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ТұжыРЫм

Есеп 81 бет, 1 кітап, 17 суреттер, 7 кестелер, 45 дереккөз, 5 қосымша.

БАКТЕРИОФАГТАР, БИОАЛУАНТҮРЛІЛІК, АРАЛ-СЫРДАРИЯ БАССЕЙНІ, ЭКОЖҮЙЕ, МЕТАГЕНОМИКА
Зерттеу нысандары: Арал-Сырдария бассейнінің су қоймалары, геномдық ДНҚ, вирустар.

Жобаның мақсаты- су экожүйелеріне антропогендік әсерді бағалау үшін Арал-Сырдария бассейнінің экологиялық қолайсыз аймақтарындағы бактериофагтардың биоалуантүрлілігін зерттеу.

Зерттеулер нәтижесінде келесі негізгі нәтижелер алынды. 2017-2018 жылдары жарияланған деректерді пайдалана отырып, Арал-Сырдария бассейніндегі әртүрлі су қоймаларының экологиялық жағдайына талдау жүргізілді. Аймақтың су объектілері ластану дәрежесінің үш тобына жататындығы көрсетілген. Келес өзені ластанудың жоғары деңгейіне жатады. Бөген және Катта-бугун өзендері нормативті таза су қоймалары болып саналады. Шардара су қоймасы, Сырдария өзені және Кіші Арал теңізі ластану деңгейі орташа объектілерге жатады. Су қоймаларының барлық үш тобынан үлгілер жиналды. Қадамдық концентрациядан кейін нуклеин қышқылдары зерттелетін үлгілерден бөлініп, метагеномдық кітапханалар дайындалды. 6 метагеномдық кітапхананы ретке келтіру жүргізілді, нәтижесінде 12 дерекқор алынды, олардың әрқайсысында 1768633-тен 2346461 ридке дейін болды. Алынған тізбектердің таксономиялық жіктелуі жүргізілді, нәтижесінде вирустық тізбектердің саны 0,9% - дан 5,2% - ға дейін өзгерді, олардың ішінде 26-ға дейін екі тізбекті ДНҚ вирустары анықталды, олардың көпшілігі Caudovirales тәртібіне және Phycodnaviridae, Mimiviridae және Herpesviridae отбасыларына жатады. Бір тізбекті ДНҚ виромы таксономиялық талдауы вирустардың 8 тұқымдасының болуын анықтады: Anelloviridae, Circoviridae, Geminiviridae, Parvoviridae, Nanoviridae, Spiraviridae, Inoviridae и Microviridae. Су үлгілерінде гидроэкожүйелерге тән автохтонды вирустардан басқа, адамдар мен жануарлардың ауруларын тудыратын микроорганизмдердің бактериофагтары бар екендігі көрсетілген. E. coli лизисті бактериофагтардың 6 штаммынан тұратын зертханалық жинақ жасалды вирустардың нуклеотидтік тізбегінің мәліметтер базасы-8 тұқымдас. Су объектілерінің жай-күйін бағалау үшін фагтарды пайдалану бойынша ұсынымдар жасалды. Зерттеу нәтижелері бойынша 13 жұмыс жарияланды, олардың 4-і халықаралық деректер базасына кіреді.

РЕФЕРАТ

Отчет 81 с., 1 кн., 17 рис., 7 табл., 45 источн., 5 прил.
БАКТЕРИОФАГИ, БИОРАЗНООБРАЗИЕ, АРАЛО-СЫРДАРЬИНСКИЙ БАССЕЙН, ЭКОСИСТЕМА, МЕТАГЕНОМИКА
Объекты исследования: водоёмы Арало – Сырдарьинского бассейна, геномная ДНК, вирусы.  

Цель проекта - изучить биоразнообразие бактериофагов в экологически неблагополучных регионах Арало-Сырдарьинского бассейна для оценки антропогенного влияния на водные экосистемы. 

В результате проведенных исследований были получены следующие основные результаты. С использованием опубликованных данных за 2017-2018 годы проведен анализ экологического состояния различных водоемов Арало-Сырдарьинского бассейна. Показано, что водные объекты региона относятся к трем группам степени загрязнения. Река Келес относится к водоему высокого уровня загрязнения. Нормативно чистыми водоемами считаются реки Богень и Катта-Бугунь. Шардаринское водохранилище, р. Сырдарья и Малое Аральское Море относятся к объектам с умеренным уровнем загрязнения. Со всех трех групп водоемов собраны образцы. После ступенчатого концентрирования из исследуемых образцов были выделены нуклеиновые кислоты и подготовлены метагеномные библиотеки. Проведено секвенирование 6 метагеномных библиотек в результате которого было получено 12 баз данных, каждая из которых содержала от 1768633 до 2346461 ридов. Была проведена таксономическая классификация полученных последовательностей, в результате которой было показано, что количество вирусных последовательностей варьировало от 0,9% до 5,2%, Среди них было выявлено до 26 семейств дцДНК вирусов, наибольшее количество из которых относились к порядку Caudovirales и семействам  Phycodnaviridae, Mimiviridae и Herpesviridae. Таксономический анализ оцДНК вирома выявил присутствие 8 семейств вирусов: Anelloviridae, Circoviridae, Geminiviridae, Parvoviridae, Nanoviridae,  Spiraviridae, Inoviridae и Microviridae. Показано, что в водных образцах, кроме автохтонных вирусов типичных для гидроэкосистем, присутствуют бактериофаги микроорганизмов, вызывающих заболевания человека и животных. Была создана лабораторная коллекция из 6 штаммов бактериофагов лизирующих E. coli, база данных по фрагментам геномов, объединяющих представителей 7 семейств вирусов. Составлены рекомендации по возможному использованию фагов для оценки состояния водных объектов. По результатам исследований опубликовано 13 работ, из которых 4 входят в международную базу данных.
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ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения: 

	WGS – Полногеномное секвенирование 
	

	БОЕ – Бляшко – образующая единица
	

	ДНК – Дезоксирибонуклеиновая кислота
	

	дцДНК – Двуцепочечная  дезоксирибонуклеиновая кислота
	

	оцДНК – Одноцепочечная  дезоксирибонуклеиновая кислота
	

	ПДК – Предельно допустимая концентрация
	

	РНК – Рибонуклеиновая кислота
	

	ФСБ – Фосфатно – солевой буфер
	


ВВЕДЕНИЕ

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. 
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 2020 г.: Создание лабораторной коллекции бактериофагов и разработка практических рекомендаций по возможному использованию бактериофагов в качестве индикатора экологического состояния водоемов.

Заключительный отчёт содержит материалы, ранее представленные в промежуточных отчётах: годовой отчёт 2018 года, этап проекта – «Получение образцов вирус-специфических нуклеиновых кислот из различных водоёмов экологически неблагополучных регионов Арало-Сырдарьинского бассейна», инвентарный №0218РК00462; годовой отчёт 2019 года, этап проекта – «Получение геномных библиотек и проведение метагеномного исследования бактериофагов водных экосистем Арало-Сырдарьинского бассейна», инвентарный №0219РК00197.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР
1 Обоснование выбранных исследований 

Метагеномные исследования микробных сообществ, полученных из экстремальных сред обитания, позволили выявить много новых таксонов бактерий и архей [8]. Параллельное исследование вирусной фракции микробных сообществ также позволило обнаружить ранее неизвестное, широкое генетическое разнообразие различных таксономических групп вирусов [9].

Впервые водные вирусы были выявлены как возбудители болезней рыб, таких как инфекция поджелудочной железы, некроз и орегонская болезнь нерки в начале 1960-х годов [10], 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 [11]. 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 [12, 13], 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. [14, 15].

