilisé pour tester des ray-grass
anglais et d'’ltalie, qui se sont révélés étre des hdtes médiocres pour ce
nématode par rapport a un blé tendre témoin (cv. Arminda). Par croisements
successifs entre plantes a résistance compléte, au cours de quatre cycles
annuels de sélection, on a fortement augmenté le niveau de résistance du
ray-grass d’ltalie qui se traduit par une réduction du nombre moyen de kys-
tes par plante et un pourcentage accru de plantes sans nématodes. Une
variété de ray-grass d'ltalie alternatif a pu étre récemment inscrite.
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1. Presentation

B Le nématode : ses caracteéristiques biologiques

La caractéristique biologique principale d’Heterodera avenae
est sa forme de survie : le kyste qui est le tégument chitinisé de la
femelle. Ce kyste contient plusieurs centaines de larves (juvéniles)
qui y sont protégées ; elles en sortent lorsque le sol est humide et en
fonction de conditions thermiques strictes. Selon la localisation géo-
graphique de la population, la libération des juvéniles est soumise a
la levée de deux types de diapause qui assure une infestation en
période hivernale pour les populations du sud de la France (écotype
méridional), en période plutét printaniére pour les populations du
nord du pays (écotype septentrional) (RvoaL, 1982). Ces juvéniles, au
deuxieme stade de leur développement, envahissent les céréales au
niveau de 'apex des racines puis migrent et se fixent prés du cylin-
dre central pour s’alimenter. La, elles vont subir trois mues pour
aboutir soit a un male filiforme de 2 mm de long, soit a une femelle
blanche en forme de citron de 0,5 mm de diamétre (figure 1). Ce
dimorphisme sexuel accentué est d'ailleurs a l'origine du nom donné
au genre Heterodera. La fécondation obligatoire effectuée, la femelle
meurt ; sa paroi durcit et brunit pour donner le kyste brun, conte-
nant la descendance en larves, qui se détache des racines. Cette
espece produit une génération par an. H. avenae présente également
des entités (pathotypes) qui différent par leur capacité (virulence) a
contourner (ou non) des genes de résistance identifiés chez l'orge et
chez le blé et a se développer (ou non) sur des avoines de type hiver
ou printemps (RvoaL, 1977 ; Cook et RivoaL, 1998).

L3 (sexe indifférencié)

FiGure 1 : Cycle biolo-
gique du nématode a
kyste Heterodera ave-
nae.

Ficure 1 : Biological

cycle of the cyst nema-
tode Heterodera avenae.
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B Cadre des recherches

De nombreuses revues et travaux ont montré I'importance d’H.
avenae qui est largement distribué en France et cause des dégats
aux différentes céréales a paille ainsi qu’'au mais (RvoaL et COOK,
1993). On connait peu ses effets sur les graminées fourrageres (ray-
grass, fétuques...) qui sont cependant des hotes potentiels. Plusieurs
articles ont montré que cette espéce ainsi que d’autres nématodes
sont capables de causer des attaques dans les prairies et gazons
enherbés avec ces graminées (Cook et YEATES, 1993 ; CoucH, 1995 ;
RivoaL et RoMANE, 1997).

Pour des raisons environnementales et économiques, la résis-
tance variétale est actuellement la voie la plus intéressante pour
lutter contre ces bioagresseurs (Cook et Evans, 1987). La démons-
tration a été faite pour la protection du blé dur dans le sud de la
France avec I'utilisation d’orges résistantes qui ont assuré I'assai-
nissement des sols aprés seulement deux années de culture
(RvoAL et BEsSE, 1982). De plus, pour éviter I'érosion des sols dans
les périodes interculturales et le lessivage de l'azote, on préconise
actuellement I'implantation de cultures intermédiaires, dites pieges a
nitrates, basées en particulier sur l'utilisation de graminées fourra-
geéres (BONNEMORT et al., 1999 ; BESNARD et LE GALL, 2000).

