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Актуальність.­ Вивчення­ динаміки­
радіоактивних­речовин­у­навколишньому­
середовищі­ та­ дослідження­ формування­
угруповань­ в­ умовах­ радіонуклідного­
забруднення­ є­ одним­ із­ завдань­ сучасної­
радіоекології,­виконання­якого­дозволить­
впливати,­ зокрема,­ на­ міграцію­ радіо-
нуклідів­ у­ довкіллі.­ Завдяки­ надзвичайно­
широкому­ видовому­ складу,­ швидкості­
зміни­поколінь,­а,­отже,­і­високій­швидко-
сті­ еволюційних­ процесів,­ мікроорганіз-
ми­ ґрунту­ є­ однією­ з­ найменш­ дослідже-
них,­ хоча­ і­ однією­ з­ найважливіших,­
ланок­ біосфери­ планети.­ Можливості­
прогнозування­впливу­мікроорганізмів­на­
кислотність­ ґрунтів,­ вміст­ і­ форми­ орга-
нічної­речовини,­безпосереднє­підвищен-
ня­ або­ пониження­ біологічної­ доступно-
сті­певних­сполук,­зокрема­радіонуклідів,­
визначають­ актуальність­ дослідження­ та­
побудови­ бази­ даних,­ що­ вміщуватиме­

відомості­ про­ наявні­ у­ ґрунті­ бактерії,­ їх­
належність­ до­ певних­ функціональних­
груп­ і­ місце­ кожної­ з­ таких­ груп­ у­ завер-
шальній­ (редукуючій)­ ланці­ біологічного­
колообігу­[1].­

Останні­досягнення­у­галузі­геноміки­та­
метагеноміки­ уможливлюють­ вивчення­
складних­ функцій­ мікробних­ спільнот­ в­
екосистемі­ з­ безпрецедентною­ точністю­
[2].­Деталізація­даних,­отриманих­від­NGS-
аналізів,­дає­можливість­вивчати­структуру­
угруповання­ на­ різних­ філогенетичних­
рівнях­ –­ від­ царства­ до­ виду­ включно,­
залежно­ від­ якості­ виділених­ фрагментів­
ДНК­ і­ довжини­ отриманих­ рідів­ [3].­ Це­
дає­ змогу­ вивчити­ зміни­ в­ екосистемах,­
спричинені­варіюванням­екологічних­чин-
ників­ на­ екосистемному­ рівні­ [4]­ і­ більш­
точно­прогнозувати­наслідки­антропоген-
ного­впливу­–­наприклад,­ефекти,­спричи-
нені­ глобальним­ потеплінням­ [4],­ забруд-
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Запропонована­послідовність­дій­буда­
протестована­ та­ дозволила­ отримати­
валідні­та­достовірні­дані.

Матеріали і методи. У­ жовтні­ 2015­
року­було­відібрано­8­зразків­субстрату­на­
стандартних­ маршрутах­ моніторингу­
Інституту­ проблем­ безпеки­ АЕС­ НАН­
України­ в­ приміщеннях­ зруйнованого­ 4­
енергоблоку­ЧАЕС.­Зразки­2,­5­та­8­були­
відібрані­з­приміщення­під­шахтою­реак-
тора,­4­та­12­–­за­межами­об’єкту­«Укриття»­
і­використовувалися­як­контроль,­11­та­7­
–­ із­ внутрішніх­ виходів­ шахт­ системи­
моніторингу­ реактора­ «Фініш»,­ 13­ –­ із­
дренажної­ труби,­ що­ виходить­ з­ об’єкту­
«Укриття».

У­ результаті­ секвенування­ описаних­
зразків­по­амплікону­16S­рРНК­були­отри-
мані­12­файлів­за­прямими­ і­ зворотними­
рідами­ з­ використанням­ платформи­
Illumina­MiSeq.­Отримані­дані­секвенуван-
ня­ДНК­були­представлені­у­FastQ­форма-
ті,­ для­ аналізу­ використовувалися­ зразки­
тільки­прямих­прочитань­-­*R1­(Табл.­1).­

Для­ аналізу­ був­ використаний­
комп’ютер­наведеної­нижче­конфігурації:

1.­Процесор­–­2.5­GHz­Intel­Core­I7.
2.­Пам’ять­–­16­GB­1600­MHz­DDR3.
3.­Графіка­–­Intel­Iris­Pro­1536­MB.
Версія­операційної­системи:­MAC­OS­

