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7 3
PCR primers .
HEAS] Tm  Lengih
Azospirillum nest 1 5 - TTGAGGGTCCGGCATCAG -3 6745 18
nest 2 5 — TCAGGAAGTCCGTATGGCGTT -3 67.65 21
nest 3 B — CGTCCCTCGACACCAGCAC -3 6952 19
nest 4 5 . GTCGCCTTGTGGGCITGC -3 6935 18
Herbaspirillum nest 1 B' - GCGGTCCGTGACACAA -8 6334 16
nest 2 5 - CAAGGTCACTGACTGGCTACTG -3  63.76 22
nest 3 5 - CACTACGTCTTGCGTTTTGTG -3  63.20 21
nest 4 5 - CGCAAGAACCGAAGTCCT -3 6299 18
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SEQUENCE LISTING

{110> Mayekawa Mfg. Co., Ltd.
<110> RIKEN

<120> Novel bacterium and method for preventing plant disease by using the same

<130> PH-3068-PCT

<150> JP 2006-58483
<151> 2006—03-03

160> 12

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
211> 1429
<212> DNA

<213 Azospirillum sp.

<400> 1

aacgctggeg
cggegtgagta
taacaccgga
aggtagtige
atcagccaca
attggacaat
ttgtaaagcet
cttegtgeea
taaagggcgc
ccgettttea
gtgaaattcg
tgacgctgag
cgtaaacgat
aagcattccg
cgcacaagcg
tgacatgtce
gtgctgcatg
gcaaccccta
aagceggagg
acgtgctaca

gcatgcctaa
acacgtggga
tacgceccttt
tgtggtaacg
ctgggactega
ggecgeaage
ctitegeacg
ECagCCgCER
gtaggeggece
tactgcaagg
tagatattgg
gegegaaage
gaatgctaga
cctggggagt
gtggagecatg
actatgggct
gctetegtea
cegtcagttg
aaggcggaeea
atggeggtga

cacatgcaag
acctgecttt
tggggaaagt
gegeaccaag
gacacggeee
ctgatccage
cgacgatgat
teatacgaag
ttgtcagtca
cttgagttce
gaagaacacc
gtggggagea
cgtegggete
acggccgeaa
tggtttaatt
tgagagatca
getegtgteg
ccatcattca
tgacgtcaag
cagtgggaag

tcgaacgatg
cggttcggaa
ttacgeecgag
ccgacgatce
agactcetac
aatgeccgegt
gacggtageg
gegggetageg
gaagtgaaag
ggagaggatg
ggtggegaag
aacaggatta
catgcacttc
ggttaaaact
cgaagcaacg
ggteettegg
tgagatgttg
gttgeggcact
tccteatgge
cgaagtcgeg

gcettcggecea
taacgtctgg
agaggggcce
gtagetggte
gggaggeage
gagtgatgaa
tgagaagaag
ftgtteggaa
cccegggete
gtggaattce
geggecatet
gataccctgg
ggtetcgeeg
caaaggaatt
cgecagaacct
ttcggeegge
ggttaagtcee
ctggtggaac
ccttatgggt
agatggagcc

JP 5120849 B2 2013.1.16

tagtggegea 60

aaacggacge 120
gegteggatt 180
tgagaggatg 240
agtggggaat 300
ggecttaggg 360

ccceggetaa 420
ttactgggeg 480
aacctgggaa 540
cagtgtagag 600

ggacggacac 660

tagtccacge 720

ctaacgcatt 780
gacgggggee 840
taccaaccct 900
tggaacacag 960

cgcaacgage 1020
cgeeggtgac 1080
tgggetacac 1140
aatccecaaa 1200

10

20

30

40



agccgteteca gttcggatcg tactcigceaa

atcgeggatc agcacgecge ggigaatacg

accatgggag ttggetttac ccgaagacgg
acggtaaggt cagcgactgg ggtgaagtcg

210> 2
211> 1477
<212> DNA

<213> Herbaspirillum sp.