C’est dans ce contexte que la Société Carneau, en collaboration
avec I'INRA, a développé un programme de sélection de ray-grass
résistants au développement d’'H. avenae qui pourraient étre uti-
lisés pour empécher la multiplication de ce nématode. Le travail
présenté a consisté en la mise au point d'un test de résistance
spécifique des graminées fourragéres en conditions contrdlées et
miniaturisées, en la recherche de géniteurs potentiel dans une
gamme suffisamment large de génotypes et en 'amélioration de
cette résistance, en particulier chez les ray-grass d’Italie alternatifs
et non alternatifs.

2. La méthodologie appliquée

M Le test de resistance

Il est réalisé selon un protocole éprouvé lors de travaux similai-
res sur betterave et blé (CAUBEL et CHAUBET, 1988 ; BEKAL et al., 1998).
Les semences sont désinfectées a l'eau de Javel a 5% pendant
5 minutes, puis disposées dans des boites de Petri sur papier filtre
imbibé d’eau. On les place alors dans une chambre climatisée a 3°C
pendant 48 heures pour la levée de dormance ; elles sont ensuite
transférées dans une chambre a 20°C durant 48 a 72 heures, selon
la vitesse de germination. Lorsque I'épicotyle pointe de quelques
millimétres, les plantules sont repiquées dans des tubes en matiére
plastique percés au fond, emplis d'un mélange de sable de
Fontainebleau (80%) et de kaolin (20%), préalablement fertilisé avec
une solution d’hakaphos a 4 grammes par litre (100 ml de solution
pour 1 kg de mélange sable-kaolin)(VALETTE et RivoaL, 2005).
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Les plantes sont inoculées aussitét apres le repiquage avec une
solution aqueuse contenant des juvéniles, au moyen d'une pipette de
type «Eppendorf multipipette 4780». Les tubes sont disposés dans des
bacs de culture recouverts de couvercles transparents et placés dans
des chambres avec température et photopériode controlées. Les plan-
tes inoculées avec le pathotype Ha 11 d’origine septentrionale sont
placées a 15°C ; celles inoculées avec le pathotype Ha 41 d’origine
meéridionale, & 18°C. Dans ces deux chambres de culture, la photopé-
riode est de 16 heures de jour, 8 heures de nuit. Une humidité conve-
nable est assurée par une humidification hebdomadaire du lit de sable
sur lequel reposent les tubes. La culture dure au minimum deux mois
et demi, pour assurer la formation des nématodes femelles adultes.

Les plantes sont analysées individuellement. Les racines sont
lavées sous un jet d’eau a forte pression qui détache les femelles blan-
ches et les kystes bruns, recueillis sur un tamis de 250 pm de maille
et dénombrés ensuite sous la loupe binoculaire. Les racines sont éga-
lement observées pour dénombrer les femelles et kystes qui y sont
encore fixés. Pour plus de clarté dans la présentation des résultats,
on regroupera I'ensemble de ces individus sous le terme kyste.

M Les populations de nematodes

Deux populations d’H. avenae ont été utilisées. Elles correspon-
dent aux pathotypes Ha 11 (Argentan, Orne) et Ha 41 (Villasavary,
Aude), de la nomenclature européenne (ANDERSEN et ANDERSEN, 1982),

Espéce ou cultivar Dose en Nombre de Kystes par plante
juvéniles répétitions (moyenne et écart-type)
Blé Arminda 300 6 6,7 + 6,31
200 7 8,4 + 9,57
100 3 4,0 + 4,00
90 8 10,6 + 6,59
60 8 5,8 + 3,06
30 8 2,6 + 3,81
Blé Fidel 300 5) 7,2+4,38
200 4 6,5+ 6,03
100 6 5,8 + 3,43
90 5] 8,6 + 5,90
60 6 8,2+3,71
30 7 5,0+ 1,29
Avoine Peniarth 300 8 1,5+1,31
200 8 1,0+0,93
100 8 0,1+0,35
90 7 0,6 +0,79
60 6 1,0+ 1,26
30 8 0,5+1,07
Ray-grass anglais 01 300 8 0,8 +1,04
200 10 1,56+2,07
100 8 1,0+0,93
90 8 0,5+ 0,54
60 8 0,4+0,74
30 8 0,5+0,54
Ray-grass d’ltalie 61 300 7 0,3 +0,49
200 5] 5,6 + 4,04
100 8 1,1+1,25
90 8 1,8 +2,05
60 7 0,6 + 0,54
30 8 0,3+0,46