Открытие того факта, что вирусы являются наиболее распространенными биологическими объектами в океанической морской среде [16], достигая до 108 вирусов в мл, еще более простимулировало исследования морских вирусов. Техническое содействие в обнаружении и подсчете морских вирусов (например, [17]) поспособствовало более детальным исследованиям их численности и разнообразия. Дальнейшее распространение исследований вирусов коралловых рифов [18], донных отложений [19, 20], глубоководной биосферы [21] и пресноводной среды [22] 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 [23, 24], и морской виром считается самым большим неизученным пулом генетического разнообразия на земном шаре: 63–93% последовательностей не представлены в общедоступных базах данных [25]. Недавний анализ данных вирусной метагеномной последовательности с 43 участков поверхностного океана выявил около 5500 популяций вирусов дцДНК, 39 из которых могут являться культивируемыми [26]. Даже в очень небольших масштабах,  вирусное разнообразие может быть высоким, как показали Flaviani et al. [27], 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 [26].

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 [28]. 

Территория Арало–Сырдарьинского бассейна, занимает около 345 тысяч км2, включает две административные области Казахстана: Южно-Казахстанскую и Кызылординскую, и является зоной экологического бедствия, возникшего в результате нерационального использования ограниченных водных ресурсов региона.

Анализ литературных данных по экологическому состоянию одного из восьми водохозяйственных бассейнов Казахстана: Арало-Сырдарьинского бассейна показывает, что водные системы этого района испытывает огромную антропогенную нагрузку [29, 30 - 32]. Это обусловлено тем, что в этом бассейне сосредоточено более 30% используемых орошаемых земель Республики Казахстан (рисунок 1) [33], которые являются основными потребителями водных ресурсов региона. 

К основным водопотребителям можно отнести сенокосы, пастбища, сельхозводоснабжение, прудовое хозяйство, природные комплексы, в том числе Аральское (Малое Северное) море. Для обеспечения орошаемых земель поливной водой построена соответствующая водная инфраструктура: помимо естественных водоемов 
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Рисунок 1 - Зона мелиоративного земледелия Арало-Сырдарьинского бассейна

(речная сеть, озера, месторождения подземных вод т.п.); водохранилища сезонного регулирования стока рек в ирригационных целях (Шардаринское, Бугуньское и др.); гидроузлы, плотины, насосные станции и другие сооружения для забора воды из источников; системы магистральных (межобластных, межрайонных) межхозяйственных каналов и водных трактов для транспортирования воды потребителям; внутрихозяйственные ирригационные и коллекторно-дренажные сети; системы сельскохозяйственного водоснабжения и обводнения пастбищ. На протяжении 30 лет производился неконтролируемый забор воды для орошения сельскохозяйственных культур, неограниченно применялись инсектициды, пестициды, гербициды и др. химические реагенты, что в итоге привело к пересыханию рек, засолению и деградации почв региона.

Кроме того, на территории этого бассейна расположено более 700 предприятий строительной индустрии, металлургической, химической, нефтехимической, машиностроительной, легкой, пищевой и фармацевтической промышленности. Огромное водопотребление данных предприятий и недостаточная степень очистки промышленных стоков, а также особенности формирования основного объема стока бассейна в земледельческих регионах Киргизии и Узбекистана приводило (в различные годы наблюдения) к увеличению Коли индекса до 25000, а превышение предельно допустимых концентраций (ПДК) по группам некоторых металлов и ионов составляло от 400 до 800 процентов.

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 [34, 35] 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 [36]. Ранее были проведены исследования по изучению структуры сообществ эубактерий и архей, а также биоразнообразия бентосных диатомовых водорослей [29]. 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.

2 Материалы и методы

Методы сбора проб воды. Водные образцы были отобраны с поверхности исследуемых водоемов объемом 10 литров в стерильные контейнеры в течении мая месяца 2018 года.

Получение фильтратов водных образцов. Для инактивации патогенных микроорганизмов в водные образцы добавляли глутаровый альдегид (2% конечная концентрация) или формалин (1% конечная концентрация) и выдерживали в течении 24 часов при температуре 4…8° С. Водный образец последовательно фильтровали через бумажный фильтр и через мембранные фильтры с диаметром пор 3 мкм, 0,45 мкм. Образцы хранили стерильно в тёмном месте при температуре 4…8°С.

Концентрирование вируссодержащих образцов. Фильтрат водного образца концентрировали до объема 500 мл при помощи тангенциальной проточной фильтрации (Vivaflow 200, Sartorius, с полиэфирсульфоновой мембраной 200 см2 ). Для осаждения вирусных частиц водные концентраты центрифугировали на ультрацентрифуги Beckman Coulter, Avanti J30I, при скорости 29 000 об/мин в течении 2 часов.
Для удаления внеклеточной бактериальной ДНК, концентрированные образцы обрабатывали ДНКазой (1000 U/mL; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) при 37˚С в течении 30 мин. Инактивировали ДНКазу добавлением 20 мкл 50мМ EDTA с последующим инкубированием в течении 10 мин при 65 ˚С. Подтверждение удаления бактериальной ДНК из образцов осуществляли методом реал тайм ПЦР с праймерами на обнаружение 16S рибосомальной РНК.   

Выделение нуклеиновых кислот. Из полученных образцов выделяли суммарную ДНК с помощью набора для экстракции PureLink Genomic DNA MiniKit («Invitrogen», USA) по протоколу фирмы производителя. 

Электрофоретический анализ нуклеиновых кислот проводили в 1% агарозном геле с последующим окрашиванием геля в растворе этидиум бромида.

Измерение количества нуклеиновых кислот. Для измерения концентрации нуклеиновых кислот использовали флуоресцентный краситель, специфически связывающийся с определённым типом нуклеиновой кислоты (двуцепочечная ДНК). Количественные измерения осуществляли с помощью набора Qubit dsDNA HS (High Sensitivity, Invitrogen, USA) согласно инструкции, для флюориметра Qubit 3.0. 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 удаляли с помощью процедуры промывания свежеприготовленным 80% C2H5OH.

Анализ качества геномных библиотек был проведён при помощи прибора Agilent 2100 с использованием набора DNA 1000 Kit
Библиотеки генов секвенировали на платформе Illumina MiSeq (Сан-Диего, Калифорния, США) c использованием набора MiSeq Kit v3, позволяющих получать парноконцевые чтения длиной 300 п.н.

Анализ данных секвенирования. Контроль качества ридов был выполнен с помощью программы Fast QC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Затем полученные данные были обработаны в Trimmomatic v. 0.36, последовательности короче 50 нуклеотидов были исключены из анализа; адаптеры были удалены. После удаления некачественных считываний и обрезки адаптеров последовательности были проанализированы программой Kaiju с использованием базы данных не избыточных белков: бактерий, архей, вирусов, грибов и микробных эукариот (NCBI BLAST nr + euk) с параметрами по умолчанию. Kaiju 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 [37]. 

Также в работе было использовано приложение Genome Detective Virus Tool  (https://www.genomedetective.com/), которое позволяет таксономически классифицировать эукариотические вирусы и фаги.  После предварительной обработки с использованием Trimmomatic риды фильтруются и сортируются на уровне белка с использованием DIAMOND и базы данных UniRef90, а затем собираются с использованием ассемблера SPADes.