Sierra­V10.12
Статична­обробка­даних­була­здійсне-

на­ за­ допомогою­ програмних­ пакетів­
FastQC­та­QIIME.­

ненням­ важкими­ металами­ тощо­ [5].­
Отже,­ це­ зручний­ інструмент­ для­ оцінки­
впливу­ радіоактивного­ забруднення­ на­
функції­ґрунтової­мікрофлори­територій,­
відчужених­ від­ господарського­ викори-
стання­внаслідок­аварій,­пов’язаних­з­над-
ходженням­ радіоактивних­ речовин­ у­
навколишнє­середовище.

Методика­ обробки­ отриманих­ при­
секвенуванні­ біоінформатичних­ даних­
суттєво­ впливає­ на­ якість­ отриманих­
даних.­ Так,­ неправильний­ аналіз­ може­
спричинити­ невірну­ інтерпретацію­ і,­
отже,­ низьку­ достовірність­ отриманих­
даних.­

Дана­робота­пропонує­методику­аналі-
зу­біоінформатичних­даних,­що­була­про-
тестована­на­зразках,­відібраних­з­сарко-
фагу­над­зруйнованим­4-м­енергоблоком­
ЧАЕС.­ У­ статті­ запропоновано­ методи­
вирішення­наступних­задач:­

1)­ аналіз­якості­даних­секвенування;­
2)­ проведення­препроцесінгу­даних­

секвенування;
3)­ проведення­кластеризації­метаге-

номних­даних;
4)­ розрахунок­ альфа­ різноманіття­

мікробіому;
5)­ розрахунок­ бета-різноманіття­

мікробіому;
6)­ проведення­ функціональної­

реконструкції­мікробіому;
7)­ підбір­методів­візуалізації­метаге-

номних­даних.

1. Технічна характеристика досліджуваних зразків

Назва файлу Загальна кількість 
нуклеотидів, п.о.

Вміст 
ГЦ, %

Довжина 
сиквенсу

Розмір 
файла, Мб

4365-R4-MS357wF_R1.fastq 39669 58 36-251 21,5

4365-R5-MS357wF_R1.fastq 53364 57 35-251 26,7­

4365-R7-MS357wF_R1.fastq 32708 56 37-251 18,3­

4365-R11-MS357wF_R1.fastq 29135 55 37-251 18,3­

4365-R12-MS357wF_R1.fastq 11914 57 165-251 6,7­

4365-R13-MS357wF_R1.fastq 33404 57 38-251 18,8­
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типлікація­ даних­ секвенування­ за­ допо-
могою­ біоінформатичного­ програмного­
пакету­ QIIME­ (Quantitative­ Insights­ Into­
Microbial­ Ecology)­ [7]­ модулем­ split_
libraries_fastq.py.­

QIIME­ –­ це­ набір­ функціонально­ різ-
них­модулів­із­відкритим­кодом,­що­напи-
сані­ за­ допомогою­ мови­ програмування­
Python­та­спеціально­розроблені­для­ана-
лізу­ метагеномних­ даних­ секвенування.­
Модулі­ QIIME­ виконуються­ тільки­ з­
командного­рядка­та­не­мають­графічно-
го­інтерфейсу.­Головними­можливостями­
QIIME­ є­ демультиплекс­ та­ фільтрування­
якості­ даних­ (demultiplexing,­ quality­
filtering),­ кластерізація­ (OTU­ picking),­
таксономічне­ розподілення­ (taxonomic­
assigmnent),­ філогенетична­ реконструк-
ція­ (phylogenetic­ reconstruction),­ аналіз­

Результати дослідження та їх обго-
ворення. Загальна схема аналізів.­
Базуючись­на­загальноприйнятій­методо-
логії­ метагеномних­ досліджень­ (рис.­ 1),­
першочергово­ необхідно­ перевірити­
якість­даних­результатів­секвенування­за­
допомогою­ програмного­ пакету­ FastQC­
(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/
projects/fastqc)­[6].­Більшість­секвенато-
рів­ генерують­ так­ званий­ QC­ (quality­
control)­звіт­як­необхідну­частину­її­схеми­
аналізу,­але­цей­звіт,­як­правило,­сфокусо-
вано­ на­ ідентифікації­ проблем,­ які­ гене-
руються­ самим­ секвенатором.­
Програмний­пакет­FastQC­забезпечує­QC­
звіт,­ що­ дає­ можливість­ визначити­ про-
блеми,­ які­ генеруються­ безпосередньо­
секвенатором­або­матеріалами­стартової­
бібліотеки.­ Наступним­ етапом­ є­ демуль-

Результати дослідження та їх обговорення. Загальна схема аналізів. 

