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RESUMEN

Una poblacion de 117 lincas endogamicas recombinantes (RILs)
Fg, derivada de la cruza de las variedades Frontana e INIAGG, se
analizé mediante el uso de marcadores moleculares para construir
un mapa genético que servira de base para determinar los QTL de
caracteres que segregan en la poblacion. Un segundo ehjetivo fue
determinar el potencial conjunto de la utilizacion de dos tipos de
marcadores: RFLPs y los microsatélites o secuencias simples repeti-
das (SSRs), en el andlisis genético de una especie de genoma com-
plejo, como el que posee ¢l trigo harinero (Triticum aestivam L. em.
Thell.). Los progenitores se analizaron con 822 sondas de RFLPs y
68 pares de iniciadores. Mientras que los RFLPs mostraron un nivel
bajo de polimorfismo (29 %), los SSRs tuvieron una mayor capaci=
dad de deteccion del mismo (40 %). El andlisis de las 117 RILs con
158 sondas RFLPs y 27 SSRs permitio la formacion de 26 grupos de
ligamiento. La especificidad de los SSRs fue un factor imporiante
para la correcta designacion de los grupos de ligamiento. Los resul-
tados muestran que la combinacion de diferentes clases de marca-
dores es una mejor estrategia para superar la limitante del nivel
bajo de polimorfismo detectado al utilizar exclusivamente marcado-
res RFLPs en especies como el trigo.

Palabras clave adicionales:  Triticiun aestiviem 1., marcadores
moleculares, polimorfismo.

SUMMARY

A population of 117 Fg recombinant inbred lines (RILs) derived
from the crossing of cultivars Frontana and INTAG6, was analyzed
with the aid of molecular markers in order to construct a genetic
map. This map will be utilized for QTL determination of those
complex traits segregating in the population. A second objective was
to determine the joint potential of two types of molecular markers:
RFLPs and SSRs for the analysis of a species with a complex ge-
nome, such as the one of bread wheat (Triticum aestivum L. em.
Thell.). The parental genotypes were analyzed with 822 RFLPs
probes and 68 primers. In spite of its number, the SSRs showed a
larger number of polymorphic loci (40 %) than the RFLPs (29 %).
The information generated with the analysis of the 117 RILs with
158 RFLPs probes and 27 SSRs resulted in 26 linkage groups. The
specificity of the SSRs was important for the adseription of markers
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to linkage group where they were clustered. The results showed that
the combination of different types of molecular markers is a good
strategy to avoid the probhlem of a low level of polymorphisms when
a single type of markers is utilized in species such as bread wheat.

Additional index word: Triticum aestivum L., molecular markers,
polymorphism.

INTRODUCCION

El trigo harinero (7riricum aestivum L. em. Thell.),
2n=6X=42, AABBDD, originado hace aproximadamen-
te 10 000 afios, proviene de la cruza de un trigo tetra-
ploide (Triticum turgidum L., 2n=4X=28, AABB) con
el diploide Triticum tauschii (Coss.) Schmall. (Syn. Aegi-
lops squarrosa L., 2n=2X=14, DD) (Gill ef al.. 1991).
El trigo es uno de los cultivos alimenticios més importan-
tes en ¢l mundo, por lo que el entendimiento de la orga
nizacién de su genoma cs de utilidad para propositos de
mejoramiento y para la localizacion de genes de interés
agronémico. El hecho de que el trigo harinero sea alo-
hexaploide y que la informacion genética esté triplicada,
hace que los anilisis genéticos sean complejos. Otro
aspecto importante es la presencia de (res genomas
homélogos que le permiten tolerar pérdidas o adiciones
de cromosomas, lo cual no es posible en especies diploi-
des. El hecho de que tenga un genoma extremadamente
grande (16 x 10 pb) v de origen reciente desde el punto
de vista evolutivo (Devos y Gale, 1993), lo hace intere-
sante para estudios de genética. El alto nivel de secuen-
cias altamente repetidas y un nivel bajo de polimor{ismo
ha limitado la construccién de mapas genéticos dentro de
la especie de T. aestivuin.

