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คณะผู้ด าเนินงาน 

หัวหน้าการทดลอง  ภัทรพร สรรพนุเคราะห์ กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
ผู้ร่วมงาน        สมชัย สุวงศ์ศักดิ์ศรี กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

     อิศเรส เทียนทัด กลุ่มกีฏและสัตววิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

บทคัดย่อ 
การเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณหนอนกระทู้ผัก หนอนเจาะสมอฝ้าย และหนอนกระทู้หอมในห้องปฏิบัติการ

โดยใช้อาหารเทียม และทดสอบเชื้อไวรัสกับหนอนกับหนอนทั้ง 3 ชนิด พบว่าไวรัสเอ็นพีวีหนอนกระทู้ผัก ความ
เข้มข้น 1x109 ผลึก ท าให้หนอนกระทู้ผักตาย 93.33% ไวรัสเอ็นพีวีหนอนกระทู้หอม ความเข้มข้น 1x107 ผลึก 
ท าให้หนอนกระทู้หอมตาย 93.33% และไวรัสเอ็นพีวีหนอนเจาะสมอฝ้าย ความเข้มข้น 1x106 ผลึก ท าให้หนอน
เจาะสมอฝ้ายตาย 96.67% เมื่อเปรียบเทียบกับหนอนที่ไม่ได้รับเชื้อไวรัส และหนอนกระทู้ผักใช้เวลามากกว่าไวรัส
ชนิดอื่นๆ ในการท าให้หนอนตายมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์  

การส ารวจและเก็บตัวอย่างหนอนที่มีอาการผิดปกติ เป็นโรคจากแปลงปลูกผัก แปลงไม้ดอก ของ
เกษตรกรในภาคเหนือ และภาคตะวันตก พบหนอนตายจ านวน 12 ตัวอย่าง เมื่อน ามาตรวจสอบภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์ ไม่พบหนอนที่เป็นโรคจากเชื้อไวรัส และทดสอบการเกิดโรคกับหนอนกระทู้หอม และหนอนกระทู้ผักใน
ห้องปฏิบัติการ พบว่าท าให้หนอนตายน้อยกว่า 50% จึงไม่สามารถน ามาผลิตเป็นสารชีวภัณฑ์ได้ 

Abstract 
Rearing insect pest, Spodoptera litura, Spodoptera exigua and Helicoverpa armigera in 

laboratory by artificial diet. Efficacy test with SlNPV SeNPV and HaNPV. SlNPV 1 x109 , SeNPV 
1x107 and HaNPV 1x106 virus crystals can kill young larvae of S. litura and S. exigua 93.33% and 
H. armigera 96.67%, respectively. SlNPV can kill prolong young larva than other virus.  

Surveyed and collected abnormal insect from plantation of Thailand. Collected 12 
sample and compound microscope checked, virus crystals not appear. All of them can control 
insect pest lease than 30%. 

