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цель исследования – сборка полноразмерных нуклеотидных последовательностей хромосомы и плазмид для 
13 штаммов Yersinia pestis из 11 природных очагов чумы, находящихся на территории российской Федерации, ис-
пользуя данные двух технологий секвенирования. материалы и методы. Штаммы Y. pestis выращивали на агаре 
хоттингера (рн 7,2) при 37 °с. выделение днк проводили методом фенол-хлороформной экстракции. для гене-
тического анализатора MinIon (Oxford Nanopore) подготовку днк-фрагметов проводили методом лигирования по 
модифицированному протоколу. для генетического анализатора Ion S5 (IonTorrent) подготовку образцов прово-
дили по стандартному протоколу получения библиотеки с размером фрагментов днк 400 пар нуклеотидов (п.н.). 
полученные единичные прочтения отфильтровывались по среднему качеству Q30 для IonTorrent и Q7 для Oxford 
Nanopore. результаты и обсуждение. проведена подготовка фрагментов днк, содержащих 50000 и более пар 
нуклеотидов, для последующего секвенирования с использованием технологии секвенирования через нанопоры 
(Oxford Nanopore). использован алгоритм Trycycler для гибридной сборки генома штаммов Y. pestis и коррекции 
возникающих при этом процессе ошибок, позволяющий собрать полноразмерные нуклеотидные последователь-
ности хромосомы и плазмид для каждого генома штамма. в международную генетическую базу данных NCBI 
GenBank депонированы нуклеотидные последовательности хромосом геномов 13 штаммов Y. pestis из 11 при-
родных очагов чумы, находящихся на территории российской Федерации. установлено, что для сборки полнораз-
мерных геномов штаммов Y. pestis необходимо значительное количество прочтений размером 50000 п.н. и более, 
а использование алгоритма Trycycler позволяет получить более точную сборку полных геномов бактерий.

Ключевые слова: природные очаги чумы на территории российской Федерации, гибридная сборка бактериаль-
ных геномов, алгоритм Trycycler, Oxford Nanopore, IonTorrent.
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Abstract. The aim of the study was to assemble full-length nucleotide sequences of the chromosome and plasmids 
for 13 Yersinia pestis strains from 11 natural plague foci located in the Russian Federation, using data from two sequenc-
ing technologies. Materials and methods. Y. pestis strains were grown on Hottinger’s agar (pH 7.2) at 37 °C. DNA was 
isolated using phenol-chloroform extraction. For the MinIon genetic analyzer (Oxford Nanopore), DNA fragments were 
prepared by ligation according to a modified protocol. For the Ion S5 genetic analyzer (IonTorrent), sample preparation 
was carried out according to the standard protocol for obtaining a library with a DNA fragment size of 400 nucleotide 
pairs (bp). The resulting single reads were filtered by average quality Q30 for IonTorrent and Q7 for Oxford Nanopore. 
Results and discussion. DNA fragments containing 50 000 or more nucleotide pairs were prepared for subsequent se-
quencing using nanopore sequencing technology (Oxford Nanopore). The Trycycler algorithm was applied for hybrid 
assembly of the genome of Y. pestis strains and correction of errors arising during this process, allowing the obtainment 
of full-length nucleotide sequences of the chromosome and plasmids for each genome of the strain. The nucleotide se-
quences of the chromosomes of 13 Y. pestis strains from 11 natural foci of plague located in the Russian Federation have 
been deposited in the international genetic database NCBI GenBank. It has been established that to assemble full-length 
genomes of Y. pestis strains, a significant number of reads with a size of 50 000 bp or more is required, and the use of the 
Trycycler algorithm allows one to generate a more accurate assembly of complete bacterial genomes.