Con los avances en la hiologia molecular, se ha ge-
nerado una clase nueva de marcadores genéticos al nivel
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de ADN, siendo los denominados polimorfismo en la
longitud de [ragmentos de restriccién (RFLPs), los pri-
meros de este tipo (Botstein er al., 1980). En la iltima
década se ha desarrollado una nueva generacién de mar-
cadores moleculares basados en la reaccion en cadena de
la ADN-polimerasa (PCR) (Williams er al., 1990). Una
clase de ellos son las secuencias simples repetidas (SSRs)
o microsatélites, compuestas de secuencias de dos a seis
bases repetidas una tras otra como (GT)n o (CT)n, que
se encuentran dispersas en genomas de organismos euca-
riontes (Tautz y Renz, 1984). Esta clase de polimorfismo
es lacilmente detectable mediante el uso de iniciadores
especificos que flanquean la region de estos loci y su
amplificacién via PCR (Weber y May, 1989; Litt y Luty,
1989). Los microsatélites han facilitado la construccion
de mapas en organismos diferentes (Weissenbach ef al.,
1992; Copeland ef al., 1993); por ejemplo, en el género
Brassica, en la soya (Glycine max) y otras 34 especies
vegetales se ha estimado la frecuencia y el niimero de
microsatélites (Lagercrantz er al., 1993; Morgante y
Oliviery, 1993). Las ventajas de los microsatélites sobre
otro tipo de marcadores basados en los sistemas de PCR,
resulta de su potencial de analisis automatizado y de su
naturaleza codominante (Rafalski v Tingey, 1993). Ade-
mas, los microsatélites pueden producir una variacion de
diez veces mayor que los RFLPs (Senior v Heun, 1993;
Bell y Ecker, 1994).

Debido a que el analisis de polimorfismo es el factor
principal involucrado en la utilidad de los marcadores
moleculares para la construccion de mapas de ligamien-
o, el presente trabajo se planteé con la finalidad de
comparar la utilidad conjunta de los marcadores RFLPs y
SSRs en relacidn a su capacidad de deteccion de polimor-
fismo y, por ende, su viahilidad en la construccion de
mapas genéticos de trigo harinero (7. aestivim L. em.
Thell.).

MATERIALES Y METODOS

Material genético. Los estudios se realizaron utilizan
do un grupo de 117 lineas endogamicas recombinantes
(RILs) Fg, derivado de la cruza de las variedades Fronta-
na (I'ronteira/Mentana) e INIA66 (Lerma rojo 64/Sonora
64). Estos progenitores se caracterizaron por mostrar
resistencia y susceptibilidad, respectivamente, a varias
enfermedades incluyendo la roya café o de la hoja. causa-
da por Puccinia recondita f. sp. tritici. La poblacion de
117 RILs se genero de la cruza de esos progenitores se-
guida de seleccion de espigas individuales, a partir de
plantas F. Todos los materiales fueron proporcionados
por el Dr. Ravi P. Singh del Programa de Trigo del Cen-
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tro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMYT).

Analisis de RFLPs. Las sondas de RFLPs utilizadas
tienen el siguiente origen: las denominadas como ATMI
provienen de la Universidad de Sidncy, Australia; las
BCD, CDO, y WG fueron proporcionadas por la Uni-
versidad de Cornell, Ithaca, Estados Unidos; las KSU
son originarias de la Universidad Estatal de Kansas,
Estados Unidos; las IPSR son del Laboratorio Cambrid-
ge de Norwich, Inglaterra: las GLK de la Universidad de
Kyoto, Japén; las CSL del CSIRO, Camberra, Australia:
las FB del INRA, Francia: las PCR del Laboratorio de
Genética Molecular Aplicada del CIMMYT, Mexico, y
las RZ del Programa de Investigacion del Genoma del
Arroz, Instituto STAFF, Kamiyokoba, Japén. Todos los
loci cartografiados fueron designados como se indica a
continuacion: Xbed, Xcdo, Xcsl, Xfb, Xelk, Xipsr, Xksu,
Xpcr, Xrz y Xwg.

