Prof. dr hab. Marcin Nobis

Instytut Botaniki, Uniwersytet Jagiellonski
ul. Gronostajowa 3, 30-387 Krakow
m.nobis@uj.edu.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Burzackiej-Hinz
Zatytulowanej ,,Klasyfikacja i filogeneza rodzaju
Dendrobium Sw. sekcja Dendrobium (Orchidaceae)”

Promotor: prof. dr hab. Dariusz L. Szlachetko
Promotor pomocniczy: dr Magdalena Dudek

1. Tematyka i warto$¢ naukowa rozprawy

Storczykowate (Orchidaceae) to jedna z najliczniejszych w gatunki rodzin ro$lin
naczyniowych na swiecie. Wedle szacunkow liczy ona ponad 30 000 gatunkow, przy czym
wspomnie¢ nalezy takze, ze pomimo iz kazdego roku opisywane sa dziesigtki nowych
gatunkow reprezentujacych ta rodzing, to zdecydowanie wiecej kazdego roku zanika w skutek
kurczenia si¢ powierzchni ich matecznika, czyli tropikalnych laséw. Jednym z reprezentantow
tej grupy roslin, jest liczacy ponad 1600 gatunkow rodzaj Dendrobium, wystepujacy przede
wszystkim w potudniowo-wschodniej, Azji, Australii i Oceanii. Jak nietrudno si¢ domysle¢,
taksonomia oraz klasyfikacja gatunkéw w tak nieprawdopodobnie licznym gatunkowo
rodzaju jest niezmiernie trudna, ale rOwniez niezmiernie potrzebna dla okreslenia prawdziwej
roznorodnos$ci oraz relacji filogenetycznych w tym rodzaju, odznaczajacym si¢ niezwykta
réznorodno$cig morfologiczng oraz mozliwos$ciami adaptacyjnymi do réznych warunkow
klimatycznych. W zwigzku z powyzszym, podjecie proby ustalenia relacji filogenetycznych
w obrebie tego rodzaju przez Panig Aleksandre Burzycka-Hinz jest niezmiernie potrzebne i
wpisuje si¢ w Swiatowy trend badan nad biogeografiag molekularng i rekonstrukcja procesow
ewolucyjnych w obrebie rodziny Orchidaceae.

Tematyka rozprawy koncentruje si¢ na rekonstrukcji pokrewienstwa i wewnatrz-sekcyjnej
kompozycji gatunkowej w obrebie sekcji nominalnej, z gruntownym odniesieniem do wielu
reprezentantdw innych wyrdznianych w obrebie rodzaju Dendrobium sekcji. Stworzyto to
solidne podstawy do przeprowadzenia modyfikacji w ordynacji wewnatrzrodzajowej, jak
rowniez uktadzie gatunkow w wyrdznianych sekcjach. Badania przeprowadzono z
wykorzystaniem technik elektronowej mikroskopii skaningowej (analizy struktur
mikromorfologicznych na warzkach kwiatowych), metod molekularnych (PCR,
sekwencjonowanie DNA), analiz makromorfologicznych oraz filogenetycznych.

Wiedza i samodzielnosé Doktorantki

Dotaczone do rozprawy oswiadczenia wszystkich wspdtautorow potwierdzaja zdecydowanie
dominujacy udziat mgr Aleksandry Burzyckiej-Hinz na kazdym etapie przygotowywania
publikacji bedacych podstawa jej dysertacji doktorskiej. W kazdej z trzech prac wchodzacych
w sktad rozprawy, Pani Aleksandra pei role autora wiodgcego (pierwszego), a W jednej
pracy jest takze wspotautorem korespondencyjnym. Dwie pierwsze 3-4-autorowe prace,
opublikowane zostaly odpowiednio w International Journal of Molecular Sciences (Q1,
wydawnictwo MDPI; [F=4.9) oraz w Acta Societatis Botanicorum Poloniae (Q3,

