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Вступ. Коректна оцінка різноманіття, 
отримана в результаті біоінформатичного 
аналізу мікробіомів, є важливою запорукою 
валідності отриманих даних та одержанню 
адекватних результатів аналізів. Шляхи in 
silico обрахунку основних індексів різнома-
ніття, що використовуються в мікробній 
екології, є важливою складовою визначення 
основних функцій мікроорганізмів у грун-
тах, що досліджуються. Можливості прогно-
зування впливу мікроорганізмів на кислот-
ність ґрунтів, уміст і форми органічної речо-
вини, безпосереднє підвищення або пони-
ження біологічної доступності певних спо-
лук, зокрема радіонуклідів, визначають акту-
альність 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 завершальній (редукуючій) ланці біо-
логічного колообігу (Pareniuk et al., 2015). 

У попередніх публікаціях було висвітле-
но особливості побудови і адаптації методик 
аналізу даних, отриманих у результаті секве-
нування ДНК, виділеного із забрудненого 
радіонуклідами субстрату (Паренюк et al., 
2017). Поточна робота розкриває подальші 
кроки, що було використано для обрахунку 
альфа і бета різноманіття досліджуваних 
мікробіомів, передбачення функцій тощо .

Метою роботи було обрано розробити 
методику визначення альфа і бета різноманіт-
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одночасно з оцінкою числа видів проводить-
ся облік їх співвідношення, тобто різнома-
нітності кількісних вкладів або вирівненно-
сті видів (англ. evenness or equitability). В 
останньому випадку можливі дві теоретичні 
моделі, з якими порівнюється емпіричний 
розподіл: упорядкування видів (англ. ranked-
abundance list) за числом зустрінутих особин 
(зазвичай для малого числа видів в біоцено-
зі) і розподіл видового різноманіття (англ. 
species-abundance distribution за кількістю 
видів, представлених певною кількістю інди-
відуумів. В нашому випадку ми розраховува-
ли альфа різноманіття для отримання даних 
для порівняня багатства угруповань. 

Альфа-різноманіття дає можливість оці-
нити біорізноманіття (number of taxa) у 
межах однієї спільноти та розрахувати 
кількість детектованої таксономії у кон-
кретоному зразку. Альфа-різноманіттяу 
QIIME має низку можливих метрик для 
оцінки різноманіття, а саме: chao1, shannon, 
simpson, dominance і. т.д. (http://scikit-bio.org/
docs/latest/generated/skbio.diversity.alpha.html)

Для розрахунку альфа-різноманіття, 
був застосованний модуль QIIME alpha_
diversity.py (http://qiime.org/scripts/
alpha_diversity.html), що потребує на вхід 
*.biom таблиці та додаткову інформацію, 
щодо кладистики в форматі *.tre. Для кож-
ного зразку альфа-різноманіття було роз-
раховано наступною командою:

(qiime1)./alpha_diversity.py -i otu_table.biom -m 
chao1,PD_whole_tree,shannon,simpson,dominance 
-o (output directory). 

Як видно з команди, для розрахунку були 
обрані наступні метричні параметри(m): 
chao1, PD_whole_tree, shannon, simpson, dominance.

Графіки для альфа різноманіття були побу-
довані у пакеті R phyloseq (McMurdie, Holmes, 
Kindt, Legendre, & O’Hara, 2013) функцією:

plot_richness (otu,x=»samples»,measures=c 
(«Chao1»,»Shannon»,»Simpson»)).

Для оцінки наявності рідкісних видів в 
досліджуваних мікробіомах використову-
вали індекс Чао (chao1) (Chao, Chiu, & 

тя мікробіомів, отриманих у результаті секве-
нування бактеріальної ДНК, виділеної зі зраз-
ків, відібраних із саркофагу над зруйнованим 
4-м енергоблоком ЧАЕС, а також розробити 
методологію для передбачення функцій. 

Запропонована послідовність дій буда 
протестована та дозволила отримати 
валідні та достовірні дані.

Матеріали і методи дослідження. На 
попередніх стадіях роботи було відібрано 8 
зразків субстрату на стандартних маршрутах 
моніторингу Інституту проблем безпеки АЕС 
НАН України у приміщеннях зруйнованого 
4-го енергоблоку ЧАЕС. Зразки 2, 5 та 8 були 
відібрані із приміщення під шахтою реакто-
ра, 4 та 12 – за межами об’єкту «Укриття» і 
використовувалися як контроль, 11 та 7 – із 
внутрішніх виходів шахт системи моніторин-
гу реактора «Фініш», 13 – із дренажної труби, 
що виходить з об’єкту «Укриття».

У результаті секвенування описаних зраз-
ків по амплікону 16S рРНК були отримані 12 
файлів за прямими і зворотними рідами з 
використанням платформи Illumina MiSeq. 
Отримані дані секвенування ДНК були пред-
ставлені у FastQ форматі, для аналізу вико-
ристовувалися зразки тільки прямих прочи-
тань - *R1 (Паренюк et al., 2017).

Для аналізу був використаний 
комп’ютер наведеної нижче конфігурації:

1. Процесор – 2.5 GHz Intel Core I7.
2. Пам’ять – 16 GB 1600 MHz DDR3.
3. Графіка – Intel Iris Pro 1536 MB.
Версія операційної системи: MAC OS 

Sierra V10.12
Статична обробка даних була здійснена 

за допомогою програмних пакетів FastQC 
(S. Andrews, n.d.) та QIIME (Caporaso et al., 
2010; Kuczynski et al., 2012). 