ค าน า 



 ในปัจจุบันทุกฝ่ายมีความตระหนักถึงอันตรายจากสารฆ่าแมลงที่มีผลต่อสุขภาพของประชากร
สภาพแวดล้อม และผลเสียต่อการส่งออกผลผลิตทางการเกษตรของประเทศ มีการค้นคว้าวิจัยเพ่ือน าจุลินทรีย์จาก
ธรรมชาติ มาใช้ควบคุมแมลงศั ตรู พื ช   โดยน าไป ใช้ลดหรือทดแทนสารเคมี ก าจั ดแมลง ไวรัสชนิ ด 
Nucleopolyhedrovirus (NPV) ที่พบในประเทศไทย เป็นจุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพ มีความเฉพาะเจาะจงสูงต่อ
แมลงเป้าหมาย ปลอดภัยต่อแมลงศัตรูธรรมชาติ แมลงที่มีประโยชน์ มนุษย์ สัตว์ และสิ่งแวดล้อม โดยได้ผ่านการ
ทดสอบจาก US Environmental Protection Agency ประเทศสหรัฐอเมริกา เป็นที่ยอมรับในประเทศที่พัฒนา
แล้วว่าไวรัส NPV เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถน ามาใช้ร่วมกับวิธีการป้องกันก าจัดอ่ืนๆ ที่เหมาะสมในระบบการจัดการ
ศัตรูพืช (Integrated pest management) กรมวิชาการเกษตรมีนโยบายที่จะลดความเสี่ยงของประชาชน  และลด
ผลกระทบต่อสภาพแวดล้อมจากสารเคมีป้องกันก าจัดศัตรูพืช โดยหาสิ่งทดแทนเพ่ือลดการใช้สารเคมีป้องกันก าจัด
ศัตรูพืช โดยที่คุณภาพและผลผลิตไม่ลดลงและต้นทุนการผลิตไม่สูงขึ้น จากการที่ไวรัส SeNPV HaNPV และ 
SlNPV สามารถน าไปใช้ทดแทนสารฆ่าแมลงได้ดีในหลายพืช ท าให้ความต้องการใช้เชื้อไวรัส NPV ของหน่วยงาน
ของกรมวิชาการเกษตรและหน่วยงานราชการที่เกี่ยวข้องตลอดจนเกษตรกรเพ่ิมมากขึ้น ขณะเดียวกันภาคธุรกิจ
เอกชนก็สนใจที่จะน าเทคโนโลยีดังกล่าวไปผลิตและขยายผลต่อไป 

ไวรัส เอ็นพีวี อยู่ในวงศ์ Baculoviridae ซึ่งจัดเป็นกลุ่มที่มีประสิทธิภาพในการก่อให้เกิดโรคเฉพาะกับ
สัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังใน  Phylum Arthropoda เท่านั้น  (Murphy et al., 1995; Frances et al., 1998) 
ลักษณะโดยทั่วไปของไวรัสเอ็นพีวี  คือ มียีโนม (genome) เป็น ดีเอ็นเอ เส้นคู่ double stranded DNA ใน
ลักษณะวงกลมปิดซึ่งถูกห่อหุ้มด้วยโปรตีนที่เรียกว่า แคพสิดโปรตีน (capsid protein) ทั้ง ดีเอ็นเอ และแคพสิด
โปรตีนประกอบกันเป็น นิวคลีโอแคพสิด (nucleocapsid) ซึ่งมีรูปร่างเป็นท่อนตรง (rod–shaped) มีผนังห่อหุ้ม 
(envelope) ซึ่งเป็นโปรตีนชนิด triple layered lipoprotein หุ้มอยู่รวมเป็นอนุภาคไวรัสที่สมบูรณ์ เรียกว่าวิริ
ออน (virion) โดยทั่วไปวิริออนมีขนาดกว้างประมาณ 30–50 นาโนเมตร และยาวประมาณ 250–400 นาโนเมตร 
มีน้ าหนักโมเลกุลตั้งแต่ 50-100x106 กิโลดาลตัน (Burgess, 1977; Attathom, 1988) วิริออนฝังตัวอยู่ในผลึก
โปรตีนมีรูปหลายเหลี่ยม ซึ่งเรียกผลึกเหล่านี้ว่า polyhedra หรือ polyhedrin inclusion bodies (PIBs) หรือ 
Occlusion bodies (OBs) 

Caballero et al. (1992) ได้รายงานถึงการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของไวรัส Spodoptera exigua 
NPV จ านวน 4 isolations จากประเทศ เนเธอร์แลนด์ สหรัฐอเมริกา สเปนและประเทศไทย พบว่า Spodoptera 
exigua NPV จากประเทศไทยมีประสิทธิภาพสูงกว่าสายพันธุ์อ่ืน จากการศึกษาโครงสร้างของ DNA ของทั้ง 4 
สายพันธุ์ พบว่าลักษณะโครงสร้างของ genotype ใกล้เคียงกันมาก การคัดเลือกสายพันธุ์ของไวรัส NPV จาก
แหล่งต่างๆ ของประเทศไทย นอกจากจะได้สายพันธุ์ใหม่ที่เป็นข้อมูลของความหลากหลายทางชีวภาพแล้ว อาจได้
สายพันธุ์ที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้น และสามารถท าลายแมลงได้มากชนิดขึ้นอีกด้วย   