1

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat Biologii

Instytut Botaniki



wydawnictwo Polskie Towarzystwo Botaniczne; IF=1.1). W trzeciej, 5-autorowej, zataczonej
do rozprawy pracy w formie manuskryptu wystanego do druku w czasopismie BMC in Plant
Biology (Q1, wydawnictwo Sprnger; 1F=4.3), jest rowniez pierwszym autorem. Na uwage
zastuguje imponujgca liczba materiatdow dokumentacyjnych i przeprowadzonych analiz.
Doktorantka przedstawila rowniez, potwierdzony przez pozostatych wspotautorow, swoj
merytoryczny udzial w kazdej z zataczonych do dysertacji prac, wlacznie z zaprojektowaniem
badan i koncepcja prac. Z oswiadczenia wynika, ze prowadzita badania laboratoryjne, brata
ona udzial w wigkszosci przeprowadzonych analiz, przygotowywata ryciny i tabele,
analizowata i interpretowala uzyskane dane, prowadzita konsultacje z poszczegdlnymi
wspotautorami oraz przygotowywata manuskrypty kazdej z tych prac, oczywiscie przy
czesciowym wspotudziale i akceptacji ostatecznej wersji przez wszystkich wspotautoréw. Jest
to dowodem nie tylko duzej samodzielno$ci naukowej Doktorantki w pracy z danymi ale
réwniez potwierdzeniem jej umiejetnosci w zakresie prawidlowego doboru metod
statystycznych  przy rozwigzywaniu problemow badawczych oraz umiejetnosci
odpowiedniego interpretowania uzyskanych wynikow.

2. Wartos$¢ merytoryczna rozprawy

Przedstawione studium oparte jest na wieloaspektowych morfologicznych i molekularnych
analizach gatunkéw nominalnej sekcji rodzaju Dendrobiom. W trzech pracach, stanowigcych
podstawe dysertacji, Doktorantka starata si¢ 1gczy¢ wyniki badan mikro- i
makromorfologicznych z analizami molekularnymi, wykorzystujac do tego celu techniki
mikroskopii skaningowej, ilosciowe i jakoSciowe cechy makromorfologiczne oraz uzyskane
w trakcie jej badan lub pobrane z GeneBank dost¢pne sekwencje jadrowego DNA (sekwencje
nriTS), plastydowego DNA (oparte na dwoch regionach: matK i trnL—trnF) oraz
niskokopijnego genu jadrowego DNA — Xdh (xanthine dehydrogenase), wykorzystujac do ich
analizy zréznicowanych metod numerycznych i filogenetycznych. Daje si¢ zauwazy¢, ze
Doktorantka stopniowo i z przemyslanym doborem metod i analizowanych danych, stara si¢
ustali¢ sktad oraz relacje filogenetyczne zarowno w obrebie gatunkow zaliczanych do sekcji
Dendrobium, jak réwniez w stosunku do reprezentantow innych sekcji nalezacych do tego
interesujgcego rodzaju.

W pierwszej z przedstawionych prac, Autorka analizuje cechy mikromorfologiczne, badajac
przy uzyciu technik mikroskopii elektronowej 21 warzek kwiatowych reprezentantow
Dendrobium z czego 7 nalezato do sekcji nominalnej. Reszta byta reprezentantami 12 innych
sekcji. Ponadto przeprowadzita takze analizy filogenetyczne dla zrozumienia uzyskanej
zmienno$¢ mikromorfologicznej i jej przestrzennej organizacji w korelacji z uzyskanymi
drzewami filogenetycznymi bazujacymi na 44 sekwencjach ITS. Na warzkach u wszystkich
taksonow z sekcji Dendrobium zaobserwowata dwa typy struktur: cylindryczne i stozkowate
whloski oraz stozkowate i potkoliste brodawki. U gatunkow z pozostatych sekcji poza tymi
strukturami obecne byly takze elipsoidalne wtoski i potkoliste brodawki. Natomiast u pigciu
gatunkow nie zaobserwowata obecno$ci zadnych z analizowanych struktur. Doktorantka
sugeruje, ze obecno$¢ i1 brak struktur na warzkach nie wynika z genetycznego pokrewienstwa
gatunkow lecz z ich konwergencji i dostosowania do wystepujacych w danym obszarze
zapylaczy.

