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Анотація

Проведено метагеномний аналіз прибережної морської води Одеської бухти з метою визначення мікробного біорізноманіття. На основі платформи Illumina MiSeq було здійснено таргетне секвенування v4 ділянки 16S рРНК гена. 
В результаті метагеномного 16S рРНК аналізу були виявлені основні відділи домену Bacteria: Proteobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Verrucomicrobiota, Deferribacteres, Planctomycetes, Tenericutes та інші. Показана присутність  відділів, які не були визначені раніше – Aquificae, Deinococci, Thermotogae, Ignavibacteriales, Fibrobacteri. Показано присутність невеликої кількості (менше 0,5% від усіх послідовностей) архей. Проведений порівнянний аналіз результатів метагеномного аналізу 16S рРНК проби води Чорного моря з побережжя Одеської бухти і вод Причорноморських лиманів, відкритої зони Чорного моря біля острова Зміїний та даними метагеномного аналізу Світового океану.
Роботу викладено на 69 сторінках, вона містить 3 таблиць та 21 рисунків. Наведено посилання на 62 джерел літератури (8 кирилицею та 54 латиницею).

Ключові слова: Чорне море, прибережна морська вода, метагеномний 16S рРНК аналіз, морська мікробна різноманітність.

Metagenomic analysis of the coastal seawater of the Odessa Bay was performed in order to determe the microbial biodiversity. On the Illumina MiSeq platform, the target sequencing of the 16S rRNA gene was carried out. 
As the result of the metagenomic 16S rRNA gene analysis the main phyla among domain Bacteria were identified: Proteobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Verrucomicrobiota, Deferribacteres, Planctomycetes, Tenericutes and others. Also, the divisions that have not been previously determined - Aquificae, Deinococci, Thermotogae, Ignavibacteriales, Fibrobacteri – was shown now. The presence of a small amount (less than 0.5% of all sequences) of archaea was shown.
The comparative analysis of the results metagenomic 16S rRNA gene between  the coastal seawater of the Odessa Bay, the open part of the Black Sea (near Snake Island), estuaries and the data of the metagenome analysis of the oceans was carried.
Diploma thesis is expounded on 69 pages, it contains 3 tables and 21 figures. It provides links to 62 references (8 cyrillic and 54 latinic).

