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Аннотация

Цель исследований – анализ литературы, посвященной изучению физиологической роли и функциональному 
значению биологически активных веществ: FMRFамид-подобных нейропептидов в локомоциях галловых нематод 
Meloidogyne incognita, M. minor, M. hapla и M. graminicоla с помощью иммунологических, филогенетических, молеку-
лярных и биоинформатических методов исследования.

Результаты и обсуждение. Показано важное значение эндогенных FMRFамид-подобных нейропептидов (FLP) в та-
ких поведенческих реакциях фитонематод, как локомоции, которые обеспечивают жизнедеятельность раститель-
ных паразитов; обсуждается функциональное значение flp генов в нейробиологии галловых нематод. Основные 
физиологические и функциональные характеристики эндогенных FLP у галловых нематод получены в результате ис-
следований функциональной роли flp генов, кодирующих эти нейропептиды. У нематод M. incognita и M. graminicоla 
в нервных структурах идентифицированы компоненты пептидергической нервной системы: FMRFамид-подобная 
положительная иммунореактивность, FLP, flp гены, кодирующие нейропептиды, и G-протеин связанные рецепторы 
(GPCR), активируемые этими нейропептидами. Основные функциональные характеристики эндогенных FLP у не-
матод получены с помощью одного из методов обратной генетики – временного выключения flp генов посредством 
РНК-интерференции. Установлено, что FLP вызывают на соматической мускулатуре галловых нематод два вида 
физиологических эффектов – стимуляцию локомоторной активности мускулатуры и ее угнетение. В большинстве 
работ полученные данные, о физиологических эффектах нейропептидов на двигательную активность фитонематод 
рассматриваются с целью возможного использования при разработке новых антигельминтных препаратов направ-
ленного действия.

Ключевые слова: FMRFамид-подобные нейропептиды, flp гены, локомоции нематод, галловые нематоды, нервная 
система, иммуноцитохимия, РНК-интерференция
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Abstract

The purpose of the research is to analyze the literature devoted to the study of the physiological role and functional 
significance of biologically active substances: FMRFamide-like neuropeptides in the locomotion of root-knot nematodes 
Meloidogyne incognita, M. minor, M. hapla and M. graminicola using immunological, phylogenetic, molecular and 
bioinformatic research methods. 

Results and discussion. The present work shows the importance of endogenous FMRFamide-like neuropeptides (FLPs) 
in such behavioral reactions of plant nematodes as locomotion, which ensures the vital activity of plant parasites; the 
functional significance of flp genes in the neurobiology of root-knot nematodes is discussed. It was especially noted that 
the main physiological and functional characteristics of endogenous FLP in root-knot nematodes were obtained as a result 
of studies of the functional role of the flp genes encoding these neuropeptides. In the nematodes M. incognita and M. 
graminicola, components of the peptidergic nervous system were identified in the nervous structures: FMRFamide-like 
positive immunoreactivity, FLP, flp genes encoding neuropeptides, and G-protein-coupled receptors (GPCR) activated 
by these neuropeptides. It was shown that the main functional characteristics of endogenous FLPs in nematodes were 
obtained using one of the methods of reverse genetics, i.e., flp genes knockdown in shadow by means of RNA-interference. 
It has been established that FLP cause two types of physiological effects on the somatic muscles of root-knot nematodes –  
stimulation of the locomotor activity of the muscles and its inhibition. In most works, the data obtained on the physiological 
effects of neuropeptides on the locomotor activity of phytonematodes are considered with a view to their possible use in 
the development of new targeted anthelmintic drugs.

Keywords: FMRFamide-like neuropeptides, flp genes, nematode locomotion, root-knot nematodes, nervous system, 
immunocytochemistry, RNA-interference 
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Паразитические нематоды растений явля-
ются одной из существенных причин потерь 
урожая сельскохозяйственных культур во 
всех странах мира, нанося ежегодный ущерб 
в размере более 150 млрд долларов в год [19]. 

Представители рода Meloidogyne Goldi, 
1982 относятся к облигатным седентарным 
эндопаразитам корневой системы растений; 
паразитируют на широком круге растений-

хозяев (более 2000 видов) и представляют 
важное экономическое значение в силу высо-
кой адаптивности и плодовитости [2, 18]. 

