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ТҰЖЫРЫМ
Есеп 60 бет, 13 суреттер,1 кесте, 35 әдеби көз, 4 қосымшалар.
     Зерттеу нысандары: Арал теңізінің су қоймалары - Сырдария бассейні, нуклеин қышқылдары, метагеномика, вирустық әртүрлілік.
    Жұмыста экологиялық, вирусологиялық және молекулалық-биологиялық зерттеулерге арналған аспаптық және әдістемелік қамтамасыз ету қолданылды.
    Жобаның мақсаты - Арал-Сырдария бассейнінің экологиялық қолайсыз аймақтарындағы бактериофагтардың биоалуантүрлілігін зерттеу, су экожүйелеріне антропогендік әсерді бағалау.                                                                                                                                                                                                
    Жобаның 2019 жылға арналған кезеңі: геномдық кітапханаларды алу және Арал-Сырдария бассейнінің су экожүйелерінің бактериофагтарына метагеномдық зерттеу жүргізу.
     Алға қойылған мақсаттар мен міндеттерді орындау барысында Арал – Сырдария бассейнінің әртүрлі аймақтарында жиналған су үлгілерінен бөлінген нуклеин қышқылдарынан 11 геномдық кітапхана алынды. MiSeq Kit v3 жиынтығын пайдалана отырып, Miseq құралында Арал – Сырдария бассейнінің үлгілерінің 11 геномдық кітапханаларына көп параллель секвенирлеу жүргізілді. 22 дерекқор алынды, олардың әрқайсысы 706015-тен 6302417 миллионға дейін оқылды, параллель тізбектің сол жағында (R1) және оң жағында (R2) оқылды. Секвенирлеу және сиквенс адаптерлері мен төмен сападағы оқулар сапасын бағалауды жүргізгеннен кейін алдын ала биоақпараттық талдау қатарында 99,5% - ға дейін аннотацияланғанын және үш жасушалы домендер мен вирустардың тізбектеріне жатқызылғанын көрсетті. Арал-Сырдария бассейнінің әртүрлі су айдындарындағы вирустардың алуан түрлілігі зерттелді. Вирусты тізбектер саны 1% -7% - дан өзгергені анықталды, олардың арасында нуклеин қышқылының әртүрлі вирустар анықталды, олардың көпшілігі тізбекті ДНҚ (етДНҚ) және бір тізбекті РНҚ (бтРНҚ) бар вирустар болды. етДНҚ геномы бар вирустардың тізбектерінің саны үлгілердегі барлық вирусты тізбектерден 28% - дан 58% - ға дейін өзгерді. Геномдардың РНҚ-мен үлестес геномдардың таксономиялық талдауы көптеген вирустардың геномды бтРНҚ бар вирустар ретінде жіктелгенін көрсетті,олардың пайыздық бөлінуі 1,2% - дан 5,3% - ға дейін болды , бұл жалпы су қоймаларының ластануына сәйкес болды. Бір тізбекті ДНҚ-және екі тізбекті РНҚ вирустар барлық зерттелетін үлгілерде кездесті, олардың саны барлық анықталған вирусты тізбектерден 1% - дан аспады. Бактериофагтардың негізгі тұқымдарынан басқа, вирома етДНҚ арасында су үлгілерінде Phycodnaviridae және Mimiviridae тұқымдастарына жататын фито-және зоопланктонды зақымдайтын вирустар тізбектерінің едәуір саны бар екені анықталды. Құрамында вирустары бар РНҚ тізбектемелерінің арасында 5 реттік анықталды: Bunyavirales, Mononegavirales, Nidovirales, Picornavirales, Tymovirales, 12 тұқымдас және РНҚ вирустардың тобы барлық зерттелетін су қоймаларында жіктелмеген.
