<400 2

acgclggces
ggcgagtggece
tcgaaagact
catgcteetg
cgacgatcag
gactcctacg
atgcecgegtg
tagtagctaa
gccagcagcec
gtgegeagge
ttgtgactge
tgcgtagata
tcatgcacga
cgatgtctac
accgcetggg
agecggtggat
ggtcggaatc
tggetgtegt
tgtcattagt
gtggegatga
gtacatacag
ccggattgta
catgtcgegg
ggttttacca
gactggegtg

<210> 3
211> 659
{212> DNA

catgccttac
gaacgggtga
agctaatacc
gagcggecga
tagetggtet
ggaggceagcea
agtgaagaag
tatctattac
gcggtaatac
ggttgtgtaa
acggctagag
tgtggagegaa
aagcgtggeg
tagttgtegg
gagtacggtc
gatgtggatt
ctgaagagat
cagctegtgt
tgctacgaaa
cgtcaagtce
agggccegeca
gtetgeaact
tgaatacgtt
gaagtgggta
aagtcgtaac

acatgcaagt
gtaatatatc
gcatacgatce
tatctgatta
gagaggacga
gtggggaatt
geettegggt
taatgacggt
gtagggtgea
gacagatgtg
tgtgtcagag
taccgatgge
agcaaacagg
gtettaattg
gcaagattaa
aattcgatge
ttaggagtec
cgtgagatgt
gggcactcta
tecatggeccet
acccgcgagg
cgactacatg
ccegggtett
gcectaaccge
aaggagccgt

(18)

ctcgagtgeg
tteccgggee
tgegetaace
taacaaggta

cgaacggcag
ggaacgtgee
taaggatgaa
gctagttget
ccagecacac
ttggacaatg
tgtaaagctce
acctgaagaa
agcgttaatc
aaatccecgg
gggggtagaa
gaaggcagcce
attagatacc
acttggtaac
aactcaaagg
aacgcgaaaa
tcgaaagaga
tgggttaagt
atgagactgc
tatgggtagg
gggagctaat
aagttggaat
gtacacaccg
aaggagegey
atcggaa

tgaagttgga
ttgtacacac
cgcaagggag
geegtaggg

cataggaget
ctagagtggg
agtgggggat
ggggtaaaag
tgggactgag
ggggeaacce
ttttgtcagg
taagcaccgg
ggaattactg
gctcaacetg
ttccacgtgt
ccctgggata
ctggtagtee
gecagcetaacg
aattgacggg
accttaccta
accggegeac
cccgeaacga
cggtgacaaa
gcttcacacg
cccagaaagt
cgctagtaat
ccegteacac
ctcaccacgg

JP 5120849

atcgctagta
cgecegtcac
geagecggee

tgctectgat
ggataactag
cgcaagacct
cctaccaagg
acacggcecca
tgatccagca
gaagaaacgg
ctaactacgt
ggegtaaage
grgaattgcat
agcagtgaaa
acactgacgce
acgccctaaa
cgtgaagtag
gacccgeaca
ccettgacat
aggtgetgea
gcgecaacccet
ccggaggaag
tcatacaatg
gtatcgtagt
cgegegatceag
catgggageg
taggattcgt

B2 2013.1.16

1260
1320
1380
1429

60
120
180
240
300
360
420
480
240
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1477
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<213> Azospirillum sp.

<400> 3

ggetggatca
atggegttte
tggggcacgg
cggaggttca
ggcatagete
tetgecteca
tcgaggaceg
tegtigetgt
cgaggacgct
ggcggaaaca
gegttttegt

210> 4
<211> 624
<212> DNA

ccteetttet
tctgecgeeg
acgggctagt
aatccteect
agttgggaga
ccagttteeg
ttggaaggaa
gteecteacg
cctecggeege
gctgectage
tggagttgag

aaggaagccg
ccggegeate
agctcagttg
ggcgeaccat
gecgectgett
gaaggagtgc
ccacaacacg
ggacgggatc
caagcccaca
taccagcteg
atcaagegte

<213> Herbaspirillum sp.

<400> 4

ggectggatcea
aattcaaaga
ctgatactga
ggggtegtig
gagagcacct
aatgtcaaac
tatgatcaat
gatcgecagg
attacgaagt
caacgcttct
tgcacatggt

210> 5
211> 18
<212> DNA
213>

{2207
223>

cctectttet
acagttattt
tccaagegge
gttcgagecec
getttgecaag
ctaagtcage
ggetgttttt
acttcggtte
gatcttagca
ttataacget
ggatgeettg

Artificial

primer

agagtgcgca
ggtgaagege
tctgtagete
aaccagacce
cagggggteg
gtcacaaaac
gttctttaac
ttgcgaaagt
attagaagac
cttgcaaaag
ggea