Основными путями снижения числен-
ности данного рода нематод являются се-
лекция устойчивых растений, севооборот и 
применение нематицидов. В настоящее вре-
мя, несмотря на различные законодатель-
ные ограничения, продолжается достаточно 
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активное использование высокотоксичных 
нематицидов, наносящих вред окружающей 
среде и уменьшающих биоразнообразие ми-
кроорганизмов почвы. Для создания новых 
малотоксичных препаратов необходимы иные 
подходы в решении данной проблемы. Нерв-
но-мышечная система нематод является по-
тенциальной целью для выше обозначенных 
задач. 

Особый интерес, с точки зрения контро-
ля над фитопаразическими нематодами, и, в 
том числе, над галловыми нематодами, пред-
ставляют исследования фармакологических 
и физиологических свойств биологически 
активных веществ, относящихся к большому 
и разнообразному по структуре семейству 
FMRFамид-подобных нейропептидов (англ. 
FMRFamide-like peptides – FLP), и являющих-
ся компонентами пептидергической нервной 
системы у нематод. Эти вещества обнаружены 
у многих беспозвоночных животных, включая 
представителей типа Nematoda [5]. Показано, 
что FLP способны существенно модулировать 
локомоторные поведенческие реакции этих 
животных [1, 7, 17]. 

Однако,  на практике  пептидергическая 
нервная  система нематод до сих пор остает-
ся мало использованной в качестве мишени 
для антигельминтных препаратов в отличие 
от других сигнальных нервных систем, где в 
передаче сигнала в нервных клетках  исполь-
зуются такие классические нейротрансмитте-
ры (медиаторы) как ацетилхолин и фермент 
его гидролиза – холинэстераза, гамма-ами-
номасляная кислота, серотонин и другие ме-
диаторы, на основе которых созданы такие 
антигельминтные препараты, как алдикарб, 
ивермектин и т. д. [11].

В литературе высказывается предположе-
ние, что эндогенные FLP связаны со всеми 
физиологическими системами растительных 
паразитических нематод, составляющими 
основу выживаемости и успешного парази-
тирования в организме хозяина, к которым 
относятся локомоции, сенсорные системы, 
питание и репродукция [16].

У галловых нематод хорошо развита пеп-
тидергическая сигнальная нервная система, о 
чем свидетельствует FMRFамид-подобная по-
ложительная иммунореактивность, выявлен-
ная по результатами иммуноцитохимических 
исследований в различных отделах централь-

ной нервной системы личинок J-2 M. incognita, 
включая окологлоточное нервное кольцо, ла-
теральные ганглии и вентральный нервный 
ствол (ответственный за синусоидальное 
движение нематод), расположенный за око-
логлоточным нервным кольцом [6]. Окраши-
вание было также обнаружено в вентральных 
и дорсальных фарингальных нервах, распо-
ложенных между окологлоточного нервного 
кольца и метакорпального бульбуса, облада-
ющего развитой мускулатурой и регулирую-
щего работу фарингального насоса в процессе 
захвата пищи нематодами. Авторы отмечают, 
что характер окрашивания совпадает с тако-
вым у других нематод [4]. Такая локализация 
FMRFамид-подобной иммунореактивности в 
нервных структурах личинки нематоды пред-
полагает присутствие в них эндогенных FLP.

При секвенировании полного генома у 
галловой нематоды M. incognita идентифици-
рован нейропептидный компонент, включаю-
щий 19 flp генов, которые кодируют различные 
FLP [3, 14]. Однако, среди идентифицирован-
ных flp генов галловой нематоды лишь не-
сколько кодируют FLP, способные модулиро-
вать локомоторную активность.

