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RESUMEN

PALABRAS CLAVE ADICIONALES

Semen.
(ASA.
Circunferencia escrotal.

En este trabajo se ha estudiado la aptitud reproductiva potencial (condicién fisico/
sanitaria, aparato reproductor y calidad espermdtica) de 98 toros de edades comprendidas
entre 1y 10 afos, de raza Charolesa, Limusina y Retinta, distribuidos por toda la geografia
extremefia. Se pretende encontrar las variables seminales més dtiles a la hora de diferenciar
entre reproductores. Los andlisis de laboratorio han consistido en un espermiograma cldsico
(aspecto del eyaculado, volumen, concentracién, movilidad subjetiva y formas anormales)
complementado con la valoracién de la movilidad mediante sisema CASA (Computer Assisted
Semen Analysis). En todos los casos se ha medido la circunferencia escrotal. Se han clasifica-
do los toros como potencialmente aptos para la reproduccién, cuestionables y potencialmente
no aptos, tanto por su condicién fisico/sanitaria como por la calidad espermdtica, obteniéndose
un 68,36% de animales aptos, lo que supone mds de un 30% de reproductores que en el
momento de la evaluacién tendrian alguna limitacién reproductiva. Estos datos sugieren la
necesidad de incluir la evaluacién de la aptitud reproductiva potencial en el manejo rutinario
de las explotaciones de ganado vacuno.

Use of the electroejaculation for evaluation of potential reproductive fitness of
the bull in extensive systems in the autonomous community of Extremadura

SUMMARY
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Scrotal circumference.

INFORMACION

This paper has studied the potential reproductive fitness (physical/health condition,
reproductive tract and sperm quality) of 98 bulls aged between 1 and 10 years, breed
Charolais, Limousine and Retinta, distributed throughout Extremadura. This study intended to
find the most useful seminal variables to differentiate breeders. Laboratory analyses have
been a classic spermiogram (aspect of the ejaculate, volume, concentration, subjective motility
and abnormal shapes) complemented by assessment of the mobility through CASA system
(Computer Assisted Semen Andlysis). In all cases the scrotal circumference has been measured.
They have been classified as satisfactory, questionable and unsatisfactory potential breeders,
considering both their physical/health condition and the sperm quality, obtaining a 68.36%
of eligible animals, which represents more than 30% of breeders that would have some
reproductive limitation at the time of the evaluation. These data suggest the need to include
evaluation of potential reproductive fitness in the ordinary management of bovine cattle
farms.

Cronologia del arficulo.
Recibido,/received: 03.04.15
Aceptado/Accept: 16.02.16
Online: 15.09.16

Correspondencia a los autores /Contact e-mail:

juanandres.bravo@gobex.es

INTRODUCCION bajos indices de fertilidad que presenta la cabafia de va-
cas nodrizas 64 % (Magrama, 2011), siendo necesario
Espafia sigue siendo deficitaria en terneros de en-  importar en torno a medio millén de terneros al afo. La

gorde por diversos motivos, entre los que destacanlos  reproduccién, por tanto, sigue siendo uno de los princi-
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pales factores limitantes de la eficiencia productiva y
econémica en el vacuno de carne en Espafia (Sanz et al.,
2013), pues se estima que los caracteres reproductivos
tienen una importancia 10 veces mayor que el crecimien-
to o la ganancia de peso (Delgado et al., 2000).

Ademas, un buen resultado de fertilidad en un reba-
No no es garantia de que todos los sementales posean
una adecuada aptitud reproductiva; ese resultado pue-
de verse enmascarado debido a que los animales no es-
tdn sometidos a una gran presién. Un toro subfértil, o
con problemas fisicos/sanitarios no evidentes puede
cubrir un pequefo grupo de vacas durante un periodo
de tiempo suficientemente largo y obtener un niimero
normal de partos (Barth, 2007), o bien, las montas se rea-
lizan por un lote de toros donde los fértiles suplen las
deficiencias de los menos capaces. En otras circunstan-
cias el reproductor si deja marca de su ineficacia, ya sea
en el descenso del niimero de vacas paridas o en la exce-
siva amplitud de la temporada de partos. Los toros son
los grandes olvidados, aunque en el caso de la monta
natural, se responsabilizan del 50 % del éxito o fracaso
dela fertilidad.

