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  چكيده 
  توتـون  رگبـرگ  نكـروز  نـژاد  گـروه  زيـر  نـژاد  اين .شود مي 5(PTNRD)  مينيز سيب غده نكروتيك حلقوي لكه بيماري ايجاد باعث  PVYNTN نژاد 

PVYN  نژادهاي بين نوتركيبي حاصل و PVYN  و PVYO اسـت  چشـمي  بصـورت  شناسـايي  قابل غير و علائم بدون برداشت زمان در اغلب كه باشد مي. 
 اي زنجيـره  واكـنش  .شـود  مـي  بازار در عرضه قابليت و ها غده كيفيت كاهش باعث و ندشو مي نمايان انبار شرايط در برداشت از پس زمان در علائم معمولاً
 بافتهـاي  در آلـودگي  رديابي و علائم تائيد در PVYNTN6 دنژا شناسايي و تمايز براي اعتماد قابل و دقيق ابزاري (RT-PCR) معكوس، برداري نسخه پليمراز
 آوري جمـع  تصـادفي  صـورت  بـه  رضوي خراسان استان مزارع هاي غده از مونه 435 تعداد 1386 تابستان در  منظور همين به .شود مي محسوب علائم بدون
 -DASآزمـون  بـا  غده هر هاي جوانه سپس شدند منتقل زني جوانه جهت .C ˚25دماي در گلخانه به  ،C ˚4دماي در خواب دوره گذراندن از بعد ها غده .شد

ELISA   ويروس رديابي رايب اي همسانه چند پادتن كمك بهY هـاي  نمونـه  اليـزا  آزمون از حاصل نتايج به توجه با .دگرفتن قرار بررسي مورد زميني سيب 
  محلـول  از اسـتفاده  بـا  سپس .دبودن آلوده PVY به نمونه 53 كه گرديد مشخص نهايت در و انتخاب نانومتر 405 موج طول در جذب ميزان بيشترين داراي

RNX™(-PLUS)تودهRNA  به آلوده گياه 40 كل PVY پوششـي  پروتئين ژن ناحيه براي شده طراحي اختصاصي آغازگر دوجفت كمك با و استخراجCP، 
CDNA آزمون انجام براي و ساخته مربوطه RT-PCR  بـه  آلوده هاي نمونه .گرفت قرار استفاده مورد PVY   آغازگرهـاي  همـراه  بـه MOR2 و  MOR3در 
   .نمودند باند ايجاد  BP-334 درمحدوده MOR2و MOR1 آغازگرهاي همراه به PVYNTN  نژاد به تعلقم هاي جدايه و    BP-569ٔمحدوده
  

  PVYNTN  ، ELISA، RT-PCR : كليدي هاي واژه
  
   6 5  4 3 2 1   مقدمه

، Potyvirusعضو تيپ جـنس  ) PVY(سيب زميني  Yويروس 
و  Potyviridae خـانواده ويروسـي   و مهمتـرين  بزرگتـرين  متعلق به

باشـد   مي يكي از مخربترين ويروسهاي سيب زميني در سرتاسر جهان
و متعلق به خانواده بادنجانيان  دامنه ميزباني نسبتاً وسيع. )14و  10،1(

 باشـد  مـي  شامل سيب زميني، گوجه فرنگي، توتون، فلفل و بادمجـان 
اين ويـروس توسـط شـته بـه طريـق ناپايـا       . )25و  20،12،11،9،8،3(

ويروس نخي شكل، خمش پـذير   ٔپيكره). 25و  24، 8( شود مي منتقل
 Kbتك رشته، مثبـت و انـدازه آن    RNAو ژنوم شامل يك مولكول 

 5در انتهـاي  و Poly Aژنوم داراي دنبالـه  3 در انتهاي. مي باشد10
 RNA. بـه صـورت كووالانـت متصـل اسـت      Vpgژنوم به پروتئين 

                                                            
به ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد، استاد، استاد و كارشناس آموزشي  -4 و 1،2،3

  گروه گياهپزشكي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه فردوسي مشهد
(Email: somayeh.majd@gmail.com :نويسنده مسئول -(*   

 
 
 

5 - Potato Tuber Necrosis Ringspot Diseases 
6 - PVYNTN  Strain of Potato virus Y 