TaBLEAU 1 Dévelop-
pement d’Heterodera
avenae, pathotype Ha41,
sur differents cultivars
de céréales et familles
de graminées fourrage-
res infestés par differen-
tes doses de juveéniles.

TasLE 1 : Development of
Heterodera avenae,
HA41 pathotype, on dif-
ferent  cultivars  of
cereals and families of
forage grasses, infested
with different numbers
of juveniles.
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FIGURE 2 Variabilite
pour la résistance au
déeveloppement d’Hetero-
dera avenae (pathotype
Ha41) chez des especes
de graminées fourrage-
res. Le blé cv. Arminda est
I’héte témoin.

FIGURE 2 : Variation in the
resistance to the deve-
lopment of Heterodera
avenae (HA41 pathoty-
pe) in different forage
grasses. The wheat culti-
var Arminda is the sus-
ceptible control host.
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préalablement appelés respectivement Fr3 et Frl (RivoaL, 1977). Ces
populations sont multipliées sur le blé hote cv. Arminda pour la
production de kystes qui sont stockés a 4°C. Les juvéniles infectieu-
ses sont obtenues en immergeant des kystes, a 7°C pendant 4 mois,
dans de petits tamis de 250 pm de maille posés sur des verres de
montre, eux-mémes placés dans des boites de Petri. On récupeére
ainsi les juvéniles qui éclosent et sédimentent naturellement dans le
verre de montre. Le dénombrement des larves est réalisé sur des par-
ties aliquotes de la suspension, au microscope stéréoscopique. On
ajuste ensuite au volume nécessaire pour obtenir I'inoculum adé-
quat. Une programmation judicieuse des sorties de larves assure une
disponibilité en juvéniles infectieuses et la réalisation de tests consé-
cutifs tout au long de 'année (VALETTE et RivoaL, 2005).

Nombre moyen de kystes par plante
20 4
18
16 -
14
12

2] []
] - |
Blé Ray-grass

Arminda d'ltalie
alternatif

Ray-grass
d'ltalie non
alternatif

Ray-grass Ray-grass
anglais anglais
fourrage gazon

B Le matériel végétal et sa sélection

L’étude a d’abord porté sur plusieurs espéces de graminées
cultivées du genre Lolium. 55 origines génétiques différentes ont
été testées. Les blés cv. Arminda, cv. Fidel ou I'avoine cv. Peniarth
on été utilisés pour vérifier la viabilité des larves infectieuses et leur
capacité a se développer en femelles. Pour le genre Lolium, la
sélection a consisté a repiquer les plantes s’opposant
complétement a la multiplication des nématodes (plantes sans
kyste) dans une cage d’isolement selon l'origine génétique. Les
semences de ces plantes sélectionnées ont été récoltées, en mélange,
et soumises a un nouveau test de résistance.

B La mise en ceuvre du test

L'absence de références sur la résistance de graminées
fourrageres a H. avenae nous a contraints a étudier les conditions
(volume du contenant de culture, dose d’inoculum, pathotype) les
plus favorables a I'expression du caractére hote des plantes testées.
Le tableau 1 donne les moyennes et écart types de kystes dénombrés
sur chacune des variétés ou familles testées en contenants de 20 ml
avec 30, 60, 90 juvéniles, ou de 70 ml avec 100, 200 et 300 juvéniles.