W drugiej pracy, doktorantka stara si¢ zrekonstruowac relacje filogenetyczne, koncentrujac
si¢ przede wszystkim na gatunkach reprezentujacych sekcje Dendrobium, a wykorzystujac do
tego celu sekwencje jadrowego DNA (nrITS), plastydowego DNA (regiony matK, oraz trnL-
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genu w rekonstrukcji filogenezy innych rodzajow z rodziny Orchidaceae, przyniosto bardzo

pozytywne wyniki). W wyniku przeprowadzonych testow z uzyciem trzech metod, tj.

najwiekszej oszczednosci (ang. maximum parsymony), najwigkszej wiarygodnosci (ang. UNIWERSYTET
maximum likelihood) i wnioskowania Bayesowskiego (ang. Bayesian inference), okazato sig, JAGIELL ONSKI
ze oba markery jadrowe byly bardziej wartoSciowe niz regiony plastydowe. Ponadto \ v pAkOWIE
informacje uzyskane w oparciu o analizy danych jadrowych dowodza, ze dla
zrekonstruowania filogenezy rodzaju Dendrobium lepiej sprawdzajg sie¢ markery

wielokopijne ITS1-5.8S-ITS2, niz gen o niskiej liczbie kopii Xdh (tym samym nie

potwierdzono jego, jak poczatkowo si¢ wydawato, skuteczno$ci w badaniach
filogenetycznych, przynajmniej w rodzaju Dendrobium)

trnF) jak rowniez niskokopijnego genu jadrowego Xdh (warto tu podkresli¢, ze uzycie tego

Trzecia z zamieszczonych prac (przedstawiona w dysertacji jako manuskrypt) koncentruje si¢

na dwoch aspektach — morfologicznym i filogenetycznym. Gléwnym celem prowadzonych

badan bylo zestawienie i przedyskutowanie danych otrzymanych z analiz fenetycznych,
filogenetycznych oraz geograficznych w kontekscie klasyfikacji wewnatrzrodzajowej. Wydzial Biologii
Rekonstrukcja filogenezy przeprowadzona zostala z wykorzystaniem markera ITS. Natomiast

analizy fenetyczne wykonano dla zestawu 14 istotnych w taksonomii rodzaju cech,
obejmujacych zaréwno organy wegetatywne jak i generatywne. W manuskrypcie |nstytut Botaniki
przedyskutowano przynalezno$¢ systematyczng wybranych gatunkéw, a zwlaszcza ich

kompozycji w sekcji nominalnej. Doktorantka stwierdzita, ze z uwagi na to, ze wiele cech

kwiatowych ewoluowato niezaleznie wiele razy, nie uzyskano jasnej odpowiedzi na pytanie,

jak sklasyfikowac poszczegodlne gatunki w obrebie catego rodzaju. Natomiast stwierdza, ze w

sekcji nominalnej, warto zachowaé tylko te gatunki, ktore na podstawie zestawu cech
morfologicznych nie pozostawiaja zadnych watpliwosci. Konwergentna ewolucja, jaka

stwierdzita w obrgbie rodzaju Dendrobium, moze wynika¢ zatem z dostosowania do

zapylaczy. Mozliwe takze, ze trudnos$ci w tej klasyfikacji moga by¢ wynikiem hybrydyzacji,

dos¢ powszechnej u roslin. Ten majgcy ogromne znaczenie w ewolucji proces, moze znacznie

utrudnia¢ ustanowienie spdjnego systemu wewnatrzrodzajowej organizacji.

Oprocz glownego tematu pracy, koncentrujgcego si¢ na organizacji gatunkowej wewnatrz
sekcji Dendrobium, Doktorantka w swoich pracach ktadzie solidne podstawy dla poznania i
klasyfikacji wewnatrzrodzajowej tego ogromnego rodzaju jakim jest Dendrobium. Ponadto
prace cechuje odpowiedni dobér metod badawczych i narzgdzi statystycznych do analizy
danych, sposob przedstawienia wynikow, ich krytyczna analiza jak roéwniez umiejetnosé ich
interpretacji na tle bardzo solidnie przedstawionej i przedyskutowanej literatury przedmiotu.