วิธีด าเนินการ  
อุปกรณ์ 

 1. ตัวอย่างหนอนผีเสื้อศัตรูพืช 



 2. อุปกรณ์ เก็บตัวอย่างแมลง ได้แก่  ขวดดอง ถุงพลาสติก ปากคีบ ตะก ร้า กล่องเลี้ยงแมลงขนาด    
     19x28x11 เซนติเมตร 
 3. อุปกรณ์ท าสไลด์ ได้แก่ แผ่นสไลด์ แผ่นปิดสไลด์ เข็มเขี่ยเชื้อ ตะเกียงแอลกอฮอล์ น้ ากลั่น 
 4. อุปกรณ์จ าแนกสัณฐานวิทยาของผลึกไวรัส  ได้แก่ กล้องจุลทรรศน์พร้อมชุดบันทึกภาพ กล้อง 
     จุลทรรศน์อิเล็กตรอน กล้องบันทึกภาพ 
 5. อุปกรณ์ เพาะเลี้ยงหนอนศัตรูพืช ได้แก่  กล่องเลี้ยงแมลงขนาด 22x15x5 เซนติ เมตร โถแก้ว ขัน  
     ผ้าขาวบาง ยางรัด ปากคีบ น้ าผึ้ง น้ ากลั่น พู่กัน  
 6 . อุ ป ก รณ์ ท าอ าห าร เที ย ม  ได้ แ ก่  เค รื่ อ งปั่ น ผ สม อาห าร  ก ล่ อ ง เลี้ ย งแม ล งขน าด  22 x15x5  
     เซนติเมตร วุ้น ถั่วเขียว วิตามิน สารยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ 
7. อุปกรณ์ท าพีซีอาร์ ได้แก่ เครื่องพีซีอาร์ เครื่อง electrophoresis 

วิธีการ  
1. ทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อไวรัสเอ็นพีวีของกรมวิชาการเกษตรทั้ง 3 ชนิด คือ SeNPV HaNPV และ 

SlNPV บันทึกข้อมูล 
2. ส ารวจแปลงปลูกผัก แปลงไม้ดอกไม้ประดับ ในภาคเหนือได้แก่ จังหวัดตาก ก าแพงเพชร นครสวรรค์ 

ภาคอีสานได้แก่ จังหวัดนครราชสีมา ขอนแก่น เลย ภาคกลางได้แก่ จังหวัดกาญจนบุรี ราชบุรี สุพรรณบุรี 
นครปฐม เพชรบุรี ลพบุรี สระบุรี ภาคใต้ ได้แก่ จังหวัดเพชรบุรี นครศรีธรรมราช สงขลา เพ่ือเก็บตัวอย่างหนอน
ผีเสื้อศัตรูพืช หรือแมลงที่มีอาการติดเชื้อไวรัส 

3. เก็บตัวอย่างหนอนผีเสื้อศัตรูพืชหรือแมลงที่มีอาการติดเชื้อไวรัสใส่ในขวดดองแมลงที่มีน้ ากลั่น 4 
มิลลิลิตร บันทึกข้อมูลสถานที่เก็บตัวอย่าง ชนิดพืชอาศัย อาการของหนอนที่เป็นโรค   

การจ าแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของผลึกไวรัส 
1. น าขวดตัวอย่างเชื้อที่เก็บได้มาท าสไลด์ โดยเขย่าให้ตัวอย่างหนอนแตกออกด้วยเครื่องเขย่า  
2. เตรียมสไลด์โดยใช้น้ ากลั่นเจือจางตัวอย่างเชื้อปริมาณ 1 loop ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ 
3. น าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ก าลังขยาย 1000 เท่า ตรวจดูผลึกเชื้อไวรัสซึ่งจะมีลักษณะเป็นรูป