РЕФЕРАТ
Отчет 60 страниц, 13 рисунков, 1 таблица, 35 источников, 4 приложения.
Объекты исследования: водоёмы Арало – Сырдарьинского бассейна, нуклеиновые кислоты, метагеномика, вирусное разнообразие. 
В работе использовали приборное и методическое обеспечение, предназначенное для экологических, вирусологических и молекулярно-биологических исследований.
Цель проекта - изучить биоразнообразие бактериофагов в экологически неблагополучных регионах Арало-Сырдарьинского бассейна для оценки антропогенного влияния на водные экосистемы. 
Этап проекта на 2019 год: Получение геномных библиотек и проведение метагеномного исследования бактериофагов водных экосистем Арало – Сырдарьинского бассейна.
	При выполнении поставленных целей и задач получено 11 геномных библиотек из нуклеиновых кислот, выделенных из водных образцов, собранных в различных регионах Арало – Сырдарьинского бассейна.  Проведено массивное параллельное секвенирование 11 геномных библиотек образцов Арало – Сырдарьинского бассейна на приборе MiSeq с использованием набора MiSeq Kit v3. Получено 22 базы данных, содержащих последовательности левосторонних (R1) и правосторонних (R2) прочтений множественного параллельного секвенирования, каждая из которых содержала от 706015 до 6302417 миллионов ридов. После проведения оценки качества секвенирования и удаления сиквенсных адаптеров и прочтений с низким качеством, предварительный биоинформационный анализ показал, что до 99,5 % ридов были аннотированы и отнесены к последовательностям трех клеточных доменов и вирусам. Изучено разнообразие вирусов различных водоемов Арало – Сырдарьинского бассейна. Установлено, что количество вирусных последовательностей варьировало от 1%-7%, среди них были выявлены вирусы с различным типом нуклеиновой кислоты, наиболее многочисленные из которых были вирусы, обладающие двуцепочечной ДНК (дцДНК) и одноцепочечной РНК (оцРНК). Количество последовательностей вирусов, обладающих дцДНК геномом, варьировало от 28% до 58% от всех вирусных последовательностей в образцах. Таксономический анализ аффилированных РНК геномов показал, что большинство вирусов были классифицированы как вирусы с оцРНК геномом, их процентное распределение было от 1,2 % до 5,3% , что в целом соответствовало загрязненности водоемов. Одноцепочечные ДНК – и двуцепочечные РНК вирусы присутствовали во всех исследуемых образцах, их количество не превышало 1% от всех обнаруженных вирусных последовательностей. Было выявлено, что кроме основных семейств бактериофагов, среди дцДНК вирома, водные образцы содержат значительное количество последовательностей вирусов, поражающих фито- и зоопланктон, относящихся к семействам  Phycodnaviridae и Mimiviridae. Среди последовательностей РНК содержащих вирусов было обнаружено 5 порядков: Bunyavirales, Mononegavirales, Nidovirales, Picornavirales, Tymovirales, 12 семейств и группа неклассифицированных РНК вирусов во всех исследуемых водоемах.
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Увеличение антропогенного воздействия на естественные экосистемы привело к трансформации более 50% поверхности Земного. В связи с чем для сохранения экологического баланса возникает необходимость непрерывного проведения исследований по изучению биологического разнообразия в сочетании с разработкой комплексных систематических мероприятий по защите и регулированию квазиустойчивого состояния экосистемы на грани взаимодействия ее внешних и внутренних процессов. Первым шагом в данном направлении является определение основных биологических характеристик экосистемы, включая видовой состав, его численность и распределение по ареалам в зависимости от ландшафта, роль каждого вида в экологических взаимодействиях и возможная польза его для человека, а также вероятность возникновения рисков и расчёт их последствий при антропогенных нагрузках и природных катастрофах. Регулярные исследования, инвентаризация и мониторинг состояния экосистемы и её биоразнообразия позволят выработать стратегию по сохранению экологического баланса и предоставят базовые знания необходимые для получения научного и технологического опыта по проведению эффективных природоохранных мероприятий [1].
Биологические исследования, направленные на изучения разнообразия видов, необходимы, как на национальном, так и на глобальном уровнях. Национальные биологические реестры обеспечивают более детальное представление о биологическом разнообразии и могут использоваться для разработки национальных программ и политики по его сохранению, тогда как глобальные исследования предоставляют столь необходимую информацию о масштабах, распределении, статусе и судьбе биоразнообразия во всем мире. Эта работа может не только показать состояние биоразнообразия, но и выявить ценные биологические ресурсы, некоторые из которых неизвестны, в то время как другие известны на местном уровне, но имеют потенциал для гораздо более широкого использования.
Гидросфера является основным источником жизни и биоразнообразия. Около 86% известных науки видов живых организмов обитает в мировом океане, обеспечивая непрерывный круговорот биогенных веществ. Поэтому от экологического благополучия компонентов гидросферы (озёра, реки, моря, океаны) и целостности её биоразнообразия зависит благополучие всей биосферы нашей планеты. 
Анализ водных экосистем показал, что вирусы прокариот (бактериофаги) являются неотъемлемой частью равновесного экологического состояния водоемов, представляя одну из самых многочисленных популяций водных экосистем. Поскольку океаны являются самой большой в мире биосферой, морские вирусы являются наиболее распространенными биологическими объектами на планете. Предполагаемая общая численность морских вирусов в мировом океане составляет порядка 1030 [2,3], что в 10 раз превышает численность прокариот [2]. Морские вирусы хранят 200 миллионов тонн (2x1011/г) биогенного углерода, являются одной из основных причин гибели планктонных микроорганизмов и, тем самым, играют исключительную роль в циклах питательных веществ. Вирусы действуют как катализаторы, ускоряющие переход питательных веществ из связанного состояния (то есть живых микроорганизмов) в растворенное состояние, откуда они могут быть легко включены в новые обменные процессы [4]. Этот, так называемый вирусный шунт снижает эффективность переноса углерода на высшие трофические уровни, сокращая его экспорт из эвфотической зоны в более глубокие воды. Так же вирусы обеспечивают высокую мобильность генетического материала, непосредственно участвуя в эволюции живых организмов, передавая своим хозяевам новые гены, кодирующие важные биологические функции, например, такие как фотосинтез или регуляция фосфорного обмена. Будучи симбионтами, вирусы прокариот могут образовывать долгоживущие ассоциации со своими хозяевами, снижая их приспособленность или наоборот давать зараженным бактериям конкурентное преимущество [5]. Таким образом, вирусы оказывают значительное влияние на глобальные биогеохимические циклы и эволюционные процессы. [6].
  Несмотря на трудности регулярного наблюдения и описания водных вирусов в сочетании с отсутствием консервативных индикаторов эволюции, таких как РНК-рибосомные гены, считается, что виром водоёмов представляет собой огромный резервуар не охарактеризованного генетического разнообразия. Кроме того, обнаружение и описание уникальной группы археальных вирусов оказывает влияние на область прокариотической вирусологии, расширяя наши знания о вирусном разнообразии и меняя взгляды на ранние этапы эволюции [7]. 
В данной работе объектом исследований являлись сообщества вирусов, обитающих в солёных и пресных водоёмов Арало-Сырдарьинского бассейна Республики Казахстан. Исследования проводились методом метагеномного анализа, данные которого позволяют более лучше понять взаимодействия между вирусными и микробными сообществами и средой их обитания.
Целью настоящего проекта являлось изучение биоразнообразия бактериофагов в экологически неблагополучных регионах Арало-Сырдарьинского бассейна для оценки антропогенного влияния на водные экосистемы. 
Этап проекта на 2019 год: Получение геномных библиотек и проведение метагеномного исследования бактериофагов водных экосистем Арало-Сырдарьинского бассейна.
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Впервые водные вирусы были выявлены как возбудители болезней рыб, таких как инфекция поджелудочной железы, некроз и орегонская болезнь нерки в начале 1960-х годов [8], и с тех пор было доказано, что они являются инфекционными агентами для всех представителей морской жизни от бактерий до простейших, моллюсков, ракообразных, рыб и млекопитающих [9]. С начала 1990-х годов водные вирусы стали воспринимать не только как патогены растений и животных, но и как один из ключевых факторов регуляции межвидовых взаимодействий в экосистемах и круговорота биогенных веществ, так как вирусы (бактериофаги) могут значительно влиять на видовой и численный состав основных продуцентов и редуцентов пищевой пирамиды. Со времен пионерной работы Karl-Heinz Moebus по изоляции бактериофагов, полученные во время пересечения через Северную Атлантику [10,11], исследования морских вирусов превратились в значительную и независимую область исследований в области морской биологии, вызванной растущим осознанием важной и разнообразной роли вирусов в морской среде. [12,13].
