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Perché la bioinformatica è difficile?

• Professionisti con competenze molto diverse
• Protocolli complessi anche per attività «semplici»
• richiedono molte tecnologie contemporaneamente



Cosa facciamo oggi

• Scarichiamo il genoma di riferimento del SARS-COV-2 e il 
sequenziamento di alcuni campioni, poi cerchiamo delle mutazioni



Cosa facciamo oggi

1. Comprendiamo come sono fatti i dati genomici e come vengono 
analizzati

2. Ci cimentiamo nello scaricare e visualizzare un genoma
3. Scarichiamo un sequenziamento e visualizziamo il suo allineamento



Le varianti genomiche (mutazioni): dal 
fenotipo al genotipo

Simili al 99%
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Le mutazioni
InserzioneSNP Delezione



Genoma di riferimento e sequenziamento
Genoma di
riferimento



La pipeline

Reference.fasta

Indicizzazione Indice Allineatore

Campione.fastq

Allineamento.bam

Visualizzatore



I formati dei file che ci servono

• Fasta: memorizzano una o più sequenze genomiche
• Fastq: memorizzano i frammenti provenienti dal sequenziamento
• I sequenziatori assegnano un punteggio ad ogni nucleotide in base alla 

probabilità di errore nella lettura della sequenza

• SAM/BAM: memorizzano i frammenti provenienti dal 
sequenziamento oltre informazioni sull’allineamento
• Coordinate genomiche, etc.



fasta
>gi|511344723|gb|KE141102.1| Homo sapiens CAGGAGAATCGCTTGAACCCAGGAGGTGGAGGTTGCGGTGA

GCCAAGATCACACCATTGCAGTCCAGCCTGAGCAACAGAGC

AAGACTCTCTCTCGAGACAATAAAAACACACAAAAAATTAA

CTCGCCATGATGGCACAGCCACGTCAGGCGGCACAGACTCC

GCTCCCCAAGCCTGGCTCCCTTAGAGTTTGGGCTCAAAGGA

TGTCG

>gi|511344722|gb|KE141103.1| Homo sapiens GGCTCACTGCATCATGCGCCTCCCTGGTTCAAGCAATTCTG

ATGCCTGAGCCTCCCAAGTAGGAGGATTACAGGTGCACGCC

ACCACACCCAGCTAATTCTTATATTTTCAGGAGAAATGGGG

TTTCACCATGTTGCCTACATGCTCTCATTTGAGAAGAGCAT

GGAGTTAAAGGTGAATGAAAATATTTGTCTCCCTCTCCCTC

TCCCTCTCCCTCTCCCTCTCCCTCTCCCCACGGTCTCCCTC

TCATGC



FastQ



Qualità

• Phred score:  

• dove p è la probabilità che la chiamata sia corretta
• Il Phred score viene codificato in una scala da 0 a 93 usando I caratteri 

ASCII da 33 a 126
• !"#$%&'()*+,-

./0123456789:;<=>?@ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ[\]^_`abcdefghijklm
nopqrstuvwxyz{|}~



Il sito di NCBI… la sorgente di tutti i nostri dati



Il sito di NCBI… la sorgente di tutti i nostri dati

Le risorse sono suddivise in database tematici ed 
hanno un numero identificativo chiamato Accession
number. La pagina «All Resources» contiene la 
descrizione di tutti i database.



I database di cui abbiamo bisogno

• Assembly A database providing information on the structure of 
assembled genomes, assembly names and other meta-data, statistical
reports, and links to genomic sequence data.

• Sequence Read Archive (SRA) The Sequence Read Archive (SRA) 
stores sequencing data from the next generation of sequencing
platforms including Roche 454 GS System®, Illumina Genome
Analyzer®, Life Technologies AB SOLiD System®, Helicos Biosciences
Heliscope®, Complete Genomics®, and Pacific Biosciences SMRT®.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?
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assembled genomes, assembly names and other meta-data, statistical
reports, and links to genomic sequence data.
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Il database da cui si scarica un genoma GENERICO 
ASSEMBLATO da usare come mappa per ricostruire il 

genoma dell’individuo che vogliamo studiare

Il database da cui si scaricano i genomi degli individui 
che vogliamo studiare (In questo DB i dati 

provengono da sequenziamenti NGS quindi sono 
frullati frammentati)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/sra.cgi?


