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Abstract The effect of auxin transport inhibitor (TIBA and 
PCIB) or auxin synergist (phloroglucinol) on somatic embryo 
maturation and germination in Japanese larch (Larix leptolepis) 
was examined. The addition of 15.8 mg/L ABA+5.0 mg/L 
PCIB showed most promoted the maturation of cotyledon 
-staged somatic embryos (177.7/90 mg ESM). In contrast, 
with treatment of 5.0 mg/L PCIB or 5.0 mg/L TIBA, no so-
matic embryos were obtained. Considering from this result, 
PCIB or TIBA alone could not substitute for exogenously 
supplied ABA for maturation of somatic embryos. In the test 
of below concentration of 5.0 mg/L PCIB, the highest results 
were recorded in 15.8 mg/L ABA+2.0 mg/L PCIB (109.3/90 
mg ESM) or 15.8 mg/L ABA+5.0 mg/L PCIB (103.7/90 mg 
ESM). However, 5.0 mg/L phloroglucinol (0/90 mg ESM) 
or no ABA addition (3/90 mg ESM) had little influence on 
somatic embryos maturation. In germination study, the 
highest frequency of plantlet regeneration obtained from the 
somatic embryos which had matured on 15.8 mg/L ABA+5.0 
mg/L PCIB (67.9%). However, either 5.0 mg/L PCIB nor 
5.0 mg/L TIBA resulted in obtained from plantlets.

서 론

낙엽송 [Larix leptolepis (Sieb. et Zucc.) Gordon]은 낙엽 

침엽교목으로 1904년에 일본으로부터 도입되었으며, 수
고 30 m, 직경 1 m까지 자라는 주요한 조림 수종중의 하

나로 유시생장이 빨라 수령이 30년생이면 약 ha 당 259 m3

의 목재를 생산하는 우리나라의 주요 용재수종중의 하나

이다 (임업연구원, 1992).
낙엽송의 클론증식은 삽목방법이 가장 널리 이용되고 

있으나 삽목에 사용되는 삽수는 모수의 연령이 높아질수

록 발근율은 현저히 감소하며, 유령목 (幼齡木)의 삽수를 

이용할 경우 그 삽목묘는 몇 년 간 사향성 (斜向性)생장

을 보이는 단점이 있다 (구영본, 1995). 또한 클론간에 따

라 발근율 차이를 크게 보여 일정한 양의 클론묘를 지속

적으로 생산할 수 없다. 이러한 단점을 극복하기 위해 조

직배양 기술을 통한 우량개체의 대량번식이 제시되고 있

는데 그중 체세포배 발생방법을 이용한 식물체생산이 현

재 가장 널리 이용되는 기술이다.
Larix속 수종의 체세포배 유도에 관한 연구는 Nagmani

와 Bonga (1985)가 유럽낙엽송 (L. decidua)의 배유 (female 
gametophyte)조직으로부터 배발생조직을 처음으로 유도한 

이후로 L. laricina (Klimaszewska et al. 1997), L.×leptoeuropaea 
(Lelu et al. 1994), L. occidentalis (Thompson and von Aderkas, 
1992) 등의 수종에서 이루어졌으며 낙엽송의 경우 Kim 등 

(1999; 2007) 의 체세포배 유도 및 식물체 재분화에 관한 

연구가 있다.
체세포배 발생의 재료가 되는 배발생조직을 증식하고 

생장을 지속하기 위해선 2,4-D와 같은 옥신류 첨가가 필수

적이다. 그러고 배발생조직으로부터 체세포배 발생시에

는 옥신류를 제거하고 대신에 abscisic acid (ABA) 첨가하

여 체세포배 발생 을 촉진하게 된다. 그러나 배발생조직을 

2,4-D 및 NAA와 같은 옥신류 첨가배지에서 오랫동안 증

식하게 되면 더 이상 배지에 옥신류를 첨가하지 않아도 

배발생조직 자체내에서 내생 (endogenous) 옥신류 생산이 

가능하게 되는데 이러한 배발생조직내의 옥신류 잔존은 

ABA 활성을 저해하여 체세포배 발생이 잘 이루어지지 않
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Table 1. Effect of PCIB and TIBA on the maturation of somatic embryo in L. leptolepis