(19)

accttgagegg
cctteteacg
gttagagcge
gtttagecggt
tgcaagcagg
tggtgicgag
gcaacgtgaa
atggacaagt
aggcgacget
cgagcaggct
tgaagggcat

cgaagttaag
gegteegtgac
agctggttag
accaaggttit
teggttegat
gcaagacgta
aatctggaag
aaaaatgggt
ttgetttgega
aggctaacgt

tceggeatea
gttctegacg
gegettgata
cgtgegtttt
aggtcgtcgg
ggacgctgaa
cageccacgag
gaagatgaag
ggetgggage
tgttecetgeg
ctggtegate

cgteecacact
acaaggtcac
agcaccgtgt
cgggggtita
ccegtecaace
gtgatttagg
aagtaaagat
gtgattgtat
atacggcaaa
tataggaaca
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ggaagtcegt
tgctecacga
agegtgaggt
geegatcggg
ttegateceg
ccgeccaget
cgettegege
tgcaagtgac
agcatcgaac
cgtggegeaa
ccttgggea

teteggetgt
tgactggcta
tgataacgeg
gctcagetgg
tccaccaaga
tttgatctit
tcatttaaac
caatcaaagt
cgetaaaact
agcgaataac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
659

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
624

10

20

30

40



<400>

5

ttgagggtce ggecatcag

210
<211
212>
213>

<220>
223>

<400>

6

21

DNA
Artificial

primer

6

tcaggaagte cgtatggegt t

<210>
211>
212>
<213

220>
223>

<400>

7

19

DNA
Artificial

primer

7

cgtceetega caccageac

<210>
211>
212>
213>

<220>
223>

<400>

8

18

DNA
Artificial

primer

8

gtegeecttegt gggettge

<210>

9

(20)
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2l
212>
213>

<220>
223>

{400>

16

DNA
Artificial
primer

9

geggtecgte acacaa

{210>
211>
212>
213>

220>
{223>

<400>

caaggtcact gactggetac tg

210>
211>
212>
213>

<220>
223>

<400>

cactacgtet tgegttitgt g

<210>
<21
<212>
213>

<220>
<223>

10

22

DNA
Artificial

primer

10

11

21

DNA
Artificial

primer

11

12

18

DNA
Artificial

primer

(1)
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400> 12
cgcaagaacc gaagtcct

gooooao
B1— 1
10 20
Azospirillum AACGCTGGCGGCATGCCTAACAC ATGCAAGTCGAAC
AF521650

/\GAGTTTGATCATGGCTCAGAACGAA
10 30

50 60
Azospirillum GATG A

AF521650 GAAGGCTTCGGCCTTAGTGGCGCACGGGTGAGTAACACGTGGGAACCTGCCTTTCGGTTC
80 90 100 110 120

100 110 120 130 140 150
Azospirillum GGAATAACGTCTGGAAACGGACGCTAACACCGGATACGCCCTTTTGGGGAAAGTTTACGC

GGAATAACGTCTGGAAATGGACGCTAACACCGGATACGCCCTATTGGGGAAAGTTTACGC
130 140 150 160 170 180

AF521650

190 200 210
Azospirillum CGAGAG \GGGGCCCGCGTCGGATTAGGTAGTTGGTGTGGTAACGGCGCACCAAGCCGACG
AF521650

2

Azospirillum AT
ATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGAT(}ATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTC
250 280 290 300

AF521650

300 310 320 330
Azospirillum CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCC AGCAATGCC
AF521650 CTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCAATGCC
310 320 330

350
Azospirillum GCGTGAGTGATGAAGGCCTTAGGGTTGTAAAGCTCTTTCGCACGCGACGATGATGACGGT

AF521650 GC GCACGCGACGATGATGAC(‘(,T
400 410 420

390

380
400
Azospirillum AG

AF521650 AGCGTGAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCT
460 480

480 490 500 510
Azospirillum AGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAG(}CGGCCTTGTLA(,TCA(}AAGTG
AGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGTAAAGGGCGCGTAGGCGGCCT GTTTAGTCAGAAGTG
490 500 510 520 530 540

AF521650

(22)