Штаммы бактерий. В качестве индикаторной бактериальной культуры, необходимой для пассажей бактериофагов и тестирования их активности использовали E. coli 753, для определения спектра литической активности исследуемых бактериофагов использовали E. coli K99, E. coli 4325, E. coli 4238, P. aeruginosa 325, P. aeruginosa 153, Bacillus subtilis. Все бактериальные культуры были взяты из собственной коллекции микроорганизмов ТОО «НПЦ микробиологии и вирусологии»

Питательные среды. Для культивирования бактерий и пассажей бактериофагов использовали питательный бульон (МПБ) (Nutrient Broth, «Titan Biotec», India). Для хранения бактерий, выделения бактериофагов, определения титра по Грациа и описания морфологии бляшкообразующих единиц (БОЕ) использовали 2% питательный агар (МПА) (Nutrient Agar «Himedia», India).
Изоляция бактериофагов. Выделение фагов, лизирующих  E. coli проводили с использованием проб воды, взятых из реки Келес. 50 мл водного образца центрифугировали при 1000 g в течение 5 мин. После надосадок фильтровали при помощи бактериальных фильтров с размером пор 0,45 мкм. К 45 мл фильтрата добавляли 5 мл концентрированного питательного бульона и 5 мл 18-24 часовой бактериальной суспензии. Смесь встряхивали при температуре 37 ° C в течение 24 часов; После окончания инкубации смесь центрифугировали 30 мин при 3000 об / мин. Супернатант фильтровали через бактериальные фильтры с диаметром пор 0,45 мкм. Полученные фаголизаты хранили в стерильных условиях при 4 ... 8 ° C [38, 39]. 
Выделение бактериофагов на твёрдой питательной среде. Исходный фаголизат титровали до получения девяти 10-кратных разведений. Каждое разведение объёмом 10 мл смешивали с 14 мл 2% питательного агара и добавляли 1 мл 24 часовой культуры индикаторных бактерий. Полученную смесь заливали в чашки Петри и инкубировали в течении 18 часов при 37°С. В качестве контроля использовали ту же смесь, но вместо водного образца добавляли 10 мл стерильного фосфатного буфера. По истечению срока инкубации визуально фиксировали формирование отдельных БОЕ на сплошном газоне бактериальной культуры.
Выделение чистых линий бактериофагов. После обнаружения БОЕ на сплошном газоне бактериальной культуры вырезали отдельно стоящую зону лизиса при максимальном разведении фаголизата, вырезали микробиологической петлёй и помещали в стерильную пробирку. После этого к изолированной единичной бляшке добавляли 5 мл питательного бульона и инкубировали в течение 2 ч при температуре 37 ° C. Смесь центрифугировали в течение 15 мин при 14000 g и  после фильтровали через бактериальный фильтр с размером пор 0,45 мкм. После к 100 мкл полученного фильтрата добавляли 1 мл 18-24 часовой культуры E.coli, смесь инкубировали при температуре 37 ° C в течение 24 часов. Этапы изоляции отдельных бляшек повторяли три раза.

Определение литической активности полученных фаголизатов проводили методом Аппельмана [40].
Титр бактериофага в суспензии определяли методам Грациа [41].

Для табличного и графического изображения полученных результатов использовали пакет программ «Microsoft Office».
3 Результаты исследований
3.1 Получение образцов вирусспецифических нуклеиновых кислот из различных водоемов экологически неблагополучных регионов Арало – Сырдарьинского бассейна

3.1.1 Анализ водных экосистем для изучения биоразнообразия бактериофагов в экологически неблагополучных регионах Арало – Сырдарьинского бассейна

Подбор мест сбора водных образцов осуществлялся с помощью анализа данных РГП «Казгидромет» за 2017-2018 годы, проводимых по гидрохимическим показателям на 382 гидрохимическом створе, распределенном на 132 водных объектах: 86 рек, 13 вдхр., 28 озер, 4 канала, 1 море [42]. Анализ исследованных данных показал ряд закономерностей состояния водных объектов региона. Было установлено, что концентрация растворенного кислорода (мг/дм3) может свидетельствовать о состоянии чистоты водоема. На рисунке 2 показано, что концентрация растворенного кислорода в холодный период 2017 и 2018 годов на 30% больше, чем в тёплое время года, что сопоставимо с данными по периодам активности микроводорослей в водоёмах (рисунок 2) [43, 44]. Так же доказано, что в эвтрофированных и сильно загрязненных органическими соединениями водных объектах может иметь место значительный дефицит кислорода. Аналогичная картина наблюдается при анализе превышения ПДК нитритного азота в теплое время года, указывающего на биохимические процессы микробного происхождения (рисунок 3) [43]. 
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По оси ординат концентрация растворенного кислорода (мг/дм3), по оси абсцисс 1-4 I–IV кварталы 2017 года наблюдения, 5-6 – I и II квартал 2018 года наблюдения.

Рисунок - 2 Изменение концентрации растворенного кислорода в Сырдарье (мг/дм3) в зависимости от сроков наблюдения
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По оси ординат превышение ПДК, нитритный азот, по оси абсцисс 1-4 – I–IV кварталы 2017 года наблюдения, 5-6 – I и II квартал 2018 года наблюдения.
Рисунок 3 - Изменение превышения ПДК, нитритного азота в Сырдарье (мг/дм3) в зависимости от сроков наблюдения
Таким образом, были установлены возможные сроки отбора водных образцов для изучения разнообразия бактериофагов Арало-Сырдарьинского бассейна. 

Дальнейший анализ данных РГП «Казгидромет» показал, что качество воды исследуемого бассейна можно разделить на 3 группы: нормативно-чистая вода, вода умеренного уровня загрязнения, вода высокого уровня загрязнения.

Анализ выборки показателей чистоты водоемов за 2017 – 2018 годы показал, что, несмотря на высокую степень загрязнения фенолами и сульфатами, большинство анализируемых водных объектов 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 верховья рек Боген и Катта-Бугунь, истоки которых находятся в высокогорье при практически полном отсутствии антропогенного воздействия.

3.1.2 Отбор образцов из экологически благополучных водоемов Арало – Сырдарьинского бассейна для изучения биоразнообразия бактериофагов
В наших исследованиях был подобран ряд точек сбора образцов воды в предполагаемых экологически благополучных водоемах Арало – Сырдарьинского бассейна (рисунки 4-5). 

Забор образцов воды, производили c поверхности  из указанных мест на карте (Рисунки 4, 5) в объеме 10 л. Воду собирали в стерильную посуду. Координаты мест сбора отмечали по GPS и картам «Google map». Инактивацию возможных инфекционных 
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Рисунок 4 – Место отбора водного образца из нормативно- чистой реки Боген, 42°56'06.9"N 69°38'36.8"E
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Рисунок 5 -  Место отбора водного образца из нормативно - чистой реки Катта - Бугунь, 42°51'51.1"N 69°44'35.8"E

агентов осуществляли с помощью глутарового альдегида (2% конечная концентрация) или формалина (1% конечная концентрация). Каждый образец последовательно фильтровали через бумажный фильтр и мембранные фильтры с диаметром пор 3 и 0,22 мкм. Вирусный материал концентрировали тангенциальной фильтрацией, с последующим осаждением методом ультрацентрифугирования. Полученный осадок вируса растворяли в минимальном объеме стерильного ФСБ и хранили при -80˚С для последующего выделения нуклеиновых кислот.
В результате проведённых исследований было отобранно 2 образца из экологически благополучных водоемов Арало – Сырдарьинского бассейна из которых был получен вируссодержащий материал необходимый для дальнейшего изучения биоразнообразия бактериофагов.

3.1.3 Отбор образцов из экологически неблагополучных водоемов Арало – Сырдарьинского бассейна для изучения биоразнообразия бактериофагов

Согласно данным наблюдения РГП «Казгидромет» за загрязнением поверхностных вод, которые включали в себя показатели ПДК по веществам из групп главных ионов, биогенных веществ и органических веществ, в наших исследованиях был подобран ряд точек сбора образцов воды с предполагаемых экологически неблагополучных водоемов Арало-Сырдарьинского бассейна, относящихся к воде умеренного уровня загрязнения или воде высокого уровня загрязнения (рисунки 6-9).
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Рисунок 6 -  Место сбора образца воды из Шардаринского водохранилища, 41°14'51.3"N 67°58'11.7"E
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Рисунок 7 – Место сбора образца воды из р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 41°37'35.3"N 68°02'46.7"E
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Рисунок 8 – Место сбора образца воды из Аральского моря, 46°06'07.2"N; 60°46'17.6"E
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Рисунок 9 – Место сбора образца воды из р. Келес, 41°20'22.8"N 68°57'36.3"E