سه ناحيه توسط سـه   كند كه از مي پلي پپتيد بزرگ را كد ويروس يك
كنـد   مـي  را ايجاد پروتئين محصول 9شود و  مي كد پروتئازي، شكسته

از تنـوع ژنتيكـي بـالايي     PVYژنوم ويروس ). 24و  22،17،16،8،4(
معمولاً بر اساس آزمونهـاي بيولـوژيكي   ). 16و  7،1(باشد  مي برخوردار

 Nicotianaشـامل ايجـاد علائـم موضـعي و سيسـتميك بـر روي       
tabacum  وSolanum tubrosum   ــاي ــين آزمونهـ و همچنـ

 گـردد  مي تقسيم PVYC و PVYO  ،PVYNسرولوژي به نژادهاي 
ــق    .)24و  23،17،12( ــايز دقي ــراي تم ــولي ب توســعه روشــهاي مولك

شروع شد كه بـر ايـن اسـاس دو نـژاد     1980 از سال  PVYنژادهاي 
از  PVYNTN , PVYNW  (PVYN:O)نوتركيب جديد بـه نامهـاي   

نژادهـاي   .)17و  14،11،9،8( شـدند  مـي  متمايز PVYنژادهاي ديگر 
PVYN و PVYO  بيشــتر از ســايرنژادها از سراســر جهــان گــزارش

باعث ايجاد علائم موزاييك و ابلقي  PVYO 7نژاد معمولي. گرديده اند
در برگهاي توتون و موزاييك خفيف تا شديد و ريزش برگهـا در گيـاه   

باعث ايجاد   PVYN  8رگبرگ توتون نژاد نكروز. شود مي سيب زميني
                                                            
7 - Ordinary strain 
8 - Tobacco necrosis strain 
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، ابلقي خفيف و گاهي نكـروز برگهـا در   كروز رگبرگ در توتونن علائم
باعـث    PVYC 1نـژاد لكـه نـواري منقـوط    . شود مي گياه سيب زميني

 ايجاد علائم موزائيك، رگـوز و نكـروز در برخـي ارقـام سـيب زمينـي      
هـاي   در دهههمانطور كه گفته شد  .)24و  22،18،16،12،11( شود مي

گـزارش شـده    PVYN-W وPVYNTN اخير نژادهاي جديدي از قبيل
و داراي  PVYO و  PVYN  اند كه حاصل نو تركيبـي بـين نژادهـاي   

عمل نوتركيبي در سراسر ژنوم و . باشند مي قطعاتي از ژنوم اين دو نژاد
در  CP ،HC-PRO ،2K6 ،Nia يا در ناحيـه ژن پـروتئين پوششـي   

 صـورت  ’5  در انتهـاي  P1يشـتر در ناحيـه ژن   ژنـوم و ب  ’3انتهـاي  
ــي ــرد  مـ ــژاد . )20و  19،14،12،9،8،7،3(گيـ ــروز  PVYN-Wنـ نكـ

علائم برگي نسـبتاً خفيفـي در سـيب زمينـي،      سيستميك در توتون و
ابتـدا ايـن نـژاد در دهـه اخيـر از      . كند مي ايجاد PVYNمشابه با نژاد 

Wilga  نـژاد   .گزارش گرديـد PVYN-W  ژنـوم بـا    در چنـد ناحيـه از
PVYN نژاد ). 24و  4،3( اختلاف داردPVYNTN   عامل بيماري لكـه

اولين بـار در سـال    (PTNRD)  حلقوي نكروتيك غده سيب زميني
در اروپا و در حال حاضـر از بسـياري از كشـورها     2از مجارستان 1984

وجـود ايـن    1384طوسي در سال  ).26و  17،5(است گزارش گرديده 
نمونـه از ايـران    5در  PVYنـژادي از ويـروس    نژاد را به صورت زير

ايرانـي ويـروس   هـاي   جدايـه  1387حسيني نيز در سال . گزارش نمود
PVY  را گروه بندي و جدايه مربوط به نژادPVYNTN   در يك گـروه