18

ugbooood
E1—2

GGCAGGCTTGAGTTCCGGAGAG
580 600

620

580
Azospirillum G

AF521650 GATGGTGGAATTCCCAGTGTAG AGGTGAAATTCGTAGE‘;%TTGGGAAGAACACCGGngg
610

AF521650

(:AAGGCGGCCATCTGGACGGACACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG(‘ GAG(,AAACAGG
670 680 690 710 720

AF521650 CGATGAATGCTAGACGTCGGGGTGCATGCA
760 770 780

740 750
760 800 810
Azospirillum C

AF521650 éTTCGGTGTCG(X?GCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAA
790 800 810 820 830 840

AF521650

AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
850 870 880 900

880 890 900 910 930
Azospirillum AACGCGCAGAACCTTACCAACCCTTGACATGTCCACT ATGGGCTTG A\GAGATLAGGTCCT
ACATGTCCACTATGGGCT TCAG%\SATGAGGTCCT
930 940

AF521650 AN
910 920

AF521650 TCGGTTCGGCCGGGTGGAACACAGGTG(g?'ggCATGGCTGTCGTC
970

1000 1010 1020

1000 1010 1020 1030 1040 1050
Azospirillum GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC

GTTGGGTTAAGTCOCGCAACGAGC(KIAACLCCTACCGTCAGTTGCCATCATTCA(:TTGGG
1050 1060 1070 1080

AF521650

1070 1080 1090

GCCGGTGACAAGCCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAA(,TCCTCA
1090 1100 1110 1120 1130 1140

AF521650 CA(
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000000
E1—-3

1120 1130 1140 1150 1160 1170
TGGCCCTTATGGGTTGGGCTACACACGTGC AAGC

Azospirillum

AF521650

TGGCCCTTATGGGTTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAGGCGAAGT
1150 1160 1180 1190 1200

1180 1190 1200 1230
Azospirillum CGCGAGATGGAGCC! ‘\ATCCCCAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATCGTACTCTGCAACTCGAG
AF521650

CGCGAGATGGAGCAAATC(ZZgCAAKAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAG
12! 1250 1260

1240 1250 1260 1270 1280
Azospirillum TGCGTGAAGTTGGAATCGCTAGT! »\ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCG

AF521650 TGCATGAAGTTGGAATCGCT AGTAATCGCGGATCAGCACGCCG G
1290 1300 1310 1320

1300 1310 1320 1330 1340 1350
Azospirillum GG

GGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGCTTTACCCGAAGAC(‘GTGCGCT
1350 1360 1370 1380

AF521650
1360 1370 1380 1390 1400 1410
Azospirillum AACCCGCAAGGGAGGCAGCCGGCCACGGTAAGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA

AF521650 AACCGGCAACGGAGGCAGCCGGCC ACGGTAAGGTCAGCGACTGGGGTGAAGTCGTAACAA
1400 1410 1420 1430 1440

1420
Azospirillum GGTAGOCGTAGGG
AF521650

GGGAACCTGCGGCTGGATCACCTCCT
1450 1460 1470

oooooo
®2-2

540 550 560 570 580 590
Herbaspirillum AAAGCGTGCGCAGGCGGTTGTGTAAGACAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAT
AAAGCGTGCGCAGGCGGTTGTGTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAAT
550 560 570 580 590 600

AF137508

600 610 620 630 640 650
Herbaspirillum TGCATTTGTGACTGCACGGCTAGAGTGTGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAG

TGCATTTGAGACTGCACGGCTAGAGTGTGTCAGAGGGGGGTAGAATTCCACGTGTAGCAG
610 620 630 640 650 660

AF137508

700 710

660 670 680 690
Herbaspirillum TGAAATGCGTAGATATGTGGAGGAATACCGATGGCG
AF137508 TGMATGC%AGATATGTGGAGGAAT ACCGATGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAACACT
690 700

720 730 740 750
Herbaspirillum G ACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT ‘\CCCTGGTAGTCCACGOC

TGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
730 740 750 760 770 780

AF137508
780 790 800 810 830
Herbaspirillum CTAAACGATGTCTACTAGTTGTCGGGTC’ITAATTGACTTGGTAACGCAGCTA ACGCGTGA

AF137508 CTAAACGATGTCTACTAGTTGTCGGGTCTTAATTGACTTGGTAACGCAGCTA GCGTGA
790 810 820 830 840

880

850 860 870
Herbaspirillum AGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAA
AF137508 AGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCC
850 860 870 900