Key words: natural foci of plague in the Russian Federation, hybrid assembly of bacterial genomes, Trycycler algo-
rithm, Oxford Nanopore, IonTorrent.
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в отличие от небольших геномов вирусов, 
сборка целого генома бактерий остается сложной 
задачей ввиду присутствия в геноме множества 
идентичных протяженных последовательностей. 
большинство наиболее распространенных техноло-
гий секвенирования имеют значительные ограниче-
ния на максимально возможную длину определения 
фрагментов днк, а именно до 600 пар нуклеоти-
дов (п.н.) [1]. результатом сборки генома бактерий 
из единичных прочтений не более 600 п.н. является 
так называемый «черновой геном». в таком гено-
ме нуклеотидная последовательность хромосомы 
представлена в виде набора из многих десятков/
сотен ее крупных фрагментов (контигов), порядок 
которых в самой структуре хромосомы неизвестен. 
в ряде случаев сборка «чернового генома» вполне 
достаточна для решения задач, связанных с анали-
зом особенностей исследуемых бактериальных ге-
номов, однако она не отражает полной структуры 
генома и не позволяет обнаружить крупные пере-
становки. решение этой проблемы возможно только 
при наличии достаточного количества единичных 
прочтений, превышающих своей протяженностью 
любую из повторяющихся областей нуклеотидной 
последовательности генома. из современных тех-
нологий секвенирования только две их них спо-
собны определять фрагменты днк размером в де-
сятки тысяч нуклеотидов без их предварительной 
фрагментации. особенно перспективной в этом 
направлении выглядит технология секвенирова-
ния днк через нанопоры (Oxford Nanopore), кото-
рая, в отличие от остальных технологий, не имеет 
принципиального ограничения по протяженности 
секвенируемых фрагментов днк [2]. однако вви-
ду невысокой точности секвенирования с помощью 
технологии нанопор требуется еще дополнительное 
секвенирование днк исследуемого бактериально-
го генома с применением более точной технологии. 
использование данных секвенирования одного об-
разца, полученных с помощью технологий Oxford 
Nanopore и, например, Illumina или IonTorrent, по-
зволяет провести гибридную сборку, результатом 
которой будет целый бактериальный геном с мини-
мальным количеством ошибок. 

цель исследования – сборка полноразмерных 
нуклеотидных последовательностей хромосомы и 
плазмид для 13 штаммов Yersinia pestis из 11 при-
родных очагов чумы, находящихся на территории 
российской Федерации, используя данные техноло-
гий секвенирования Oxford Nanopore и IonTorrent.

материалы и методы

Штаммы Y. pestis выращивали на агаре 
хоттингера (рн 7,2) при 37 °с. выделение днк про-
водили методом фенол-хлороформной экстракции. 
для подготовки проб к секвенированию по техно-
логии Oxford Nanopore на входе брали по 5–10 мкг 
днк от каждого исследуемого штамма. подготовку 

днк-фрагментов проводили методом лигирования 
по модифицированному протоколу. модификация 
заключалась в увеличении времени инкубации до 
1–1,5 часа на каждой из стадий подготовки днк (до-
стройка концов фрагментов, лигирование баркодов и 
адаптеров). помимо этого, для очистки образцов ис-
пользовалось минимальное количество магнитных 
частиц (AMPure XP, Beckman Coulter, Inc.) – в соот-
ношении объемов образца и магнитных частиц 1:0,4, 
что способствует удалению коротких фрагментов 
днк. готовые библиотеки секвенировали на гене-
тическом анализаторе MinIon с использованием про-
точной ячейки R9.4 и набора для секвенирования 
SQK-LSK109. полученные единичные прочтения 
отфильтровывались по среднему качеству в про-
цессе разделения по баркодам и перевода данных из 
формата fast5 в формат fastq с помощью программы 
Guppy 4.0. для подготовки проб к секвенированию 
по технологии IonTorrent использовали стандартный 
протокол получения библиотеки с размером фраг-
ментов днк на 400 п.н., рекомендованный произ-
водителем данного оборудования. секвенирование 
готовых библиотек проводили на генетическом ана-
лизаторе Ion S5 с использованием набора Ion 510™ 
& Ion 520™ & Ion 530™ Kit – Chef и полупроводни-
ковых чипов Ion 530™. для сборки полных последо-
вательностей исследуемых геномов использовался 
алгоритм Trycycler [3–6].

результаты и обсуждение

в результате проделанной работы нами под-
готовлены библиотеки фрагментов днк полного 
генома каждого из исследуемых штаммов Y. pestis. 
на первом этапе отработана методика подготовки 
образцов днк, позволяющая сохранить значитель-
ную часть фрагментов нуклеотидной последователь-
ности в 50000 п.н. и более, для секвенирования по 
технологии Oxford Nanopore. наличие фрагментов 
днк в 50000 п.н. и более в количестве, достаточном 
для многократного покрытия последовательности 
хромосомы штаммов Y. pestis, оказалось необходи-
мым для сборки данных хромосом в виде целостных 
структур.