Базуючись на загальноприйнятій методології метагеномних досліджень (рис. 1), 

першочергово необхідно перевірити якість даних результатів секвенування за 

допомогою програмного пакету FastQC 

(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc) [6]. Більшість секвенаторів 

генерують так званий QC (quality control) звіт як необхідну частину її схеми 

аналізу, але цей звіт, як правило, сфокусовано на ідентифікації проблем, які 

генеруються самим секвенатором. Програмний пакет FastQC забезпечує QC звіт, 

що дає можливість визначити проблеми, які генеруються безпосередньо 

секвенатором або матеріалами стартової бібліотеки. Наступним етапом є 

демультиплікація даних секвенування за допомогою біоінформатичного 

програмного пакету QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) [7] 

модулем split_libraries_fastq.py.  

 

 
Рис. 1. Загальна схема аналізу. Рис. 1. Загальна схема аналізу.
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3)­кількість­гуаніну­та­цитозину­вздовж­
всієї­довжини­для­кожного­сиквенсу­(Per­
Sequence­GC­Content);

4)­показник­рівня­дуплікації­(Duplicate­
Sequences).

Препроцесінг метагеномних даних у 
програмному пакеті QIIME.­
Препроцесінг­даних­[10]­–­це­етап­підго-
товки­даних­секвенування­до­кластериза-
ції­ та­ подальших­ етапів­ аналізу.­ А­ саме:­
quality­ filtering­ –­ видалення­ довгих­ неха-
рактерних­ послідовностей­ (sequence­
lengths),­ енд-тріммінг­ (end-trimming)­ та­
видалення­всіх­послідовностей,­що­відпо-
відають­ низькій­ якості­ за­ шкалою­ phred­
(minimum­quality­score).­У­даному­випад-
ку­ був­ застосований­ модуль­ QIIME­ split_
libraries_fastq.py­ (http://qiime.org/
scripts/split_libraries_fastq.html),­ що­
потребує­вхідних­даних­у­форматі­*.fastq­
та­ має­ певні­ особливості­ щодо­ вибору­
фільтрів­((p),­r,­(n),­(q),­c).­

Для­ кожного­ *.fastq­ файлу­ виконуєть-
ся­препроцесінг­наступною­командою:

Відповідно­ обираються­ параметри­
min_per_read_length_fraction­ зі­ значен-
ням­0,75­та­phred_quality_threshold­зі­зна-
ченням­19.­Додатково­вибирається­пара-
метр­ barcode_type­ «not-barcoded»,­ тому­
що­баркоди­(короткі­послідовності­необ-
хідні­ для­ ідентифікації­ під­ час­ секвену-
вання­ [11])­ видаляються­ на­ попередніх­
етапах.­

Кластеризація метагеномних даних у 
QIIME.­Метою­даного­етапу­є­отримання­
OTU­(operational­taxonomic­unit)­таблиць,­
що­ містять­ кластеризовану­ інформацію­
щодо­ бактеріальної­ таксономії­ базуючись­
на­ подібності­ послідовностей­ (sequence­

різноманіття­ та­ візуалізація.­ Далі,­ від-
фільтровані­сіквенси­за­якістю­кластери-
зуються­ на­ референсну­ послідовність­ (в­
даному­випадку­база­даних­16s­РНК­послі-
довностей­–­Greengenes)­модулем­closed_
reference.py.­Одержані­OTU­таблиці­візуа-
лізуються­ за­ допомогою­ модуля­
summarize_taxa_­ though_plots.py.­
Додатково­ будуються­ кладограми­ у­ про-
грамі­GraPhlAn­[8].