Открытие того факта, что вирусы являются наиболее распространенными биологическими объектами в океанической морской среде [14], достигая до 108 вирусов в мл, еще более простимулировало исследования морских вирусов. Техническое содействие в обнаружении и подсчете морских вирусов (например, [15]) поспособствовало более детальным исследованиям их численности и разнообразия. Дальнейшее распространение исследований вирусов коралловых рифов [16], донных отложений [17,18], глубоководной биосферы [19] и пресноводной среды [20] выявило, что вирусы являются обитателями всех уровней водных экосистем. Следовательно, исследования последних десятилетий подтверждают, что вирусы являются ключевыми игроками в морской экосистеме, от снижения смертности и эволюции бактерий и водорослей на наноуровне до воздействия на биогеохимические циклы глобального масштаба и продуктивность океана. Появление новых молекулярных инструментов и секвенирования нового поколения дало более эффективные методы изучения вирусного разнообразия и генетических механизмов взаимодействия вирус-клетка, что изменило наше концептуальное понимание функциональности и регуляции элементов водных экосистем. Накопление данных о вирусных метагеномах за последнее десятилетие выявило огромное вирусное разнообразие [21,22], и морской виром считается самым большим неизученным пулом генетического разнообразия на земном шаре: 63–93% последовательностей не представлены в общедоступных базах данных [23]. Недавний анализ данных вирусной метагеномной последовательности с 43 участков поверхностного океана выявил около 5500 популяций вирусов дцДНК, 39 из которых могут являться культивируемыми [24]. Даже в очень небольших масштабах,  вирусное разнообразие может быть высоким, как показали Flaviani et al. [25], который обнаружил 254 уникальных вирусных филотипа в пробе океанической воды объемом 250 мл, поддерживая предыдущие предположения о том, что локальное вирусное разнообразие относительно похоже на глобальное разнообразие [24].
Особый интерес представляют исследования вирусного разнообразия в водоемах с экстремальными условиями обитания, к которым относятся некоторые водоёмы Арало–Сырдарьинского бассейна, имеющие критически высокие значения концентрации соли из-за высыхания Аральского моря. В подобных средах распределение вирусов происходит вдоль градиента солёности, а при уровне засоления водоёма выше 20% резко снижается уровень бактериальной флоры. При этом численность гетеротрофных нанофлагеллятов и инфузорий уменьшается примерно на 25%, вследствие чего многократно возрастает роль бактериофагов в контроле численности и видового разнообразия галофильных микробных сообществ [26]. 
Территория Арало–Сырдарьинского бассейна является зоной экологического бедствия, возникшего в результате нерационального использования ограниченных водных ресурсов региона. Экологическая катастрофа Арало–Сырдарьинского бассейна привела к огромным экономическим потерям и социальным бедствиям, создав критическую ситуацию для здоровья человека. За последние шесть десятилетий Аральское море пострадало от беспрецедентной, вызванной человеком экологической катастрофы, приводящей к быстрым, широкомасштабным изменениям уровня воды, сопровождаемым повышением солености и изменениями в биоразнообразии [27, 28] На современном этапе развитие экосистема Аральского моря не отличается богатым биологическим разнообразием. Местная фауна свободноживущих беспозвоночных представлена менее чем 250 видами, среди которых преобладают (~ 80%) представители континентальных пресноводных, солоноватых и соленых водоемов. Присутствуют также представители понто-каспийской и морской средиземноморско-атлантической фауны. Наибольшее количество видов было представлено группами коловраток (Rotatoria) и ракообразных (Crustacea). Также ведутся изучения по разнообразию губок (Porifera) и многощетинковых червей (Polychaeta), высших ракообразных (Malacostraca) и кладоцер (Cladocera), бентосной фауны и ихтиофауны [29]. Ранее были проведены исследования по изучению структуры сообществ эубактерий и архей, а также биоразнообразия бентосных диатомовых водорослей [30]. Однако исследования разнообразия вирусных сообществ Аральского моря и прилегающего бассейна до сих пор не проводились. Исследования проводимые в рамках настоящего проекта позволят впервые получить данные о вирусном разнообразии, структуре вирусных сообществ поверхностных вод водоёмов Арало – Сырдарьинского бассейна.
Изучение водных виромов, постоянное открытия новых вирусов и изучение механизмов, лежащих в основе их распространения и разнообразия, показывают огромный, неизученный пласт биологии и экологии гидросферы. Океаны в значительной степени формируют климат Земли, содержат 1,37 млрд. км3 морской воды, производят половину кислорода в атмосфере и являются неотъемлемой частью жизни на планете. В то же время непрерывно возрастающая антропогенная нагрузка создаёт угрозу и риски  (глобальное потепление, подкисление, загрязнение, экономическое использование), биоразнообразию и жизни в океане. Для предотворащения экологических катастроф необходимо чёткое понимание взаимодействия всех аспектов гидросферы планеты, в том числе знать как вирусы,  влияют на динамику популяции хозяина, биоразнообразие, биогеохимические циклы и эффективность водных экосистемы. 
Целью данной работы является изучение биоразнообразия бактериофагов экологически неблагополучных регионах Арало – Сырдарьинского бассейна для оценки антропогенного влияния на водные экосистемы.
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[bookmark: _Toc22295982]2 Материалы и методы
Измерение количества нуклеиновых кислот. Для измерения концентрации нуклеиновых кислот использовали флуоресцентный краситель, специфически связывающийся с определённым типом нуклеиновой кислоты (двухцепочечная ДНК). Количественные измерения осуществляли с помощью набора Qubit dsDNA HS (High Sensitivity, Invitrogen, USA) согласно инструкции, для флюориметра Qubit 3.0. Поскольку интенсивной флуоресценцией обладает только связанная форма красителя, метод не зависит от присутствия в растворе свободных нуклеотидов, солей, белков и различных растворителей. Соотношение А260 - А280 измеряли на приборе Tecan с использованием планшета NanoQuant для измерения микро количеств нуклеиновых кислот (Invitrogen, USA).
Получение геномных библиотек. ДНК-библиотеки подготавливали из 1 нг исследуемой двухцепочечной ДНК с использованием набора Nextera XT DNA Sample Preparation Kit (Illumina, США) в соответствии с инструкцией. В ходе подготовки библиотек было проведено ферментативное фрагментирование ДНК, лигирование сиквенсных адаптеров, предварительная амплификация библиотеки, отбор фракций нужной длины и клональная амплификация селектированной библиотеки.
Очистка геномных библиотек и отбор фракций необходимой длины были осуществлены с использованием системы парамагнитных бус Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), способных связывать фрагменты ДНК размером 100 п.н. и более. Избыток праймеров, нуклеотидов, солей и ферментов был удален с помощью процедуры промывания свежеприготовленным 80% C2H5OH.
Анализ качества геномных библиотек был проведён при помощи прибора Agilent 2100 с использованием набора DNA 1000 Kit.  Разгонка молекул и разделение по длине/массе была осуществлена под действием электрического напряжения в каналах чипа, заполненных гелем.
Полученные бииблиотке были секвенированы с использованием платформы Illumina MiSeq (Сан-Диего, Калифорния, США) c использованием набора MiSeq Kit v3, позволяющих получать парноконцевые чтения длиной 300 п.н.
Полученные последовательности были проверены на качество с помощью функции Fast Quality Control (FastQC) [31], которая выдает несколько разных статистических данных, позволяющих оценивать качество коротких прочтений.
Биоинформационную обработку метагеномных данных проводили с использованием программного обеспечения Geneious Prime 2019 и программой Kaiju, которая предназначена для чувствительной таксономической классификации прочтений высокопроизводительного секвенирования метагеномных или метатранскриптомных образцов. Каждому риду присваивается таксон в NCBI таксономии путем сравнения его с базой данных, содержащей последовательности микробных и вирусных белков. Используя классификацию на уровне белка, Kaiju достигает более высокой чувствительности по сравнению с методами, основанными на сравнении нуклеотидов [32].