در بـرگ گيـاه سـيب      PVYNTNعلائـم نـژاد   ). 2و  1(مجزا قرار داد 
باعـث ايجـاد    زميني شامل موزائيـك و ابلقـي شـدن بـوده و در غـده     

شوند كه ابتدا برآمده وسپس فرورفته و  مي سطحي و بيرنگهاي  حلقه
اغلب ايـن علائـم در زمـان برداشـت غيـر قابـل       . شوند مي نكروتيك

شناسايي و بدون علائم هستند ومعمولاً چند ماه پس از برداشت غـده  
شـوند و باعـث كـاهش كيفيـت و      مـي  ها و در طول مدت انبار نمايان

 ضه در بازار شده و در نتيجه زيان اقتصادي بزرگي را موجبقابليت عر
ظهور و شدت علائـم بسـتگي بـه    . )26و  22،21،19،12،9،5( شود مي

شرايط آب هوايي از جمله دما و رطوبت و رقم سـيب زمينـي دارد ودر   
 خيلي از موارد علي رغم وجود آلودگي، غده ها بدون علائـم هسـتند و  

بنـابراين  ). 23و  5( س ظـاهر ميگـردد  حسـا هـاي   علائم فقط در غده
غـده هـا و در    شناسايي دقيـق و بـه موقـع ايـن نـژاد قبـل از كشـت       

واكنش . رسد مي گواهي سلامت بذر مهم و ضروري به نظرهاي  برنامه
 ـ (RT-PCR) زنجيره اي پليمراز نسخه بـردار معكـوس   زار بسـيار  اب

غازگرهـاي  قدرتمند، دقيق، قابل اعتمـاد و كارآمـد بـه همـراه تـوالي آ     
از نژادهاي ديگـر   PVYNTNاختصاصي مورد استفاده براي تمايز نژاد 

 باشد مي بدون علائمهاي  و براي تائيد علائم و رديابي آلودگي در غده
جدايـه اي از  1998سينگ و همكـاران در سـال   ). 18و  15،13،12،5(

PVYNTN   در آمريكاي شمالي پيدا كردند كه از طريق جهش بوجـود

                                                            
1 - Stipple streak strain 
2 - Hungary 

و عمل نوتركيبي در آن دخالتي ندارد كه اصـطلاحاً بـه آن   آمده است 
NTN NA-PVY با توجه بـه  سـطح بـالاي    ). 14و  3( شود مي گفته

ايـن محصـول از    زير كشت سيب زميني در استان خراسـان رضـوي،  
باشد بـديهي اسـت كـه شناسـايي عوامـل       مي اهميت بالايي برخوردار

د به توليد هر چـه بيشـتر ايـن    توان مي بيماري زا و مبارزه با اين عوامل
در تحقيـق حاضـر ايـن    PVYNTN محصول بيانجامد و شناسايي نژاد

  .كند مي هدف را دنبال
  

  ها  مواد و روش
 ه برداري و آماده سازي نمونه ها نمون

 435 تعـداد  1386در تابسـتان  PVYNTNبه منظور شناسايي نژاد 
تانهاي مشهد، مزرعه سيب زميني واقع در شهرس32 هاي  نمونه از غده

تربت حيدريه بـه صـورت     چناران، قوچان، فريمان، نيشابور، تربت جام،
بدين صورت كه در اقطار مزرعـه حركـت   . تصادفي جمع آوري گرديد

نمونه ها درون پاكتهـاي   .متر يك نمونه برمي داشتيم 2هر  حدوداً ازو
شدند و براي سپري شدن كاغذي جداگانه با ثبت مشخصات قرار داده 

س جهـت  نگهداري و سپ C ˚ 4دماي درهفته  4 وره خواب به مدتد
هـر  هـاي   انـه جو شدند و منتقل C ˚ 25دمايدر  جوانه زني به گلخانه

  .ون اليزا مورد استفاده قرار گرفتبراي انجام آزم غده
  
توسـط آزمـون     PVYن آلودگي نمونه ها به ويـروس  تعيي

DAS- ELISA  
 ـ  هـاي   جهت تشـخيص نمونـه   از روش  PVYروس آلـوده بـه وي

مطابق روش كـلارك و   (DAS- ELISA) 3ساندويچ دو طرفه اليزا
براي اين منظور از پادتن چنـد  . با اندكي تغييرات استفاده شد) 6(آدامز 