Les blés Arminda et Fidel ainsi que l'avoine Peniarth se sont
révélés les meilleurs hotes pour les deux pathotypes Hall et Ha41.
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Peniarth est naturellement un hote médiocre pour le pathotype Ha41
dont on a précédemment démontré sa faible capacité a se reprodui-
re sur plusieurs autres cultivars d’avoine (RivoaL, 1977) (tableau 1).
Le caractere hote des plantes testées a été le mieux révélé pour un
inoculum de 90 juvéniles avec des plantes cultivées dans un volume
de 20 ml. Dans le cas de Hall, déja connu pour une capacité repro-
ductive plus faible que celle du pathotype Ha41 (RvoaL et PERSON-
DEDRYVER, 1982), I'inoculum optimal a été de 100 a 200 juvéniles
apportées dans des contenants de 70 ml (résultats non présentés).

Dans la poursuite des études et du fait de contraintes dans la
disponibilité en juvéniles écloses, on a utilis¢ des tubes de culture
d'une contenance de 20 ml avec une dose de 90 nématodes pour le
pathotype Ha41 et 120 pour le pathotype Hall. A cause du carac-
tere allogamme de la plupart des graminées fourrageres testées, 25 plan-
tes par famille ou variété et pour chaque pathotype ont été testées.

La comparaison, par analyse de la variance des nombres de
kystes relevés sur le témoin hote Arminda, n'a pas montré de diffé-
rence significative au cours des huit tests réalisés entre 1996 et
1999. Les moyennes se sont étalées de 14,5 a 23,4 kystes par plan-
te. Ce résultat démontre une stabilité de la capacité reproductive du
pathotype Ha41, quel que soit le test effectué, et autorise en consé-
quence la comparaison des moyennes des différentes variétés et
familles au cours de la sélection.

Comme pour les céréales a paille (BEkAL et al., 1998), on a
considéré résistant un cultivar qui porte moins de 1 kyste, en moyen-
ne, par plante ; la résistance intermédiaire se situant entre 1 et
3 kystes par plante. A cause de I'allogamie du matériel végétal teste,
on a également considéré le pourcentage de plantes avec O Kkyste.

3. Les resultats

M Variabilite pour la résistance
chez les differentes especes de graminées

La figure 2 fournit des informations sur les potentialités
de reproduction d’H. avenae sur différentes especes de graminées
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Ficure 3 : Niveaux de
résistance de differents
cultivars et familles de
ray-grass d’ltalie non
alternatifs vis-a-vis du
déeveloppement de deux
pathotypes d’Heterodera
avenae apres 3 cycles
de sélection. Le blé cv.
Arminda et le ray-grass
d’'ltalie cv. Nadine sont
des hodtes témoins. Les
cultivars 16 a 23 n’ont pas
été sélectionnés. Moyen-
nes sur 25 répétitions et
écart types.

Ficure 3 : Resistance
levels of different culti-
vars and families of
annual Italian Ryegrass
to the development of 2
pathotypes of Heterodera
avenae , after 3 cycles of
selection. Wheat cv.
Arminda and lItalian
Ryegrass cv. Nadine are
susceptible control hosts.
Cultivars 16 to 23 are
unselected. Means of 25
replications and standard
deviations.
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FIGURE 4 : Niveaux de
résistance au dévelop-
pement d’Heterodera
avenae (pathotype Ha
41) dans des familles de
ray-grass d’ltalie alter-
natif apres 4 a 5 cycles
de sélection. Témoins
hétes : blé cv. Arminda et
ray-grass cv. Nadine.
Moyennes sur 25 répéti-
tions et écart types.

FiIGURE 4 : Resistance
levels to the develop-
ment of Heterodera ave-
nae (HA41 pathotype) in
families of annual Italian
Ryegrass, after 4 or 5
cycles of selection.
Susceptible control hosts
are wheat cv. Arminda
and ltalian Ryegrass cv.
Nadine. Means of 25 repli-
cations and standard
deviations.