Por todo lo expuesto, es recomendable conocer la ap-
titud reproductiva de los sementales que prestan su ser-
vicio en una ganaderia, bien cuando son adquiridos,
antes de comenzar la temporada de cubricién, o una vez
iniciada ésta si se sospecha de algtn fallo reproductivo
achacable al semental, mas si se tiene en cuenta que en
una poblacién de toros no seleccionada se ha estimado
que al menos uno de cada cinco se podria calificar como
subfértil (Kastelic y Thundathil, 2008), incapaz de pres-
tar un servicio aceptable o con pobre calidad seminal.

MATERIALY METODOS

Para este trabajo se han utilizado 98 toros no selec-
cionados repartidos por toda la geografia extremefia, de
raza limusina (n=31), charolesa (n=53) y retinta (n=14),
de edades comprendidas entre 1 y 10 afios (edad en afios
expresada como media + SD para la raza Charolesa
4,151+1,680, Limusina 2,615+2,241 y Retinta 3,35+
1,415); siempre en explotaciones extensivas con diferen-
tes condiciones de alimentacién, sanidad y manejo.

Una vez realizada la exploracién fisica/sanitaria
(consistente en la comprobacion de la ausencia de enfer-
medad, la condicién corporal, los aplomos y la visién),
incluida la medida de circunferencia escrotal (CE) y el
examen del aparato reproductor (tanto interno como ex-
terno), se procedio a la obtencién de 1 o 2 muestras de
esperma mediante el método de electroeyaculaciéon
(Electrojac 5%, Ideal Instruments, Lansing, MI, USA), so-
metiendo al reproductor aimpulsos eléctricos de crecien-
te intensidad que se detuvieron en el momento en que
comenz6 la eyaculacién. A la mayoria de los animales
se les recogi6 un eyaculado en el primer ciclo, pero si
la muestra no presentaba una aceptable calidad ma-
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croscopica se procedia a la obtencién de una segunda
trascurridos unos 5 minutos. Los reproductores fueron
manejados en mangas de contenciéon donde se les inyec-
t6 0,025 ml/10 kg p.v. de clohidrato de xilacina para
evitar el estrés (Palmer, 2005); no obstante, si el toro
manifiestaba signos evidentes de nerviosismo o de su-
frir riesgo fisico, se suspendia la sesion momentanea-
mente o de forma definitiva.

Las muestras llegaban al laboratorio refrigeradas y
diluidas en Bioxcell® (IMV Technologies, LAigle, Fran-
cia), 1 parte de esperma por 2 de medio de conservacion.

En el laboratorio se realizaron las siguientes determi-
naciones:

- Volumen seminal (VL), calculado directamente del
colector en mililitros.

- Concentracién (CC) mediante el espectrofotémetro
ACCUCELL® (IMV Technologies, L"Aigle, France), expre-
sadoenesp/ul.

- Movilidad individual (MI) subjetiva: expresada en
porcentaje.

- Calidad de movimiento subjetivo (CM):de 0a 5.

- Formas anormales: para ello se diluy6 10 0 20 uL de
esperma en 200 del diluyente BL-1y 2 % glutaraldehido
(Pursel y Johnson, 1974) y se realiz6 un recuento de 200
espermatozoides en un microscopio de contraste de fase
a 40x, clasificAndose en espermatozoides normales
(ENR), espermatozoides con anomalias de la cabeza
(EANC) y espermatozoides con anomalias del flagelo
(EANF) (Barth y Oko, 1989).

La movilidad CASA (Computer Assisted Semen Analysis)
se analizé entre porta y cubre a 10x, en contraste de fase
negativo mediante el programa ISAS® de Proiser, dilu-
yendo la muestra hasta alcanzar una concentracién fi-
nal de 50-10°esp/mL en Bioxcell®al igual que para ML

La configuracion del sistema CASA suministrada por
el fabricante permitié obtener distintas categorias:

- Espermatozoides moviles lentos (con velocidad
curvilinea -VCL- >20pum/s y <45um/s), medios (VCL en-
tre45y 75pum/s) y rapidos (VCL>75um/s), siendo VCL
la trayectoria real por unidad de tiempo.