هاي  جوانه ٔموجود در عصاره Y (PVY)بر عليه ويروس  4همسانه اي
انجـام  هاي  در كليه آزمون. فتغده ها مورد استفاده قرار گرهاي  جوانه
فراتي كه تغيير رنگ آنها محسوس و نزديك به شـاهد مثبـت   ، حشده

اين نتايج همچنين با دسـتگاه  . بود، به عنوان نمونه آلوده تعيين گرديد
در  UVخوانـده و ميـزان جـذب نـور      Stat Fax) 2100 (5اليزاخوان

نانومتر براي هر يك از حفـرات پليـت قرائـت شـد و      405 طول موج 
  .ي مورد تأئيد قرار گرفتبدين ترتيب نتايج بررسي چشم

  
 كل گياه  RNAاستخراج 

نمونه هايي كه بيشترين ميزان جـذب را در دسـتگاه اليـزا خـوان     
 ٔجهت استخراج توده. انتخاب شدندRNA نشان دادند براي استخراج 

RNA    كل گياه از محلـول تجـاريRNX™(-Plus) )  سـيناژن– 

                                                            
3- Double antibody sandwich enzyme Linked 
immunosorbent assay 
4- Polyclonal antibody 
5 -ELISA Reader 
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بافت ميلي گرم از  50-100براي اين منظور حدود . استفاده شد) ايران
مـايع در  توسط ازت  PVYگياه سيب زميني آلوده به  40 برگ يا غده

بصـورت   RNX™(-plus)  هاون استريل سرد پـودر و بـا محلـول   
هموژنيزه درآمد و سپس بـا كمـك كلروفـرم، پـروتئين و سـاير مـواد       

بـا محلـول ايزوپروپـانول سـرد      RNAمداخله كننده حـذف شـدند و   
 Cآماده شـده در فريـزر در دمـاي    هاي  نمونهسپس . رسوب داده شد

،  RNAجهت اطمينـان از صـحت اسـتخراج    . نگهداري شدند -20˚
  .درصد الكتروفورز شدند 1نمونه ها بر روي ژل آگارز 

  
-RT) 1واكنش زنجيره اي پليمـراز نسـخه بـردار معكـوس    

PCR)  
 Accuويـروس بـا اسـتفاده از كيـت      RNAپـس از اسـتخراج   

Power™ RT-Premix )شركتBioner(   اقدام به ساختن رشـته
DNA  مكمـــل(cDNA)  از رويRNA 3 .ويروســـي گرديـــد 

-’MOR2    (5ميكروليتـر آغـازگر برگشـت     1 بـا  RNAميكروليتـر  
CAA  ACC  ATA  AGC  CCA  TTC  ATC - 3’)  

دقيقـه   5 بـه مـدت   C ˚70مخلـوط حاصـل در دمـاي    مخلوط شد و 
 .گرديدنـد  منتقـل   RTوفيليزه لي ـهاي  تيوب و سپس به انكوبه گرديد

 وو در دسـتگاه ترم ـ  Lµ 20نهـايي  حجم در cDNAواكنش ساخت 
بـه   C ˚42 حرارتـي  برنامهطي ) Biometra , Germany( سايكلر
  . گرديددقيقه انجام  5درجه به مدت  C ˚94ساعت و  1مدت 
  

   PCRواكنش 
با اسـتفاده از   RTساخته شده توسط آزمون  cDNAتكثير قطعه 

انجـام  ) Bionerشـركت (  AccuPower PCR Premix كيـت 
ميكروليتـــر از آغـــازگر  1بـــا   cDNAميكروليتـــر از  5 . گرفـــت
-MOR1  َ)3ميكروليتر از آغازگرهاي رفـت  1 و   MOR2برگشت

AGG AGG AAG CAC TAA GAA G  -َ5 ( وMOR3 
ََ)3- GCA CCA AAT CAG GAG ATT CTA CT-َ5 (

دند بـدين صـورت كـه يكبـار     هر كدام به صورت جداگانه مخلـوط ش ـ 
cDNA     ميكروليتـر آغـازگر برگشــت    1سـاخته شـده بـاMOR2  و