Uwazam, ze przeprowadzone badania naukowe sg znaczace i prezentujg duza wartos¢ dla
badan nad rodzajem Dendrobium. Stanowia tez punkt odniesienia dla dalszych badan
filogenetycznych z uzyciem nowoczesnych metod sekwencjonowania calogenomowego oraz
analiz integratywnych dla potwierdzenia czgstosci i intensywnosci przypadkow hybrydyzacji
pomiedzy poszczegdlnymi gatunkami analizowanego rodzaju.

3. Poprawnos¢ redakcyjna rozprawy

Rozprawa doktorska, poza zalagczonymi artykutami, jest napisana poprawnym jezykiem
(polskim 1 angielskim), zostala zastosowana w niej odpowiednia nomenklatura biologiczna,
jest czytelna i w wigkszosci przemyslana i dopracowana pod katem merytorycznym i
stylistycznym. Rozprawa obejmuje rowniez streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wstep, cele pracy 1 krotkie streszczenia poszczegolnych artykuldw stanowigcych podstawe
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doktoratu przedstawione rowniez W jezyku polskim oraz 3 zasadnicze rozdziaty odnoszace
si¢ do opublikowanych lub wystanych do druku prac. Zaprezentowane artykuty naukowe
zaopatrzone sg w bardzo czytelne ryciny, tabele, zdjecia obrazujace cechy morfologiczne
kwiatow oraz zdjecia spod mikroskopu elektronowego, obrazujgce mikromorfologiczne
struktury warzek kwiatowych (te ostatnie zamieszczone sg w pierwszym artykule). Ponadto,
Doktorantka zamie$cita liczne ryciny obrazujace drzewa filogenetycznych relacji pomiedzy
badanymi gatunkami. Dodatkowo, praca jest zaopatrzona w liczne zalgczniki uzupetniajace
wyniki przedstawione w kazdym z trzech artykutdéw stanowigcych podstawe dysertacji.
Drobne uwagi krytyczne dotycza metody przedstawiania drzew filogenetycznych, ktére ze
wzgledu na ich wielko$¢ rozdzielone sg na kilka stron manuskryptu, bez zamieszczenia na
danej stronie minidrzewa z zaznaczonym fragmentem, ktory aktualnie jest przedstawiany.
Troche utrudnia to czytanie i interpretacje przedstawionych wynikow.

4. Uwagi krytyczne i inne spostrzezenia dotyczace tresci lub formy pracy

O ile zatagczone w rozprawie prace opublikowane juz w czasopismach naukowych sg bardzo
dobrze dopracowane, z nalezytg dbatosciag o styl i przekaz, to ostatnia z przedstawionych prac,
zamieszczona w formie manuskryptu, wymaga jeszcze dopracowania. Na manuskrypcie
zaznaczylem szereg uwag, ktére mogge przekaza¢ Doktorantce, by¢ moze niektore z nich beda
mogly by¢ uwzglednione po pierwszych recenzjach juz przestanej do czasopisma BMC in
Plant Biology pracy. Tu podaje tylko kilka z nich:

- Chociaz we wstepie Doktorantka pisze, ze analizy oparto glownie (a tak naprawde
wylacznie) na sekwencjach ITS, poniewaz inne metody, co udowodnita we wczesniejszych
pracach, nie daja odpowiednich rezultatow, to w metodyce wymienia analizy
chloroplastowego DNA i niskokopijnego genu Xdh. Analizy te, uznaje jednak (powotujac si¢
na wlasng wczesniej opublikowang prace) za nieinformatywne i skutkujace uzyskaniem
politomicznych drzew filogenetycznych. Wedlug mnie taka informacja powinna by¢
zamieszczona we wstepie lub dyskusji, co skrocitoby prace i utatwito jej odbior, tym bardziej,
ze Doktorantka ani w pracy ani w materiatach uzupetniajacych, nie przedstawia zadnego z
uzyskanych z tych analiz drzew;

- W pracy przedstawione sg tzw. morfologiczne analizy przodka, ale niestety ani we wstepie
ani w celach Autorka w ogole tego zagadnienia nie podejmuje, ponadto réwniez bardzo
ogoblnie wspomina tylko o tym w dyskusji. Powstaje zatem pytanie — w jakim celu te analizy
zostaly wykonane?