[bookmark: _Toc527466251][bookmark: _Toc22295983]3 Результаты и обсуждения
Ранее, согласно анализу данных РГП «Казгидромет» за 2017-2018 годы [33], было установлено, что большинство анализируемых водных объектов Арало-Сырдарьинского региона относится к воде умеренного уровня загрязнения. Воду высокого уровня загрязнения представляет собой река Келес, воды которой полностью зарегулированы животноводческими и сельскохозяйственными предприятиями, а нормативно чистой водой считаются реки Боген и Катта-Бугинь, истоки которых связаны с горным формированием при практически полном отсутствии антропогенного влияния, остальные водоемы относились к объектам с умеренным уровнем загрязнения.  Поэтому в дальнейших исследованиях использовали пробы трех групп, соответствующих высокому и умеренному уровню загрязнения, а также образцы нормативно чистой воды.

[bookmark: _Toc22295984]3.1 Получение геномных библиотек для метагеномного исследования бактериофагов водных экосистем Арало – Сырдарьинского бассейна
Для создания парноконцевых библиотек были использованы образцы тотальной нуклеиновой кислоты, полученной из различных водных образцов Арало – Сырдарьинского бассейна: умеренного уровня загрязнения, к которым относятся образцы из р. Бадам, водохранилища Шардара, р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара), р. Сырдарья (в месте впадения в нее сбросного канала), из водоема на территории г. Аральск,  Аральское море в 25 км от г. Аральск, Аральское море в 45 км от г. Аральск, из р. Келес с высоким уровнем загрязнения, и из нормативно - чистых водных объектов - рек Боген и Катта-бугинь.
 Получение библиотек фрагментов ДНК для метагеномного секвенирования проводили согласно протоколу фирмы производителя набора для пробоподготовки (Illumina).
В результате были получены 11 геномных библиотек, средний размер фрагмента которых составлял 700-900 нуклеотидов, что полностью соответствует требованиям для проведения качественного множественного параллельного секвенирования на приборе MiSeq (рисунок 1).
Таким образом, из водных образцов, собранных в различных регионах Арало – Сырдарьинского бассейна,  для дальнейшего изучения разнообразия бактериофагов методом массивного параллельного секвенирования были получены 11 геномных библиотек из нуклеиновых кислот.

[bookmark: _Toc22295985]3.2 Массивное параллельное секвенирование приготовленных геномных библиотек
Было проведено массивное параллельное секвенирование 11 геномных библиотек, полученных из водных образцов Арало – Сырдарьинского бассейна. Секвенирование проводили на приборе MiSeq с использованием набора MiSeq Kit v3, позволяющего получить не менее 301 нуклеотида в риде. 
В результате было получено 22 базы данных, содержащих последовательности левосторонних (R1) и правосторонних (R2) прочтений множественного параллельного секвенирования, каждая из которых содержала от 706015 до 6302417 миллионов ридов (таблица1).
Наибольшее количество ридов после секвенирования было получено из образца «Водоем на территории г. Аральск», наименьшее из образца «озеро Айдаркуль».
Таким образом, было проведено массивное параллельное секвенирование геномных библиотек, полученных из водных образцов, собранных в различных 
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1 - Водохранилище Шардара, 2 - р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара, 3 - Аральское море в 45 км от г. Аральск, 4 - Аральское море в 25 км от г. Аральск, 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - Озеро Айдаркуль, 7 - р. Боген, 8 - р. Катта-Бугунь, 9 - Водоем на территории г. Аральск, 10 – р. Келес, 11 – р. Бадам.
Рисунок 1 - Анализ качества геномных библиотек
Таблица1 – Характеристика баз данных полученных при секвенировании
	Геномная бииблиотека
	Количество ридов
	% GC пар
	Минимальная длина рида
	Максимальная длина рида

	Водохранилище Шардара

	R1
	2169637
	47,0
	35
	301

	
	R2
	2169637
	47,0
	35
	301

	р. Сырдарья (после выхода из водохра-нилища Шардара)
	R1
	4237322
	51,0
	35
	301

	
	R2
	4237322
	52,0
	35
	301

	Аральское море в 45 км от г. Аральск
	R1
	1768633
	51,0
	35
	301

	
	R2
	1768633
	51,0
	35
	301

	Аральское море в 25 км от г. Аральск
	R1
	1653598
	49,0
	35
	301

	
	R2
	1653598
	49,0
	35
	301

	Водоем на территории г. Аральск
	R1
	6302417
	58,0
	35
	301

	
	R2
	6302417
	59,0
	35
	301

	р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых поле
	R1
	2074483
	44,0
	35
	301

	
	R2
	2074483
	44,0
	35
	301

	Озеро Айдаркуль
	R1
	706015
	53,0
	35
	301

	
	
R2
	706015
	54,0
	35
	301

	р. Боген
	R1
	1769680
	47,0
	35
	301

	
	R2
	1769680
	47,0
	35
	301

	р. Катта-Бугунь
	R1
	2346461
	46,0
	35
	301

	
	R2
	2346461
	46,0
	35
	301

	р. Келес
	R1
	2198506
	49,0
	35
	301

	
	R2
	2198506
	49,0
	35
	301

	р. Бадам
	R1
	4573201
	52,0
	35
	301

	
	R2
	4573201
	52,0
	35
	301


регионах Арало – Сырдарьинского бассейна для исследования разнообразия бактериофагов.