Аналіз­ біорізноманіття­ розраховуєть-
ся­ модулями­ QIIME­ –­ відповідно­ alpha_
diversity.py­ для­ альфа-різноманіття­ та­
beta_diversity.py­для­бета-різноманіття.­

Наступним­ кроком­ є­ передбачення­
біологічних­ функцій­ та­ реконструкція­
метаболічних­ шляхів­ у­ програмах­
PICRUSt­[9]­та­HUMANn.­Одержані­дані­
метаболічних­ шляхів­ візуалізуються­ за­
допомогою­програми­GraPhlAn.­

Перевірка якості даних секвенуван-
ня програмою FastQC.­Програма­FastQC­
генерує­звіти­щодо­якості­секвенування­у­
вигляді­графіків­при­завантаженні­даних­
та­обранні­опції­“save­report”.

Висновки­щодо­якості­базуються­на­ана-
лізі­певних­параметрів­діапазону­значення­
якості­ всіх­ основ­ у­ кожній­ позиції­ FastQ-
файлу­ (Per­ Base­ Sequence­ Quality),­ що­ є­
визначальним­ графіком­ контролю­ якості­
та­ діаграмою­ розрахунку.­ Елементами­
цього­графіку­є:­центральна­червона­лінія­
–­медіана,­жовті­блоки­–­діапазон­між­квар-
талами,­ блакитна­ лінія­ –­ середня­ якість,­
вуса­–­мінімум­та­максимум,­що­спостеріга-
ються.­За­віссю­абсцис­відкладається­пози-
ція­ нуклеотиду­ у­ *.fastq­ файлі,­ за­ віссю­
ординат­–­значення­якості,­що­вимірюєть-
ся­у­шкалі­Phred­[10].­Додаткові­параметри­
якості,­що­є­другорядними­та­розшифрову-
ють­значення­головного­графіку:

1)­ універсальне­ негативне­ значення­
якості­(Per­Sequence­Quality­Scores);

2)­ показник­ пропорції­ для­ кожного­
нуклеотиду­ та­ його­ позиції­ у­ файлі­ (Per­
Base­Sequence­Content);

(qiime1)./split_libraries_fastq.py -i *.fastq 
--sample_ids R* --min_per_read_length_
fraction 0.75 --phred_quality_threshold 19 
--barcode_type "not-barcoded" -o (output 
directory)
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Як­ видно­ з­ команди,­ для­ розрахунку­
обираються­ наступні­ метричні­ параме-
три(m):­ chao1,­ PD_whole_tree,­ shannon,­
simpson,­dominance.

Графіки­ для­ альфа­ різноманіття­ буду-
ються­у­пакеті­R­phyloseq­[13]­функцією­
plot_richness­(otu,x=»samples»,measures=c­
(«Chao1»,»Shannon»,»Simpson»)).

Розрахунок бета-різноманіття мікро-
біому.­ Бета-різноманіття­ дозволяє­ оціни-
ти­різноманіття­між­декількома­спільнота-
ми.­Як­і­альфа-різноманіття,­так­і­бета-різ-
номаніття­ має­ свої­ специфічні­ метричні­
параметри:­ bray_curtis,­ chisq,­ euclidean,­
kulczynski,­binary_sorensen_dice­та­інші.­

Для­ розрахунку­ бета-різноманіття­
застосовується­ модуль­ QIIME­ beta_
diversity.py­ (http://qiime.org/scripts/
beta_diversity.html),­що­потребує­на­вході­
*.biom­таблиці­та­вказані­метричні­пара-
метри.­Для­розрахунку­бета-різноманіття­
застосовується­ злита­ *.biom­ таблиця­
(merged),­що­містить­*.biom­таблиці­всіх­
зразків.­Розрахунок­здійснюється­наступ-
ною­командою:

Як­видно­з­команди,­для­аналізу­обира-
ються­ наступні­ метричні­ параметри:­
bray_curtis,­ chisq,­ euclidean,­ kulczynski,­
binary_sorensen_dice.

Візуалізація­бета-різноманіття­робить-
ся­ за­ допомогою­ PCoA­ графіків­ за­ допо-
могою­ модуля­ QIIME­ principal_
coordinates.py­(http://qiime.org/scripts/
principal_coordinates.html)­ та­ make_2d_
plots.py­ (http://qiime.org/scripts/
make_2d_plots.html),­ та­ виконується­
наступними­командами:

