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Нанопоровое секвенирование (ONT) - это современный метод определения нуклеотидных последовательностей нуклеиновых кислот, который позволяет получать длинные непрерывные прочтения тысяч нуклеотидных остатков полинуклеотидной цепи без биоинформатической сборки, сложности со сборкой повторяющихся последовательностей и амплификации во время секвенирования по сравнению с секвенированием следующего поколения (NGS), что позволило приблизится к завершению проекта геном человека [1]. ONT также  позволяет получать информацию о химической модификации нуклеотидных остатков последовательностей, например, метилирования. Это открывает новые возможности в геномике микроорганизмов. Секвенирование с помощью нанопор облегчает полногеномную сборку новых геномов на основе данных NGS, гибридную сборку называют золотым стандартом и активно используют в полногеномном анализе, в качестве примера [2]. Нанопоровое секвенирование может помочь в определении масштабных генетических изменений, приводящих к адаптации микроорганизмов, например, к появлению устойчивости к антибиотикам. В работе [3] мы проверили эффективность технологии ONT для сборки геномов de novo и определения как глобальных изменений (делеции, вставки), так и точечных на уже охарактеризованном генома. Для этого провели полногеномный анализ известного штамма E. coli, характеризующегося делецией гена TolC и определенными однонуклеотидными вариациями, приводящими к устойчивости к антибиотикам. Мы провели сборку в отсутствие эталонного генома и определили минимальную глубину охвата для получения полного генома, в зависимости от качества данных ONT и необходимую глубину покрытия для определения однонуклеотидных вариаций. В зависимости от метода получения геномной ДНК, длина прочтений и необходимое покрытие для достоверной сборки различалось. Были подобраны оптимальные условия получения геномной ДНК для нанопорового анализа. Возможность использования только данных нанопорового секвенирования была подтверждена на модифицированных геномах В.subtilis, производящих сурфактанты, а также при анализе новых бактериальных геномов.
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