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NEN/+! #1 K)LM)*2496()*+1 N+#V+.)] M*06! "<41 $+/#()&YoKH! )| #1 LM%"&+! <;F! %! NM#! K+*+! K'%")!
%$S+&'%")!, M) (+ #LHN YO 2#+*#21 BB (+ HLHNUFKHK) O N+&S$+8Y62#+%) ! HIM*(%&N%'+&)!
1/M+&)KNY*)INW))1$)&() ") /O#, ) * #1HN Y 24+ JY0%. HM* %! H M*1") & (#+%6'+&) 1 &)V) &KH#T#/)?!-/!
V&(#%'+&)! R M*%! (+/)N+/%! NW)! T/+NN%! #/1 . &M$SS+! +KK#,&H#)! #(3$),)*,+! OM/') &tt+8&)! K#*)K#S! #*!
(+,41,%! .%8Y%*#&)! [OH*N+&S$+&Y62#+)! # M*%6! K+/%! T9%K) 2! IM)K %6l /#(# % 2#+*) R1*IN)KK %6 &#%! $-+#]
B4+ R NENH K] T MU < 1) LM# #) /%] K#F)KH $+'&)TT)! &#.M%E&, %&)! $#X! TK#! #*1
N+*)($+&%6%)%j! #/! )&(#H%'+&)! $)&()™)! #5V)N)! #! %E&&)K'%&)! /%! KH)K#! +$+! KH##H/%!
HN+ES+&Y24#+%)?! -/l N&(H '+&)! R! )"+ &V)&KHTH/)! #* LM%*+! $M\I YKK)&)! H#KK+N#Y%'+!
NWH(#NY()*)S! &HY6"#VY0*, +1/% K KH1"+$+ 1+ *IHN+&$+&Y62#+%) SIM*1/9%6K) & YNN# %! #/1 1/M+&)KN
)< FL))&Y* +1 M*0)(HKK#+)! IM(#+K%! NW)! %) $)&()")! 08, ) #1#NB#+¥)?! IM#* #] #/!

V& (H%'+&) IVH)*) & (+KK+SIN+*#M9%* +1#/1K)LM)*24#%()*' +1,)//%! T%K) IKMNN) KK#V%?

3)IS&H()IV) &KH+*#! #1-/IM(#*%19)*+()14*%/[2) &1) &%6*+INY6&I6")&H22%6")! ) IMH' VK K+, #) & &+8&) 1 *+*]
'QUKNMEIETHN))! %!18)%, ! #1IM* W) 22061 (+/'+1#*1) &#+&) ! &H#K KyGHBOIVETEZA* Q! (%!) &%6*+!

#41.8%,+1 #1+"))&)! % HIN+HIM*'WEHM. WSM'L #1+/'&) | BAAAAISTI%/! #+&*+10+/'&) BAIVH")I$#X] #!
YZYCB+NW)Q! %! N+K'#! (+/'+] N+*)*M#2! 3)! (+ #1#NW)! %$$+&'%")! %6//%! YN*+/+.#%! ) Yo#t! $&++N-+//#
K$)&H()* Yol HHIWIo**+ K)*KHTH/ (') &, +"+1H#1) & &+EHKHL M)*24%()*'+ SIK) $SM &I+ +196*N+& %!

$&)K)*#! )#! THYKLIE]S! )! %M()*%'+! /%! IM*W)22%! )/1)! &)%,! %! BAA! *1 )1 +/'€)S! 1%N)* +/%!
HV)F%08) /%1 ) N*+/+ H#96IS#XIM HI#22% V%1 *)#1$&+ . EILIBARHY6 () %' +1) | 6<4IK) LM)*N#*. 2

9.E )1!$-:8-*5,'%2&->NO,<!+,!"BB1,-+!K,2$M$%-;$!