[bookmark: _Toc22295986]3.3 Оценка качества секвенирования и предварительный биоинформационный анализ
После проведения массивного параллельного секвенирования 11 геномных библиотек образцов Арало – Сырдарьинского бассейна полученные базы данных подвергались оценке качества секвенирования. Качество полученных последовательностей проверено с помощью функции Fast Quality Control (FastQC) которая выдает несколько разных статистических данных, позволяющих оценивать качество коротких прочтений (рисунки 2, 3). На рисунке 3 представлен пример общей оценки качества нуклеотидных последовательностей программой FastQC. На этом графике по оси Х откладывается позиция нуклеотида в риде, по оси У - его качество. Анализируются суммарные данные по нуклеотидам в определённых позициях у всех ридов. В зелёную область попадают нуклеотиды с наилучшим качеством, в бежевую - с приемлемым, в красную - с плохим. Как видно, в среднем, около 8 % всех полученных ридов имели покрытие ниже 20 и было неприемлемым. Длина прочтений варьировала от 35 до 301 нуклеотида. Процентное содержание GC пар варьировала от 46%-до 59%. 
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Рисунок 2 – Оценка качества ридов после секвенирования
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Рисунок 3 – Оценка качества ридов после секвенирования

После удаления сиквенсных адапторов и ридов с низким качеством была получена база нуклеотидных последовательностей, показывающая приемлемое качество, необходимое для дальнейшей обработки. При этом длина ридов варьировала 50-286 нуклеотидов (рисунки 4, 5).

[image: C:\Users\Madina\Documents\Kaiju результаты\Водоем на террит Аральск 2018-секвен 2019 R1\FASTQC after processing 1.jpg]
Рисунок 4 – Оценка качества ридов после предварительной обработки
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Рисунок 5 – Оценка качества ридов после предварительной обработки

Для быстрой и точной метагеномной классификации больших баз данных на основе сопоставления с известными справочными данными существует несколько быстрых метагеномных классификаторов, основанных на сравнении геномных k-меров. Однако для сравнения нуклеотидов с использованием фиксированной длины k-мер часто не хватает чувствительности для преодоления эволюционного расстояния между отобранными видами и геномами в справочной базе данных. Поэтому использовали классификатор метагенома Kaiju, который находит максимально точные совпадения на уровне белка, используя преобразование Борроуза-Уилера, и может необязательно разрешать аминокислотные замены в поиске, используя «Greedy» эвристику. Kaiju может классифицировать больше операций чтения с более высокой чувствительностью и схожей точностью по сравнению с быстрыми классификаторами на основе k-мер, особенно в родах, которые недостаточно представлены в справочных базах данных.
Для таксономической классификации метагеномных чтений была  использована база данных «не избыточных» белков «NCBI BLAST nr + euk», содержащей последовательности белков вирусов, бактерий, архей и простейших. Был применен «Greedy» режим обработки данных с допуском пяти несоответствий.
В результате предварительного биоинформационного анализа с указанными параметрами обработки было показано, что таксономически классифицированы были до 99,5 % последовательностей (рисунок 6).
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Исследованные образцы: 1 - Аральское море в 25 км от г. Аральск , 2- Аральское море в 45 км от г. Аральск, 3 - Водоем на территории г. Аральск, 4 - р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара), 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - Водохранилище Шардара, 7- р. Боген, 8 - р. Катта-Бугунь, 9 - р. Бадам, 10 - р. Келес, 11- Озеро Айдаркуль.
Рисунок 6 – Предварительный биоинформационный анализ 
исследуемых образцов

Процент не классифицированных последовательностей варьировал от 0,5 % до 5%. Наибольшее количество неопределенных ридов присутствовало в образцах из Аральского моря.
Таким образом, была проведена оценка качества секвенирования, после удаления сиквенсных адаптеров и прочтений с низким качеством, предварительный биоинформационный анализ, показал, что до 99,5 % ридов были аннотированы и отнесены к последовательностям трех клеточных доменов и вирусам.

[bookmark: _Toc22295987]3.4 Биоинформационный анализ результатов массивного параллельного секвенирования для оценки вирусного разнообразия
После метагеномной классификации данных секвенирования было установлено, что базы данных исследуемых образцов содержит последовательности архей, бактерий, эукариот и вирусов. При этом наибольшее количество ридов относится к прокариотам и эукариотам, минимальное количество принадлежит археям. Объем вирусных олигонуклеотидов варьировал в исследуемых образцах и составил от 1% до 7% (рисунок 7).  Согласно рисунку 7, во всех исследуемых образцах, независимо от уровня загрязнения максимальное количество ридов относилось к бактериальным, их численность варьировала от 72% до 97,7%.
Объем вирусных последовательностей составил от 0,9% до 6,6%, наименьшее их количество было определено в образце «высокого уровня загрязнения» - р. Келес и в водоеме на территории г. Аральск. Наибольшее количество эукариотических последовательностей присутствовало в образцах: Арал – 25 км, оз. Айдаркуль, Арал- 45 км, Сырдарья  (после выхода из Шардаринского водохранилища), и в р.Бадам, наименьшее в водоеме на территории г. Аральск и р.Келес.  В оставшихся образцах количество последовательностей эукариот составило 9-10%. Во всех изученных образцах наименее представленной группой были археи, процент содержания их последовательностей был в пределах 1%.
Анализ вирусных последовательностей показал наличие фрагментов генома вирусов с различным типом нуклеиновой кислоты: дцДНК-, оцДНК, дцРНК-, оцРНК и ретровирусы (рисунок 8).
Во всех образцах до 62 % ридов относились к группе некультивируемых, которая была представлена последовательностями вирусов прокариот, таких как uncultured Mediterranean phage. Впервые эти последовательности были получены путем секвенирования метагеномных образцов Средиземного моря для изучения генетического пула некультивируемых вирусов. Среди исследуемых образцов максимальное их количество было определено в Аральском море.
Среди классифицированных по типу нуклеиновой кислоты наиболее распространенными были вирусы, обладающие двуцепочечным ДНК геномом, количество их последовательностей варьировало от 28% до 58%. Таксономический анализ аффилированных РНК геномов показал, что большинство вирусов были классифицированы как вирусы с оцРНК геномом, их процентное распределение 
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Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Аральское море в 25 км от г. Аральск , 2- Аральское море в 45 км от г. Аральск, 3 - Водоем на территории г. Аральск, 4 - р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара), 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - Водохранилище Шардара, 7- р. Боген, 8 - р. Катта-Бугунь, 9 - р. Бадам, 10 - р. Келес, 11- Озеро Айдаркуль. Процент указан от общего числа всех последовательностей.
Рисунок 7 – Таксономическая классификация обнаруженных последовательностей
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Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Аральское море в 25 км от г. Аральск , 2- Аральское море в 45 км от г. Аральск, 3 - Водоем на территории г. Аральск, 4 - р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара), 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - Водохранилище Шардара, 7- р. Боген, 8 - р. Катта-Бугунь, 9 - р. Бадам, 10 - р. Келес, 11- Озеро Айдаркуль. Процент указан от общего числа вирусных последовательностей.
Рисунок 8 – Вирусное разнообразие исследуемых водоемов.