Забор образцов воды, производили c поверхности  из указанных мест на карте (Рисунки 6-9) в объеме 10 л. Воду собирали в стерильную посуду. Координаты мест сбора отмечали по GPS и картам «Google map». Инактивацию возможных инфекционных агентов в отобранных образцах осуществляли с помощью глутарового альдегида (2% конечная концентрация) или формалина (1% конечная концентрация). Каждый образец фильтровали через бумажный фильтр для удаления взвешенных частиц, с последующей последовательной фильтрацией через мембранные фильтры диаметром пор 3 и 0,22 мкм. Вирусный материал концентрировали путем тангенциальной фильтрации, с последующим осаждением методам ультрацентрифугирования. Полученный осадок вируса растворяли в минимальном объеме стерильного ФСБ и хранили при -80˚С для последующего выделения нуклеиновых кислот.
3.1.4 Получение вирусспецифических нуклеиновых кислот из водных образцов, собранных в различных регионах Арало – Сырдарьинского бассейна

Для изучения биоразнообразия бактериофагов в водных экосистемах Арало – Сырдарьинского бассейна из сконцентрированных вируссодержащих материалов 6 водных образцов были выделены нуклеиновые кислоты в соответствии с рекомендациями фирм производителей (таблица 1). Оценка качества полученных препаратов при соотношении оптической плотности при 260 и 280 нм показал, что полученные препараты содержали нуклеиновую кислоту без загрязнений белковыми ингредиентами. Количество нуклеиновой кислоты в пробах исследуемых водоемов составляло от 68 нг до 750 нг.
Таблица 1 ( Характеристика препаратов нуклеиновых кислот, выделенных из водных образцов Арало – Сырдарьинского бассейна

	Объект выделения образцов
	Концентрация дцДНК в исследуемом образце, нг/мкл
	Чистота

Значение OD260/280

	р. Богень
	7,8
	1,8

	р. Катта-Бугунь
	2,35
	1,81

	Водохранилище Шардара
	3,7
	2,0

	р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей
	15
	1,8

	Малое Аральское море (Плотина Кок Арал) 
	10,5
	1,9

	Р. Келес
	1,36
	2,0


Для определения длины экстрагированных образцов дцДНК проводили электрофоретический анализ в 1 % агарозном геле, с последующим окрашиванием в растворе этидиум бромида (рисунок 10).
Согласно электрофореграмме, все образцы ДНК имели длину больше 15 kbs, в образце из реки Келес присутствовали фрагменты длиной 1250 и 2500 пар нуклеотидов.

Таким образом, были получены вирусспецифические нуклеиновые кислоты из водных образцов, собранных в различных регионах Арало – Сырдарьинского бассейна для дальнейшего изучения разнообразия бактериофагов методом секвенирования нового поколения.
3.2 Получение геномных библиотек и проведение метагеномного исследования бактериофагов водных экосистем Арало – Сырдарьинского бассейна
3.2.1 Получение геномных библиотек для метагеномного исследования бактериофагов водных экосистем Арало – Сырдарьинского бассейна

Для создания парноконцевых библиотек были использованы образцы геномной ДНК, полученной из различных водных образцов Арало – Сырдарьинского бассейна: 
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1 - р. Келес, 2 - р. Боген, 3 - р. Катта-Бугунь, 4 - водохранилище Шардара, 5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 – Малое Аральское море (Кок - Аральская плотина), L – 1kbs plus ladder (Invitrogen).

Рисунок 10 – Электрофореграмма препаратов ДНК, полученных из вируссодержащего материала водных образцов

умеренного уровня загрязнения, к которым относятся образцы из водохранилища Шардара, р. Сырдарья (в месте впадения в нее сбросного канала), из Малого Аральского моря (возле Кок – Аральской плотины), 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 6 геномных библиотек, средний размер фрагмента которых составлял 700-900 нуклеотидов, что полностью соответствует требованиям для проведения качественного множественного параллельного секвенирования на приборе MiSeq (рисунок 11).

Таким образом, из водных образцов, собранных в различных регионах Арало – Сырдарьинского бассейна,  для дальнейшего изучения разнообразия бактериофагов методом массивного параллельного секвенирования были получены 6 геномных библиотек из нуклеиновых кислот.
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1 - Малое Аральское море (Кок - Аральская плотина), 2 - р. Боген, 3 - Водохранилище Шардара, 4 - р. Келес,  5 - р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 6 - р. Катта-Бугунь.

Рисунок 11 - Анализ качества геномных библиотек
3.2.2 Массивное параллельное секвенирование приготовленных геномных библиотек

Было проведено массивное параллельное секвенирование 6 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 12 баз данных, содержащих последовательности левосторонних (R1) и правосторонних (R2) прочтений множественного параллельного секвенирования, каждая из которых содержала от 1768633 до 2346461 ридов (таблица 2). Наибольшее количество ридов после секвенирования было получено из образца реки Катта-бугунь, наименьшее из образца Малого Аральского моря. Таким образом, было проведено массивное параллельное секвенирование геномных библиотек, полученных из водных образцов, собранных в различных регионах Арало – Сырдарьинского бассейна для исследования разнообразия бактериофагов.

Таблица 2 – Характеристика баз данных полученных после секвенирования 

	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

	Малое Аральское море

(Кок-Аральская плотина)
	R1
	1768633
	51,0
	35
	301

	
	R2
	1768633
	51,0
	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

	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


3.2.3 Оценка качества секвенирования и предварительный биоинформационный анализ

После проведения массивного параллельного секвенирования 6 геномных библиотек образцов Арало – Сырдарьинского бассейна полученные базы данных подвергались оценке качества секвенирования. Качество полученных последовательностей проверено с помощью программы Fast Quality Control (FastQC) которая выдает несколько разных статистических данных, позволяющих оценивать качество коротких прочтений. На рисунке 12А представлен пример общей оценки качества нуклеотидных последовательностей программой FastQC. На этом графике по оси Х откладывается позиция нуклеотида в риде, по оси Y - 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 низким. Как видно, в среднем, около 10 % всех полученных ридов имели значение Q 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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А – до предварительной обработки, Б – после предварительной обработки
Рисунок 12 – Оценка качества ридов

После удаления сиквенсных адаптеров и ридов с низким качеством была получены базы нуклеотидных последовательностей, показывающая приемлемое качество, необходимое для дальнейшей обработки. При этом средняя длина ридов варьировала 210-284 нуклеотидов (рисунок 12 Б, Таблица 3).

Таблица 3 – Статистический анализ баз данных

	Статистические данные
	Базы данных секвенирования

	
	р. Келес
	р. Катта-бугунь
	р. Богень
	р. Сырдарья
	Вод-ще Шардара
	Малое Аральское море

	Количество последовательностей до обработки


	2,198,506
	2,346,461
	1,769,680
	2,074,483
	2,169,637
	1,767,754

	Средняя длина последовательности до обработки 


	211 ± 87 bp
	205 ± 88 bp
	264 ± 56 bp
	286±62  bp
	211 ± 87 bp
	264 ± 56 bp

	Средний процент GC пар до обработки


	49 ± 10 %
	46 ± 9%
	47± 10%
	44± 10%
	47± 10%
	51± 10%

	Количество последовательностей после обработки


	2,093,657
	2,034,847
	1,615,951
	1,919,889
	2,035,948
	1,749,537

	Средняя длина последовательности после обработки


	213 ± 82 bp
	210 ± 84 bp
	262 ±50 bp
	284±58  bp
	213 ± 82 bp
	263 ± 55 bp

	Средний процент GC пар после обработки
	49 ± 10 %
	46 ± 9%
	47± 10%
	44± 10%
	47± 10%
	51± 10%


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. 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.

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.

3.2.4 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 последовательностей варьировал в исследуемых образцах и составил от 0,9% до 5,2% (рисунок 13), наибольшее количество вирусных ридов присутствовало в образце Малого Аральского моря, наименьшее их количество было определено в образце «высокого уровня загрязнения» - р. Келес и в нормативно – чистом образце р. Катта-бугунь, в оставшихся образцах их количество было практически одинаковым, в пределах 3,5%. Согласно рисунку 13, во всех исследуемых образцах, независимо от уровня загрязнения, максимальное количество ридов относилось к бактериальным, их численность варьировала от 72,6% до 86,2%. Бактериальная часть (73%) метагенома, вероятно, переоценена из-за ошибочной классификации последовательностей профагов, которые, согласно базам данных и используемым программам аннотирования, имеют бактериальное происхождение [45].
Наибольшее количество эукариотических последовательностей присутствовало в образцах из Малого Аральского моря и Шардаринского водохранилища.  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%.
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Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Водохранилище Шардара, 2- р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 3 – Малое Аральское море (Кок – Аральская плотина), 4 - р. Богень, 5 - р. Катта-Бугунь, 6 - р. Келес.