ــت   ــازگر رف ــار  MOR1آغ ــا   cDNAو يكب ــده ب ــاخته ش  1  س
ــت   ــازگر برگش ــت   1و  MOR2ميكروليترآغ ــازگر رف ــر آغ ميكروليت

MOR3  در تيوبهايPCR واكـنش  و  مخلوط شدهPCR   در حجـم
) Biometra , Germany(سايكلر  ودستگاه ترم در Lµ 20 نهايي 

دقيقـه بـه عنـوان واسرشـته سـازي       4 درجـه در  94 با برنامه حرارتي
 C ˚50 ،ثانيـه  30 در  C ˚94چرخه شـامل   30آغازين و به دنبال آن 

 10در  C ˚72دقيقـه و يـك چرخـه شـامل     1 در C ˚72، ثانيه 30 در
                                                            
1- Revrse – transcriptase Polymerase chain reaction 
(RT-PCR) 

دقيقه به عنوان تكميل پليمريزاسـيون در دسـتگاه ترموسـايكلر انجـام     
نگهداري ويـا بلافاصـله در ژل    -C ˚ 20 در  PCRمحصول . رديدگ

دقيقـه در حضـور    75بـه مـدت    75 ولتـاژ ثابـت  درصد تحت  1آگارز 
الكتروفورز و پس از رنگ آميزي با اتيديوم برومايد ،  2100bp نشانگر

 .مشاهده گرديد 3ترانسلوميناتور UVنتايج با دستگاه 
  

  نتايج و بحث 
   DAS-ELISAبا استفاده از آزمون  شناسايي اوليه ويروس

نتايج بدست آمده با آزمون اليزا، نشان داد كـه اكثـر مـزارع مـورد     
 (PVY)سيب زميني  Yبررسي در استان خراسان رضوي به ويروس 

نمونـه جمـع آوري شـده از     435 طوريكـه از مجمـوع  . آلـوده هسـتند  
جـام و   تربـت   نيشـابور،  شهرستانهاي مشهد، چناران، قوچان، فريمان، 

در بـين ايـن   ). 1جدول(آلوده بودند  PVYنمونه به  53 تربت حيدريه 
مناطق چناران بدون آلودگي، تربـت جـام بـالاترين درصـد آلـودگي و      

  . قوچان پائين ترين درصد آلودگي را داشتند
  

   RT-PCRآزمون 
نمونـه كـه چگـالي نـوري      PVY ، 40نمونه آلوده به  53 از بين

كل گيـاهي   RNAنشان دادند جهت استخراج بيشتري را در دستگاه 
بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي     RT-PCRانجـام آزمـون   . استفاده شدند 

MOR2  وMOR3  منجر به تكثير قطعهbp   569     شـد كـه ايـن
و در همه نمونه هـايي كـه بـا آزمـون اليـزا       Yباند مربوط به ويروس 

). 3و  1هـاي  شـكل ( د شده بود ديـده شـد  يئتا PVYآلودگي آنها به 
و آغــازگر رفــت  MOR2همچنــين بــا اســتفاده از آغــازگر برگشــت 

MOR1  كه براي شناسايي نـژاد PVYNTN     طراحـي شـده بـود، در
نمونـه   11 درbp  334منجر به تكثير يك قطعـه  RT-PCR آزمون 

نمونه مورد بررسي وجود داشت كـه ايـن نشـان از وجـود نـژاد       40 از
PVYNTN ك غده سـيب زمينـي در   عامل بيماري لكه حلقوي نكروتي

نمونـه   11 ).3و  2هـاي  شـكل (باشد  مي مزارع استان خراسان رضوي
 مورد نظر متعلق به شهرستانهاي نيشابور، مشهد، فريمان هر كدام به 

نمونه آلـوده   1نمونه و تربت حيدريه به  4نمونه آلوده، تربت جام به  2
مينـي  در ارقـام حسـاس سـيب ز   ) Lorenzen )6بنا برگزارش . بودند

علائم بيماري در انبار نمايـان مـي شـوند در     PVYNTNآلوده به نژاد 
بـدون   PVYNTNصورتيكه در اين تحقيق غده هاي آلـوده بـه نـژاد    