было от 1,2 %, в образцах «Водохранилище Шардара» и «Арал -45 км», до 5,3% в р. Келес.
ОцДНК – и дцРНК вирусы присутствовали во всех исследуемых образцах, их количество не превышало 1%.
Наши исследования по сравнительному анализу вирусного разнообразия водоемов Арало-Сырдарьинского бассейна основываются на двух этапах: 1) изучение разнообразия вирусов эукариот и 2) изучение прокариотических вирусов. В соответствии с календарным планом работ было проведено изучение вирома эукариот, сравнительное изучение наиболее многочисленной группы дцДНК – вирома – бактериофагов запланировано на 2020 год.
В ходе обработки данных было выявлено, что кроме основных семейств бактериофагов среди дцДНК вирома, водные образцы содержат значительное количество последовательностей вирусов, поражающих фито- и зоопланктон, относящихся к семействам  Phycodnaviridae и Mimiviridae. 
В результате сравнения полученных ридов с базой данных вирусов было показано, что количество представителей семейства Phycodnaviridae в образцах варьирует от 1% - 12 % от общего числа обнаруженных дцДНК вирусов (рисунок 9).
Максимальное количество вирусных последовательностей данного семейства были определены  в «нормативно – чистых» образцах - р. Катта – бугунь (12%) и р. Боген (10%). Процент содержания данного семейства в других образцах умеренного уровня загрязнения: из р. Сырдарьи (в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей), водохранилища Шардары, р. Бадам было сопоставимо с их количеством в образце высокого уровня загрязнения (р. Келес) и не превышал 5%. В оставшихся образцах количество Phycodnaviridae в было в пределах 2%. 
Семейство Phycodnaviridae представляет собой достаточно интересную группу гигантских вирусов размером до 0,5 мкм, поражающие фитопланктон и являющиеся ключевым фактором контроля или прекращения «цветения» воды в зависимости от состояния абиотических и биотических факторов, влияющих на водоем. В настоящее время семейство Phycodnaviridae включает в себя следующие роды вирусов: Chlorovirus, Coccolithovirus, Phaeovirus, Prasinovirus, Prymnesiovirus и Raphidovirus.
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Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Аральское море в 25 км от г. Аральск , 2- Аральское море в 45 км от г. Аральск, 3 - Водоем на территории г. Аральск, 4 - р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара), 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - Водохранилище Шардара, 7- р. Боген, 8 - р. Катта-Бугунь, 9 - р. Бадам, 10 - р. Келес, 11- Озеро Айдаркуль. Процент указан от общего числа дцДНК вирусов.
Рисунок 9 – Количество нуклеоцитоплазматических ДНК вирусов семейства Phycodnaviridae

В наших образцах были определены последовательности всех 6 родов данного семейства (рисунок 10).
Дифференциация Phycodnaviridae по родам в водоемах обусловлена различием в структуре сообществ микроорганизмов-хозяев, которые, в свою очередь, связаны с различиями в гидродинамике, водообеспеченности, наличии света и питательных веществ. Так в образцах р. Катта –бугунь, водохранилища Шардары, р. Сырдарьи (после выхода из водохранилища Шардара и в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей)  самыми многочисленными были не классифицируемые до рода представители Phycodnaviridae, объединяющие таких представителей как Aureococcus anophagefferens virus. Наличие последовательностей данного вируса, говорит о присутствии в исследуемых водных объектах пикопланктонного представителя Pelagophyceae, который процветает в водах с высокой мутностью и вызывает опустошительные 
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Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Аральское море в 25 км от г. Аральск , 2- Аральское море в 45 км от г. Аральск, 3 - Водоем на территории г. Аральск, 4 - р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара), 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - Водохранилище Шардара, 7- р. Боген, 8 - р. Катта-Бугунь, 9 - р. Бадам, 10 - р. Келес, 11- Озеро Айдаркуль. Процент указан от числа последовательностей Phycodnaviridae.
Рисунок 10 – Разнообразие нуклеоцитоплазматических ДНК вирусов семейства Phycodnaviridae

цветения («коричневые приливы»). В оставшихся образцах большинство последовательностей относилось к роду Chlorovirus, за исключением р. Богень, в котором преобладали последовательности рода Prasinovirus.
Еще одним семейством вирусов, имеющих большое прогностическое значение для экологической характеристики водоема является изучение разнообразия вирусов зоопланктона Mimiviridae. В исследуемых образцах количество вирусных последовательностей данного семейства не превышало 3% от общего числа обнаруженных дцДНК вирусов (рисунок 11).
Наряду с семейством  Phycodnaviridae наибольшее количество представителей Mimiviridae было обнаружено также в образце из нормативно - чистого водного объекта – р. Катта – бугунь.
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Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Аральское море в 25 км от г. Аральск , 2- Аральское море в 45 км от г. Аральск, 3 - Водоем на территории г. Аральск, 4 - р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара), 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - Водохранилище Шардара, 7- р. Боген, 8 - р. Катта-Бугунь, 9 - р. Бадам, 10 - р. Келес, 11- Озеро Айдаркуль. Процент указан от общего числа дцДНК вирусов.
Рисунок 11 - Количество нуклеоцитоплазматических ДНК вирусов семейства Mimiviridae