VHIMSS%' % KM/ ()'+,£1."/9+/>  E5 E+>#%+ZI%! #11)&)*2%!)#!, M)!()'+ #IK+$8&%! ) KN&H"# NW)!
$HKK+*+1)KK)&)! ) LH#H#I " /9+/> E5E5/%7" +QI$&+S+K'+! %/! /% T +&%'"+&#+19)+&.)| DWME&NW!*)/!
@AATLT|S! /%! $H%" %1 +8&(%! :>3H" I VA #¥&+ + 061 )/ ) &N+ %! $%& #&)! %/ @AA_!,%! 4$$/4),!
=#+K[K') (K

"+ $+1/%!, ¥ MEY62H+4)1 )/1%), +$SHY6!)HN YT /0% | HAHE V6" U6+ &HSHH 1 &Y6 () #IK+*+1HT &, %6'#19%6!
)INY K1)&)! /%! NM#! KM$)&L#N#H)! R! &#N+$)&'%! %! +/#.+*MN/)+#,# N+($)()*%E&H! %! M*+! ))./#!

! .
B



D%$#' +/@HIK)LM)*2#%()*'+1,)/I"<_ 4!

%6,%"%"+&H#S! N+() 1 #1YZY CE+NW) 2! <)//%61 )N*+/+ %! :>3#"1 ) K1)&)! K+*+! $)E\I (+/+] $#XI SENN-+/)!
0. #%()'&+! AS_Z(! #VIN)! # @1 p(QS! $)&()")*,+! M*%! (%..#+&)! VK]l # K1)&)!
K)LM)*2#9% T#/#1$) &1 &M*?213) 1K 1)&)! K+*+1 ()KK) 1) (M/K#+%) %K K#) ()1 %6#1 &) %.)* #1) %6t S&H() & ,)/1%!
FDB!$)&!+")*)&)! /0% ($/#1H#NY62#+)I N/+*%6/)! | ) 1#/%()* HRD6QS!#+! (+,+1,)/1'M"+! K#(#1)! %!
LM%*'+IV#K'+1$)&!YZY CEPNW

41 #11)&)*2%! #! LM)K'OM/'#(%! )N*+/+.#%S! /%! $#%K'&%! #! K)LM)*2#%()*'+1 :>3#"1 *+*1 #K$+*)! #!
$+22)"#! /)1 K1)&)! K+*+1#*V)N)!/).%")! %//%! KM$)&1#NH)! +$$+& M*%()*')!'&%"%'%! ,)//%! $#%K'&%! #!
K)LM)*2#% ()*'+1' &% (#)! /%! 1+& (% 2#+*)1 #1M*1/).%()! N+V%/)* ) N+AW'&) (#']!, ! 1#/%()*'#!

% ($IHLHNYHS! (+,#1H#NY") INWHHNIBE) 7)8)* &) 1#*1Y ZY CH+NW) N KHK') IM*I*M() &+1$&), ) Lt*#'+!
A$+22)"#1) LM#* #1 #1K1)&)! K)LM)*2#% T#/#S!N+*1#/1 K)LM)*2#%'+&) 1 :>3#" | #HVHBHIEN
K1)&)!NW)I$+KK+*+1)KK)&)!)$+K') KM//%! KM$)&L#N#)IR!, %'+ K+/+1,%/1/+8&+! #% () &+ O#*1)&#+&)!"
pP(Q2

3961&)%2#+%)! #IK)LM)*2#%()*'+1*+*1 %V V#)*).&%2#)1 %! "<41 $+/#() & YK#S! (%! '&Y6(#') "< 4 [#.%K#S!
M*1)*2#(%! #*1 .&%,+! #1 ).%&)! N+V%/)*)()*")! ,M)! 1&%(()*' #! #! "<4?130%N&+*#(+! :>3#"]

K#. H1H#N%! #51%"# e)LM)*N#*.! T[! >/#.+*MN/)+#,)! 3#.%#+*1 %% | ") NP IN#N/+! #!
K)LM)*2#%()*'+IN+#5V+/.)1 /%! K1) &% S! M*I$&#()&! , # K)LM)* 2% ()*'+ S /%! /#.%K#!) I LM%" &+ K+*,)! #!
[ <E213)IK+* ) IK+*+IN+($+K')!, %! I TOK# $#X I M*1 @N%%'+&)! 1/M+&)KN)*) ) $&)K)*'Uo*+! M*I K#'+!