Рисунок 13 – Содержание и структура исследованных виромов
Анализ вирома показал, что во всех образцах до 69 % ридов вирусных последовательностей относились к группе некультивируемых вирусов прокариот. Среди классифицированных по типу нуклеиновой кислоты наиболее распространенными были вирусы, обладающие двуцепочечным ДНК геномом, количество их последовательностей варьировало от 31% до 54% (Рисунок 14). Меньше всего было обнаружено последовательностей оцДНК вирусов, максимальный процент ридов которых составлял 1% от всех вирусных ридов в образце.

Было установлено, что среди аффилированных дцДНК вирусных последовательностей большинство относилось к хвостатым бактериофагам отряда Caudovirales, состоящего из семейств Myoviridae, Siphoviridae и Podoviridae и эукариотическим вирусам семейств Phycodnaviridae (7% - 25 %), Mimiviridae (2% -5,6%) и Herpesviridae (0,99% - 3,7%). Среди таксономически не классифицированных последовательностей   наибольшее количество принадлежало дцДНК фагам (8,3%) и дцДНК вирусам эукариот (до 6,6%-10,4%) (рисунок 15). 

Анализ аннотированных последовательностей выявил до 26 семейств дцДНК вирусов (Таблица 4), которые поражают бактерии, водоросли, птиц, рыб, насекомых, людей  и т.д., и все вышеописанные семейства составляли 91%  - 96,4% от всех идентифицированных вирусов с дцДНК геномом.
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Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Водохранилище Шардара, 2- р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 3 – Малое Аральское море (Кок – Аральская плотина), 4 - р. Боген, 5 - р. Катта-Бугунь, 6 - р. Келес.

Рисунок 14 – Относительное распределение вирома
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Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей. Категория «Другие» объединяет семейства, которые представляют наименьшее количество последовательностей дцДНК вирома, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Водохранилище Шардара, 2- р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 3 – Малое Аральское море (Кок – Аральская плотина), 4 - р. Боген, 5 - р. Катта-Бугунь, 6 - р. Келес.

Рисунок 15 – Таксономический состав дцДНК вирома.

Таблица 4 – Разнообразие вирусов дцДНК вирома

	Семейства вирусов
	Основной

хозяин
	Относительная численность (% вирусных последовательностей от количества дцДНК вирусов)

	
	
	Вод-ще Шардара
	р. Сырдарья
	Малый Арал
	р. Богень
	р. Катта-бугунь
	р. Келес

	Caudovirales
	Бактерии
	56,78
	63,42
	64,96
	55,94
	50,91
	63,00

	Phycodnaviridae
	Водоросли
	15,28
	13,14
	12,14
	24,52
	22,84
	6,82

	Mimiviridae
	Амебы
	3,71
	3,23
	2,54
	2,05
	5,57
	3,18

	Herpesviridae
	Животные, 

включая человека
	2,01
	2,28
	1,83
	0,99
	1,82
	3,71

	unclassified dsDNA phages
	Бактерии
	7,95
	5,47
	8,27
	4,61
	3,51
	7,85

	unclassified dsDNA viruses
	-
	9,34
	7,14
	6,63
	8,20
	10,42
	6,43

	Poxviridae
	Птицы и млекопитающие
	1,10
	1,14
	0,68
	0,66
	1,06
	1,89

	Baculoviridae
	Насекомые
	0,78
	0,85
	0,58
	0,52
	1,03
	1,60

	Adenoviridae
	Млекопитающие
	0,42
	0,42
	0,35
	0,23
	0,47
	0,95

	Papillomaviridae
	Птицы и млекопитающие
	0,51
	0,51
	0,28
	0,76
	0,25
	0,75

	"unclassified archaeal

dsDNA viruses"
	Археи
	0,14
	0,32
	0,25
	0,12
	0,17
	0,33

	Marseillviridae
	Амебы
	0,37
	0,22
	0,21
	0,19
	0,34
	0,46

	Alloherpesviridae
	Рыбы и амфибии
	0,28
	0,20
	0,19
	0,17
	0,17
	0,34

	Iridoviridae
	Насекомыее, амфибии, рыбы, беспозвоночные
	0,67
	1,08
	0,65
	0,57
	0,79
	1,12

	Ascoviridae
	Беспозвоночные
	0,14
	0,08
	0,08
	0,09
	0,15
	0,28

	Nudiviridae
	Насекомые, морские ракообразные
	0,04


	0,09


	0,08


	0,05


	0,13


	0,28



	Polydnaviridae
	Насекомые
	0,14
	0,11
	0,07
	0,10
	0,10
	0,17

	Polyomaviridae
	Птицы и млекопитающие
	0,05


	0,04


	0,06


	0,06


	0,08


	0,14



	Nimaviridae
	Ракообразные
	0,13
	0,07
	0,04
	0,05
	0,04
	0,08

	Asfaviridae
	Насекомые, свиньи
	0,08
	0,08
	0,03
	0,04
	0,06
	0,14

	Tectiviridae
	Бактерии
	-
	0,01
	0,02
	0,02
	0,01
	0,24

	Lipothrixviridae
	Археи
	0,04
	0,08
	0,02
	0,02
	0,02
	0,06

	Malacoherpesviridae
	Моллюски
	0,01
	0,01
	0,01
	-
	-
	0,01

	unclassified Herpesvirales
	Животные, 

включая человека
	-
	-
	0,01
	0,01
	0,01
	0,05

	Bicaudaviridae
	Археи
	0,01
	-
	0,01
	0,01
	0,01
	0,06

	Rudiviridae
	Археи
	0,02
	-
	0,01
	0,02
	-
	0,02

	Fuselloviridae
	Археи
	0,01
	0,01
	-
	0,02
	0,02
	0,03

	Ampullaviridae
	Археи
	-
	-
	-
	-
	-
	0,03


Среди последовательностей оцДНК вирома были выявлены представители 8 семейств (Рисунок 16). Показано, что во всех исследуемых образцах доминирующими из них были семейства Geminiviridae, их количество варьировало от 28% до 32% от числа обнаруженных оцДНК вирусных последовательностей. Далее за ним по численности следовали семейства Anelloviridae (17%), Parvoviridae (13,6% - 21%), Microviridae (9,5%-26%) и Circoviridae (5,8% - 15%). Наименьшее количество последовательностей оцДНК вирусов принадлежали семействам Spiraviridae, Inoviridae и Nanoviridae. Также в образцах присутствовали риды, не классифицированные до семейства оцДНК в пределах 7%.

[image: image22.png]20,00 30,00

m Inoviridae

m Parvoviridae

40,00

® Microviridae

= Unclassified

50,00 60,00

u Anelloviridae ~ m

= Nanoviridae

70,00

Circoviridae

Spiraviridae

80,00

® Geminiviridae

90,00





Ось абсцисс – процентное содержание групп последовательностей, процент указан от числа последовательностей оцДНК вирусов, ось ординат – исследованные образцы: 1 - Водохранилище Шардара, 2- р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 3 – Малое Аральское море (Кок – Аральская плотина), 4 - р. Боген, 5 - р. Катта-Бугунь, 6 - р. Келес.

Рисунок 16 – Таксономический состав дцДНК вирома.
Таким образом, было изучено разнообразие ДНК вирома различных водоемов Арало – Сырдарьинского бассейна. Было установлено, что количество вирусных последовательностей варьировало от 0,9% до 5,2%, среди них, наиболее многочисленные были вирусы, обладающие дцДНК. Среди них было выявлено до 26 семейств вирусов, наибольшее количество из которых относились к порядку Caudovirales и семействам  Phycodnaviridae, Mimiviridae и Herpesviridae. Таксономический анализ оцДНК вирома выявил присутствие 8 семейств вирусов: Anelloviridae, Circoviridae, Geminiviridae, Parvoviridae, Nanovirida,  Spiraviridae, Inoviridae и Microviridae.