- Indice de rectitud, igual o superior al 75 %, siendo
éste el valor utilizado para definir los espermatozoides
que son considerados progresivos (STR calculado como
(VSL/VAL) x 100, siendo VSL la velocidad rectilinea, el
tiempo que tarda espermatozoide entre el primer y tdlti-
mo punto del recorrido en linea recta; VAP la velocidad
media, obtenida extrapolando los puntos de la trayecto-
ria seguida por el espermatozoide).

- Indice de linealidad (LIN = (VSL/VCL) x 100).
- Indice de oscilaciéon (WOB = (VAP/VCL) x 100).
- Desplazamiento lateral de la cabeza (ALH -pm-).
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- Frecuencia de batida de la misma (BCF -Hz-).

Estas categorias descriptivas proporcionan diferen-
tes grupos: espermatozoides estaticos (EST), lentos (LEN),
de velocidad media (MED), rdpidos (RAP) y progresivos
(PRO) expresados en porcentaje sobre el total.

Conreferencia al espermiograma, un reproductor se
clasificard como potencialmente apto cuando la movili-
dad alcance el 60 % (MI) y los espermatozoides norma-
les el 70 % (ENR), cuestionable cuando la movilidad igua-
le o supere el 30 % y la morfologia el 50 %, y potencial-
mente no apto cuando no alcance estos valores minimos
(Barth y Oko, 1989; Alexander, 2008; Fordyce et al., 2003)
y la CE sea menor de 30 cm (Garcia, 2013).

El andlisis estadistico se realizé mediante el progra-
ma SPSS 20 (SPSS, Chicago, IL, USA). En primer lugar
se aplicaron las pruebas de normalidad de Kolmorov-
Smirnov y Shapiro Wilk sobre las distintas variables ob-
jeto del estudio, obteniéndose un resultado no
estadisticamente significativo en todas ellas, por lo que
se utilizaron pruebas paramétricas, como andlisis de
varianza, test de Student y regresion lineal. También se
estudio la correlacion entre las variables de movimiento
y morfologia, dentro y entre los dos grupos y la CE, me-
diante el calculo del coeficiente de correlacion de Pearson
y el test de correlacién. Los valores de probabilidad
menores de 0,05 fueron considerados estadisticamente
significativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo, atendiendo a las caracteristicas fisi-
co/sanitarias del conjunto de los 98 toros, habria que
eliminar de la categoria de aptos, 2 animales por proble-
mas testiculares, otros 2 por problemas de aplomos y 1
por una baja condicién corporal; en algunos casos esto
coincidia con una mala calidad seminal.

Los resultados obtenidos presentan una marcada
variabilidad entre las muestras, lo que va a permitir cla-
sificar a los toros de la siguiente manera: toros potencial-
mente aptos 68,36 %, cuestionables 16,32 % y no aptos
15,30 %. Estas dltimas cifras son algo mas elevadas que
las encontradas en la bibliografia consultada (Barth y
Waldner, 2002; Menon et al., 2011), debido probablemen-
te a que no se han seleccionado las ganaderias y que en

algunas de ellas ya existian toros con problemas
reproductivos.