A &+"ME&Y! 18%! #1 *MN/)+'#,#1 Z1 )1 721 3)1 $&#()! ,M)! TYK#! )/1%! K+*,%! K+*+! N+($/)()*'%&#! %! ,M)!
“MN/)+#, 8, %! K)LM)*2#%&) S!/) T%K#! %! J1%! ZIK+*+1).) %) &H#S! N#+R! NY%$SVN#!  # %$$%0#%6& K#H %!
T%K)! ,)/1%! K)LM)*2%! K'%($ABT%KH! AS! 1)1 T K+*+1 %*NWO)KK)! ,).)*)&#! ) $+KK+*+1 )KK)&)!
&H(+KK)S! %KK#)()! %/! (Y&N%'+&)! 1/M+&)KN)*)S! '&%(#')! 1%! &+"M&%! ,)/! /).%()! N+*1 /%! T%K)! #*
$+KH2#+%)1Z215%041V+/'%INW) I M*%! K+* %61 K# R1%$$%64#% %!%//%!K)LM)*2%! K'%($+S!%VV#)*)!/0)NN
M (%&NY%'+&)! ).%'+! %//%! K+*%! ) /%! N+*K).M)*)! )#EKK#+! # 1/M+&KN)*2%?!
D+*)($+&%6*)%()*)SIVH)*) 1 &+"+1#/11).%()'&Y6! /) $+K#2#+*#1 Z1) NS /%K N#Y*,+1 /#T)&+1/0)K'&) (#]!!

Z0! )/1%! LM#2%! T%K)! ,)//%! K+*,%! )1 $)&()")*,+! #/! /).%()! N+* M*%! KMNN)KK#V%! K+* %7?!
30)(H#KK#+*)! IME*+K%! R! &#/)V%'%! ,%//%! K'&M()*'%2#+*)1 #*1 (+,+] %! #,)*#1#N%&)! #/! N+/+&)!
YK K+N#Y%'+! %//%! N+$$#%! /1) $&#()!,M)! TYKH?! > *#1 (%&NY%'+&)! $&+,MN)! M*%! K$)N#1#N%! ) (#K
IM(#+K%! NW)!#,)*#1#N%! Y1 #1 BN S+KKHTH## N+$$#)! # *MN/)+'#,#1 OY! $+KKHTHH! *MN/)+'#,# K|
$+KH2H+HSIKHEHINEZED P!

Possible Dinucleotides Encoded By Each Color

2nd Base
7 N Template Sequence
( A € G T |
9000 000
c ———— TA AC AA GA

CG CA CC TC
GC GT GG AG

I TA TG TT T
T @@
N >4

E#.M&IEP! 3)! $+KKHTHH! N+(TH 24+ # *MN/)+#,# NW)! # LM%"&+! N+/+8&# )#! (%&N%'+&# 1/M+&)KI
8%$$&)K)*'%*+2! DHWKNM*! N+/+&)! *+*| &%$S&)K)*%! MV+NY()*')! M*%! K#*.+/%! N+$$#%! #! TUK#S! (¢
N+(TH%62#+*#IKM//) BMS+KKHT#/#2 E#. M&YHIRIK %!, %!

")%! [ 1/%! $+KHE2H+5) )I%! T%K)! )/ $&H#()&! 0%$$%#%'+! %//0%,%"%'+8&)! NW)! /).%! /%! K)LM)*2
K'%($+! %//%! K1)&%QS! /YFIBKAFH! K9%6&%6+*+! LIM#* #1 N+($/)()* %&#! %//%! K)LM)*2%! K'%($+S!
N+KK! N+()!/)! KMNN)KK#V) ! TFH0RE#IFI 1) N4KK! VH#%?! F)&! N#%BKNM*%! # LM)K')! N+$$#)! # TO%K#S!/
K'&M)*+ &H)V %! M*K). *%6/) NW) L SMUN+E&HKS+*)&)1%6! M*%6! | )//)1 K) #NH N+(TH*% 24+ #1 $+KKHTH/
OE#.M&%! JQ?! 3)! TRKIS¥FL ! )! /FM K+*+! %*NWO)KK)! %$$%#0%")! O#*1 LM%*'+! ).)*)&HQ! (%!
#*)))&(H %) ?) 3%! [+&+] #,)"HNPo2#H+Y)] K%E&]! &)K%! $+KKHTH/)! #1 M*1 KMNN)KK#V+! N#N/+!
K)LM)*2#9%()*'+S! K$S+K'%o* +1 #/1 S&H()&! #+ M*%6! *M+V%! $+K#2#+4)1 )//%! K)LM)*2%! K'%($+2! "+$+!
10%S$$%6HY%()*'+! |)/1%! $&H(%! K+*%S! #/! $&+N)KK+! K#! &#$))! N+*1 #/1 ).%()! # *M+V)! K+*)S!
JO#,)* #1HNY2#+4)1)1 /%) K) SHAEROR! (Yo&NY6'+&)N) ). /H MIH(#!'&) *MN/)+'#,#jl #11*M )&=+, )//)!
#)&Y62#+*#1 OK+H#%()*)! _ Q! ,))&(#*%! /%! IM*W)22%! #! [)"M&%?! ;)&(#*%'+! #/! $&+N)KK+S! #/