El método de extraccion a base de CTAB (bromuro de
hexadecil- trimetril-amonio) descrito por Saghai-Maroof
et al. (1984), se utilizé para obtener el ADN de los pro-
genitores y las 117 RILs a partir de tejido foliar liofili-
zado y molido. Posteriormente, el ADN se digirié con
cada una de las siguientes enzimas de restriccion: EcoRI,
EcoRV, Hindlll, Xbal y Dral. De las 822 sondas utili
zadas en combinacion con las cinco enzimas de restric-
cion, las que detectaron polimorfismo en el ADN de los
progenitores, se utilizaron luego para hibridar con las
muestras de ADN de cada una de las 117 RILs Fg. Los
[ragmentos de ADN se separaron mediante electroforesis
en geles de agarosa (0.7 %, p/v) y se transfirieron a
membranas de nylon neutras (MSI, Magnagraph) me-
diante procedimientos tipo Southern. Las sondas se am-
plificaron y se marcaron mediante técnicas de PCR utili-
zando 5 % de digoxigenina d-UTP y se detectaron me-
diante el sistema quimioluminiscente antidigoxigenina-
AMPPD. Las sondas se removieron de las membranas
con una solucion de 0.1X SSC (citrato de sodio salino),
0.1 % (p/v) SDS (dodecil sulfato de sodio), y posterior-
mente se lavaron durante 10 min a 90 °C. Lo anterior
permitio reutilizar las membranas cinco veces en prome-
dio (Hoisington ef al., 1994).

Andlisis de los microsatélites (SSRs). Se utilizé un
total de 68 pares de iniciadores desarrollados en Gaters-
leben, Alemania y descritos por Plachske er al. (1995),
Roder et al. (1995) y Korzum et al, (1997). Los inicia-
dores que detectaron polimorfismo en los progenitores se
utilizaron posteriormente con un subgrupo de 60 RILs
Fé6, seleccionadas al azar de la poblacion en analisis. Las
condiciones de amplificacién incluyeron los siguientes
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componentes de reaccion: solucion amortiguadora 1X;
MgCl,, 2ZmM; dANTPs, 0.2 mM de cada uno; Tag ADN
polimerasa 1U; 0.25 mM de cada iniciador; 20 ng de
ADN templado y agua bidestilada para un volumen (otal
de reaccion de 20 pL. La amplificacion se logré en un
termociclador Ericomp, TwinBlock™ System Thermocy-
cler, con el programa siguiente: un ciclo de iniciacion
(un minuto a 93 °C), 30 ciclos para permitir la separa-
cion de las cadenas, anillamiento de los iniciadores y
extension de la cadena (un minuto a 93 °C, dos minutos
a 60 °C, dos minutos a 72 “C) y un ciclo de terminacion
(cinco minutos a 72 °C). La identificacién de los produc-
tos de amplificacién se llevé a cabo mediante electrofo-
resis en geles de poliacrilamida a 6 % (p/v) (acrilami-
da/bisacrilamida 19:1). Tucgo que el polimorfismo se
definié bien, se procedid a utilizar geles de la mezcla de
agarosa Methaphor y SeaKem en proporcién 1:1. Final-
mente, los geles se tifieron con bromuro de etidio (1
pg/mL) durante 20 minutos, previo a la toma de la foto-
grafia instantanea con un equipo Polaroid.

Construccion del mapa de ligamiento. Los datos
moleculares de los RFLPs y los SSRs se capturaron y
verificaron con ayuda del paquete computacional Hy-
perMapdata (Hoisington y Gonzalez-de-Ledn, 1993). La
segregacion de cada locus marcador se determind me-
diante un analisis de ji-cuadrada para probar las desvia-
ciones de las proporciones de la segregacion mendeliana
esperada (1:1). El mapa de ligamiento se construy6 para
las 117 RILs mediante el programa de computo MAP-
MAKER (Macintosh version 2.0; LOD=25 y the-
12=3.0) (Lander er «l., 1987). Las frecuencias de re-
combinacion se transformaron a distancias genéticas
mediante la funcién de cartograffa de Haldane (Haldane,
[919).