หลายเหลี่ยม บันทึกข้อมูล 
4. เตรียมตัวอย่างผลึกไวรัสเพ่ือส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ บันทึกภาพ 
การเพาะเลี้ยงแมลงอาศัยของเชื้อไวรัส 
1. เก็บหนอนศัตรูพืชจากแปลงปลูกพืชมาเพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในห้องปฏิบัติการด้วยอาหารเทียมสูตร

ของกรมวิชาการเกษตร จนครบวงจรชีวิต 
2. เพาะเลี้ยงหนอนศัตรูพืช ให้อยู่ในวัย 3 (อายุประมาณ 6 วัน) ก่อนน าไปทดสอบประสิทธิภาพการก าจัด

แมลงของเชื้อไวรัส  
การศึกษาประสิทธิภาพในการก าจัดแมลง 
1. น าเชื้อไวรัสหนอนกระทู้ผักใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยน้ าตาลซูโครส ที่ 3000 รอบ/นาที 

เป็นเวลา 30 นาที กรองด้วยตะแกรงขนาด 0.5 ไมครอน  เพื่อท าให้เชื้อบริสุทธิ์   



2. เตรียมตัวอย่างเชื้อไวรัสที่ความเข้มข้น 1x109 ด้วยน้ ากลั่น 
3. หยดเชื้อไวรัส 30 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเทียมขนาด 4 กรัม ในถ้วยขนาด 2 ออนซ์ จ านวน 30 ถ้วย  
4. ใส่หนอนที่อดอาหาร 2 ชั่วโมง 1 ตัวต่อถ้วย 
4. บันทึกการข้อมูลอาการหนอนทุก 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 10 วัน 
5. น าผลที่ได้มาวิเคราะห์หาประสิทธิภาพในการก าจัดหนอนของเชื้อไวรัส และทดสอบเชื้อไวรัสเอ็นพีวี

หนอนเจาะสมอฝ้าย เชื้อไวรัสเอ็นพีวีหนอนกระทู้หอม และเชื้อท่ีเก็บจากแหล่งต่างๆ ตามข้ันตอน1-5 
การบันทึกข้อมูล  

1.  บันทึกข้อมูลสถานที่เก็บตัวอย่างท้องที่ ต าบล อ าเภอ จังหวัด อาการของหนอนที่เป็นโรค ชนิดพืช
อาศัย 

2. บันทึกข้อมูลสัณฐานวิทยาผลึกไวรัสจากหนอนแต่ละตัวอย่าง ที่ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
3. บันทึกข้อมูลอาการหนอนที่ได้รับเชื้อไวรัส ทุก 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 10 วัน 
การจ าแนกเชื้อไวรัสโดยเทคนิค PCR 
1. น าไวรัสที่มีประสิทธิภาพในการควบคุมหนอนผีเสื้อที่ทดสอบได้มา สกัด DNA น าไปท า PCR ปริมาตร

รวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 2.5 ไมโครลิตร ของ 10x PCR buffer (500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 100 
mM Tris HCl, (pH 8.3), 1 mg /ml BSA, 100 mM (NH4)2SO4), 1.25 ไมโครลิตร ของ 2 mM dNTP mixture, 
0.25 ไมโครลิตร ของ 20 mM ไพรเมอร์ แต่ละชนิด, 0.1 ไมโครลิตร ของ 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร Taq DNA 
polymerase (RBC bioscience, Taiwan) จากนั้นน าไปท า PCR ตามขั้นตอนดังนี้ 