изучение подходов к гибридной сборке пол-
ного бактериального генома различными алгорит-
мами показало эффективность программного па-
кета Trycycler. алгоритм Trycycler описан в работе 
R.R. Wick et al. [3], где также приведены результаты 
ряда тестов по оценке различных подходов к сбор-
ке с точки зрения точности. для оценки качества 
сборки разными методами авторами использовались 
как in silico сгенерированные наборы ридов из рефе-
ренсных бактериальных геномов, так и реальные ре-
зультаты секвенирования. лучший результат в обоих 
случаях показал подход, предполагающий сборку 
генома из длинных прочтений Oxford Nanopore с по-
мощью Trycycler и дальнейшее исправление мелких 
ошибок алгоритмами Medaka (с помощью длинных 
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прочтений) и Pilon (с помощью коротких прочтений 
Illumina). с помощью алгоритма Trycycler нами про-
ведена гибридная сборка генома штаммов Y. pestis 
из данных секвенирования по технологиям Oxford 
Nanopore и IonTorrent, и в результате получены пол-
ные нуклеотидные последовательности хромосомы 
и плазмид для каждого штамма. полученные нук-
леотидные последовательности хромосом геномов 
13 штаммов Y. pestis из 11 природных очагов чумы, 
находящихся на территории российской Федерации 
(таблица) депонированы в международную генети-
ческую базу данных NCBI GenBank.

в отличие от алгоритма Trycycler, стандарт-
ный подход к гибридной сборке, использующийся 
в сборщике Unicycler, предполагает, что сначала из 
коротких и более точных прочтений будут собра-
ны контиги, а после этого с помощью более длин-
ных прочтений они будут соединены в полную по-
следовательность для каждого репликона. подход, 
используемый в алгоритме Trycycler, наоборот, 
предполагает сборку полной последовательности 
из длинных прочтений и дальнейшее исправление 
в ней мелких ошибок с помощью коротких про-
чтений. сборка геномов с помощью программного 
обеспечения Trycycler состоит из нескольких шагов 
и требует вмешательства пользователя. на первом 
шаге для каждого генома из прочтений, получен-
ных с помощью технологии секвенирования Oxford 
Nanopore, генерируются несколько случайных от-
носительно независимых наборов ридов, дающих 
желаемую глубину покрытия генома. затем эти вы-
борки по отдельности собираются различными ал-
горитмами сборки длинных прочтений. в большин-
стве случаев для каждого генома мы генерировали 
12 случайных выборок ридов с глубиной покрытия 
генома примерно равной 50. выборки делились на 
3 группы по 4 выборки и собирались отдельно сбор-
щиками Flye [7], Raven [8, 9] и Miniasm [10, 11] со-
ответственно. использование выборок из исходных 
данных и нескольких вариантов алгоритма сборки 
необходимо, чтобы получить максимально незави-
симые друг от друга сборки, что поможет на сле-
дующих шагах избежать типичных ошибок, возни-
кающих при сборке из длинных ридов. полученные 
сборки кластеризуются алгоритмом Mash [12, 13], 
после чего отсеиваются те последовательности, 
которые не собрались полностью или слишком от-
далены от остальных вариантов сборки (рис. 1). 
оставшиеся последовательности группируются во 
множественные выравнивания, соответствующие 
каждому репликону. спорные области в выравни-
ваниях разрешаются с помощью соответствующих 
конкретному репликону длинных прочтений Oxford 
Nanopore. далее из множественных выравниваний 
генерируется консенсусная последовательность. 
на заключительном шаге производится устранение 
мелких ошибок сборки в полученной консенсусной 
последовательности. для этого с помощью програм-
мы Medaka [14] на собранную последовательность 

сначала выравниваются длинные прочтения, а после 
этого короткие прочтения IonTorrent картируются 
алгоритмом Pilon [15], исправляя оставшиеся ошиб-
ки. таким образом, сборка геномов проводилась 
только из длинных прочтений, что позволяет наибо-
лее точно установить структуру генома, а короткие 
прочтения использовались только для исправления 
мелких ошибок сборки. 

чтобы провести сравнение двух подходов к 
сборке, геномы исследуемых 13 штаммов были 
также собраны алгоритмом Unicycler [16, 17]. для 
оценки качества полученных сборок использовались 
алгоритмы BUSCO [18, 19] и Ideel [20]. алгоритм 
BUSCO использует базы протеин-кодирующих орто-
логичных генов для их поиска в сборке и оценки их 
целостности. 