- W pracy przedstawione sg trzy analizy morfologiczne, UPGMA, PCoA i NMDS bazujace
na tym samym zestawie danych jakosciowych, proponuje przemyslenie czy te dwie ostatnio
wymienione analizy sg niezbedne, tym bardziej ze nie obrazuja zadnych prawidtowosci — co
podkreslone jest rowniez w tekscie manuskryptu.

- Doktorantka przedstawita moim zdaniem, bardzo interesujacg analize, w ktorej
skompilowata cechy morfologiczne z cechami geograficznego zasiggu gatunkow. Jest to
bardzo interesujace i1 szkoda, ze tak mato miejsca zostalo poswiecone na omdwienie tego
zagadnienia. Interesujace jest, czy rozejscie si¢ gatunkow z obszaru zrodtowego, czyli
wyspowej czesci Azji, do poszczegdlnych regiondw: Australii-Nowej Zelandii, Indii—Sri-
lanki oraz wschodniej Azji obejmujacej Chiny, Koree i Japoni¢ ma tez odzwierciedlenie w
filogenetycznym pokrewienstwie gatunkow?
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- Doktorantka wspomina, ze pomimo iz w oparciu o analizy filogenetyczne niektore gatunki
wystepujg w kladzie z gatunkami z sekcji nominalnej, to ich morfologia jest zupehie inna i
powinny by¢ wylaczone z tej sekcji. Powstaje zatem pytanie, kiedy traktowac gatunki za
filogenetycznie bliskie i reprezentujace tg sama sekcje a kiedy nie? Ma to tym bardziej
uzasadnienie, ze Autorka wielokrotnie wspomina o konwergencji cech. Czy mozliwe jest
zatem, aby cechy tych gatunkow tez dostosowaty si¢ do warunkow ekologicznych w ktorych
wystepuja 1 dla tego sa nieco inne od reszty reprezentantow sekcji Dendrobium?

- Autorka wspomina takze o mozliwych przypadkach hybrydyzacji, pomiedzy analizowanymi
gatunkami, a czy analizujgc sekwencje ITS zaobserwowane zostatly jakie$ ku temu przestanki?

Co do samej rozprawy doktorskiej Pani Aleksandry Burzyckiej-Hinz, uwazam ze zostala
przedstawiona w sposob mozna by rzec dos¢ skapy. Poza ogdlnym wprowadzeniem w temat,
przedstawieniem celi i ogdélnym jedno-stronicowym streszczeniem zamieszczonych w dysertacji
prac, pewien niedosyt budzi brak w dysertacji wyraznie wyodr¢bnionego rozdziatu dotyczacego
hipotez badawczych, ktore zostalyby w pracy zweryfikowane. Brakuje rowniez dyskusji i
wnioskow dotyczacych catosci, czyli tzw. caloSciowego spojrzenia i podsumowania dysertacji
doktorskiej wraz z przedstawieniem dalszych perspektyw badawczych. Zamiast tego, Autorka
przedstawila bardzo krociutkie (na Y4 strony) podsumowanie, cho¢ wedlug mnie nie jest to
podsumowanie uzyskanych wynikow (i nie mozna go traktowaé za rownowazne z wnioskami
pracy doktorskiej), gdyz sa to jedynie dodatkowe wyjasnienia dotyczace formy i konstrukcji
przedstawionej dysertacji. Wyraznie wskazuje to na fakt, ze o ile prace wchodzace w tzw.
peczek doktoratu, byly przygotowywane, poprawiane (zapewne wielokrotnie przez
wszystkich wspotautoréw, ze nie wspomng tu o recenzentach czasopism w ktorych zostaty
one opublikowane), to sama praca doktorska przygotowywana juz wylgcznie przez
doktorantke, nieco odbiega zardwno stylem, jak i dbatoscig o przekaz. Ponadto, zabrakto mi
w pracach przedstawionych przez doktorantke, systematycznej konkluzji, tj. zaproponowania
nowego podziatu sekcyjnego w obrebie Dendrobium, a juz na pewno kompletnego wykazu
gatunkow sekcji nominalnej, ktory odpowiednio zamykalby podjety przez doktorantke trud
badawczy. Chociaz by¢ moze bedzie to tematem kolejnej pracy przygotowywanej przez
Doktorantke? Zdaj¢ sobie sprawe¢ z tego, ze Autorka nie prowadzita badan terenowych, a
jedynie laboratoryjne, jednakze dysponujac takim przegladem i1 wiedza na temat wszystkich
znanych jak dotad gatunkéw wyrdzniajacych si¢ cechami typowymi dla sekcji Dendrobium,
chciatbym prosi¢ o krotkie wyjasnienie, co bylo powodem braku niniejszego zagadnienia w
przedstawionej dysertacji?