Initial denaturation ที่ 94๐C  3 นาที 
Denaturation ที่ 94๐C  1 นาที 
Annealing  ที่ 55๐C  2 นาที  35 รอบ 
Extension  ที่ 72๐C  2 นาที 
Final extension ที่ 72๐C  7 นาที 
2. น า PCR product ที่ได้ไปตรวจสอบด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis ใน 0.5x TBE (0.045 

M Tris-HCl, pH 8.0, 0.045 M Boric acid, 0.013 M EDTA). 
3. วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) เปรียบเทียบข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้กับล าดับนิ

วคลีโอไทด์ของเชื้อไวรัส เอ็นพีวี สายพันธุ์ต่างๆ ที่มีรายงานใน GenBank   
 เวลาและสถานที่ 
           ระยะเวลา :  ตุลาคม 2555 – กันยายน 2557 
            สถานที ่   :  แปลงเกษตรกร และห้องปฏิบัติการอาคารวิจัยและพัฒนาศัตรูธรรมชาติ กลุ่มกีฏและสัตว
วิทยา ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
เพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณหนอนกระทู้ผัก หนอนเจาะสมอฝ้าย และหนอนกระทู้หอมในห้องปฏิบัติการโดยใช้

อาหารเทียม วางแผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 3 ซ้ า 5 กรรมวิธี เตรียมเชื้อไวรัสของกรมวิชาการเกษตรของ



หนอนทั้งสามชนิดที่อัตรา 10-6 10-7 10-8 และ 10-9 ทดสอบกับหนอนทั้ง 3 ชนิด โดยใช้หนอนวัย 3 กินอาหาร
เทียมท่ีเคลือบด้วยเชื้อไวรัสที่ความเข้มข้นต่างๆ ได้ผลดัง Table 1 
Table 1 Efficacy of SlNPV, SeNPV and HaNPV in various concentration 

Insect larvae   
Concentration of NPV (crystal) 

 1x106  1x107  1x108  1x109 control 

Spodoptera litura 20 50 76.67 93.33 0 

Spodoptera exigua 76.67 93.33 90 100  0 

Helicoverpa armigera 96.67 100 96.67 96.67 0 

S. litura 10 day test, S. exigua and H. armigera 7 day test 

 จากตารางพบว่าไวรัสเอ็นพีวีหนอนกระทู้ผัก ความเข้มข้น 1x109 ผลึก ท าให้หนอนกระทู้ผักตาย 93.33% 

ไวรัสเอ็นพีวีหนอนกระทู้หอม ความเข้มข้น 1x107 ผลึก ท าให้หนอนกระทู้หอมตาย 93.33% และไวรัสเอ็นพีวี

หนอนเจาะสมอฝ้าย ความเข้มข้น 1x106 ผลึก ท าให้หนอนเจาะสมอฝ้ายตาย 96.67% เมื่อเปรียบเทียบกับหนอน

ที่ไม่ได้รับเชื้อไวรัส และหนอนกระทู้ผักใช้เวลาในการท าให้หนอนตายมากกว่าไวรัสชนิดอ่ืนๆ ดังนั้นควรใช้ความ

เข้มข้นของเชื้อไวรัสในการท าให้หนอนตาย ที่ความเข้มข้น 1x109 ผลึก หนอนกระทู้หอมใช้ความเข้มข้น 1x107 

ผลึก และหนอนเจาะสมอฝ้ายใช้ความเข้มข้น 1x106 ผลึก ในการท าให้หนอนตายมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์  

ส ารวจและเก็บตัวอย่างหนอนที่มีอาการผิดปกติ เป็นโรคจากแปลงปลูกผัก แปลงไม้ดอก เช่น ดาวเรือง 

กุหลาบ ผักตระกูลกะหล่ า เผือก ของเกษตรกรในภาคเหนือได้แก่ จังหวัดเชียงใหม่ ตาก ก าแพงเพชร นครสวรรค์ 

และภาคตะวันตก ได้แก่ จังหวัดราชบุรี นครปฐม กาญจนบุรี พบหนอนตายจ านวน 12 ตัวอย่าง โดยหนอนจะ