RESULTADOS Y DISCUSION

Polimorfismo detectado con RFLPs. De un total de
822 sondas RFLPs empleadas con las lineas progenitoras,
34 % resultaron ilegibles por su pobre resolucion. El
factor principal de ilegibilidad y el mas frecuente fue la
presencia de barridos en los carriles. Esto probablemente
resulta de la hibridacién no especifica con la alta propor-
cion de secuencias repetidas presentes en el genoma
(Gale er al., 1990) y ocurre con mayor frecuencia cuan-
do se utilizan sistemas de deteccién basados en quimio-
luminiscencia. La segunda forma de ilegibilidad fue la
ausencia de bandas, por la falta de homologia. Este fac-
tor se observé principalmente cuando se hibridaron son-
das provenientes de arroz (Oriza saliva L.) (RZ); la
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mayoria de éstas exhibieron ausencia total de bandas a
pesar de haberse probado varias condiciones de lavado de
la sonda. Estos resultados confirman que los patrones de
hibridacion en trigo son complejos, debido al caricter
alohexaploide y al tamafio de su genoma.

Del total de sondas legibles, 29 % detectaron polimor-
fismo. Los niveles bajos de polimorfismo determinados
con este tipo de marcadores son congruentes con los
reportados en otros trabajos en trigo (Chao er al., 1989;
Gill er al., 1991; Kam-Morgan e al., 1989; Liu er al..
1990; Liu y Tsunewaki, 1991), y en cebada (Hordium
vilgare L.) (Graner ef al., 1991).

En la Figura | se presentan los resultados de acuerdo a
cada una de las genotecas utilizadas.

En ¢l Cuadro 1 se presentan los resultados de las son-
das probadas con las lineas progeniloras por grupo de
sondas. En la respuesta por tipo de sonda, 74.5 % de las
sondas gendmicas (ADNg) fueron legibles y de las de
ADN complementario (ADNc) solo 59 %. Esta misma
tendencia se observé al considerar la deteccion de poli-
morfismo; 35 % se alcanzd con las sondas de ADNg,
mientras que con las de ADNc se detectd 23 %. Al res-
pecto se ha indicado que no existe una tendencia clara
(Kochert, 1994) y aunque esto no se ha probado, puede
considerarse que las secuencias entre genes podrian ser
mas variables que los mismos genes y, por tanto, las
sondas de ADNg podrian detectarlo. Por otra parte, las
sondas de ADNc no solo detectan variacion en la region
codificadora del gen correspondiente, sino fambién en
regiones que flanquean el gen; entonces se podria esperar
mayor polimorfismo en estas dltimas regiones respecto
de la region codificadora del mismo gen. Esto probable-
mente sea el factor responsable del mayor polimorfismo
detectado cuando las sondas de ADNc se han utilizado
como marcadores RFLPs cn otros cultivos (Landry ef
al., 1987; Miller y Tanksley, 1990).

Los resultados de las 158 sondas que detectaron poli-
morfismo (Cuadro 1) indican que con la enzima EcoRV
se logr6 el mayor nivel (50.6 %), y con HindIIl ¢l menor
(36.8 %). Las cinco enzimas de restriccion empleadas
reconocen una secuencia de seis pares de bases, lo que
implica que un nimero similar de secuencias de nucledti-
dos en el genoma fueran analizadas. Con base en ¢l ori-
gen del polimorfismo detectado con este tipo de marca-
dores (Scholotterer y Tautz, 1992), es probable que el
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Figura 1. Polimorfismo (%) detectado por genoteca entre Frontana e INIA66. El calculo se hizo a partir de las sondas legibles.

polimortfismo determinado en este trabajo, sea el reflejo
de cambios en secuencias completas de ADN producto de
inversiones, deleciones, etc., mas que a simples sustitu-
ciones de pares de bases, como se ha reportado en la
literatura.

