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Протокол анализа данных UCE секвенирования для дуплицированных геномов  
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В настоящей работе мы предлагаем протокол точной диагностики единичных 
нуклеотидных полиморфизмов (SNPs) для многократно дуплицированных геномов на основе 
данных геномного секвенирования ультраконсервативных элементов ДНК (UCE-

секвенирование). В качестве примера мы использовали данные UCE-секвенирования ДНК 
нескольких видов хариусовых рыб (Salmoniformes: Thymallidae) на платформе Ion S5 (Thermo 

Fisher Scientific). Геном хариусовых рыб эволюционно дуплицировался 4х-кратно, как у 
большинства лососеобразных, так и более раз. Использование стандартных подходов сборки 
последовательностей, содержащих ультраконсервативные элементы на дуплицированных 

хромосомах, приводит к выявлению большого количества ложноположительных SNPs. 

Поэтому для корректной сборки последовательностей UCE в дуплицированных геномах нами 
предложен оригинальный способ решения проблемы выявления и анализа паралогов.  

После получения сырых данных UCE секвенирования по шести видам хариусовых рыб 
было выбрано несколько модельных UCE для выявления отличий между дуплицированными 
хромосомами. На основе имеющегося референсного генома европейского хариуса [1] было 
выбрано три UCE, имеющих уникальные положения в геноме, и четыре UCE, имеющих не 
менее четырех паралогов, и один UCE, имеющий не менее трех паралогов. Посредством 
выравнивания паралогичных участков в MAFFT мы определили степень сходства между 
дуплицированными парами хромосом и построили карты соответствующих нуклеотидных 
замен. 

Тем не менее, референсная сборка UCE показала невозможность точного выявления 
паралогов за счет сильной вариабельности между количеством паралогов в референсном 
геноме и в исследуемых видах, что было наглядно показано при выравнивании коротких 
последовательностей на референс с помощью BWA и анализа геномов в IGV. Поэтому мы 
использовали методы de novo сборки чтений, смешанных в единый пул для всех видов, в 
ассемблерах SPADES и Trinity. При использовании Trinity качество сборки всегда получалось 
гораздо выше, чем в SPADES. Далее, производилось аннотирование каждой полученной 
сборки c помощью известных последовательностей UCE через BLASTn, во время которого 
для каждого UCE была выявлена или одна последовательность контига или его несколько 
изоформ. С помощью программы CD-HIT полученные изоформы контигов с UCE были 
сгруппированы в кластеры, которые затем пересобирались в CAP3. В итоге наш протокол 
позволил получить количество контигов, точно соответствующее количеству хромосом в 
модельных UCE. Далее на контиги происходило выравнивание коротких чтений для каждого 
отдельного вида. Исправление неизбежных ошибок выравнивания коротких чтений и сам 
поиск SNPs при наличии паралогов в геноме были реализованы в пользовательском скрипте 
на языке Python3.  
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