При изучении разнообразия вирусов семейства Mimiviridae было установлено, что во всех водоемах максимальное количество последовательностей относилось к неклассифицируемым до рода вирусам (рисунок 12). Согласно недавней классификации мимивирусы относят к двум родам: (1) Mimivirus: объединяющий три не таксономические группы на основе последовательностей polB: Группа A (Acanthamoeba polyphaga mimivirus и Mamavirus), Группа B (Moumouvirus), Группа C (Megavirus chilensis)); и (2) Cafeteriavirus род, который является отдаленным родственником семейства Mimiviridae [34,35]. После группы неклассифицируемых  Mimiviridae во всех образцах последовательности рода Cafeteriavirus были доминирующими во всех водоемах, кроме образцов из Аральского моря и р. Бадам, в которых преобладали вирусы рода Mimivirus.
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Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Аральское море в 25 км от г. Аральск , 2- Аральское море в 45 км от г. Аральск, 3 - Водоем на территории г. Аральск, 4 - р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара), 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - Водохранилище Шардара, 7- р. Боген, 8 - р. Катта-Бугунь, 9 - р. Бадам, 10 - р. Келес, 11- Озеро Айдаркуль. Процент указан от числа последовательностей Mimiviridae.
Рисунок 12 - Разнообразие нуклеоцитоплазматических ДНК вирусов семейства Mimiviridae

Таким образом, при метагеномном секвенировании было обнаружено выраженное разнообразие вирусов семейств Phycodnaviridae и Mimiviridae, которые имеют большое значение для характеристики экологического состояния водоемов.
Также в результате биоинформатической обработки данных секвенирования было выявлено огромное разнообразие оцРНК вирома (наибольшее количество РНК- содержащих вирусов было определено в образце из р.Келес до 5,3% (рисунок 8)).
Среди последовательностей РНК содержащих вирусов было обнаружено 5 порядков: Bunyavirales, Mononegavirales, Nidovirales, Picornavirales, Tymovirales, 12 семейств и группа неклассифицированных РНК вирусов (рисунок 13). Во всех
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По оси абсцисс  - процентное содержание вирусных последовательностей, по оси ординат - исследованные образцы: 1 - Аральское море в 25 км от г. Аральск , 2- Аральское море в 45 км от г. Аральск, 3 - Водоем на территории г. Аральск, 4 - р. Сырдарья (после выхода из водохранилища Шардара), 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - Водохранилище Шардара, 7- р. Боген, 8 - р. Катта-Бугунь, 9 - р. Бадам, 10 - р. Келес, 11- Озеро Айдаркуль.  Процент указан от общего числа оцРНК вирусов.
Рисунок 13 – Разнообразие оцРНК вирома
исследуемых образцах самыми моногочисленными были представители семейства Flaviviridae. Максимальное их количество было найдено в образцах из Аральского моря (Арал-45 км – 21,4%) , в водоеме на территории г. Аральск (20,8%) и в оз. Айдаркуль (18,8%). Представители семейства флавивирусов (Flaviviridae) вызывают заболевания различной тяжести, варьирующей от бессимптомного течения до развития угрожающей жизни геморрагической лихорадки и энцефалита. Среди них вирусы желтой лихорадки, лихорадок Западного Нила, Зика, денге, клещевой энцефалит, которые могут передаваться человеку при укусе зараженными насекомыми, также особое место среди флавивирусов занимает возбудитель гепатита С.
Еще одной наиболее распространённой группой являлись вирусы порядка Nidovirales. Данный порядок объединяет семейства Arteriviridae, Coronaviridae, и Roniviridae. В наших образцах данный порядок был представлен в основном порядком Coronaviridae, и максимальное его количество было обнаружено в водоеме на территории г. Аральск (18,5%). В других образцах содержание вирусов данного порядка варьировало от 12 % -15%.
Наибольшее количество вирусов порядка Mononegavirales, около 14%, было найдено в двух образцах реки Сырдарья. В исследуемых образцах данный порядок в основном объединял 2 семейства: Paramyxoviridae и Rhabdoviridae. Вирус бешенства, который вызывает смертельный энцефаломиелит, является единственным значительным патогеном человека, принадлежащим к семейству рабдовирусов. Представители парамиксовирусов вызывают несколько заболеваний как у человека (корь, паротит), так и у домашних и диких животных (болезнь Ньюкасла, чума крупного рогатого скота). Наименьшее количество последовательностей вирусов порядка Mononegavirales было обнаружено в образце из водоема на территории г. Аральск (5,4%).
Также одним из многочисленных представителей оцРНК вирома являлся порядок Picornavirales, представленный в наших образцах двумя семействами Picornaviridae (энтеровирусы, риновирусы, вирус полиомиелита и др.) и Secoviridae (вирусы, поражающие растения).
Наибольшее количество последовательностей, относящихся к порядку Picornavirales были обнаружены в р. Боген (12,7%), в р. Сырдарья (в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей – 11,6%), наименьшее  - в образце из водоема на территории г. Аральск (6,9%),  в остальных образцах вирусные последовательности данного порядка были в пределах 10%-11%.
Вышеописанные представители оцРНК вирома являются аллохтонными вирусами, способных вызывать инфекции человека, животных и растений, их присутствие в исследуемых образцах говорит о выраженном антропогенном влиянии на водоемы Арало-Сырдарьинского бассейна.
Таким образом,  было изучено разнообразие вирусов различных водоемов Арало – Сырдарьинского бассейна. Было установлено, что количество вирусных последовательностей варьировало от 1%-7%, среди них были выявлены вирусы с различным типом нуклеиновой кислоты, наиболее многочисленные из которых были вирусы, обладающие дцДНК и оцРНК. Среди дцДНК вирома наибольшее количество последовательностей относилось к семействам  Phycodnaviridae и Mimiviridae. Таксономический анализ оцРНК вирома выявил присутствие 5 порядков вирусов: Bunyavirales, Mononegavirales, Nidovirales, Picornavirales, Tymovirales, и 12 семейств, а также группы неклассифицированных РНК вирусов во всех исследуемых водоемах.
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В результате проведенных исследований были получены следующие основные результаты:
1 Получено 11 геномных библиотек из нуклеиновых кислот, выделенных из водных образцов, собранных в различных регионах Арало – Сырдарьинского бассейна,  для дальнейшего изучения разнообразия бактериофагов методом массивного параллельного секвенирования.
2 Проведено массивное параллельное секвенирование 11 геномных библиотек образцов Арало – Сырдарьинского бассейна на приборе MiSeq с использованием набора MiSeq Kit v3. В результате было получено 22 базы данных, содержащих последовательности левосторонних (R1) и правосторонних (R2) прочтений множественного параллельного секвенирования, каждая из которых содержала от 706015 до 6302417 миллионов ридов.
3 После проведения оценки качества секвенирования и удаления сиквенсных адаптеров и прочтений с низким качеством, предварительный биоинформационный анализ, показал, что до 99,5 % ридов были аннотированы и отнесены к последовательностям трех клеточных доменов и вирусам.
4 Изучено разнообразие вирусов различных водоемов Арало – Сырдарьинского бассейна. Установлено, что количество вирусных последовательностей варьировало от 1%-7%, среди них были выявлены вирусы с различным типом нуклеиновой кислоты, наиболее многочисленные из которых были вирусы, обладающие дцДНК и оцРНК. Количество последовательностей вирусов, обладающих двуцепочечным ДНК геномом, варьировало от 28% до 58%. Таксономический анализ аффилированных РНК геномов показал, что большинство вирусов были классифицированы как вирусы с оцРНК геномом, их процентное распределение было от 1,2 % (в образцах «Водохранилище Шардара» и «Аральское море в 45 км от г. Аралськ) до 5,3% в р. Келес. ОцДНК – и дцРНК вирусы присутствовали во всех исследуемых образцах, их количество не превышало 1%. Было выявлено, что кроме основных семейств бактериофагов, среди дцДНК вирома, водные образцы содержат значительное количество последовательностей вирусов, поражающих фито- и зоопланктон, относящихся к семействам  Phycodnaviridae и Mimiviridae. Среди последовательностей РНК содержащих вирусов было обнаружено 5 порядков: Bunyavirales, Mononegavirales, Nidovirales, Picornavirales, Tymovirales, 12 семейств и группа неклассифицированных РНК вирусов во всех исследуемых водоемах.
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ATBHRAN TCHOM GHOIMOTCKACHINBIN KANNall NapATENs CCKBEHHPOBAHIACH Kyprenen Kefiin noTivseacpain
GuouHpopMaTHKa Tanzayhi, BWPYC OPTYpAiriMe Gara Gepyle afMHAMIFAM reHOMA GHOAMOTEKANAPIL
CeKBEHHPOBAHIALAN KK MOIEMETTEp GRIACHIbIN GHOMHOPMALIANbIK TAAAY S HYPrisineTit Gonazss.
Kopuwarai opraubin  JkoOrHATHK arzafiuina GalnamwicTi  Apan-Chipiapns —Gaccelinin  cynaphiuzarst
GaKTepHODArTAPBIHBIH GHOTOTMATLIK TYPAEPIHIN CATBICTBIPMATS TANIAYWINBIN HOTHKeACpi aTbllaabi. Apai-
Chipaapia GacceHninaeri cy Koiimanapht KapaliThii HakTsi GakTepHOdarTapabin ipikTeineai, Gonin anniHams Kane |
cHnaTTaTLIHAL. APa-CPAAPHA GacceHHiNAEr cy KoflMATapsi KapAITAI HAKTbI GaKTepHOGArTapbIH ipiKTEANIT
AIbHFAH UTAMMIAP HETiSiHIE KOUTEKUMS KoHe MonemeTTep Oadace macanmani. Cy obveKrinepitin
KOAOTHATHIK KAraafibin WHIWKATObI peTitie GaxTepodararap nafizazamy owinzeri oaicremenix wycKayaap
| aniprenin rafnaRTKALL.
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Wsyuenne GHopasHooGpasus GakTepHoaroB B JKOMOTHUECKH HEGMAromoMyuHbIX PErHOHaX
Apauio-Ceipaapsunckoro Gacceiina