เกาะอยู่นิ่ง หรือมีการเคลื่อนไหวช้า สีของล าตัวผิดปกติ เช่นซีดจาง หรือด าคล้ า เมื่อเก็บดอง และน ามาตรวจสอบ

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ไม่พบผลึกของเชื้อไวรัส และเมื่อทดสอบการเกิดโรคกับหนอนกระทู้หอม และหนอนกระทู้

ผักในห้องปฏิบัติการ พบว่าเชื้อทุกตัวอย่างท าให้หนอนตายน้อยกว่า 50% จึงไม่ได้น าตัวอย่างไปท า PCR ต่อไป 

การเก็บตัวอย่างหนอนที่เป็นโรคจากเชื้อไวรัสอาจท าได้ค่อนข้างยากเนื่องจากพฤติกรรมของหนอนที่ไต่ขึ้น

สู่ที่สูง เช่น ยอดพืชที่หนอนอาศัยอยู่ ท าให้กลายเป็นอาหารของนกหรือนักล่าชนิดอ่ืนๆ ได้ง่าย นอกจากนี้ล าตัว

ของหนอนซึ่งปริแตกได้ง่ายเมื่อรดน้ า หรือฝนตก ท าให้ตัวอย่างเสียหาย ส ารวจพบได้ยาก  

 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
เพาะเลี้ยงเพ่ิมปริมาณหนอนกระทู้ผัก หนอนเจาะสมอฝ้าย และหนอนกระทู้หอมในห้องปฏิบัติการโดยใช้

อาหารเทียม และทดสอบเชื้อไวรัสกับหนอนกับหนอนทั้ง 3 ชนิด ที่อัตรา 10-6 10-7 10-8 และ 10-9 พบว่าไวรัสเอ็น
พีวีหนอนกระทู้ผัก ความเข้มข้น 1x109 ผลึก ท าให้หนอนกระทู้ผักตาย 93.33% ไวรัสเอ็นพีวีหนอนกระทู้หอม 



ความเข้มข้น 1x107 ผลึก ท าให้หนอนกระทู้หอมตาย 93.33% และไวรัสเอ็นพีวีหนอนเจาะสมอฝ้าย ความเข้มข้น 
1x106 ผลึก ท าให้หนอนเจาะสมอฝ้ายตาย 96.67% เมื่อเปรียบเทียบกับหนอนที่ไม่ได้รับเชื้อไวรัส และหนอน
กระทู้ผักใช้เวลามากกว่าไวรัสชนิดอ่ืนๆ ในการท าให้หนอนตายมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ ในการน าไปใช้ในแปลง
ปลูกพืชจะมีปัจจัยอ่ืนๆ ที่มีผลต่อการตายของหนอน เช่น วัยของหนอน ปริมาณเชื้อที่หนอนกิน ซึ่งอาจมีผลต่อ
ความสามารถในการควบคุมหนอนผีเสื้อศัตรูพืชได้ การส ารวจและเก็บตัวอย่างหนอนที่มีอาการผิดปกติ เป็นโรค
จากแปลงปลูกผัก แปลงไม้ดอก ของเกษตรกรในภาคเหนือ และภาคตะวันตก พบหนอนตายจ านวน 12 ตัวอย่าง 
เมื่อน ามาตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ไม่พบหนอนที่เป็นโรคจากเชื้อไวรัส และทดสอบการเกิดโรคกับหนอน
กระทู้หอม และหนอนกระทู้ผักในห้องปฏิบัติการ พบว่าท าให้หนอนตายน้อยกว่า 50% จึงไม่สามารถน ามาผลิต
เป็นสารชีวภัณฑ์ได้ 

 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

ผลงานวิจัยนี้เป็นข้อมูลและเป็นแนวทางในการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อไวรัส NPV ที่มตี่อหนอน

ผีเสื้อศัตรูพืชให้แก่นักวิชาการและผู้สนใจทั่วไป 
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