У нематоды M. incognita c помощью мето-
да быстрой амплификации концов компле-
ментарной ДНК (кДНК) в сочетании с ПЦР 
(RACE-PCR) выявлены flp гены – Mi-flp-1, Mi-
flp-7, Mi-flp-12 и Mi-flp-14 и описаны их моле-
кулярные и функциональные характеристики 
[6]. Экспрессия генов Mi-flp-12, Mi-flp-14 у 
личинок M. incognita, выявленная с помощью 
метода гибридизации in situ, показала окра-
шивание в интернейронах, а также в нейронах, 
которые регулируют локомоторное поведение 
и сенсорное восприятие у этой фитонема-
тоды. Обнаруженные flp гены кодировали в 
целом одиннадцать FLP, которые выполня-
ют различные физиологические функции в 
организме паразита. Установлено, что гены 
Mi-flp-12 и Mi-flp-14 кодировали три нейро-
пептида KHKFEFIRFамид, KHEYLRFамид и 
KHEFVRFамид, которые, по предположению 
авторов, могут воздействовать на двигатель-
ную активность нематоды M. incognita. Уста-
новленная локализация FMRFамид-подобной 
иммунореактивности и экспрессии генов 
Mi-flp-12 и Mi-flp-14 может отражать лока-
лизацию нейропептидов KHKFEFIRFамид, 
KHEYLRFамид и KHEFVRFамид, кодируемых 
этими flp генами, в различных нервных струк-
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турах нематоды и предполагает функцию этих 
нейропептидов в качестве вероятных модуля-
торов локомоций, а также возможную меди-
аторную функцию в пептидергической нерв-
ной системе паразитов.

Для определения местоположения нейро-
нов и интернейронов в нервных структурах 
нематоды M. incognita авторами использова-
лась карта нервной системы свободно живу-
щей нематоды Caenorhabditis elegans (White et 
al., 1985). У нематоды M. minor, паразита кор-
ней томатов и картофеля, обнаружен flp ген 
Mm-flp-12, который кодирует нейропептид 
KNNKFEFIRFамид, сходный с нейропепти-
дом, кодируемым геном Mi-flp-12 и который, 
возможно, обладает аналогичным физиологи-
ческим эффектом на соматическую мускула-
туру этой нематоды. 

Определение физиологических функций 
FLP в нервной и мышечной системах расти-
тельных паразитических нематод трудно вы-
полнимо при использовании прямых физиоло-
гических методов в связи с малыми размерами 
тела этих паразитов [1, 5, 8]. Тем не менее, 
имеются отдельные сведения о воздействии 
некоторых FLP in vitro на двигательную актив-
ность инвазионной личинки J-2 M. incognita 
[12]. В указанной работе приведены резуль-
таты исследования влияния на двигательную 
активность личинок J-2 M. incognita семи син-
тетических нейропептидов: KHEYLRFaмида, 
KSAYMRFaмида, AQTFVRFaмида, 
SAPYDPNFLRFaмида, KPNFLRFaмида, 
KPNFIRFaмида и RNSSPLGTMFRамида. Эф-
фективность нейропептидов была оцене-
на путем измерения частоты двигательной 
активности головного конца личинок до и 
после предварительной 15-минутной экспо-
зиции личинок в 0,25, 0,5 и 1mM растворах 
каждого из нейропептидов. Обнаружено, что 
из семи исследованных нейропептидов фар-
макологической активностью обладали че-
тыре: SAPYDPNFLRFaмид, KSAYMRFaмид, 
KHEYLRFaмид и AQTFVRFaмид. При воз-
действии этих нейропептидов у личинок не-
матоды значительно увеличивалась частота 
движений головного конца, по сравнению 
с контрольными, экспонированных в воде. 
Было сделано предположение, что перечис-
ленные нейропептиды, кодируемыми соответ-
ственно flp генами Mi-flp-1, Mi-flp-6, Mi-flp-14 
и Mi-flp-16, являются стимуляторами двига-
тельной активности соматической мускулату-

ры нематоды M. incognita. Другие нейропепти-
ды не оказывали какого-либо существенного 
эффекта на двигательную активность голов-
ного конца личинки. Авторы считают, что по-
лученные ими данные, являются косвенным 
свидетельством связи FLP с их рецепторами, 
так как для подтверждения прямого взаимо-
действия рецептора с нейропептидом требу-
ются более сложные методы исследования. 