(0]

1st Base

Bal



LHI%()*+! + )M+ R1 &H(+KK+1 ) M*1 *M+V+! $&H#()&! VH)*¥)! %$$%H%'+! %ol! 1#/%()*'+! K'%($+! #*!
$HKH2HHYIER! <Y1 M+V+! NEN/+ K&+ +! MAHV+N%()*)! %$$%#% ' YHHVARIS! *)/! N#N/+!
KMNN)KK#V+! /)1 TRKEY [EL1 )T N+KK! V#%?! <)/E N+H($SHKK+H K+ )K).M#E# N#LM)! N#N/# #1
K)LM)*2#9%6()* +SIN#IKNM*+IN+*1#/1$&H#() &I KS+K 00"+ I M*001 $+KH2#+4)| #IV+/' Y141V +%01%& &)'&%' %
NFLM)! NEN/H $)&()"+4+ # #5)&&+.%8&)! +.*# TUK)! ,)/I%! K)LM)*2%! $)&! ,M)! V+/)! O#*1 M)!

B HS)* )V H &) Y024+ N+ #V)&K)! $+KH2#+#1 ) # $&H()&Q?! :#1 V), %! %, )K) NS ! /%!

TYK)! *)//%! $+K#2#+¥)1 #1 [)"M&Yo! Z! VH#)*)! N+#V+/'%! %/! $&#()&! *M()&+! @! *)/! K)N+*,+! N#N/+!

O#* #NY%'+#41%22M&&+Q!)! %/ $&H() &I *M()&+! J1*)/1 $&H(+IN#N/+ O#* #NY%'+ #1 TIMQ?! IM)K %! +$$#9
H)&E&+.Yo2H+%)1$)&()") 1 (H./H+8Y0&) VI T+ ) IK)LM)* 2496 ()*'+P

ReadPosiion 0 11234 5/6/7 8 9 1011 12 1314 15 16 1718 19

Primer () “FITTTTTITITITITIT L) L) !o ®
primer (n-1) “TTTTRTTTTTTYYIIIT . ee oo |
Primer (n-2) “TRTTRTTITTTITITIT | Bridge Probe [ ] o0
primer (n-3) “TYTTTTTNTTTININIT | Bridge Probe oo oo
Primer (n-4) "TRTTTTITITITINTIT | Bridge Probe o0 o0 L ]
» 7 @ Interrogated Positions LigationCycdle |l 2 13 4 . 6 |

20 21/22| 23/24/ 25/ 26 27/28 29

E#.M&IRI")KH. 1 )NK)LM)*2#9%()* + N+ YN*+/+ #061 :>3#" 21 +++1 &96$$&)K)*' %6 1 #! N#LM)! N#N/# OM*+1$)&!
&#.%Q! # K)LM)*2#%()*'+S! N#UKNM*+! )#! LMO%/#! N+($+K'+1,%! K)# $%KK%. .#1 #1%. #M* %! # *M+V)I K+* )1 %!
+$)&%0!,)//%) /1. YoKH?1 -1 SM*#1%) 8t #* #NL*+1 /) IN+S$H) | #IGEBKHPEF 1+ *#1$%KKY%. H#+21 E#.M8&Y%! $&)K%! %!

[19]?

-/ N+/+8&)! )I0)(HKK#+*)! %! $%&)! )/ LIM+&)KNY*)! $)&()")! #! #,)*#1#N%&)! /%! N+$$#%! ,)//)!