Sélection de ray-grass d'ltalie résistants au nématode a kyste des céréales

Kystes par plante Plantes sans kyste (%)

25 r 100
20 - - 80
15 4 r 60
10 1 r 40
5 1 r 20
0 - 0
®© [0} (0] w [a] L L (11} (T8
© = <
£ 3 £ 8 8 5 35 8 8
Z £ ¢ 8 & & 8 8 &
o =z = =z =z P4 =z
|<£ < < < |<£ <
E & & & & %

fourrageres. Par rapport au blé Arminda, témoin héte de référence,
la plupart des variétés testées présentent un niveau de résistance
intermédiaire. Les variétés de ray-grass d’Italie non alternatif
montrent les plus fortes capacités pour la reproduction du néma-
tode, notamment le cultivar Nadine qui a été d’ailleurs utilisé comme
second témoin hote au cours des travaux ultérieurs de sélection.

M Variabilité et sélection pour la résistance
chez le ray-grass d’ltalie non alternatif

Le caractere hote et le niveau de résistance de ce ray-grass
varient incontestablement en fonction de la capacité reproductive
intrinseque des pathotypes qui, pour des doses de juvéniles ajustées
en fonction des données méthodologiques préalables, ne produisent
en moyenne sur le témoin hote Arminda que 4 kystes pour Hall
contre 18 pour Ha 41 (figure 3).

Plus particuliérement vis-a-vis du pathotype Ha41, les résul-
tats montrent une variabilité entre les différents cultivars non sélec-
tionnés (numérotés de 16 a 23) qui portent en moyenne 2 a 4 kystes
par plante avec moins de 20% de plantes sans kyste (figure 3). La
sélection a partir de plantes avec 0 kyste fait augmenter
incontestablement la résistance du matériel végétal qui s'expri-
me aussi bien par un nombre inférieur de kystes par plante que par
le pourcentage de plantes avec O kyste qui atteint 65% pour Nadine
d (matériel obtenu aprés trois cycles de sélection dans le matériel
Nadine d’origine), et méme 90% pour la famille 6.

M Selection pour la résistance
chez le ray-grass d’ltalie alternatif

La figure 4 présente les niveaux de résistance de différentes
familles obtenues aprés quatre ou cinq cycles de sélection.
Comparées aux témoins hotes Arminda et Nadine, les familles WTAN
ainsi que le cv. Cannibale manifestent un haut niveau de résistan-
ce avec une moyenne de 0 a 0,1 kyste par plante et 92 a 100% de
plantes sans kyste.
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Kystes par plante Plantes sans kyste (%)
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M Stabilite de la résistance
du ray-grass d’ltalie alternatif cv. Cannibale

Les tests ont démontré la stabilité de la résistance de ce ray-
grass d’Italie alternatif puisque au cours de deux cycles successifs de
multiplication (Cannibale 1 et Cannibale 2), le cultivar Cannibale
porte en moyenne moins de un kyste par plante avec un pourcentage
de plantes avec O kyste de l'ordre de 80% (figure 5). La multiplication
du nématode sur les hotes témoins, le blé Arminda et les deux ray-
grass alternatif variété X et non alternatif cv. Nadine, confirment la
fiabilité des tests réalisés.

4. Bilan

Ce travail mené de 1995 a 2003 a permis de rassembler de
nombreuses informations dans un domaine de recherches qui n’avait
jamais été abordé préalablement, aussi bien en France qu’a l'étran-
ger (Cook et YEATES, 1993). D'une maniére générale, si I'on considere
uniquement le nombre moyen de nématodes adultes ramenés a la
plante, les graminées fourrageéres testées sont des hotes médiocres
pour H. avenae par rapport a ses capacités de reproduction obser-
vées sur la plupart des céréales a paille (RivoaL, 1977 ; BEKAL et al.,
1998 ; RvoaL et al., 2001). Néanmoins les ray-grass présentent une
indéniable variabilité pour la résistance au développement du néma-
tode, qui s'exprime plus particulierement au niveau de I'homogénéi-
té du matériel végétal pour ce caractere.