Key words: the Black Sea, coastal seawater, the 16S rRNA gene analysis, metagenomics, marine microbial diversity.
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ВСТУП
Чорне море є мероміктічною водоймою з постійно стратифікованою товщею води. Додаткову увагу і інтерес дослідників привертає найбільша в світі безкиснева зона (від 87,0 до 92,0% від загального обсягу), яка присутня на глибинах починаючи з 200 метрів. Виходячи з геохімічних даних, Чорне море було прісноводним в період від 22000 і до 9000 років до нашої ери. Затоплення басейну Чорного моря солоною водою сталося після танення льодовиків і підвищення рівня води в Середземного моря [Ludwig, 2009].
Однак, проведених досліджень функціонування мікробних спільнот в товщі води і донних підкладеннях Чорного моря  небагато [Jannasch, 1991; Thamdrup, 2000; Costantino, 2003]. Більшість досліджень було присвячено вивченню донних опадів [Collins, 2016], сульфат-редукуючих бактерій [Jannasch, 1991; Thamdrup, 2000], зелених сірчаних бактерій [Ludwig, 2008; Takao, 2010] і метаноокиснюючих бактерій [Thiel, 2001; Michaelis, 2002; Mirko, 2011].
Звичайно, Чорне море є відмінним «наукової майданчиком» для вивчення динаміки зміни стану системи, в першу чергу за рахунок своєї стабільності і ізольованості, що дозволяє на основі комплексного вивчення динаміки зоо-, фітопланктону, бентосних організмів і чисельності вищих хижаків створювати моделі для визначення тимчасової еволюції морської системи [Michaelis, 2002; Sorokin, 2002; Marcos, 2011]. Однак дослідження з вивчення зміни мікробного складу в різних зонах Чорного моря та їх порівняльний аналіз в такі дослідження не включали.
В плані комплексного дослідження мікробної спільноти Чорного моря, слід відмітити роботу Costantino Vetriani з колегами [Costantino, 2003], що зачіпає вивчення різноманіття складу представників мікробного співтовариства Чорного моря, але і ця публікація в першу чергу стосувалася горизонтального зонування і встановлення можливої кореляції між наявністю філотипів та глибиною. Так само, однією з найбільш комплексних, є робота Todorova с колегами, присвячена вивченню мікробного різноманіття донних опадів Чорного моря біля берегів Болгарії [Todorova, 2014].
Необхідність наукових досліджень Чорного моря спрямованих на вивчення поширення і мінливості під впливом різних факторів мікробних спільнот не тільки специфічних областей а і поверхневих вод є розумінням того, що найбільш характерні океанографічні особливості Чорного моря є результатом біологічних процесів. Більшості протікають в товщі води процесів передують реакції, які каталізуються ферментативно і велика різноманітність органічних сполук присутніх в різних зонах Чорного моря, є продуктом цих неповних і східчастих анаеробних ферментативних перетворень складних органічних полімерів. За рахунок мікроорганізмів вже на ранніх стадіях виникнення підводних гідротерм формується біогеохімічний цикл продукції і деструкції органічної речовини і в першу чергу, це стає можливим завдяки високому різноманіттю мікроорганізмів. Було відзначено, що активність чорноморської мікробіоти в кілька разів вища за активність бактеріальних популяцій інших морів і океанів. 
Взагалі більшість прокаріотів існує в складі спільнот [Amann, 1995], де окремі особи різних таксонів грають роль метаболічних компартментів для пов'язаних метаболічних реакцій. Сполучення це часто настільки тісне, що в чистій культурі організми є нежиттєздатними або понижено життєздатні. Причому найбільшою еволюційної стійкістю володіють змішані спільноти, в яких в тісні відносини вступають філогенетично віддалені таксони. Наприклад, археї-метаногени взаємодіють з бактеріями-бродільщіками, клостридії-гідролітики – зі спірохетами-діссіпотрофамі, що представляють самостійну филогенетичну гілку, спірохети – з протеобактеріми-сульфатредукторами  [Брюханов, 2011].
У зв'язку з втратою стійкості системи, в останні десятиліття екологічні умови в Чорному морі погіршилися. Незбалансованість коливань чисельності фітопланктону, спровокувало зниження прозорості і вмісту поживних речовин в поверхневих водах, а масовий розвиток медуз привів до зменшення чисельності зоопланктону [Ludwig, 2009]. Приплив великої кількість фосфору (до 89,0%) з річковими і міськими стоками посилив процеси евтрофікації у поверхневих водах [Marcos, 2011], а економічні зміни способу життя в сусідніх країнах, в тому числі збільшення використання агрохімікатів, фосфатних миючих засобів та інтенсифікації тваринництва посилюють ситуацію, що склалася.
У зв'язку з цим основною метою нашого дослідження було вивчення мікробного біорізноманіття поверхневих вод Чорного моря в прибережній зоні і порівняння отриманих результатів з даними метагеномного аналізу відкритої частини Чорного моря (острів Зміїний) і причорноморських лиманів та Світового океану. 
Для досягнення поставленої мети вирішувались наступні завдання:
1. провести попередню обробку отриманих рідів після проведення  секвенування на платформі Illumina MiSeq;
1. провести порівняльний аналіз отриманих результатів метагеномного аналізу поверхневих прибережних вод Чорного моря та результатів метагеномного аналізу відкритої акваторії Чорного моря (острів Зміїний);
1. провести порівняльний аналіз отриманих результатів метагеномного аналізу поверхневих прибережних вод Чорного моря з даними метагеномного аналізу Світового океану.
Об’єкт дослідження – метагеномний аналіз тотальної морської прокаріотичної ДНК.
Предмет дослідження – ріди отримані після секвенування на платформі  Illumina MiSeq.







ВИСНОВКИ
1.  Після таргетного секвенування v4 області 16S рРНК гена тотальної ДНК прокаріотичних мікробних угрупувань прибережної води Чорного моря, проведеного на платформи Illumina MiSeq було отримано 8276830 сирих читань. Після видалення послідовностей адаптерів, дуплікованих послідовностей та читань з низкою якістю  був проведений метагеномний асемблер і таксономичне профілювання в результаті  чого було отримано 261197 анотованих послідовностей.
2.  Проведений порівнянний аналіз результатів метагеномного аналізу 16S рРНК проби води Чорного моря з побережжя Одеської бухти  і вод Причорноморських лиманів і відкритої зони Чорного моря біля острова Зміїний дозволили визначити, що серед домену Bacteria, домінуючим є тип Proteobacteria, де Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria і Betaproteobacteria є найбільш представленими класами. Чисельність представників відділу Firmicutes складала 5,0% від усіх анатованих послідовностей. Археи були представлені відділами Euryarchaeota, Thaumarchaeota, Crenarchaeota в кількісному відношенні 0,5% від усіх анатованих послідовностей. Порівняльний аналіз отриманих результатів з даними  Бобровой [Bobrova, 2015; Bobrova, 2016] показав  що загальна тенденція формування таксономічного різноманіття прокаріотичної спільноти у різних акваторіях Чорного моря зберігається і представники відділу Proteobacteria, де Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria і Betaproteobacteria є найбільш представленими класами.
3. Порівняльний аналіз отриманих результатів метагеномного аналізу 16S рРНК проби води Чорного моря з даними метагеномного аналізу Світового океану показав високу ступень спорідненості отриманих даних з результатами метагеномного аналізу вод Індійського океану, прибережних вод Кореї та за деякими показниками гарячих джерел Таїланду з домінуючими відділами є Proteobacteria з переважанням Alphaproteobacteria і Gammaproteobacteria і Bacteroidetes.
[bookmark: _GoBack]
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