Polimorfismo detectado con los SSRs. De los 68
pares de iniciadores de microsatélites utilizados con los
progenitores, 12 de ellos no dieron productos de amplifi-
cacion, 27 (48.2 %) detectaron polimorfismo y de éstos,
24 se emplearon con un subgrupo de 60 RILs Fg. El
nivel mayor de polimorfismo detectado mostro la viabili-
dad de los microsatélites como una herramienta alterna-
tiva o complementaria para incrementar el numero de
loci en segregacion en cualquier poblacion; sobre todo en
especies que por su complejidad gendmica y su nivel bajo
de polimorfismo, son dificiles de analizar mediante mar-
cadores RFLPs (Lee er al., 1995; Roder er al., 1995;
Plaschke et al., 1995, 1996). Una ventaja adicional re-
sultante del uso de este tipo de marcadores, como se
muestra en la Figura 2, consiste en la posibilidad de
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analizar dos pares de loci distintos en un mismo gel. Lo
anterior permite reducir el tempo y costo hasta en 50 %
en el proceso de cartograffa. Ademéis, tanto los SSRs

como los RFLPs son marcadores especificos y codomi-
nantcs.

Segregacion de marcadores. De los 158 RFLPs anali-
zados en la poblacién, 72 loci se mostraron como domi-
nanles; 43 de ellos para el progenitor Froutana, y 29 para
INIA66. Los 53 restantes presentaron segregacion codo-
minante. El alto nimero de loci de tipo dominante pro-
bablemente estd sobreestimado, lo que puede ser produc-
to de la complejidad de los patrones de bandas obtenidos
ya que en algunos casos no fue posible distinguir entre
dos bandas y se tomaron como dominantes. En lo que
respecta a los marcadores SSRs, todos (24) fueron del
tipo codominante. Después de aplicar el procedimiento
de pruebas muiiltiples de rechazo secuencial de Bonferroni
(Holm, 1979), para estimar cocientes apropiados de
Error Tipo I, unicamente tres loci marcadores RFLPs
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Cuadro 1. Polimorfisme (%) detectado entre Frontana e INIA66 mediante RFLPs.

No. de e Enzima de restriccion
Genoteca sondas EcoR1 EcoRV Hindlll Xbal Dral
ATMI' 5 80.0 40.0 40.0 40.0 20.0
BCD? 24 37.5 66.7 20.8 33.3 333
CDO? 24 37.5 50.0 12.5 45.8 54.7
FB' 8 12.5 12.5 37.5 37.5 25.0
GLK' 35 48.5 60.0 48.7 45.7 429
PSR’ 10 40.0 50.0 10.0 0.0 50.0
KSU! 33 36.4 45.4 454 51.5 42.4
PCR! 2 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
RZ’ 5 20.0 40.0 20.0 0.0 20.0
WG! 12 50.0 41.7 33.3 50.0 38.3
TOTAL 158 46.2 50.6 36.8 40.4 44.6

Sondas de 'ADNg y *ADNc

(Xbed1184, XksuF2 y Xrz72) presentaron una segrega-
cion distorsionada.

Mapa de ligamiento. Los grupos de ligamiento se
hicieron para las 117 RILs F6 (Figura 3), La informa-
cion de datos moleculares incluyd 149 loci, de los que
125 fueron marcadores RFLPs y 24 marcadores SSRs.
De estos Glimos, 12 no se asociaron a alguno de los
grupos de ligamiento formados. El nimero de loc¢i mar-
cadores por subgrupo de ligamiento fluctué de dos hasta
15, sumando una longitud total de 1396 ¢M, y una densi-
dad promedio entre marcadores de 18.4 cM. Los 26
grupos de ligamiento reportados, en lugar de los 21 de
que esta constituido el genoma (ABD) de (rigo harinero,
son el resultado del nivel de saturacién alcanzado por
grupo de ligamiento; es decir, la distancia (cM) entre los
subgrupos es tal que no es posible su integracién. El
mapa producto de este estudio tiene una saturacién de
acuerdo con Kochert (1993), de solo 40 % en relacién
con uno apropiado para estudios de cartografia cromo-
somica en trigo, por lo que la utilizacion futura de un
mayor nimero de marcadores podrd definir cada uno de
los tres subgrupos que forman a cada uno de los siete
grupos de ligamiento establecidos para el trigo harinero

Las asociaciones de marcadores se asignaron a grupos
de ligamiento tomando en consideracion su orden lineal
en cada grupo, con base en los mapas que se han publi-
cado para esta especie (Nelson er al., 1995abe; Scha-
chemayr er al., 1994; van Deynse et al., 1995) y, utili-
zando la informacion de ubicuidad genémica de los mi-
crosatélites, esto Gltimo fue determinante para la identifi-
cacion de los subgrupos de ligamiento.