$&H()! TOKHS! (%! *+*I RIKM1L#NH)*)! $)&! #K'#*. M)&)! M*1 *NINBHE6/+21 >/'&)! %//%! K$)N#L#N %!
YHKKHH)I$) &1+ *# N+$$#06! R1#+ 196" #1*)N)KK %&#+! NW)IM*%!,)//) TYK#! ,)/1%! K)LM)*2#9%6! K#%! *+'%67?!
T%K)! *+'%! R1 #*N+&$+&%'%6! *)//OM/'#(+! O#/! LM#*+Q! N#N/+! # K)LM)*2#%()*'+! )! N+&&HKS+*,)!
%/ IOM/H(+! *MN/)+'#,)! )/ $&H()&?! IM#*HSo'+! NW)! N#KNM*! N+/+&)! &%$$&)K)* %! Y1 $+KKHTH/#!
N+$$#)! #1 <:FIE#METD! ) $)&! +.*M*06! #KK)#/K)N+*,+T-MN/)+#, ) N+HEN#, ) N+*1 /%] $&#(%6!
T%K)!,)//%! N+$$#%! KMNBOBKMA+KN)&)! M*%! T%K)! ,)//%! K)LM)*2%! $)&()")! #! #*)&$&)' %&)!
"M"%!/%! K)LM)*29%!%)//%! KM% #*') &) 2 FA MBI & +$+*) M*)K) ($#+! #1 IN+ 1N ! )H#IN+/+&#!
&H)VYGHHEY6! /%I S&H(%! TYK)!,)//%!K)LM)¥2%%7!

A‘—’T’_J_‘G‘_;—’G*_LA!

E#.M&YR TK)($#+! #1 )N+ #1#N%! J# N+/+&H# $)&! ) ) &(#*%&)! /%! K)LM)* 20621 :# KMSS+* . +*+1 5+ /%! $&H(%6!
TOK)! O4Q! ) /0+8&,#5)!, ) N+/+&! &H/)V %' #21 "%/ [+ KNW) (%! EHNM SEEBINL)BH, )*) I NW)!K)! /%! N+$$#%! R!

#, ) H1#NY'Y!, %o/ IN+/+8)1&+KK+1) /%I $&H#(%! TY%K)!RIM*%%6141%//+ &% K#NM&Y6()*) /%! K)N+* %! T%K)! K% &] M1 21«
K)N+*,%!N+$$#%S!/%!$&H#(%! T%K) IR!/%!: 198SH)HME Vo) 1/ IN+/+8)1 )//%IN+$SH%IRIV) &, )h1/%!K)N+*, %I TY%K)!
K#NM&%()*)!K%&]M*%!9?1E#.M&%!S&HKY6!, %!

) L+ I SHKKHTHI#! #1)&&+E))IK)LM)* 2490 +&)! > 3# T K+++1 #V)&K)N)&E&+&)! #I TYNI.&+M*,1%)//%!
POK)! #19%(SIH1HNY2#+%)S1/) "ME)! #I T%KK %! LM%/#]1%IN%MK %!, #1$&)K)*2)! #1K)LM)*2)! #V)&K)IKM!N
KY)KK%! K1)&%S! +/'&)! %,! %&")1%"#! #*' &+ +"# *)/1 $&+N)KK+! N#ENHN+! #1 [#.96K#! ) &H#(+2#+*)! )/
(%&NY%'+&)?1-/1'YKK+! (), #+] #1)&&+&)! VY &FAGAEBR! 36! )N*+/+.+#961:>3-"1 K)LM)*2#%! +/'&)!
JAAI(##+1 #IK1)&)H1$%896//)/+S1.)*) &Y% +18)%, | #IIM* W) 22%1$%&#1 %! ZAI* SILM#* #(+/'+IN+&)?!
3)! $&)K'Vo28++#1 #41 ) &(HH#! #1'WE+M.WSM' O@A! 9TC #+&*+Q1)! #I N+K'+1 # K)LM)*2#%6()*' +] K+*+!
KM$)&#+&H%ILM)/N1,). I RMAY* 2496’ + &# < §20] 21

9.F )!$-:8-*5,'%2&,!+,1%-&5"?-*-&'5,2*- |

3)!  M)! SEHNHSVO/H! [HH Y24+ )N IN*H/+#)! 1#+&%! JKNE&H")! K+*+1 &%$$&)K)*%")! ,%//%!
IM*W)22%! )II)! &)%,S! ))&Y%I()*)! (+/'+) I##H%'%S! ) U8 THYK! #4&+ +"+1 %//%! 19%K)! #!
o(S/HLHNY2H+%)?] -1 S&H(+! Y6KS)"+! &HKM/'%6! NEH#N+! #51 NYOK+! #1 K)ISVQY2EB0)#4INM#!
J0%KK)(T/%. #+1,)11)18)%,1$)&! &HN+K' &MHE)I#/1.)*+(%!, 0#+) &) KK) I &HK M/ %! $H#M“+K +IN+($/4NY%'+!K)!