В большинстве случаев исследования 
физиологических функций различных эн-
догенных FLP в нервной системе раститель-
ных паразитических нематод были проведе-
ны опосредованно с помощью генетических 
методов. Одним из таких методов является 
метод обратной генетики, который заклю-
чается во временном выключении flp генов, 
кодирующих нейропептиды, путем РНК-
интерференции и последующим анализом из-
менений в локомоциях и фенотипе фитонема-
тод [4, 8, 10, 16]. С помощью данного метода 
получена функциональная характеристика 
гена Mi-flp-32 нематоды M. incognita и опре-
делена физиологическая функция единствен-
ного нейропептида AMRNALVRFaмида, ко-
дируемого этим геном [4]. Авторы отметили, 
что ген Mi-flp-32 широко экспрессируется в 
нервных структурах у нематоды M. incognita 
и еще у 15 различных видов нематод, включая 
M. hapla и M. paranaensis. 

Предварительное выключение гена Mi-
flp-32 было достигнуто путем инкубации ли-
чинок J-2 M. incognita в среде, содержащей 
короткие интерферирующие последователь-
ности матричной РНК (мРНК) в течение 
определенного периода времени. Оценку дей-
ствия проводили на основании способности 
личинок передвигаться сверху вниз в верти-
кальной колонке, заполненной песком. Было 
установлено, что черви с выключенным геном 
Mi-flp-32 показали увеличенную скорость ми-
грации по сравнению с контрольными чер-
вями. Контролем в этих экспериментах были 
необработанные личинки, предварительно 
инкубированные в воде, и личинки, поме-
щенные в среду, содержащую мРНК, полу-
ченные из свободноживущего плоского червя 
Macrostomum lignano. Нематоды с выключен-
ным геном Mi-flp-32 в 62% случаев полностью 
мигрировали в колонке через 2 ч по сравне-
нию с 13 и 35% мигрировавшими личинками, 
инкубированными в воде и в среде с мРНК, M. 
lignano, соответственно. 

2023;17(4):501-509
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Таким образом, в результате сравнитель-
ного анализа литературных данных о физио-
логическом действии некоторых эндогенных 
нейропептидов на соматическую мускулатуру 
галловой нематоды M. incognita установле-
но, что FLP могут вызывать как стимуляцию 
двигательной активности соматической му-
скулатуры личинок нематоды (нейропеп-
тиды SAPYDPNFLRFaмид, KSAYMRFaмид, 
KHEYLRFaмид и AQTFVRFaмид), так 
и угнетение локомоций (нейропептид 
AMRNALVRFaмид). Имеющиеся данные мо-
гут представлять интерес для синтеза анти-
гельминтных препаратов, снижающих зара-
женность корней растения – хозяина. 

У нематоды M. incognita на основании био-
информатического анализа (поиск в геном-
ных, транскриптомных и EST базах данных) 
выявлен предполагаемый GPCR, кодируемый 
геном flp-32R [4]. Показано, что этот рецептор 
по молекулярным характеристикам может 
являться гомологом родопсин-подобного ре-
цептора 1 (С26F1) свободноживущей немато-
ды C. elegans. Авторы предположили, что этот 
вероятный GPCR может взаимодействовать 
с нейропептидом AMRNALVRF, кодируемым 
геном Mi-flp-32, и в результате такого взаимо-
действия наступает угнетение локомоторной 
активности червей.

В литературе имеются сведения об иден-
тификации у паразитических нематод, в том 
числе, фитонематод, гомологов еще 13 пред-
полагаемых GPCR, активируемых FLP, кото-
рые были выявлены у C. elegans [14].

Помимо южной галловой нематоды в лите-
ратуре представлены аналогичные сведения 
об исследовании пептидергической нервной 
системы у Meloidogyne graminicola – облигат-
ного паразита риса и пшеницы [9, 10].

Авторы выявили у личинок J-2 этой нема-
тоды девять flp генов: Mg-flp-1, Mg-flp-3, Mg-
flp-6, Mg-flp-7, Mg-flp-11, Mg-flp-12, Mg-flp-14, 
Mg-flp-16, Mg-flp-18 и, частично, установлен 
ген, кодирующий пептид GPCR Mg-flp-18; 
представили описание молекулярных и функ-
циональных характеристик идентифициро-
ванных ими flp генов. Используя метод ги-
бридизации in situ, авторы показали, что ген 
Mg-flp-1 экспрессируется в нервных клетках, 
связанных с вентральным ганглием централь-
ной нервной системы, позади окологлоточно-
го нервного кольца, а ген Mg-flp-7, вероятно, 

локализуется в клетках, связанных с вентраль-
ным и ретровезикулярными ганглиями, так-
же позади окологлоточного нервного кольца. 
На основании полученных результатов вы-
сказано предположение, что гены Mg-flp-1и 
Mg-flp-7 принимают участие в координации 
локомоторной активности и хеморецепции 
M. graminicola.