Perspectivas de la utilizacién de los marcadores
RFLPs y SSRs en el trigo. El polimorfismo es el factor
principal involucrado en la utilidad de los marcadores
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moleculares para la construccidon de mapas de ligamien-
to. Los marcadores RFLPs se han utilizado con éxito en
la construccion de mapas de ligamiento en muchas espe-
cies vegetales (Bernatzky y Tanksley, 1986; Helentjaris,
1987; Landry et al., 1987; Bonierbale et al., 1988;
McCough et al., 1988; Heun ef al., 1991). Sin embargo,
en (rigo la mayoria de los mapas de ligamiento se ha
hecho con base en poblaciones generadas de cruzas inter-
especificas, como lo muestran algunos publicados para
esta especie (Devos y Gale, 1993; Chao et al., 1989;
Marino et al., 1996; Nelson et al., 1995; Van Deynze et
al., 1995; Xie et al., 1993). Lo anterior ha sido producto
del nivel bajo de polimorfismo detectado (Cheung er al.,
1992; Roder et al., 1995; Bernard et al., 1997) con este
tipo de marcadores, como ha sido confirmado en este
trabajo. En cuanto a los microsatélites, el reducido nd-
mero de SSRs utilizado (16) para la construccion del
mapa de ligamiento se debe a que en ¢l tiempo en que se
realizé la investigacion el desarrollo de los SSRs para el
trigo estaba en su etapa inicial. No obstante, los resulta-
dos conlirman su utilidad en esta especie, ya que ademas
de las ventajas descritas por otros autores (Lee er al.,
1995), su especificidad gendmica es una caracterfstica
importante porque proporciona informacién adicional
para la correcta designacion de los grupos de ligamiento
durante el proceso de construccion del mapa, actividad
que en especies como el trigo es verdaderamente comple-
ja, mas aun cuando no se cuenta con un buen ndmero de
marcadores asociados a los diferentes grupos. Una venta-
ja adicional de los microsatélites es que pueden utilizarse
en laboratorios en donde no se cuenta con la infraestruc-
tura requerida para aplicar métodos radioactivos. Aunque
en la actualidad todavia su desarrollo es costoso y pro-
longado, estos marcadores pueden ser utilizados de ma-
nera complementaria a otros tipos de marcadores, como
los RFLPs y AFLPs.
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Figura 2.
WX 174/Haelll (M) y Frontana (F) e INIA66(1).

El mapa producto de este trabajo servira de base para el
desarrollo de uno con un grado de saturacion tal que
permita el estudio de los QTL responsables de la resis-
tencia a algunas enfermedades de importancia economica
mundial en este cultivo, como son las roya de la hoja
(Puccinia recondita) y del tallo (Puccinia graminis)
entre otras, y cuyos genes de resistencia se encuentran
segregando en la poblacion de RILs utilizada para la
construccion del mapa de ligamiento.

CONCLUSIONES

La combinacién de las clases diferentes de marcadores
moleculares hace [actible los estudios del genoma de
trigo harinero al superar la limitante del bajo nivel de
polimorfismo caracteristico de esta especie.

Un nivel mayor (40 %) de polimorfismo se determina
con los marcadores SSRs que detectado mediante los
RFLPs.
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Polimorfismo detectado con dos loci SSRs (wmsI49 y Gli) en un subgrupo de 60 RILs Fg. Se indica el marcador de peso molecular

La utilizacién de los SSRs facilité la designacion de los
grupos de ligamiento.

Se construy6é un mapa genético de trigo harinero con
una longitud total de 1396 ¢M y con una densidad pro-
medio entre marcadores de 18.4 cM.
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