Warto bytoby w przysztosci rozwazy¢ wykorzystanie innych metod w przypadku analiz
filogenetycznych Dendrobium. W pracy, Doktorantka zamiescita informacje, ze kilkanascie
gatunkow reprezentujgcych rodzaj Dendrobium jest hodowane w szklarniach Uniwersytetu
Gdanskiego, moze zatem warto byloby je wykorzysta¢ dla sprawdzenia innych metod, jak
chociazby szerokogenomowego sekwencjonowania i jego przydatnosci w rekonstrukcji
relacji filogenetycznych. Bardzo czgsto daje to lepsze wyniki niz uzywane osobno analizy
wybranych regionéw jadrowego i chloroplastowego DNA, a sekwencjonowanie to jest z roku
na rok coraz tansze przez co bardziej przystgpne nawet dla naukowcow nie dysponujacych
duzymi $rodkami finansowymi. Powyzsze stwierdzenie jest moja propozycja na przysztosc,
doceniajgc jednoczesnie ogrom prac, ktore Doktorantka wilozyta w przygotowanie
poszczegolnych prac w ramach rozprawy doktorskiej.
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5. Ocena koncowa

Badania przeprowadzone w ramach studiéw doktoranckich mgr Aleksandry Burzyckiej-Hinz,
oferuja cenne spostrzezenia na temat mechanizméw i1 czynnikow lezacych u podstaw
ksztaltowania roznorodno$ci genetycznej w grupie gatunkéw 2z rodzaju Dendrobium.
Uzyskane wyniki reprezentujg bardzo wysoki poziom naukowy w zakresie poznania relacji
filogenetycznych analizowanego rodzaju, a przede wszystkim jego sekcji nominalnej.
Doktorantka wykazata si¢ umiejetnosciag samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, w tym
umiejetnoscig syntezy danych oraz konfrontowania wynikow swoich analiz z aktualnym
stanem wiedzy znanym z literatury. Kandydatka jest w stanie sprawnie przygotowywac
publikacje naukowe a zakres prac potwierdza, ze ma kompetencje w zakresie znajomosci
szerokiej gamy analiz statystycznych. Obejmuja one przetwarzanie i analizowanie danych
genetycznych, wykorzystywanie roznych metod filogenetycznych i analiz numerycznych
opartych na cechach morfologicznych, a przedstawione uwagi krytyczne, majace raczej
charakter dyskusji i w niczym nie obnizajg mojej wysokiej oceny recenzowanej pracy.

W zwigzki z powyzszym, ja, nizej podpisany stwierdzam, ze recenzowana rozprawa
doktorska Aleksandry Burzyckiej-Hinz, spetnia warunki okreslone w artykule 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 poz. 1668 z pdzn.
zm.) i wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego 0
dopuszczenie Aleksandry Burzyckiej-Hinz, do dalszych etapow postgpowania ws. nadania
stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Biorgc pod uwage jako$¢ artykutow, znaczacy wktad w poglebianie naszej wiedzy na temat
filogenezy gatunkow tropikalnych z rodzaju Dendrobium oraz szerokie kompetencje zdobyte
przez Doktorantke w trakcie doktoratu, niniejszym wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy.

Krakoéw, 01.12.2024 r. prof. dr hab. Marcin Nobis

Podpisany elektronicznie przez
Marcin Nobis
01.12.2024
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