9153 Onnaenmble pesyabTaTs!

B pe3y/IbTaTe BHIIOHEHHS NPOEKTA GYJ€T NPOBENEH NPEBAPHTEIbHIH AHAH3 IKOJOTHYECKOro
COCTOAHHS PAYIHUHBIX BOIOEMOB Apano-ChIpIapbHHCKOro Gacceiina /Uis onpefeneHus Mect 3a6opa
oGpasuos, GyxeT ocyuiecTsien cGop 0OpasloB W3 BOJOEMOB Apasio-CripapbHHckoro Gaccefina ¢
PAMIMUHBIM  JKOJOTHUECKMM  COCTOSHHEM JUIA  H3YuEHHS  GHOJIOTHYECKOro  pasHooOpass
Gakteprodaros, OyayT mnojyueHbl 00pasubl BHPYC-CMIELH(HYECKHX HYKICHHOBBIX KHCIOT i
METArHOMHOTO QHAIH3A HA HATHYHe OakTepHo(aroB M OLEHKH HX pasHooOpasus, GyayT
TIPHTOTOB/IEHE! TEHOMHbIE GMOMMOTEKH JUIA METArcHOMHOTO HMCCNIENOBAHMA, NPOBEEHO MACCHBHOS
MapasieNbiioe CeKBEHHPOBAHHE MPHTOTOBCHHBIX FeHOMHBIX GHOZMOTEK, GyAeT NpOBeIeHa OUCHKA
| kauecTBa CEKBEHHDOBAHMS M NPEABAPHTEIBHEIN GHOHH(OPMALMOHHBIA aHATM3  pe3yIbTATOB
CEKBEHHPOBAHMSA, TNpPOBCAEH OMOMH(OPMALMOHHBIH aHamM3 623 JAHHBIX, NOIYSCHHBIX nOCHE
CEKBEHHPOBAHUS TMPUTOTOBJEHHBIX TEHOMHBIX OHOJHOTEK /U OUCHKH BUPYCHOTO PasHOOOpasusi.
| GyZyT moJyueHsl pe3yTbTaThl OLEHKH GropashooGpasus GakrepHo(aroB B pasTHYHbIX BOJOEMAX
Apaio-ChIpAAPIHCKOT0  GaccefiHa B 3aBHCHMOCTH OT HMX OKOJIOTHYECKOTO COCTOAHMA, OyayT
OTOGpaHbI, BbUIE/CHBI M OXapakTepu3oBaHbl GakTeprodari BOJIOEMOB Apano-ChIpIapbHHCKOrO
GacceiiHa, Ha OCHOBE OTOGPAHHBIX IITAMMOB GyJeT co3jaHa 1aGopaTopHas KOJLIEKUHA 1 6a3a JaHHBIX
| Gaxtepiodaros, XapakTepHbiX Ui Bomoémos Apano-Ceipaapeuiickoro Gaccelita, paspaGoTaHb!
| IPaKTHYECKHE PEKOMEHJALMH 1O BO3MOXKHOMY HCIO/IB30BAHMIO GaktepHodaros B KauecTse
IHHKATOPA HKOJIOTHYECKOrO COCTONHHSA BOZIOEMOB.
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