حساس  علت رود به احتمال ميامر  كه يكي از دلايل اينعلائم بودند 
در برابـر ايجـاد علائـم     ي مورد آزمايش در اين آزمـون  غده ها نبودن
  .باشد

                                                            
2 - 100 bp DNA Ladder 
3 -Transiluminator 
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  در هريك از مناطق نمونه برداري شده  PVYنمونه آلوده و درصد آلودگي به  تعداد -1جدول

  درصدآلودگي  تعداد نمونه آلوده  تعداد نمونه جمع آوري شده مزارع نمونه برداري شده  مناطق نمونه برداري
  16  7 45 حومه، طرق مشهد
  0  0 20 ماسي حضرتي ، رادكان چناران
  6  3 33 وسف آبادحومه ،علي زينل ،ي قوچان

  10  10 101  رباط سنگ ، اسد آباد ، سرهنگ ، قشرپاط،جلگه رخ  تربت حيدريه 
  23  13 57 حومه، كاريز نو ، ابدال آباد تربت جام
  13  11 84 حومه ،كته شمشير ، فرهاد گرد، خير آباد فريمان
  12  9 75 حومه، نظرآباد ،گنبد راز،ده سرخ، ديزباد سفلي نيشابور

  
 حاضر مشابه با آزمون انجام شـده بـراي شناسـايي نـژاد     تحقيق
PVYNTN  توسطBoonham )5( باشد و تكثير قطعـات   ميDNA 

) PVY( سـيب زمينـي   Yمربوط به ويـروس   bp 569هاي  به اندازه
مورد انتظار هاي  مطابق با اندازه PVYNTNمربوط به نژاد   bp 334و

. باشـد  مي PVYNTNبراي شناسايي نژاد) Moravec )12 در تحقيق
بـراي تمـايز و تفكيـك نژادهـاي      )Stefania )2006گـزارش  طبق 

ــروس  ــرولوژيكي و   Yوي ــوژيكي، س ــهاي بيول ــي از روش ســيب زمين
استفاده از روشهاي بيولوژيكي قابل اطمينـان  . مولكولي استفاده ميشود

ولي بسيار زمان بر و به شـرايط آب و هـوايي، رقـم ميزبـان و فاصـله      
نسـبت بـه نـژاد    PVYNTN تگي دارد و علائـم نـژاد  زماني تلقيح بس ـ

PVYN آزمـون  . باشـد  مي روي گياه محك توتون غير قابل تشخيص

DAS-ELISA هـاي   نيز با اينكه روش زمان بري نيست ولي نمونه
واكـنش   PVYNبه پادتن تـك همسـانه اي    PVYNTNآلوده به نژاد

 و PVYNTNمثبت مي دهند و با اين حال براي تمايز بين نژادهـاي  
PVYN  اين آزمون ناتوان است، اما آزمونRT-PCR   براي تمـايز و

روشي دقيق، قابل اعتماد و سـريع در تائيـد     PVYNTNشناسايي نژاد 
در ايـن  . مـي باشـد  ات آلـودگي در بافتهـاي بـدون علائـم     علائم واثب

بـه همـراه آغازگرهـاي اختصاصـي بـراي       RT-PCRتحقيق آزمون 
-RTآزمون  ه شد و مشخص گرديد كهاستفاد PVYNTNرديابي نژاد 

PCR   ابزاري مطمئن براي رديابي و اثبات آلودگي در بافتهاي بـدون
تصـديق و  هـاي   علائم مي باشد لـذا از ايـن روش ميتـوان در برنامـه    

   .گواهي از سلامت بذر استفاده نمود
  

                                                                        

1000

600

500 569 

با استفاده ازRT-PCRالكتروفورز محصول - 1شكل 
در ژل   MOR3و رفت  MOR2آغازگرهاي برگشت 

  نگ آميزي شده با اتيديوم برومايددرصد ر 1افقي اگارز 
  ) DNA)100 bp DNA Ladder نشانگر: 7و1ستون 

  )آب مقطر(ي شاهد منف: 2ستون
و  Y  آلوده به ويروسهاي  از نمونه PCRمحصول :  6 تا 3ستون 

  زميني سيب Yمربوط به ويروس  bp 569تكثير باند در محدوده 
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