Висновки. Отримані­дані­секвенуван-
ня­мікробіому­зруйнованого­4­енергобло-
ку­ ЧАЕС­ були­ проаналізовані­ за­ якістю­
секвенування­ програмним­ пакетом­

similarity)­[12].­У­16S­метагеномних­підхо-
дах­ OTU­ є­ кластером­ варіантів­ подібних­
послідовностей­16S­rDNA­маркерних­генів.­
Для­генерування­OTU­таблиць­використо-
вується­ модуль­ QIIME­ closed_reference.py­
(http://qiime.org/scripts/pick_closed_
reference_otus.html).­ Особливістю­ даного­
етапу­є­те,­що­вирівнювання­відбувається­за­
базою­ даних­ послідовностей­ 16S­
“Greengenes”­ (http://greengenes.lbl.gov/
cgi-bin/nph-index.cgi)­ за­ замовчуванням,­
але­є­можливість­обрати­іншу­базу­(напри-
клад,­“SILVA”(https://www.arb-silva.de/)).

Для­ кожного­ *.fastq­ файлу­ виконуєть-
ся­кластеризація­наступною­командою:

Як­ результат­ генеруються­ OTUs­ таб-
циці­ у­ *.biom­ форматі­ [12]­ –­ The­
Biological­ Observation­ Matrix­ (http://
biom-format.org/).­

Розрахунок альфа-різноманіття мікро-
біому.­ Альфа-різноманіття­ дає­ можливість­
оцінити­біорізноманіття­(number­of­taxa)­у­
межах­однієї­спільноти­та­розрахувати­кіль-
кість­детектованої­таксономії­ у­конкретно-
му­ зразку.­ Альфа-різноманіття­ має­ низку­
можливих­метрик­для­оцінки­різноманіття,­
а­саме:­chao1,­shannon,­simpson,­dominance­
тощо­ (http://scikit-bio.org/docs/latest/
generated/skbio.diversity.alpha.html).

Для­ розрахунку­ альфа-різноманіття­
застосовується­ модуль­ QIIME­ alpha_
diversity.py­ (http://qiime.org/scripts/
alpha_diversity.html),­ що­ потребує­ на­
вході­*.biom­таблиці­та­додаткову­інфор-
мацію­ щодо­ кладистики­ в­ форматі­ *.tre.­
Для­ кожного­ зразка­ альфа-різноманіття­
розраховується­наступною­командою:

(qiime1)./pick_closed_reference_otus.py -i seqs.
fna -o (otput directory)

(qiime1)./beta_diversity.py -i merged.biom -m 
bray_curtis, chisq, euclidean, kulczynski, 
binary_sorensen_dice -o output directory

(qiime1)./alpha_diversity.py -i otu_table.biom 
-m chao1,PD_whole_tree, shannon, 
simpson,dominance -o (output directory)
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метагеномних­даних­на­основі­рефенсну­
у­ програмі­ QIIME­ та­ отримано­ OTU­
таблиці­ і­ результати­ кладистики­ для­
досліджуваних­ зразків.­ Підібрані­ методи­
аналізу­ метагеномних­ даних­ дозволяють­
отримувати­ достовірний­ опис­ складу­ та­
функцій­мікробіому.

FastQC.­ Встановлено,­ що­ якість­ даних­
секвенування­ коливається­ у­ межах­ 10-48­
за­ phred­ шкалою.­ Проведено­ препроце-
сінг­ даних­ секвенування­ у­ програмі­
QIIME­та­видалено­послідовності,­показ-
ник­якості­яких­нижчий­за­19­одиниць­за­
phred­шкалою.­Проведено­кластеризацію­
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ды к обработке результатов секвенирования тоталь-
ной ДНК почвенных микроорганизмов. Подобрана 
методика, которая обеспечивает наивысшее каче-
ство и достоверность исходных данных.

Ключевые слова: микробиом почвы, радиоак-
тивное загрязнение, биоинформатические методы

АННОТАЦИЯ

O. Parenyuk, I. Simutin, D. Samofalova, Yu. 
Ruban, V. Illienko, N. Nesterova, I. Gudkov. 
Approaches to in silico analysis of micobiome biodi-
versity metrics of radionuclide contaminated soils/ 
Biological Resources and Nature Managment.– 2017. 
– 9, №5–6. – P.10–16.

The bioinformatic approaches to the processing of 
the results of total soil microorganisms DNA sequenc-
ing have been analyzed. The methodology that pro-
vides the highest quality and reliability of the source 
data was designed.

Keywords: microbiology of soil, radioactive con-
tamination, bioinformatic methods

SUMMARY