Результати дослідження та їх обгово-
рення. Розрахунок альфа-різноманіття мікро-
біому. Альфа-різноманітність (англ. alpha-
diversity) — показник складності мікроценозу 
(Pielou, 1975). У найпростішому варіанті 
aльфа-різноманітність вимірюється числом 
видів на одиницю площі. Однак частіше 
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py (http://qiime.org/scripts/beta_diversity.html), 
що потребує на вхід *.biom таблиці та вка-
зані метричні параметри. Для розрахунку 
бета-різноманіття була застосована злита 
*.biom таблиця (merged), що містить *.
biom таблиці всіх зразків. Розрахунок був 
здійснений наступною командою:

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

Як видно з команди, для аналізу були обра-
ні наступні метричні параметри: bray_curtis, 
chisq, euclidean, kulczynski, binary_sorensen_dice.

Візуалізацію бета-різноманіття було зро-
блено 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 було виконано 
наступними командами:

(qiime1)./principal_coordinates.py -i beta_
diversity_outputs - output directiry

(qiime1)./make_2d_plots.py -i PCoA_output_
directiry -m metafile.txt -o output directory

Hsieh, 2012). Індекс Шеннона (ІS) і доміну-
вання Simpson (Hill, 1973) – для визначен-
ня ступеню рівномірності розподілу родин 
у зразку та наявності явних домінантів від-
повідно. Загальну довжину гілок філогене-
тичного дерева (PD_whole_tree) вико-
ристовували як міру таксономічної спорід-
неності в середині кожного зразка. З отри-
маних даних видно, що зразки R4 та R12 є 
найбільш збалансованими і вирівняними: 
загальна кількість представлених родин  
(відповідно 269 і 207) дозволяє нормальне 
функціонування мікробіому, знижуючи 
вклад моноштамів у його формування (Ід 
складає відповідно 0,006177 і 0,006915).

Розрахунок бета-різноманіття мікро-
біому. Бета-різноманіття дозволяє оціни-
ти різноманіття між декількома спільно-
тами. Так як і альфа-різноманіття, бета-різ-
номаніття має свої специфічні метричні 
параметри: bray_curtis, chisq, euclidean, 
kulczynski, binary_sorensen_dice та інші. 

Для розрахунку бета-різноманіття був 
застосований модуль QIIME beta_diversity.

Рис. 1. Графіки для Chao1, Shannon, Simpson.
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вого аналізу. Так наприклад близькість зраз-
ка R13, відібраного з точки витоку дренаж-
ної труби з середини об’єкту Укриття і R5, 
відібраного під шахтою зруйнованого реак-
тора дає можливість припустити, що ці два 
точки пов’язані загальною дренажною сис-
темою, хоча, згідно з результатами аналізу 
вмісту катіонів і радіонуклідів, дренажні 
води і проходять значну очистку.

У той же час, розташування R11 на гра-
фіку свідчить про істотні відмінності 
мікробіому тут, що може бути наслідком 
як підвищеного вмісту іону феруму, так і 
високої поглинутої дози. 

Висновки
Отримані дані секвенування мікробіо-

му зруйнованого 4-го енергоблоку ЧАЕС 
були проаналізовані за якістю секвенуван-
ня програмним пакетом QIIME, 
Встановлено, що наведена технологія 
надає хороші результати для процесінгу 
даних секвенування бактеріальних біомів. 
В результаті аналізу альфа та бета-різнома-
ніття мікробіому при використанні про-
грами QIIME отримані дані, що свідчать 
про первинне формування середовища, 
придатного для майбутнього існування 
більшого різноманіття мікроорганізмів.

Бета-різноманіття це показник, що вимі-
рює ступінь диференційованості видів за 
градієнтом місцеперебування, тобто швид-
кість зміни видового складу мікробіому за 
просторовими і екологічним градієнтами 
ландшафту. Отримані дані підтверджують 
диференціацію видів згідно з локалізацією 
точок відбору зразків. Так, зразки R4 і R12, 
відібрані із проммайданчика, демонструють 
тотожність мікробіомів. У той же час, завдя-
ки проведеному аналізу можна побачити 
паттерни, що не є очевидними за просторо-

Рис. 2. PCoA графік для досліджуваних 
зразків.
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SUMMARY

The bioinformatic approaches to determine of the 
main ecological characteristics (alpha and beta diversi-
ty metrics) of microbiomes, obtained as a result of DNA 
sequencing of radionuclide contaminated substrates 
were analyzed. As a result of the microbioms alpha and 
beta analysis, using the QIIME software, it was shown 

that environment, formed in the 4th unit of ChNPP is 
suitable for future existence of a greater variety of micro-
organisms. A technique has been selected that provides 
the highest quality and reliability of the source data.

 Keywords: soil microbiome, radionuclide pollu-
tion, bioinformatics methods

Проанализированы биоинформатические под-
ходы к определению основных экологических харак-
теристик (альфа и бета разнообразия) микробио-
мов, полученных в результате секвенирования ДНК 
почвенных микроорганизмов. Подобрана методи-
ка, которая обеспечивает высочайшее качество и 
достоверность исходных данных. В результате 
анализа альфа и бета-разнообразия микробиомов 

при использовании программы QIIME полученны 
данные, свидетельствующие о формировании пер-
вичной среды, пригодной для будущего населения 
большим разнообразием микроорганизмов. Было 
показано, что подобранная методика позволяет 
получать валидные и достоверные данные.

Ключевые слова: микробиом почвы, радиону-
клидное загрязнение, биоинформатические методы