Treatments (mg/L) Cotyledon-staged somatic embryo production (no./90 mg FW)
1. 15.8 ABA 62.7±4.5*
2. 15.8 ABA+5.0 PCIB 177.7±10.5
3. 15.8 ABA+20.0 PCIB 30.7±6.7
4. 5.0 PCIB 0
5. 15.8 ABA+5.0 TIBA 40.7±10.4
6. 15.8 ABA+20.0 TIBA 27.3±4.8
7. 5.0 TIBA 0

* Mean±Standard error

는 주요 요인이 된다 (Find et al. 2002). 따라서 배발생조직

내의 이러한 내생 옥신류 활성을 억제시키는 항옥신류를 

첨가하여 체세포배 발생을 더욱 용이하게 할 필요가 있다.
항옥신류중 하나인 2,3,5-triiodobenzoic acid (TIBA)는 

Nordmanns 전나무의 체세포배 발생시에 유효하였으며 (Find 
et al. 2002), Chen 등 (2004)은 Oncidium의 엽조직 절편체로

부터 체세포배 발생에 효과가 있음을 보고하고 있다. 한편 

다른 종류의 항옥신류인 2-(ρ-chlorophenoxy)-2-methylpropionic 
acid (PCIB)는 Brassica juncea의 소포자배양시 배발달 촉

진을 보고하고 있고 (Agarwal et al. 2006), 또한 Liao 등 (2008)
에 따르면 가문비나무류인 Picea morrisonicola의 체세포

배 유도 시에도 PCIB 및  TIBA 처리로 발달단계 2의 체

세포배 생산에 효과적임을 보고하고 있어 항옥신류와 체

세포배 발생과의 밀접한 관계가 있음을 알 수 있다. 반면

에 옥신synergist로 알려진 phloroglucinol의 경우 Find 등 

(2002)에 의하면 이 물질을 Nordmanns 전나무의 배발생조

직에 첨가 시 조직증식율은 증가하였으나 체세포배 발생

은 전혀 이루어지지 않음을 보고하고 있어 PCIB와 같은 

항옥신류의 첨가가 절대적으로 필요함을 증명하였다.
따라서 본 연구의 목적은 낙엽송 체세포배 유도 시 항

옥신류인 TIBA 및 PCIB 농도별 첨가 및 옥신상승제 (sy-
nergist)인 phloroglucinol을 첨가하여 체세포배 발생효과를 

비교 및 조사하였으며 또한 항옥신류 첨가배지에서 유래

된 체세포배를 발아시켜 신초 등의 기관분화 및 식물체 

전환율에 관한 데이터를 얻고자 본 실험이 수행되었다. 

재료 및 방법

식물재료

낙엽송의 배발생조직 획득을 위해 충북 충주에 위치

한 국립품종관리센터 내의 낙엽송 클론 채종원에서 7월
초 미숙구과를 채취하였다. 채취한 구과로부터 종자분리

는 인편을 뒤로 젖힌 후 상처가 나지 않도록 종자를 조심

스럽게 분리하였으며, 분리한 종자표면 살균은 먼저 70% 
에탄올로 1분간 처리 후 2% NaClO로 10분정도 침적한 

다음 멸균증류수로 수차례 세척하였다. 

배발생조직 유도

배발생조직 유도를 위해 LM (Litvay et al. 1985)배지를 

기본으로 하였으며 2.0 mg/L 2,4-D, 1.0 mg/L BA, 1,000 mg/L 
L-glutamine (배지 열소독 후 첨가) 및 3.0% sucrose를 첨가

하였고 0.4% gellan gum (Sigma)을 첨가시켜 반고형배지

로 만들어 사용했다. 종자내의 미숙배 적출은 수술용 메

스 (Feather, No 11)를 이용하여 종자를 양분 후 이루어졌

으며 배양은 25±1℃, 암소에서 8주 동안 새로운 배지교

환 없이 수행되었다.

배발생조직 증식

미숙배로부터 유도한 배발생조직의 증식은 염류의 양

을 반으로 줄인 ½LM 배지에 2.0 mg/L 2,4-D, 1.0 mg/L BA, 
1,000 mg/L L-glutamine 및 2.0% sucrose를 첨가한 배지에 

2주 간격으로 계대배양 하여 체세포배 유도에 필요한 조

직을 25±1℃, 암소에서 증식이 이루어졌다.