Le test miniaturisé a permis de controler I'amélioration
génétique du ray-grass d’Italie pour sa résistance au développe-
ment d’H. avenae puisque 'augmentation du pourcentage de plantes
indemnes de femelles ou de Kkystes fait clairement diminuer le nom-
bre moyen par plante. Pour évaluer la résistance de telles familles,
il faudra utiliser simultanément ces deux critéres : un nombre
moyen de nématodes par plante inférieur a 1 et un pourcentage
de plantes sans kyste de I'ordre de 80%, ce second critére étant
spécifique des graminées (VALETTE et Rivoar, 2005).

FiGuRe 5 : Stabilite de la
résistance au dévelop-
pement d’Heterodera
avenae (pathotype Ha
41) dans le ray-grass
d’ltalie alternatif Canni-
bale apres 2 cycles suc-
cessifs de multiplication
(Cannibale 1 et Cannibale
2). Témoins hotes : blé cv.
Arminda et ray-grass
d’ltalie alternatif Variété X
et non alternatif cv.
Nadine. Moyennes sur 25
répétitions et écart types.

FiGURE 5 : Stability of the
resistance to the deve-
lopment of Heterodera
avenae (HA41 pathoty-
pe) in the annual Italian
Ryegrass cv. Cannibale
over 2 successive multi-
plication cycles (Canni-
bale 1 and Cannibale 2).
Susceptible control hosts
are wheat cv. Arminda
and annual lItalian Rye-
grass cultivar X and non-
annual cv. Nadine. Means
of 25 replications and
standard deviations.
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Les résultats de ces travaux ont conduit a la création de varié-
tés de ray-grass d’Italie présentant un bon niveau de résistance
au développement d’H. avenae. Plusieurs cycles de sélection ont
démontré I'augmentation réguliére de cette résistance aprés chaque
cycle de sélection ; sa stabilité étant confirmée aprés deux cycles suc-
cessifs de multiplication du matériel végétal sélectionné.

La disponibilité d’'un tel matériel végétal, en particulier la varié-
té Cannibale récemment inscrite, offre de réelles possibilités pour
lutter contre H. avenae. Son utilisation pour des cultures fourrage-
res ou en couverture de sol, plus particuliérement en France méri-
dionale et au cours des périodes d’éclosion hivernale du pathogéne,
pourrait contribuer a en gérer les densités dans le cadre de la pro-
tection intégrée du blé tendre et du blé dur (RivoaL et BEsSE, 1982).
Ces ray-grass peuvent servir également de cultures fourragéres ou de
cultures piéges pour les nitrates en excés et constituer d'indéniables
outils de protection de l'environnement dans le cadre de politiques
d’Agriculture durable (LEPOIVRE, 2001).

Accepté pour publication, le 20 juillet 2005.
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SUMMARY

Breeding Italian Ryegrass for resistance to the cereal cyst
nematode, Heterodera avenae

New strains of Italian Ryegrass, grown either as main crops or as
catch crops, have been bred with an improved resistance to the deve-
lopment of Heterodera avenae. At first, methods were developed to
adapt miniature techniques (volume of the culture container, dosage of
the inoculum, pathotype) to test the resistance in forage grasses.
Subsequently, a great number of lines and cultivars of Perennial and
Italian Ryegrass were tested, which showed a relatively low hosting
capacity, compared to the susceptible wheat control, cv. Arminda.
Using plants with complete resistance to Heterodera avenae, through
successive crosses during four annual cycles of selection, we obtained
lines of Italian Ryegrass, with a markedly improved resistance, charac-
terized by a reduced mean number of cysts per plant and an increased
proportion of plants devoid of cysts.

It would be advisable to introduce such strains of Italian
Ryegrass in areas where Heterodera avenae has a high intrinsic capa-
city to reproduce and when the crop season corresponds to the hat-
ching period of the nematode (winter in Southern France). They can be
used both as forage crops and as catch crops (to alleviate nitrate
excesses) and will contribute to the control of the pathogen’ s popula-
tion density, thus protecting subsequent cereal crops, such as bread
wheat and durum wheat.
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