En lineas generales, la calidad seminal obtenida me-
diante electroeyaculaciéon muestra valores medios 6pti-
mos de movilidad y morfologia espermatica, por encima
del 74 y 72% respectivamente (tablaI); ademésla VCLy
el indice STR aportan resultados muy aceptables (VCL
125,9 = 25,6; VSL 71,8+17,7; VAP 95,6+20,6; LIN
57,4+10,5; STR 75,8+6,4; WOB 74,6+10,3; ALH 3,7+0,7;
BCF 11,1+6,8), lo que demuestra la existencia de una gran
poblacién de espermatozoides rapidos y progresivos en
cada eyaculado. También hay que sefialar la elevada
correlacion entre la movilidad y la morfologia del esper-
matozoide (tabla II); en el caso de MI, PRO y RAP de
manera positiva con ENR y negativa con EANC indi-
cando, que a mayor proporciéon de espermatozoides
morfolégicamente normales mayor es el nimero de
espermatozoides moéviles; ademas también son més ra-
pidos y progresivos por la relacién positiva entre ENR,
VCL, VSLy LIN evidenciando eyaculados de mejor cali-
dad. Hay que destacar la relacion del volumen eyaculado
con el resto de las variables; volimenes de muestra mas
elevados se asocian a peor calidad seminal, asi
eyaculados con mayor cantidad de espermatozoides
lentos, estaticos o con mayor proporcién de formas anor-
males de cabeza presentan un volumen més elevado, y
al contrario, cuanto mayor es el porcentaje de
espermatozoides moéviles, rapidos, progresivos y norma-
les menor es el volumen obtenido. Este hecho es relevan-
te porque pudiera sugerir la existencia de problemas
patolégicos en las glandulas anejas que se reflejan en el
espermiograma. La CC es la tnica variable que no se
asocia a otras estudiadas, no pudiendo interpretar este
hecho debido a las limitaciones de la técnica de elec-
troeyaculacion.

Como era de esperar, debido a los criterios utilizados
para clasificar a los toros, la calidad seminal es inferior
en el grupo de animales no aptos y en menor medida en
los cuestionables, siendo estas diferencias muy peque-
fas o inexistentes en los pardmetros que miden el tipo de
movimiento LIN, STR, WOB, BCE, ALH y CM (tabla III)
por lo que se podrian no tener en cuenta a la hora de
realizar o interpretar el espermiograma. Que la concen-
tracién espermatica tampoco presente diferencias entre
las tres categorias no se puede achacar a efectos biol6gi-

Tabla I. Principales estadisticos de las muestras analizadas para las variables de movilidad, morfologia y circunfe-
rencia escrotal (Main statistics of the sample analyzed for mobility, morphology and scrotal circumference variables).

EST LEN MED RAP PRO Mi CM CE ENR EANC EANF
Media 13,62 3,70 7,19 75,82 57,26 74,80 3,36 37,36 72,55 9,05 18,42
SD 16,56 4,68 7,41 20,61 16,03 16,17 3,31 3,82 20,28 13,04 14,20

EST: espermatozoides estaticos (%); LEN: lentos (%), MED: medios (%); RAP: rapidos (%); PRO: progresivos (%): MI: movilidad
progresiva subjetiva (%); CM: calidad de movimiento subjetiva (de 0 a 5); CE: circunferencia escrotal (cm); ENR: espermatozoides
normales (%); EANC: espermatozoides con anomalia en la cabeza (%); EANF: espermatozoides con anomalia en el flagelo (%).
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Tabla II. Correlaciones estadisticas entre las variables de movilidad y morfologia del esperma de bovino obtenido
mediante electroeyaculacién (Statistical correlations among the variables of mobility and morphology of bovine semen obtained by
electroejaculation).

EST LEN RAP PRO VCL VSL ENR EANC STR Ml VL
EST 1 0,242* -0,850**  -0,710**  -0,313** -0,368** -0,639** 0,801** -0,140 -0,920** 0,235*
LEN 0,242 1 0,583 0,217 0,279 0,247 0,313 0,106 0,055 0,301 0,315*
RAP -0,850**  -0,583** 1 0,694** 0,522** 0,532** 0,605** -0,644** 0,037 0,848** -0,259**
PRO -0,710** -0,217* 0,694** 1 0,021 0,471* 0,510* -0,546** 0,670** 0,718* -0,200*
VCL -0,313**  -0,279** 0,522** 0,021 1 0,526** 0,313* -0,248* -0,310** 0,357** -0,071
VSL -0,368** -0,247* 0,532** 0,471** 0,526** 1 0,420** -0,355** 0,352** 0,463** -0,107
ENR -0,639**  -0,313** 0,605** 0,510** 0,313** 0,420** 1 -0,703** 0,144 0,677** -0,258*
EANC 0,801** 0,106 -0,644**  -0,546**  -0,248* -0,355** -0,703** 1 -0,155 -0,696** 0,266**
STR -0,140 0,055 0,037 0,670**  -0,310** 0,352** 0,144 -0,155 1 0,183 -0,119
Ml -0,920**  -0,301** 0,848** 0,718** 0,357** 0,463** 0,677** -0,696** 0,183 1 -0,264**
VL 0,235* 0,315** -0,259** -0,200* -0,071 -0,107 -0,258* 0,266** -0,119 -0,264** 1