체세포배 유도

배발생조직을 ½LM 배지에 250 mg/L L-glutamine, 250 
mg/L casein, 0.2 M sucrose, 15.8 mg/L ABA (배지 열소독 

후 따로 첨가) 가 첨가된 액체배지에 현탁배양 한 후 5.5  
cm 크기의 종이필터 (Whatman)위로 90mg 세포가 포함된 

3 ml 정도의 세포현탁액을 깔아준 후 진공펌프를 이용하

여 약 5초간 액체배지만을 제거한 다음 배발생조직이 포

함된 종이필터를 0.6 % gellan gum을 첨가한 배지에 치상

하는 식으로 체세포배를 발생시켰다. 배양조건은 25±
1℃, 암소에서 8주간 새로운 배지로의 교환 없이 연속배

양법으로 이루어졌다. 항옥신류인 PCIB, TIBA 및 옥신상

승제 phloroglucinol의 농도별 처리에 의한 체세포배 유도 

효과를 비교하기 위해 15.8 mg/L ABA를 대조구로 설정

하고 5.0, 20.0 mg/L 각각의 PCIB 및 TIBA를 ABA와 혼합 

혹은 단독으로 첨가하였으며 (Table 1) 또한 옥신 synergist
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Table 2. Effect of various PCIB concentrations, phloroglucinol (auxin synergist) and on the maturation of somatic embryo in L. 
leptolepis

Treatments (mg/L) Cotyledon-staged somatic embryo production (no./90 mg FW)
1. 15.8 ABA 83.0±10.2
2. 15.8 ABA+1.0 PCIB 60.0±15.1
3. 15.8 ABA+2.0 PCIB 109.3±13.0
4. 15.8 ABA+5.0 PCIB 103.7±16.5
5. 15.8 ABA+5.0 phloroglucinol 40.7±2.3
6. 5.0 phloroglucinol 0
7. -ABA 3.0±1.7

* Mean±Standard error

Table 3. Effect of various PCIB or TIBA concentrations on the germination of somatic embryo in L. leptolepis

Treatments (mg/L) Shoot (%) Hypocotyl (%) Root (%) Plantlets (%)
1. 15.8 ABA 56.3±5.5 86.2±5.7 61.8±1.9 48.8±2.8
2. 15.8 ABA+5.0 PCIB 88.2±3.4 93.5±4.5 79.2±6.3 67.9±6.5
3. 15.8 ABA+20.0 PCIB 46.8±18.2 97.5±2.5 75.9±9.2 39.7±14.1
4. 5.0 PCIB 0 0 0 0
5. 15.8 ABA+5.0 TIBA 53.5±5.6 93.2±6.8 20.1±2.7 12.3±0.8
6. 15.8 ABA+20.0 TIBA 61.3±17.6 97.4±2.7 71.3±2.5 51.3±17.1
7. 5.0 TIBA 0 0 0 0

* Mean±Standard error

인 phloroglucinol를 5.0mg/L농도로 ABA와 공조처리하거

나 혹은 단독으로 처리 (Table 2) 하여 체세포배 발생 시 

항옥신류 혹은 옥신 synergist의 첨가효과를 배양 8주 후 

자엽단계 체세포배의 발생정도를 비교 및 조사하였다.

체세포배 발아

PCIB 등의 항옥신류 처리 유래의 체세포배 발아 정도

를 조사하기 위해 각 처리구의 배발생조직으로부터 유도

된 자엽단계 체세포배만을 분리하여 ½LM 배지에 2.0% 
sucrose 및 0.4%의 gellan gum을 첨가한 발아배지 위로 평

행으로 배양하였고 발아조건은 25±1℃, 18/6 광주기를 가

진 광조건 (50 μEm-2s-1, Philips, F40 CW, 40 watt) 하에서 

6주 배양 후 신초 등의 기관 분화율 및 식물체 전환율을 

조사하였다 (Table 3).