3.3 Создание лабораторной коллекции бактериофагов и разработка практических рекомендаций по возможному использованию бактериофагов в качестве индикатора экологического состояния водоемов
3.3.1 Сравнительный анализ биоразнообразия бактериофагов в различных водоемах Арало – Сырдарьинского бассейна в зависимости от их экологического состояния окружающей среды
В соответствии с запланированным планом работ была проведена таксономическая классификация метагеномных баз данных, полученных в результате высокопроизводительного секвенирования библиотек нуклеиновых кислот, выделенных из различных водных образцов Арало – Сырдарьинского бассейна.  Для сравнительного анализа разнообразия бактериофагов были выбраны водоёмы с различным уровнем загрязнения: нормативно - чистый образец (р. Катта-бугунь и р. Богень), образец высокого уровня загрязнения (р. Келес) и 3 образца умеренного уровня загрязнения (водохранилище Шардара, р. Сырдарья и Малое Аральское море). Таксономическую классификацию проводили с помощью программы Kaiju с использованием базы данных не избыточных белков: бактерий, архей, вирусов, грибов и микробных эукариот (NCBI BLAST nr + euk) с параметрами по умолчанию. В результате анализа полученных метагеномных баз было установлено, что большинство обнаруженных последовательностей бактериофагов относились к отряду Caudovirales, включающему в себя семейства Myoviridae, Siphoviridae и Podoviridae (рисунок 17). 
[image: image23.png]I : I : I : I : I : I |
1 2 3 4 5 6

® [lpyaue du/IHK eupycel W Myoviridae Siphoviridae = Podoviridae





Ось абсцисс – исследованные образцы: 1 - Водохранилище Шардара, 2- р. Сырдарья в месте впадения в нее сбросного канала с орошаемых полей, 3 – Малое Аральское море (Кок – Аральская плотина), 4 - р. Боген, 5 - р. Катта-Бугунь, 6 - р. Келес, ось ординат – процентное содержание основных семейств бактериофагов

Рисунок 17 – Соотношение основных семейств бактериофагов в образцах с различным уровнем загрязнения

Наиболее доминирующими были семейства Myoviridae  и Siphoviridae, в сумме их количество достигало до 60% от дцДНК вирома. Меньший процент последовательностей среди данного отряда фагов принадлежал семейству Podoviridae. Исключение составляет образец из нормативно – чистого образца (р. Катта-бугунь), в котором количество последовательностей семейства Podoviridae преобладало над Siphoviridae, и было сопоставимо с количеством обнаруженных последовательностей семейства Myoviridae.

В ходе сравнительного анализа бактериофагов семейства Myoviridae было выявлено до 24 видов фагов в каждом из исследуемых образцов (Таблица 5).

Таблица 5  – Сравнительный анализ видового разнообразия бактериофагов

	Бактериофаги
	Вод-ще Шардара
	р. Сырдарья
	Малое Аральское море (Кок - Арал)
	р. Богень
	р. Катта-Бугунь
	р. Келес

	Synechococcus phage
	10,99*
	11,72
	7,13
	5,18
	5,30
	2,20

	Cyanophage
	1,13
	1,53
	1,35
	1,02
	0,90
	0,34

	Prochlorococcus phage 
	1,18
	2,36
	1,08
	1,08
	1,21
	0,41

	Pelagibacter phage 
	1,04
	1,12
	0,93
	0,78
	0,74
	0,22

	Acinetobacter phage
	0,25
	1,02
	0,31
	0,86
	0,40
	0,60

	Aeromonas phage
	0,32
	0,33
	0,50
	0,35
	0,21
	0,59

	Bacillus phage 
	0,49
	0,71
	0,49
	0,32
	0,41
	1,11

	Burkholderia phage
	0,04
	0,04
	0,21
	0,04
	0,09
	0,25

	Caulobacter phage
	0,24
	0,24
	0,35
	0,16
	0,28
	0,07

	Cronobacter phage 
	0,19
	0,23
	0,25
	0,24
	0,28
	0,25

	Erwinia phage 
	0,22
	0,17
	0,27
	0,21
	0,25
	0,34

	Escherichia phage
	0,12
	0,22
	0,41
	0,20
	0,20
	0,47

	Enterobacter phage
	0,30
	0,23
	0,17
	0,07
	0,12
	0,22

	Pseudomonas phage
	0,52
	0,75
	0,90
	0,45
	0,83
	0,83

	Arthrobacter phage
	0,01
	0,00
	0,07
	0,01
	0,03
	0,05

	Bdellovibrio phage
	0,04
	0,05
	0,10
	0,00
	0,06
	0,09

	Cellulophaga phage
	0,01
	0,00
	0,07
	0,05
	0,03
	0,17

	Clostridium phage
	0,03
	0,00
	0,02
	0,01
	0,03
	0,07

	Campylobacter phage 
	0,00
	0,00
	0,01
	0,01
	0,01
	0,08

	Edwardsiella phage
	0,05
	0,04
	0,01
	0,04
	0,04
	0,09

	Flavobacterium phage
	0,02
	0,00
	0,07
	0,03
	0,03
	0,08

	Pectobacterium phage
	0,00
	0,12
	0,13
	0,08
	0,06
	0,10

	Vibrio phage
	0,12
	0,04
	0,05
	0,02
	0,01
	0,05

	Mycobacterium phage
	0,27
	0,07
	0,50
	0,02
	0,23
	0,29

	Неклассифицируемые
	0,20
	0,22
	0,16
	0,08
	0,10
	0,22

	* - процент последовательностей бактериофагов в образцах (указан  от числа дцДНК вирусов)


В результате анализа последовательностей фагов было установлено, что от 8% - до 17% последовательностей принадлежали бактериофагам, поражающих автохтонную микрофлору водоема, таких как Synechococcus, Prochlorococcus, а также Pelagibacter, за исключением образца высокого уровня загрязнения (р. Келес) в котором, бактериофаги автохтонной микрофлоры составили лишь 3,2 % от видового разнообразия. В сумме, наибольшее количество последовательностей вирусов циано- и пелагибактерий было обнаружено в образце умеренного уровня загрязнения (р. Сырдарья).  

Среди бактериофагов аллохтонной микрофлоры были обнаружены последовательности  бактериофагов Acinetobacter, Aeromonas Mycobacterium, а также фагов, поражающих бактерии группы кишечной палочки, таких  как Enterobacter и Escherichia. Фаги Acinetobacter также преобладали в р. Сырдарья, в меньшем количестве присутствовали в образцах Шардаринского водохранилища и Малого Аральского моря. Фаги Aeromonas и E.coli, помимо р. Келес, также преобладали в образце из Малого Аральского моря. Бактериофаги, инфицирующие Enterobacter в наибольшем количестве, были найдены как в образцах умеренного уровня загрязнения (Шарадаринское водохранилище, река Сырдарья), так и в реке Келес, в наименьшем в нормативно-чистых водных объектах (в реках Катта- бугунь и Богень). Также во всех исследуемых образцах были выявлены последовательности фагов вибрионов, вызывающих инфекции у моллюсков, ракообразных, рыб и человека, а также фагов микобактерий, количество которых преобладало в образцах из р. Келес и Шардаринского водохранилища.

Таким образом, в ходе сравнительного анализа разнообразия бактериофагов было установлено, что среди вирусных последовательностей доминировали бактериофаги с дцДНК геномом порядка Caudovirales. По результатам изучения видового разнообразия семейства Myoviridae был выявлен спектр не только автохтонных вирусов типичных для гидроэкосистем, но также и бактериофагов, хозяевами которых являются различные микроорганизмы, вызывающие заболевания человека и животных c их численным преобладанием не только в образцах высоко и умеренного уровней загрязнения, но и в нормативно чистых образцах.
3.3.2 Отбор, выделение и описание бактериофагов характерных для водоемов Арало – Сырдарьинского бассейна

Бактериофаги выделяли из образца, отобранного из реки Келес относящейся к Арало-Сырдарьинскому бассейну. В качестве индикаторной бактериальной культуры использовали Escherichia coli штамм 753. В результате селективных пассажей было выделенно 6 бактериофагов. В соответствии со специфичностью фаги получили название: vB_Eco_K1,  vB_Eco_K2, vB_Eco_K3, vB_Eco_K4,  vB_Eco_K5, vB_Eco_K6.
Выделенные фаги исследовали по свойствам, имеющим таксономическое значение: 1) морфологии негативных колоний; 2) литической активности и 3) специфичности.