**p<0,01; *p<0,05. Los valores indican el coeficiente de correlacion de Pearson. EST: espermatozoides estaticos (%); LEN: lentos
(%); MED: medios (%); RAP: rapidos (%); PRO: progresivos (%); VCL: velocidad curvilinea (um/s); VSL: velocidad lineal (um/s);
ENR: espermatozoides normales (%); EANC: espermatozoides con anomalia en la cabeza (%); STR: indice de rectitud (%); MI:
movilidad progresiva subjetiva (%); VL: volumen seminal (ml).

cos, pues el método de obtencién de la muestra impide
conocer su valor real con total garantia. Un dato a desta-
car es el mayor VL (tabla III) en el grupo de toros poten-
cialmente no aptos, hecho que podria tener relevancia
clinica, pero como en el caso de CC, el método de recogi-
da y el protocolo seguido impiden confirmar esa afirma-
cién en este trabajo. La técnica de recogida seminal me-

diante electroeyaculacién no es una técnica fisioldgica,
tiene la ventaja de obtener muestras de toros no entrena-
dos pero su resultado depende del modelo de
electroeyaculador, del tipo de sonda, del propio animal
y de la pericia del técnico (Barth, 2007), que puede reco-
ger mayor o menor proporcién de plasma seminal, con
lo que se modificarian los valores de VL y CC.

Tabla III. Distribucién de pardmetros mas relevantes entre los grupos de toros potencialmente no aptos, cuestionables
y aptos. Datos expresados en medias y SD) (Distribution of the most relevant parameters among groups of unsatisfactory,
guestionable and satisfactory potential breeders. Data are expressed as mean and SD).

ED CE EST VL LIN STR WOB BCF ALH Ml CM ENR
NA (n=15) 3,12 35,96 36,432 6,142 51,502 74,46 68,042 11,01 3,30* 50,00* 2,26* 35,432
SD 2,57 4,82 30,86 2,86 3,91 7,57 13,74 2,46 0,86 26,85 0,56 24,12
CT (n=16) 3,69 37,65 14,66° 3,92 57,84 75,70 76,16 10,40* 3,82 71,92° 2,84 64,15°
SD 1,70 3,88 9,43 1,13 7,74 5,66 5,22 0,95 0,37 11,46 0,55 6,30
AP (n=67) 3,65 37,61  8,46° 4,55 58,55 76,02 75,85 11,33 3,88 81,08° 3,69 82,20°
SD 1,79 3,46 5,79 1,93 9,38 6,24 9,47 8,12 0,75 4,52 3,86 6,48

NA: toros potencialmente no aptos; CT: toros potencialmente cuestionables; AP: toros potencialmente aptos; n: nimero de casos;
ED: edad en afios; CE: circunferencia escrotal (cm); EST: espermatozoides estaticos (%); VL: volumen seminal (mL); LIN: indice de
linealidad (%); STR: indice de rectitud (%); WOB: indice de oscilacién (%); BCF: frecuencia de batida de la cabeza (Hz); ALH:
desplazamiento lateral de la cabeza (um); MI: movilidad progresiva subjetiva (%); CM: calidad de movimiento subjetiva (de 0 a 5);
ENR: espermatozoides normales (%). *"Diferentes superindices en la misma columna muestran diferencias significativas p<0,05.
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Tampoco hay diferencias significativas entre cada
categoria de animales cuando se estudia la CE y la edad
de los toros (tabla III), ni existe correlacion entre CE, MI
y ENT. Esto coincide con lo afirmado en otro trabajo don-
de no se encuentra asociacién entre espermatozoides
anormales, edad y CE (Menon et al., 2011) ni con el por-
centaje de espermatozoides moviles, aunque si con el
porcentaje de espermatozoides normales (Ellis et al.,
2005). No obstante hay investigadores que sirelacionan
ambos tipos de pardmetros, pues toros que no llegan al
minimo recomendado o estan por debajo de la media de
la poblacién investigada tienen una calidad seminal
inferior (Barth y Waldner, 2002). Esto tltimo es lo que
sugieren nuestros resultados, pues los toros no aptos
poseen una CE inferior a la media.