Функциональный анализ идентифициро-
ванных flp генов, кодирующих FLP у немато-
ды M. graminicola и гена, кодирующего пептид 
GPCR (Mg-flp-18 GPCR), был проведен авто-
рами по результатам оценки изменения уров-
ня flp-транскрипта генов, инфекционности 
личинок J-2 и модуляции их фенотипа после 
применения процедуры РНК-интерференции. 
Выключение обозначенных генов было про-
ведено путем инкубирования личинок M. 
graminicola в среде, содержащей конструкции 
длинных двухцепочных РНК (дцРНК), ко-
торые были синтезированы для каждого ис-
следуемого транскрипта (Mg-flp-1, Mg-flp-3, 
Mg-flp-6, Mg-flp-7, Mg-flp-11, Mg-flp-12, Mg-
flp-14, Mg-flp-16, Mg-flp-18 и гена, кодирующе-
го пептид GPCR Mg-flp-18 GPCR. В качестве 
контроля были личинки J-2, инкубированные 
в среде, содержащей дцРНК gfp гена, коди-
рующего зеленый флуоресцентный протеин 
(Genbank N HF675000), и в буферном рас-
творе, не содержащем конструкций дцРНК. 
Было показано, что выключение flp генов Mg-
flp-1, Mg-flp-3, Mg-flp-6, Mg-flp-7, Mg-flp-11, 
Mg-flp-12, Mg-flp-14, Mg-flp-16, Mg-flp-18 и 
гена Mg-flp-18 GPCR посредством процедуры 
РНК-интерференции вызывает достоверное 
кратное уменьшение уровня транскриптов 
всех идентифицированных flp генов. 

У исследованных нематод, инкубирован-
ных в среде, содержащей синтезированные 
дцРНК идентифицированных flp генов, вы-
явлено достоверное значительное уменьше-
ние инвазионности по сравнению с червями, 
обработанными дцРНК неродственного гена 
gfp, через 24 ч после заражения по сравнению 
с контрольными червями. Наиболее значи-
тельное угнетение инвазионности нематоды 
M. graminicola наблюдали при выключении 
flp генов Mg-flp-1, Mg-flp-7, Mg-flp-18 и гена 
Mg-flp-18 GPCR по сравнению с контроль-
ными червями, обработанными дцРНК gfp. 
Обнаружено, что через 48 ч после заражения 
корней риса инвазионность нематод с выклю-
ченными flp генами снижается по сравнению 
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с червями, обработанными дцРНК gfp. На ос-
новании полученных данных высказано пред-
положение о том, что эффект выключения flp 
генов начинает снижаться через 48 ч после за-
ражения корней растений риса нематодами. 

В экспериментах, где в качестве растения-
хозяина данной нематоды была пшеница, 
установлено, что личинки J-2 M. graminicola, 
обработанные дцРНК идентифицированных 
flp генов, показали значительное уменьше-
ние инвазионности по сравнению с личинка-
ми, обработанными дцРНК неродственного 
gfp, кодирующего флуоресцентный зеленый 
белок. Авторы показали, что наиболее суще-
ственное нарушение в инвазионности было 
выявлено при выключении генов Mg-flp-7 и 
Mg-flp-18.

Аналогично эксперименту с рисом, ско-
рость заражения личинками J-2, обработан-
ными дцРНК Mg-flp-18 GPCR, была значитель-
но снижена по сравнению с контрольными 
червями, обработанными дцРНК неродствен-
ным геном gfp. Показано также, что способ-
ность к заражению червями, обработанными 
дцРНК идентифицированных flp генов, через 
48 ч после внесения инвазии также увеличи-
валась по сравнению с червями через 24 ч по-
сле заражения. Эти данные показали умень-
шение устойчивости эффекта выключения 
идентифицированных flp генов нематоды M. 
graminicola в течение 48-часового восстанови-
тельного периода.