결과 및 고찰

항옥신류 (auxin antagonist)처리에 의한 체세포배 유도 효과

표 1은 PCIB 및 TIBA처리에 따른 체세포배 유도 효과

에 관한 것으로 최대의 체세포배 유도는 15.8 mg/L ABA+ 

5.0 mg/L PCIB 처리구 (177.7개/90 mg ESM)에서 나타났으

며 15.8 mg/L ABA+5.0 mg/L TIBA 처리구 (40.7개) 보다도 

훨씬 높아 PCIB 첨가 시 TIBA보다는 더욱 효과적인 것으

로 나타났다 (Table 1). 그러나 5.0 mg/L PCIB 혹은 TIBA 
단독 처리구에서는 자엽단계의 체세포배는 전혀 유도되

지 않아 ABA 첨가 없이는 그 효과가 전혀 나타나지 않았

지만 15.8 mg/L ABA와 함께 첨가 시 체세포배 발생효과

는 높은 것으로 보여 낙엽송의 체세포배 발생에는 ABA 
첨가가 필수적임을 알 수 있다. 테다소나무 (Pullman 등, 
2003), 리기테다소나무 (Kim et al. 2007) 및 낙엽송 (Kim 
et al. 2007)등의 침엽수종 체세포배 유도 시에도 ABA 첨
가는 필수적인 것으로 보고되고 있는데 본 실험에서도 

PCIB 혹은 TIBA 첨가보다는 ABA첨가가 이루어진 처리

구 에서만 체세포배 유도되었다. 체세포배 발생을 위한 

항옥신류인 PCIB 및 TIBA 효과에 대한 보고는 다양한데 

Oncidium의 엽조직으로부터 체세포배 유도 시에는 0.05
와 0.25 mg/L TIBA 첨가로 가장 높은 체세포배 발생율을 

보고하고 있고 (Chen and Chang, 2004), Agarwal 등 (2006)
은 Brassica juncea의 미소포자로부터 체세포배 발생시에

도 10 mg/L PCIB 첨가로 가장 높은 발생율을 보고하고 

있어 체세포배 유도를 위한 항옥신류의 첨가효과를 증명

하고 있다. 또한 Nordmanns전나무의 체세포배 유도 시에

도 TIBA 및 PCIB 첨가로 높은 유도율을 보고하고 있어 
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Fig. 1 Comparison of effect of TIBA and PCIB on somatic embryo maturation in L. leptolepis. These pictures were taken after 8 weeks 
in culture. a: 15.8 mg/L ABA; b: 15.8 mg/L ABA+5.0 mg/L PCIB; c: 15.8 mg/L ABA+20.0 mg/L PCIB; d: 5.0 mg/L PCIB; e: 15.8 
mg/L ABA+5.0 mg/L TIBA; f: 15.8 mg/L ABA+20.0 mg/L TIBA; g: 5.0 mg/L TIBA; bar=1.4 cm

Fig. 2 Comparison of effect of TIBA and PCIB on somatic 
embryo germination in L. leptolepis. These pictures were taken 
after 6 weeks in culture. a: 15.8 mg/L ABA; b: 15.8 mg/L ABA 
+5.0 mg/L PCIB; c: 15.8 mg/L ABA+20.0 mg/L PCIB; d: 15.8 
mg/L ABA+5.0 mg/L TIBA; e: 15.8 mg/L ABA+20.0 mg/L TIBA; 
bar=1.4 cm

(Find et al. 2002) 수종에 따라 다소 차이는 보이나 항옥신

류의 첨가가 유리한 것은 분명한 것으로 보인다. 반면 항

옥신제 첨가 시 억제현상 또한 보고되는데 Choi 등 (2001)
은 가시오갈피의 체세포배 유도 및 유도된 체세포배의 

신초/뿌리 분화를 억제하며, 또한 인삼의 자엽절편체로

부터 체세포배 유도 시 10 mg/L TIBA첨가 시에는 그 형

성이 완전히 억제되었고 2.5-5.0 mg/L의 농도에서는 체세

포배가 자엽절편체 표면에 산발적으로 발생이 되었으나 

그 형태는 항아리형태를 보이는 다소 기형적임을 보고하

고 있어 TIBA첨가로 모든 수종의 체세포배 발생이 유리

한 것 만은 아닌 것으로 보인다.
본 실험의 경우에서도 15.8 mg/L ABA+20.0 mg/L PCIB 

혹은 TIBA의 첨가로 발생되는 체세포배의 형태는 대체

로 하배축 길이가 짧고 그 크기가 작으며 5.0 mg/L PCIB 
혹은 TIBA 첨가구에서는 자엽단계의 체세포배 유도 대

신에 하배축이 길게 신장되며 자엽은 발달되지 않고 대

신 뿌리만 짧게 발생하는 비정상적인 체세포배의 발아형

태를 보였다 (Fig. 1)