Con relacion a la raza se puede decir que hay dife-
rencias significativas en la edad, CE, VCL y STR. Al uti-
lizar una poblacion de reproductores no seleccionada
no se pudo confeccionar lotes homogéneos por edad y
raza. Los animales de mayor edad fueron los de raza
charolesa (4,151+1,680) y los mas jévenes los limusines
(2,615=2,241). Las diferencias en la CE se pueden expli-
car tanto por la edad como por la raza, ya que a igual
edad los animales de raza limusina presentan una CE
menor que la charolesa (34,76+3,54 vs 38,68+3,27) y
en una misma raza, los animales jévenes tienen una CE
menor que los adultos (Menon et al. 2011). En el caso de
los toros retintos tanto edad como CE arrojaron valores
intermedios (3,35+1,415 afios y 37,10+3,44 cm).
Para las diferencias entre razas de VCL y STR no hay
una explicacion evidente, se deberia aumentar el niime-
ro de animales participantes y plantear otro disefio ex-
perimental.

Se ha realizado un modelo de regresién lineal con
todas las variables para valorar cual de ellas puede ser
mas ttil a la hora de discriminar o elegir entre los toros.
Dicho modelo de prediccion tiene un coeficiente r de
0,89 siendo su férmula, aptitud =-2,001 + 0,026ENR —
0,021LEN + 0,026MI + 0,028CE + 0,017EST - 0.008LIN,
y las variables ENR y MI las de mayor capacidad de
discriminacién, con el coeficiente B estandarizado mas
elevado en términos absolutos. Esta ecuacién puede ser
atil a la hora de clasificar un toro, ya que resultados
alrededor de 1, 2 o 3 lo designarian como reproductor
potencialmente no apto, cuestionable o apto respectiva-
mente.

De este estudio se desprende que hay pardmetros
seminales que no aportan nada o si lo hacen son poco
relevantes a la hora de discriminar entre animales, sin
embargo hay otros como el porcentaje de esperma-
tozoides moviles (MI) y el de espermatozoides de morfo-
logia normal (ENR) que silo permiten (Alexander, 2008).
Ademas hay autores que sugieren la relacién de estas
variables con la fertilidad (Barth y Waldner, 2002; Menon
et al., 2011). En el caso de la CE no podemos sacar con-
clusiones claras, pero por su sencillez es recomendable

tomar esta medida, al menos en animales jovenes, pues
ha sido propuesto como predictor de las caracteristicas
seminales, de la libido de los machos y de la edad a la
que alcanzan la pubertad sus descendientes (Delgado et
al., 2000).

En suma, con esta metodologia de recogida seminal
se trata de identificar, como minimo, a los toros con se-
rios problemas reproductivos, y tomar en consideracién
a los clasificados como cuestionables, pues no se sabe
con exactitud cudl va a ser su efecto sobre la fertilidad en
el rebafio (Barth, 2007).

CONCLUSION

Se puede decir, que una vez evaluada la condicién
fisico/sanitaria y de capacidad para la monta, la obten-
cion de una muestra de esperma mediante
electroeyaculacion es un método adecuado, por su rela-
tiva sencillez de ejecucion y rapidez, para la evaluacion
de la aptitud reproductiva potencial. El pardmetro de
referencia en el espermiograma seria la morfologia del
espermatozoide vista su correlacién con la movilidad,
por eso se deberian reflejar como minimo los parametros
ENR y MI. El examen de la capacidad reproductiva po-
tencial de los toros deberia incluirse en las rutinas de
manejo de las ganaderias, dado que mas del 20% de los
sementales, en el momento de la evaluacién, tienen al-
guna limitacion que afecta a su rendimiento reproductivo
y por extension al econémico. Ademas, la clasificacion
en no aptos, cuestionables y aptos ayuda a determinar
el destino de los animales, los no aptos seria eliminados
como reproductores, temporal o definitivamente, y los
cuestionables podrian ser utilizados en ganaderias con
una presién reproductiva baja.
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