Esempio: il reference del genoma umano

• Il sito di NCBI si sta rinnovando
• Possiamo ancora fare la ricerca sul vecchio, ma conviene imparare 

direttamente ad usare il nuovo



Esempio: il reference del genoma umano
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Esempio: il reference del genoma umano
Reference



Altri genomi non reference

• La disponibilità di altri genomi assemblati consente di fare studi di 
popolazione o di usare come riferimento individui piu’ simili a quello 
che voglio studiare (esempio della stessa etnia)
• HuRef – J. Craig Venter Institute (Genoma di J. C. Venter)
• YH2 - Beijing Genomics Institute (Cinese)
• CHM1_1.1 - Washington University School of Medicine 
• BGIAF - Beijing Genomics Institute (Africano Yoruba)
• Watson-partial - Baylor College of Medicine (Genoma di J. Watson)
• WGSA - Celera Genomics
• KOREF 1.0 – Genome research foundation (Coreano)
• MSB_human_1b - University of Luebeck (Egyptian)



Esempio: il reference del genoma umano
Livello di assemblaggio 



Assembly level

• Complete genome - tutti i cromosomi sono senza buchi e non hanno 
sequenze ambigue più lunghe di 10 nucleotidi. 
• Chromosome - è presente la sequenza di uno o piú cromosomi, ma 

possono esserci dei buchi.
• Scaffold - l’assemblato contiene per lo 

piú frammenti di «grandi» dimensioni
• Contig - l’assemblato contiene solo 

frammenti di piccole dimensioni
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Esempio: il reference del genoma umano

Opzioni di 
download

Accession ID

Tipo di 
assemblato



Tipo di assemblato

Tipo di 
assemblato

Haploid With 
alternative loci

Diploid

Unresolved



Esempio: il reference del genoma umano
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Esempio: il reference del genoma umano
Accession ID Dimensione
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Domande

• In che formato sarà il file?
• Trattandosi di sequenze di DNA assemblate mi aspetto un file in formato 

(multi)fasta

• Come lo apro?
• Mi serve un editor di testi, non posso usare un word processor



Domande

• In che formato sarà il file?
• Trattandosi di sequenze di DNA assemblate mi aspetto un file in formato 

(multi)fasta

• Come lo apro?
• Mi serve un editor di testi, non posso usare un word processor

• Editor grafico adeguato
• Prompt dei comandi
• Il comando «more» è disponibile sia su Windows che 

su MacOS che su Linux



Esempio: il reference del genoma umano

Accession ID



Visualizzare il reference



Visualizzare il reference



Visualizzare il reference

E ora?



Esercizio

• Proviamo a scaricare il genoma del SARS-COV-2 )severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2)



Suggerimento



Scarichiamo un campione da SRA
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Scarichiamo un campione da SRA



Procuriamoci il materiale per l’allineamento



Bowtie2



Samtools

• Scaricare da http://bioinformatics.iit.cnr.it/pc/samtools.zip
• (Il link rimarrà attivo per qualche giorno)

• Scompattare il file zip
• samtools.exe va eseguito dalla PowerShell di windows

http://bioinformatics.iit.cnr.it/pc/samtools.zip


Creazione dell’indice

• Per poter allineare le sequenze di un campione dobbiamo creare un 
indice del genoma di riferimento.
• L’indice funziona come l’indice analitico di un libro: data una 

sequenza permette di trovare la sua posizione



Allineamento



Visualizzare l’allineamento (IGV)



Visualizzare l’allineamento (IGV)



Materiale
• Potete scaricare i dati da questo link
• http://bioinformatics.iit.cnr.it/pc/

• Il link rimane attio per qualche giorno

Computer lento

Computer veloce

http://bioinformatics.iit.cnr.it/pc/


Caricare il genoma di riferimento in IGV



Caricare il genoma di riferimento in IGV



Carichiamo l’allineamento



Carichiamo l’allineamento



Visualizziamo l’allineamento



Una variazione…finalmente



La ricerca scientifica al tempo della pandemia



La ricerca scientifica al tempo della pandemia



Grazie

Ogni diritto è l’effetto 
collaterale di un dovere

F. Geraci