@.



D%$#' +/@HIK)LM)*2#%()*'+1,)/I"<_ 4!

KAWL 1061 #KS$+KH2#+*)18)%, | (+RAINFV) *+41$)& ()" +4+1 #1 H#K'H* M)&)12+4)1&#5)' M), )/!

)FH(%! K)LM)*2#%6'+21 -/l K)N+* +1 %K $)"+! $)*06/#22%! #*V)N)!'M")! /)] %SS/HNV62#+*#] #1'&YKN&H"+!
(#N%! LMY%*#%'#V%! T%K%')! KM! K)LM)*2#%()*+ N+()FKLEBIA $+ENWI  (+ #1H#NY*+!
J0%TT+*,%*2%!8)/%'#V %!, ) /AN #IN-+*' VXM HI%) INVo($#++)1, 0#) &) KK) ?!

<).J#MIH(#) Yor B(+/H! KL+&2# K+*+ K'%'#] ) #NY'#! %//+! KVHMS$S+! #! M*0o! *MARSH ) Y&
YN*+H+#)S! ) +(#%') | KILM)*2#%()*+! %! K#*.+/%! (+)N+/%! O:8:8H/>"& <2"9."&

B"-."/9+/> Q?!3)I")N*+/+.#)! #ILM)K'OM#V%!.)*)&%2#+*) | K#I $+KK+*+IKM, #V#,)&)1#*'&)!.&M$$#h!
O#Q! ()'+,# TY%K%'#! KM//%! 1/M+&)KN)*2%! N+()! ' &RBYRHI)! K)LM)*N#*.1 0":8:Q1)! K#*./)P

(+)NM/)! &)%P#()! K)LM)*N#*.1 0:86:Qj! O##Q! ()'+,#! *+*I TUK%'#! KM! 1/M+&)KN)*2%! N+@! <%*+

), )K! #H <% +$+&)! )1 K)LM*2#%()*'+! '&%(#)! (#N&+KN+$#%! )/)"&+*#N%j! O###Q! ()'+,# TUWK%'#!
KM//%! K$)"&+KN+$#%! 694@AF?! 3)! YN*+/+.#)! :8:! K+*+! %*NW)! *+")I N+()! ;9:! O;W#&,!
9)%)&%&#+*1 )LM)*N#*.QS! $&+$&H+! %! &%$S&)K)*'%&)! NK)! KN¥p*+! M*0)V+/M2#+*)! |)//%!
)¥)&%62#+*)IS&)N),)*)+11&)*, +1&)%, I$#X!IM*. W) SI$#XI %/ +!"WE+M.WSM') ! (%..#+&! %NNM&%') 22%!
+/'8)1%IM*%!1 &, M2#+*)1 #1') ($+1#($) . *%"+1)IN+K'#?

@B






| =4"1>-:8%(*? |

1 M*K$)&H()*+! 6<4 P)LS! /)l &)%,! &%$$&)K)*%*+! #1 %' #H .&)22# %ott! LM%/# &H#N%V%E)
JOH*1+&(%024+*)  KM/IUHV)/1+] ) KS&)KKH+*)1 YL )<Y INYb($H+%) 21 FHX M) &+K)TK+*+1/)IN+$#)! #1
M*1'&ObKNEHA"+1 441 M* No($#+%)S! $#X! $&+ T THH] %VE&]! LM)/!' &% KN&H HVIFHIKIC) &) K!

)¥)&%&)! &)%,?! F)&! LM%+ #1#N%E&)! #/1 *M()&+! #1 &)%,! &#1)&#)! %! N#Y%KNM*! )¥)S! /)] &)%,! #! +.
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MDS plot per dati Marioni et al
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