мы проанализировали 26 получившихся сбо-
рок с помощью BUSCO, используя базу enterobacte-
rales_odb10. для последовательностей, собранных 
с помощью Unicycler и Trycyler, получены средние 
значения BUSCO-целостности 97,9 и 99,5 % соот-
ветственно, что подтверждает более высокую точ-
ность сборки при использовании Trycycler.

также учитывая, что обе применяемые нами 
технологии секвенирования (Oxford Nanopore и Ion 
Torrent) часто совершают ошибки в гомополимерных 
участках днк, из-за чего происходит сдвиг рамки 
считывания, можно предположить, что после сбор-
ки мы столкнемся с рядом генов, продукт которых 
в виде аминокислотной последовательности будет 
укорочен из-за преждевременного появления стоп-
кодона. чтобы оценить количество таких белков и 
с этой точки зрения сравнить два подхода к сборке 
между собой, мы использовали скрипт Ideel. этот ал-
горитм сначала предсказывает продукты в заданной 
геномной последовательности, а затем ищет бли-
жайший гомологичный белок в предварительно за-
груженной локальной базе белков UniProt TrEMBL. 
длина каждого белка из базы данных сравнивается с 
длиной предсказанных белков из сборки генома, по-
сле чего сравнительная информация по всем продук-
там генов в собранной генетической последователь-
ности визуализируется (рис. 2).

на рис. 2 представлены результаты обработки 
скриптом Ideel двух гибридных сборок генома штам-
ма Y. pestis M1974, полученных из одних и тех же 
ридов с помощью алгоритмов Unicycler и Trycycler. 
на графике представлено распределение отношения 
длин продуктов, кодируемых собранной последова-
тельностью, к длинам гомологичных последователь-
ностей белков из базы UniProt. столбцы, находящие-
ся левее значения 1 на оси X, отражают число генов, 
белковый продукт которых короче, чем у ближай-
шего гена в базе Uniprot TrEMBL. число генов, для 
которых значение данного отношения меньше 0,9, 
в случае сборки Unicycler составляет 262, а в случае 
сборки Trycycler – 127, что говорит о более высокой 
точности алгоритма Trycycler в отношении ошибок 
такого типа.
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Штаммы Yersinia рestis из 11 природных очагов чумы на территории россии, полные геномы которых секвенированы  
и собраны в данной работе

Yersinia pestis strains from 11 natural plague foci in Russia, the complete genomes of which were sequenced  
and assembled within the framework of this work

№ п/п
No.

очаг, подвид, биовар
Focus, subspecies, biovar

номер штамма
Strain number

источник выделения, год
Source of isolation, year

номер регистрации  
в базе NCBI GenBank

Access number  
in the NCBI GenBank

1 2 3 4 5

1

центрально-кавказский высокогорный (01), 
основной подвид, средневековый биовар
Central Caucasian high mountain (01),  
main subspecies, medieval biovar

с-781 [37 кб]
с-781 [37 KB]

горный суслик (Citellus musticus), 2001 г.
Mountain gopher (Citellus musticus), 2001

NZ_CP064117.1

2

центрально-кавказский высокогорный (01), 
основной подвид, средневековый биовар
Central Caucasian high mountain (01),  
main subspecies, medieval biovar

с-783 [45 кб]
с-783 [45 кB]

блохи Citellus tesquorum с горного суслика, 
2001 г.

Flea Citellus tesquorum collected from mountain 
gopher, 2001

NZ_CP064118.1

3

терско-сунженский низкогорный (02),  
основной подвид, средневековый биовар
Tersko-Sunzha low mountain (02),  
main subspecies, medieval biovar

14-д
14-D

блохи Ceratophyllus tesquorum из нор малого 
cуслика (Citellus pygmaeus), 1970 г.

Flea Ceratophyllus tesquorum from the burrows 
of the small gopher (Citellus pygmaeus), 1970

CP063303.2

4

дагестанский равнинно-предгорный (03), 
основной подвид, средневековый биовар
Dagestan plain-piedmont (03),  
main subspecies, medieval biovar

с-792 [283-даг.]
с-792 [283-Dag.]

блохи Neopsylla setosa со входов нор малого 
суслика (Cit. pygmaeus), 2003 г.