항옥신 류 및 옥신 상승제 처리에 의한 체세포배 유도 효과

표 1의 결과를 토대로 15.8 mg/L ABA+5.0 mg/L PCIB 
처리가 체세포배 유도에 효과적인 것으로 확인이 되어 

PCIB를 1.0, 2.0 및 5.0 mg/L 농도별, 그리고 옥신상승제인 

5.0 mg/L phloroglucinol를 단독 혹은 15.8 mg/L ABA와 혼

합 처리하여 PCIB와 비교하였다 (Table 2). 표 2에서 보는

바와 같이 최대 체세포배 유도는 109.3개의 체세포배 유

도를 보인 15.8 mg ABA+2.0 mg/L PCIB에서 가장 높았으

며 15.8 mg ABA+5.0 mg/L PCIB (103.7개)의 처리구와 비

슷한 결과를 보였다. 그러나 옥신상승제인 phloroglucinol
를 ABA와 혼합처리 경우 40.7개로 저조하게 나타났으며 

5.0 mg/L phloroglucinol 처리 시에는 자엽단계의 체세포배

는 전혀 발생되지 않았다. 또한 ABA의 첨가 유무에 따라 

그 유도수는 큰 차이를 보였는데 ABA 무첨가 인 경우 

3.0개의 체세포배 유도로 15.8 mg/L ABA 처리구보다 훨

씬 저조한 결과를 보여 (Table 2) 표 1에서와 마찬가지로 

ABA 첨가는 낙엽송의 체세포배 유도 시에는 필수적이라

는 것을 보여준다. 옥신상승제인 phloroglucinol첨가 효과

에 대한 연구보고는 매우 드문데 대개 배발생조직 유도 

및 증식의 경우 2,4-D 및 NAA와 같은 옥신첨가가 필요하

지만 장기간의 옥신 첨가는 배발생조직의 증식 단계에서 

체세포배 성숙단계로의 전환 시에는 외래공급(exogenous)
의 옥신은 더 이상 필요치 않으며 배발생조직내에 존재

하고 있는 내생(endogenous) 옥신으로 인해 오히려 체세

포배 발생에 억제효과를 보인다. 이것은 표 1의 15.8 mg 
ABA+5.0 mg/L PCIB (177.7개)와 표 2의 15.8 mg ABA+5.0 
mg/L phloroglucinol (40.7개)의 비교에서 옥신상승제가 체

세포배 발생을 억제하는 이유이다. 특히 5.0 mg/L 농도의 

단독 PCIB, TIBA 및 phloroglucinol를 첨가 시에는 자엽단
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계의 체세포배는 전혀 유도되지 않았는데 아마도 5.0 
mg/L 이상의 농도에서는 체세포배 발생에 오히려 억제

효과가 있음을 알 수 있다 (Table 1,2).

항옥신류 처리 유래 체세포배의 발아

표 3은 PCIB 및 TIBA 첨가로 유도된 체세포배를 발아

시켰을 때 신초, 하배축, 발근유도 및 식물체전환율 등의 

기관발생 정도를 조사한 것으로 15.8 mg/L ABA+5.0 mg/L 
PCIB 처리구에서 각각 88.2, 93.5, 79.2 및 67.9%로 가장 