940 950
Herbaspirillum GCACAAGCGGTGG ATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCT ACCCTT
GCACAAGCGGTGGATGATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAAAACCTTACCTACOCTT
920 930 940

AF137508
1000 010
Herbaspirillum GACATGGTCGGAATOCTGAAGAGATTTAGGAGTGCTCGAAAGAGAACCGGCGCACAGGTG

AF137508 GACATGGTCGGAATCCTGAAGAGATTTGGGAGTGCTCGAAAGAGA\C
970 980 990 1001 1010 1020

1040 1050 1060 1070

1020
Herbaspirillum CTGCATGGCTGTCGTCAGC

AF137508 CTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC GCAACGAGCGCA
1040 1050 1060 1070 1080

1080 1090 1100 1110 1120 113
Herbaspirillum ACCCTTGTCATTAGTTGCTACGAAAGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAA ACCGGA

AF137508 ACCCTTGTCATTAGTTGCT ACGAAAGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAAACCGGA
1100 1110 1120 1130 1140

(23)

000000
HM2-1

10 20 30 40 50
ACGCTGGCGGCATGCCTTACACATGCAAGTCGAACGGCAGCATAGGAGCTTGCTC
ATTGAACGCTGGCGGCAT
10

Herbaspirillum

AF137508

20 )

60 70 80
Herbaspirillum CTGATGGCGAGTGGCGAAC

AF137508 CTGATGGCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAATATATCGGAACGTGCCCTAGAGTGGGGGATA
70 80 90 100 110 120

AF137508

ACTAGTCGAAAGACTAGCTAATACCGCATACGATCTAAGGATGAAAGTGGGGGATCGCAA
130 140 150 160 170 180

180 190 200 210 220 230
Herbaspirillum GACCTCATGCTCCTGGAGCGGCCGATATCTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAAGCCTAC

GACCTCATGCTCCTGGAGCGGCCGATATC
190 200 210 220 230

AF137508

260

240 250
Herbaspirillum CAAGGCGACGATCAGTA(
AF137508 CAAGGCGACGATCAGTAGCTGGTCTGAGAGGACGACCAGCCACACTGGGACTGAGACACG
250 260 270 280 290 300

340

AF137508 GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATTTTGGACAATGGGG(S;SAACCCTGATC
310 320 3

380 390 400
Herbaspirillum CAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTOGGGTTGTAAAGCT CTTTTGTCAGGGAAGA
CAGCAATGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCCTTCGGG
370 380

AF137508 A
400 410 420

430 450

440
T

420 470
Herbaspirillum AACGGTAGTA( AAGCACCGGCTAAC

AF137508 AACGGTGGTAGCTAATATCTACTACTAATGACGGTACCTGAAGAATAAGCACCGGCTAAC
430 440 450 460 470 480

AF137508

TACGTGCC AGCAGCCGOGGTAATACGTAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
490 510 520 540

ugbooood

2—3

1150 1160 1170 1180
Herbaspirillum GGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGGGTAGGGCTTCACACETCATA

AF137508 GG

G TA
1150 1160 1170 1180 1190 1200

1200 1210 1220 1230 1240 1250
Herbaspirillum C CTAATCCCAGAAAGTGTATC

AF137508 CAATGGTACATACAGAGGGCCGCCAACCCGCGAGGGGGAGCTAATCCCAGAAAGTGTATC
1210 1220 1230 1240 1250 1260

1260 1270 1280 1290 1300 1310
Herbaspirillum GTAGTCCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGG

AF137508 GTAGTCCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCGG
1270 1280 1290 1310 1320

1320 1330 1340 1350 1360 1370
Herbaspirillum ATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTACACACCGCCCGTCACAOCATGG

AF137508 ACACCGCCCGTCACACCATGG
1330 1340 1350 1360 1370 1380

1380 1390 1400 1410 1420 1430
Herbaspirillum GAGCGG! T, CGCAAGGAGGGCGCTCACCACGGTAGGA

GAGCGGGTTTTACCAGAAGTGGGTAGCCTAACCGCAAGGAGGGCGCTCACCACGGTAGGA
410 1420 1430 1440

AF137508
1460 1470
Herbaspirillum TTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGG—AGCCGTATCGGAA

AF137508 TTCGTGACTGGGGTGAAGTCGTA ACAAGGTAGCCGTATCGGAAGG
1460 1470 1480
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