Flea Neopsylla setosa from the entrances of the 
burrows of the small gopher (Cit. pygmaeus), 

2003

CP064119.2

5

прикаспийский северо-западный (14),  
основной подвид, средневековый биовар
Precaspian North-Western (14),  
main subspecies, medieval biovar

км 567  
[949 элист. пчс]

км 567  
[949 Elist. PChS]

9 молодых малых сусликов (Cit. pуgmaeus), 
1972 г.

9 young small gophers (Cit. pуgmaeus), 1972
NZ_CP064120.1

6

волго-уральский степной (15),  
основной подвид, средневековый биовар
Volga-Ural steppe (15), main subspecies,  
medieval biovar

м-1482 [330 ур.]
м-1482 [330 Ur.]

5 малых сусликов (Cit. pygmaeus), 1989 г.
5 small gophers (Cit. pygmaeus), 1989

NZ_CP064121.1

7

волго-уральский песчаный (16),  
основной подвид, средневековый биовар
Volga-Ural sandy (16), main subspecies,  
medieval biovar

м-1770 [769 аст.]
м-1770 [769 Ast.]

6 полуденных песчанок (Meriones meridianus), 
2002 г.

6 midday gerbils (Meriones meridianus), 2002
CP064122.2

8

горно-алтайский высокогорный (36),  
основной подвид, античный биовар
Gorno-Altai high mountain (36),  
main subspecies, antique biovar

м2029

алтайский сурок (остатки стола хищных 
птиц), 2018 г.

Altai marmot (remains of a meal of birds of prey), 
2018

NZ_CP064123.1

9

горно-алтайский высокогорный (36),  
центральноазиатский подвид, алтайский 
биовар
Gorno-Altai high mountain (36),  
Central Asian subspecies, altai biovar

м-1974 [3595-алт.]
м-1974 [3595-Alt.]

5 монгольских пищух (Ochotona pallasi),  
2012 г.

5 Mongolian pikas (Ochotona pallasi), 2012
NZ_CP064124.1

10

тувинский горный (37), основной подвид, 
античный биовар
Tuva mountain (37), main subspecies,  
antique biovar

м2085
суслик длиннохвостый (Citellus undulatus), 

2015 г.
Long-tailed gopher (Citellus undulatus), 2015

CP064125.2

11

забайкальский степной (38),  
основной подвид, античный биовар
Transbaikal steppe (38), main subspecies,  
antique biovar

и-1252 [928]
I-1252 [928]

даурский суслик (Citellus dauricus), 1966 г.
Daurian gopher (Citellus dauricus), 1966

NZ_CP064126.1

12

восточно-кавказский высокогорный (39), 
кавказский подвид
East Caucasian high mountain (39),  
Caucasian subspecies, microtus biovar

с-830

блохи Ctenophtalmus intermedius из гнезд по-
левки обыкновенной (Microtus arvalis), 2012 г.
Flea Ctenophtalmus intermedius from the nests  
of the common vole (Microtus arvalis), 2012

NZ_CP064127.1

13

прикаспийский песчаный (43),  
основной подвид, средневековый биовар
Caspian sandy (43), main subspecies,  
medieval biovar

м2086
блохи Cer. tesquorum, 2015 г.

Flea Cer. tesquorum, 2015
NZ_CP064128.1
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рис. 1. дендрограмма, отражающая результаты кластеризации сборок генома штамма Y. pestis KM567. сформировано четыре класте-
ра, состоящих из вариантов сборки трех плазмид и одной хромосомы из разных выборок ридов

Fig. 1. Dendrogram reflecting the results of clustering of genome assemblies of the Y. pestis strain KM567. Four clusters were formed, consist-
ing of assembly variants of three plasmids and one chromosome from different selection of reads

рис. 2. сравнение результатов сборки Unicycler и Trycycler с помощью Ideel на примере штамма Y. pestis M1974

Fig. 2. Comparison of Unicycler and Trycycler assembly results using Ideel by the example of Y. pestis M1974 strain 
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полученные нами результаты подтверждают 
преимущества алгоритма Trycycler, однако алгоритм 
Unicycler проще в практическом использовании и с 
успехом продолжает использоваться для гибридных 
сборок бактериальных геномов [21–23]. 

проведенная работа позволила впервые полу-
чить целые нуклеотидные последовательности хро-
мосомы и плазмид для 13 геномов штаммов Y. pestis 
из 11 природных очагов чумы, находящихся на тер-
ритории российской Федерации. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.

финансирование. авторы заявляют об отсут-
ствии дополнительного финансирования при прове-
дении данного исследования.
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