높은 기관유도율을 보였으며 이는 표 1의 최대 체세포배 

유도수를 보인 처리구와 일치한다. 또한 대조구인 15.8 
mg/L ABA 단독처리구의 식물체 재분화율 (48.8%) 비교 

시 보다 높은 수치를 보여 5.0 mg/L PCIB 첨가로 건전한 

자엽단계의 체세포배 유도뿐 만 아니라 차후 식물체 전

환과 같은 체세포배 발아 형성까지 영향을 미치는 것을 

알 수 있다. 체세포배 발아에 영향을 미치는 항옥신류에 

대한 보고는 Choi 등 (2001)은 TIBA를 처리하여 항옥신류

가 첨가된 배지에서 발생된 체세포배로부터 유래한 발아 

식물체에서는 신초 및 뿌리의 정단분열조직 및 유관속발

달을 억제하여 비정상적으로 발달되는 형상을 보였으며 

결국에는 신초 및 뿌리가 없는 식물체의 발생으로 기인

된다고 보고하고 있어 항옥신류 첨가에 부정적인 견해를 

보였다. 
배발생조직으로부터 체세포배 유도에는 항옥신류의 

처리로 더욱 체세포배 형성이 촉진됨을 확인하였으며 이

에 관한 연구는 이미 몇몇 수종에서 확인되었다 (Chen et 
al. 2004; Finf et al. 2002). 특히 낙엽송의 경우 15.8 mg/L 
ABA+5.0 mg/L PCIB에서 가장 높은 자엽단계 체세포배의 

유도가 가능하였으며 (Table 1,2) 대조구인 ABA 단독처리

구보다 효과적인 것으로 보아 식물체내의 옥신수송을 억

제함으로써 체세포배 유도가 더욱 촉진됨을 알 수 있고, 
PCIB 농도는 2.0 혹은  5.0 mg/L 정도가 적당한 것으로 나

타났다. 한편 TIBA의 경우 ABA와 함께 첨가 시에는 체

세포배 발생 수가 그리 높지 않아 PCIB 가 TIBA 보다 훨

씬 효과적임을 알 수 있다. 옥신상승제인 phloroglucinol를 

첨가 시에도 저조한 체세포배 유도 수를 보여 낙엽송의 

체세포배 발생에는 옥신생성을 저해하는 PCIB가 필요한 

것으로 결론지울 수 있다. 또한 체세포배 발아 시에도 

15.8 mg/L ABA+5.0 mg/L PCIB 처리구에서 유래된 체세포

배에서 가장 높은 기관 형성율 및 식물체 전환율을 보여 

초기 건전한 체세포배 유도가 차후 식물체 전환과도 매

우 밀접한 상관관계가 있음을 보여준다. 
이상의 결과는 항옥신제 처리로 고빈도의 체세포배 

발생을 달성하고 나아가 클론식물체 대량생산뿐만 아니

라 신품종의 개발연구에도 널리 활용될 수 있을 것이다.  

적 요

낙엽송의 체세포배 발생 및 발아에 미치는 항옥신제 

(auxin antagonist) (TIBA 및 PCIB) 혹은 옥신상승제 (auxin 
synergist) (phloroglucinol)의 효과를 조사하였다. 체세포배 

발생 비교에는 15.8 mg/L ABA+5.0 mg/L PCIB의 첨가시 

가장 많은 자엽단계의 체세포배 (177.7/90 mg ESM) 유도

가 가능하였으나 5.0 mg/L PCIB or 5.0 mg/L TIBA 첨가시

에는 체세포배가 전혀 발생되지 않았다. 이 결과는 체세

포배 발생을 위해서는 PCIB 혹은 TIBA의 단독처리만으

로는 안되고 ABA첨가 또한 필수적이라는 것을 암시한

다. 5.0 mg/L PCIB 이하의 농도 비교실험에서는 15.8 mg/L 
ABA+2.0 mg/L PCIB (109.3/90 mg ESM) 혹은 15.8 mg/L 
ABA+5.0 mg/L PCIB (103.7/90 mg ESM)의 처리구에서 가

장 높은 체세포배 유도수를 보였다. 그러나 5.0 mg/L 
phloroglucinol (0/90 mg ESM) 혹은 ABA 무첨가구 (3/90 
mg ESM)에서는 체세포배 발생효과가 거의 없었다. 체세

포배의 발아실험에서는 가장 높은 식물체 전환율은 15.8  
mg/L ABA+5.0 mg/L PCIB (67.9%)의 처리구에서 나타난 

반면 5.0 mg/L PCIB 혹은 5.0 mg/L TIBA 처리구 유래 체

세포배로부터는 식물체로 전혀 전환되지 않았다.
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