Морфология негативных колоний изучалась при посеве полученных фаголизатов на 2% питательный агар совместно с 24 часовой культурой индикаторных бактерий. Учёт производился через 18-20 часов инкубации при температуре 37°С. В качестве контроля использовали культуры индикаторных бактерий, посеянные на питательный агар в смеси со стерильным ФСБ (таблица 6).

Таблица 6 - описание выделенных бактериофагов

	Условное наименование бактериофага
	Описание морфотипа негативной колонии
	Место выделения бактериофага
	Титр по Грациа
	Литическая активность по Аппельману

	vB_Eco_K1
	Прозрачная колония диаметром ≈ 3 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 8 мм.
	Водный образец из реки Келес, г Сарыагаш. 41°26'54.8" северной широты, 69°11'08.8" восточной долготы.
	1,1±0,1х109
	10-8

	vB_Eco_K2
	Прозрачная колония диаметром ≈ 4 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 8 мм.
	
	8±0,3х108
	10-8

	vB_Eco_K3
	Прозрачная колония диаметром ≈ 3 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 7 мм.


	
	2±0,1х107
	10-6

	vB_Eco_K4
	Прозрачная колония диаметром ≈ 3 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 7 мм.
	
	3±0,1х107
	10-6

	vB_Eco_K5
	Прозрачная колония диаметром ≈ 1,5 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 5 мм.
	
	1±0,1х108
	10-7

	vB_Eco_K6
	Прозрачная колония диаметром ≈ 2 мм со слабовыраженной зоной неполного лизиса диаметром до 6 мм.
	
	2±0,1х108
	10-7


Спектр литической активности выделенных бактериофагов изучали при их совместном посеве с различными культурами бактерий на 2% питательно агаре. Для этого использовали 4 штамма E. coli, 2 штамма Ps. aeruginosa и 1 штамм Bacillus subtilis. Установлено (таблица 7), что выделенные бактериофаги, помимо индикаторной культуры лизировали еще 2 штамма E. coli (4325, 4238) и были не активны в отношении штаммов Ps. аeruginosa и Bacillus subtilis, поэтому можно сделать вывод, о том, что были выделены фаги, которые обладают специфичностью по отношению к E. coli.
Таблица 7 – Спектр литической активности выделенных штаммов
	Фаг
	Литическая активность

	
	E. coli 753
	E. coli K99
	E. coli 4325
	E. coli 4238
	Ps.aeruginosa 325
	Ps. aeruginosa 153
	Bacillus subtilis

	vB_Eco_K1
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	vB_Eco_K2
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	vB_Eco_K3
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	vB_Eco_K4
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	vB_Eco_K5
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-

	vB_Eco_K6
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	-


Таким образом, было выделено 6 штаммов бактериофагов, лизирующих штаммы E.coli. Все выделенные штаммы бактериофагов обладали высоким титром вирусных частиц, значительным уровнем литической активности, от 10-7 до 10-8, и видоспецифичностью хозяина.

3.3.3 Создание лабораторной коллекции бактериофагов, характерных для водоемов Арало - Сырдарьинского бассейна

В соответствии с календарным планом работ для создания лабораторной коллекции бактериофагов был проведён накопительный пассаж всех выделенных штаммов бактериофагов, получены очищенные фаголизаты и определён титр вирусных частиц по Грациа. Полученные фаголизаты были центрифугированы и профильтрованы через бактериальные фильтры, и были оставлены на хранения в стерильных условиях при 4…8°С.
Таким образом, на основе проведенных исследований по метагеномному анализу фагов, характерных для водоемов Арало - Сырдарьинского бассейна создана коллекция из 6 бактериофагов, лизирующих различные штаммы E.coli  и составлена база данных по фрагментам геномов, объединяющих представителей 7 семейств вирусов. База данных представлена на сайте  http://fitovir.b2s.kz/collection.html
3.3.4 Разработка практических рекомендаций по возможному использованию бактериофагов в качестве индикатора экологического состояния водоемов
По результатам метагеномного исследования вирусного разнообразия водоёмов Арало – Сырдарьинского бассейна с различным экологическим состоянием были разработаны практических рекомендации по возможному использованию бактериофагов в качестве индикатора экологического состояния водоемов, включающие основные разделы: 1) область применения; 2) объекты исследования; 3) основные материалы, оборудование и реактивы; 4) общие правила отбора проб из различных водных объектов; 5) методы концентрирования вирусов из водных образцов; 6) методика получения геномных библиотек, их секвенирование и обработки данных (приложение А).
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенных исследований были получены следующие основные результаты:

С использованием опубликованных данных за 2017-2018 годы проведен анализ экологического состояния различных водоемов Арало-Сырдарьинского бассейна. Показано, что водные объекты региона относятся к трем группам степени загрязнения. Река Келес относится к водоему высокого уровня загрязнения. Нормативно чистыми водоемами считаются реки Богень и Катта-Бугунь. Шардаринское водохранилище, р. Сырдарья и Малое Аральское Море относятся к объектам с умеренным уровнем загрязнения. Со всех трех групп водоемов собраны образцы. После ступенчатого концентрирования из исследуемых образцов, выделены препараты нуклеиновых кислот.

Проведено массивное параллельное секвенирования 6 метагеномных библиотек на приборе MiSeq с использованием набора MiSeq Kit v3. Получено 12 баз данных, содержащих последовательности левосторонних (R1) и правосторонних (R2) прочтений множественного параллельного секвенирования, каждая из которых содержала от 1768633 до 2346461 ридов. Была проведена таксономическая классификация полученных последовательностей, в результате которой было показано, что количество вирусных последовательностей варьировало от 0,9% до 5,2%, среди них было выявлено до 26 семейств дцДНК вирусов, наибольшее количество из которых относились к порядку Caudovirales и семействам Phycodnaviridae, Mimiviridae и Herpesviridae. Таксономический анализ оцДНК вирома выявил присутствие 8 семейств вирусов: Anelloviridae, Circoviridae, Geminiviridae, Parvoviridae, Nanovirida,  Spiraviridae, Inoviridae и Microviridae.

Показано, что в водных образцах, кроме автохтонных вирусов типичных для гидроэкосистем, присутствуют бактериофаги микроорганизмов, вызывающих заболевания человека и животных. Была создана лабораторная коллекция из 6 штаммов бактериофагов лизирующих E.coli и база данных по фрагментам геномов, объединяющих представителей 7 семейств вирусов. Составлены рекомендации по возможному использованию фагов для оценки состояния водных объектов. По результатам исследований опубликовано 13 работ, из которых 4 входят в международную базу данных (приложения Б, В).
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U3YYEHUE PASHOOBPA3USI BUPYCOB CEMENCTBA PHYCODNAVIRIDAE
B IIPECHOBO/IHOM 9KOCUCTEME

PITT «Hncmumym suxpoGuarozuu u supycoroeuu» KH MOH PK
Pecnyéuxa Kasaxcman, 050010, 2. Axvambi, ya. Bocentaii Gamupa, 103
e-mail: madina.a06@gmail.com