Полученные данные по галловым нематодам 
во многом схожи с обзорными исследования-
ми в отношении цистообразующих нематод, 
которые также как галловые нематоды обла-
дают высокой экономической значимостью в 
сельскохозяйственном производстве [1].

Заключение
Анализ литературы показал, что у галло-

вых нематод хорошо развита сигнальная пеп-
тидергическая нервная система. Эта система с 
помощью отдельных компонентов – коротких 
белковых молекул (FLP) и GPCR регулирует 
и контролирует локомоторную активность 
соматической мускулатуры галловых нема-
тод, составляющую основу выживаемости и 
успешного паразитирования в организме хо-
зяина.

В настоящее время установлено, что пеп-
тидергический компонент нервной системы 

M. incognita включает 19, а M. graminicola – 9 
flp-генов. Однако, не все flp-гены, выявленные 
у галловых нематод, кодируют нейропептиды, 
вызывающие модуляцию локомоторного по-
ведения этих паразитических организмов. На 
примере нематоды M. incognita показано, что 
FLP могут вызывать на соматической муску-
латуре два вида физиологических эффектов – 
стимуляцию двигательной активности и угне-
тение локомоторной активности мускулатуры. 

Идентификация FLP у галловых нематод 
способствует поиску и выявлению биоло-
гических мишеней – GPCR, активируемых 
этими лигандами. В результате такого взаи-
модействия между рецептором и пептидом 
опосредуются фармакологические эффекты 
нейропептидов на эффекторную клетку. Так, в 
результате поиска в геномных, транскриптом-
ных и EST базах данных у нематод M. incognita 
и M. graminicola выявлены предполагаемые ре-
цепторы GPCR, кодируемые в первом случае 
геном Mi-flp-32R и Mg-flp-18R соответственно. 

В литературе отмечается, что GPCR, об-
наруженные у галловых нематод, по молеку-
лярным характеристикам являются гомоло-
гами родопсин-подобного рецептора 1 С26F1 
свободноживущей нематоды C. elegans [15], 
что может говорить о межвидовом консерва-
тизме отдельных компонентов пептидергиче-
ской нервной системы у представителей типа 
Nematoda. У нематоды M. incognita предпо-
лагаемый GPCR активируется идентифици-
рованным FLP – AMRNALVRFaмидом, коди-
руемым геном Mi-flp-32. Физиологическим 
эффектом такого взаимодействия рецептора 
и нейропептида является существенное угне-
тение двигательной активности соматической 
мускулатуры фитонематоды. Такие данные 
представляют практический интерес для спе-
циалистов, так как могут быть использованы 
для разработки антигельминтных препаратов, 
ингибирующих двигательную активность па-
разитов и, в результате, снижающих зараже-
ние корней растения-хозяина. 

В отношении физиологического эффек-
та GPCR, обнаруженного у нематоды M. 
graminicola, можно предположить, что этот ре-
цептор может активироваться нейропептидом, 
кодируемым геном Mg-flp-18 нематоды. Физио-
логическим эффектом такого взаимодействия 
рецептора и нейропептида у нематоды M. 
graminicola может быть стимуляция двигатель-
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ной активности соматической мускулатуры, 
что опосредовано показано в результатах опре-
деления инвазионности этой нематоды.

Таким образом, наличие пептидергической 
нервной системы и ее отдельных компонентов 
у галловых нематод, включая эндогенные FLP, 
выявленные в нервных структурах галловых 
нематод, flp гены, кодирующие эти нейропеп-
тиды, а также рецепторы – GPCR, активиру-
емые нейропептидами, и сопоставление этих 
данных с аналогичными сведениями, пред-
ставленными в литературе ранее в отношении 
свободноживущих нематод и паразитических 
нематод позвоночных и беспозвоночных жи-
вотных, свидетельствует о консервативности 
пептидергической нервной системы на про-
тяжении всего типа Nematoda и важной роли 
этой сигнальной системы в нейробиологии 
нематод.  
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