M3BECTHO, 4TO BUPYCHI ARISIOTCS OIHHM H3 OCHOBHBIX CTPYKTYPHBIX 3¢ MEHTOB GHOJIOr HUeCKHX
€00011ecTB BOIHBIX IKOCHCTEM. OHH OKa3bIBAIOT 3HAYHTENLHOE RIMAHUE HA BUIOBOI COCTAB, Pa3HOO0-
PasHe 1 YHCICHHOCTb GAKTEPHAT bHBIX IOMYJIALINIA, @ TAKKE HIMEHSIOT HANIPARICHHE N10TOKA BEWIECTBA H
SHepIUH B MUKPOGHOH n1eTiie. B CBOIO 04ep b, BHPYChI BOLHBIX SKOCHCTEM MO HIH KOCBEHHO BIHAIOT
Ha GHOreOXHMHYECKHE LHKJIBI, CTIOCOOCTBY K0T YCKOPEHHIO KPYTOBOPOTA YITIEPOJIa B OKEaHe H Ha ra3000-
MeH MEK/TY TOBEPXHOCTBIO OKeaHa HaTMOC(EpOi, AKTHBHO RIMSIOT Ha COCTOR HHE GHOCHCTEM U ARIAIOT-
Al KIII0YEBbIM OHOLEHOTHYECKHM KOMITOHEHTOM. [TosTy YeHie HOBBIX 3HAHMIT O IMHAMHKE B3AHMOOTHO-
wenHi BHPYC — KIETKA — XO35HHY H O BHPYCHOM Pa3HOOGPA3H [103BOIHT BKIIOUHTS BHPYCHBIH KOMIIO-
HeHT B Oy/1ylme MPOrHOCTHYECKHE MOJIEIH H3MEHEHHI OKPY/KalOwIeH CPe/ibl H MOBBICHTD HX TOUHOCTD.

Boub10ii HHTepeC UIs M3y YeHH s PE/CTABIAIOT BOJAH ble BUPYChI cemeiictBa Phycodnaviridae,
KOTOpOE cocTonT 13 Gobimx By uenodedHbix JIHK BUpYCOB, NOpaxaiomyx 3yKapHoTHIECKHE BOIO-
pocian. Msyuenne storo cemeiicrsa Gakrepuodaros npeacrasisier GobIoe IKOIOrHIECKOe 3HAYCHHE,
TaK KaK OHO OKA3bIBAET 3HAUN TE/ILHOE BJIHS HUE HA PA3BUTHE NIONYIISLINI O/IHOKJIETOUHbIX BOJOPOCIIEH,
TEM CAMBIM H3MEHSS! IMHAMHKY T0TOKA GHOTEHHBIX BEILECTB B ITHLIEBLIX LIETIAX BOAHBIX IKOCHCTEM.

L{e/1b10 IPe ACTABIISEMBIX HCCIE0BANMIE SRISLIOCH H3yUEHHE PA3HOOGPA3Hs BHPYCOB CeMelicTBa
‘Phycodnaviridae B ipecHOBOJIHOI 9KOCHCTEME HA MOJIE/IH ITPECHOIT YacTH o3epa basxamr.

U3 06pasua, otoGpannoro B npeckoii uacTi o3epa basxau (46°49'24.9” N 74°58'51.7” E), Gbuta
BBIE/ICHA TOTA/IbHAS HY KJICHHOBAS KHCJIOTA 1 T10.Ty4e Hbl OHOIHOTEKH JUI METATCHOMHOTO CEKBEHHPO-
Banus. [locsie NpoBeIeH s MHOXKECTBEHHOT O IIAPAIUIEILHOr O CEKBEHHPOBAHHS 1 GHOHHpOpMAaTHUecKOit
06pabOTKH MOy YEHHBIX JAHHBIX ObLJIO Y CTAHOBJIEHO, YTO H3 BCEX 0OHAPYKEHHBIX BUPYCHBIX 10C/E10-
BATEJILHOCTEH KOJIMYECTBO NOCIEA0BATENLHOCTE I BUPYCOB cemeiicrsa Phycodnaviridae coctasisio
11%. Takske Gbu10 nI0Ka3aHO, 4T0 cemeiicTBo Phycodnaviridae npe/icTaBieHo BCeMH OCHOBHBIMH POJia-
s Chlorovirus, Coccolithovirus, Phaeovirus, Prasinovirus, Prymnesiovirus. TIpn 3Tom 6110 HOKa3aHo
BBICOKOE COIEPKAHHE HEKIACCH(HIIMPOBAHHBIX BHPYCOB, JI0KA3bIBAIONIMX IO PAHUECKYIO YHHKA b~
HOCTB HCCIIEYEMOTO BOAOEMA.

OBnapyKenHe WHPOKOTo PasH00Bpa3Hs BUPYCOB cemeiictsa Phycodnaviridae, nopaxaioutnx.
BOZIOPOCITH, KOCBEHHBIM 00PA30M CBHETELCTBYET O HAMYHH B IPECHOI YacTH 03epa Basnxau Gonbwo-
0 BH0BOTO Pa3Hoo6pasus GUTOIIIAHKTOHA, YTO ABJIAETCSH HEOTHEMIIEMOT KOMIIOHEHTOii Giarononyy-
HOM SKOCHCTEMbI H TOBOPHT O €€ YCTOHUHBOCTH K BO3ACHCTBHIO BHELIHUX HETaTHBHBIX (PAKTOPOB.
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M.C. ATIEKCIOK, A.I1. BOTOSIBIIEHCKHIT, ILT. AJIEKCIOK. K K. KYMAHOB, E.C.
MOJITAXAHOB, K.C. AKAHOBA. 3.11. AHAPKYJIOBA. 3.C. OMHPTAEBA.
A.C. TYPMATAMBETOBA, B.3. BEPE3NH
TOO «Hay4Ho-NPOR3BOACTBSRHBII LCHTP MIKPOSHOTIOFHH  BUPYCOTOTID, I ATMATEL

CPABHHTE.IbHBIIl METATEHOMHBII AHATH3 IOCJIETOBATEIBHOCTEN
®ATOB OTPATA CAUDOVIRALES B PEKAX HTH H ChIPTAPBS

AHHOTAIHS
B KatecTBe HHQEKIHONHBIX ATEHTOB BeeX THIIOB MBEIX OPFAHH3MOB BHPYCH ABITOTCE HAHGOTee

Ppa3HooOpasHeM. B CBS3H C 3THM, BHPYCHl H HX Pa3sHOOOpasHe, SBISETCH HEOTBEMIEMOH
YaCTBIO HCCTIeIOBARMI COCTOSHAS H OHOPA3HOOOPA3HA BOAHBIX SKOCHCTEM.

Iensio 1aHHOM PaGOTHI ABIATOCH CPABHHTEIBHOE H3YUEHHE PA3HOOOPAsHA BHPYCOB IPOKAPHOT
(6axtepHodaros) nopsxa Caudovirales B pexax Fori 1 CHipaapbs.

B pe3yIbTaTe MeTareHOMHOTO HCCTelOBAHNS 0GPA3LOB OTOBPAHHBIX 13 pek VLT 1 CHpIapss
BHARTHO HATHTHE TPEX OCHOBHBIX CeMeficTs mopwtka Caudavirales: Myoviridae, Siphoviridae u
Podoviridae. B peke Chipaapss cemeiicTso Myoviridae 610 mpeacTasaeso 15 posas, Siphoviridae — 3
ToxcemeficTeaMu H 21 poxom, Podoviridae — 15 pomamm. B pexe ImH naHHble ceMeficTBa ObLTH
npeacTasienst: Myoviridae - 21 poxow, Siphoviridae - 16 poxasu 1 Podoviridae - 11 poxasu. Tlpi
STOM OCHOBRYIO 9acT OT OOHAPY/KEHHBIX BHPYCHSIX TOCTe0BATETHHOCTeH, OTHOCKITNXCE K TOPETKY
Caudavirales, cocTaBIUTH He KIacCHpHIMpyeMble 7o poia OakTepmodarnm. MX WHCIEHHOCTH
BapsHPOBATa OT 33 710 70% OT 0BIIero KOTHIECTBA [IOCIeIOBATEMBHOCTel! ceMeficTBa

KiTioueBble ¢10B2: GAKTEPHOGAH, MeTareHOMHBI AHATHS, CeKBEHMPOBAHHE, GHOPA3HOOGpATIE,
aKocHcTeMa.
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