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Analisi del dati di sequenziamento
Chiariamo alcuni concetti introduttivi

@M03865:12:000000000-D7FLL:1:1101:18034:2006 1:N:0:AAGAGGCA+CTCTCTAT

CCACGGCGTGCATGCTTCACGGTGCAAGCAGCCGTCCAGCAACTGCTCGTAAGTCCTCTGGT

4

AAAA?@?1010>FFCCGD1100FOOAA1000AA/EAA/1AOABCAAGD /EEFOFEBGFGCBG
@M03865:12:000000000-D7FLL:1:1101:17653:2012 1:N:0:AACAGGCA+CTCTCTAT
TTTTTATTCGGTTTTCGCTATCGAACTGTGAAATGGAAATGGATGCAGAAGAGTTAATGAATGATATGGTCCTTTTGTT
CATTCTCA

+
AAAAAAFFDCIAEEFDA1EOEAO0OBGBGB221F11111F111F1/0010A10FGD2GBD1G21F2FD1GGCGHHHBHH

Cos’e un file fastq?
Cos’e il phred score?



§ == Istituto Zooprofilattico Sperimentale @ rRUGQlv
: 3 del Lazio e della Toscana M. Aleandri
Centro di Referenza Nazionale

o
per la Ricerca di OGM

Analisi del dati di sequenziamento
Chiariamo alcuni concetti introduttivi

@M03865:13:000000000-33DTD:1:1104:22979:3134

GTATGTGAGTACACATGTTGACAAACCGTTCCTGTGCCCCATGAAGACGATTTGCTCACAGTGGCTTGGAACGGCGCETT

TAACTTTTGATTGCAAAAAGCCGTCTGTTCCGGTTGCAGTGCCGCTTTGGCCCTTGGCATACCCACTTACCATTTGTTT
Keep calm ACCGTAA

3

C-B@CCGOCFGFGGFGGEGGFFFGF<D: CFGRCEE@FFEFGFFA<9E@FCCCESF , @F<FCFG?EECT : DCECFGG+8:

DFESE9E<EFD<FDGFGF<=<CFFGG7FF ,C=EGGC@FDA=FGFGGGGF , EDF<84?ASEEQESFF82?F<, 2 2AFFDCQ

D?BCF<:
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Analisi del dati di sequenziamento
Cos’e il formato file fastq?

Un tipo di file che contiene le reads
di sequenziamento

Ogni read e descritta da 4 righe @MO3865:13:000000000-I3DTD:1:1104:22979:3134

GTATGTGAGTACACATGTTGACAAACCGTTCCTGTGCCCCATGAAGACGATTTGCTCACAGTGGCTTGGAACGGCGCTT

Header ) . TAACTTTTGATTGCAAAAAGCCGTCTGTTCCGGTTGCAGTGCCGCTTTGGCCCTTGGCATACCCACTTACCATTTGTTT

nostra sequenza)
Il carattere ‘+’
Una serie di caratteri che
descrivono il Phred score




permenta
5 del Lo T

AnaI|S| dei dati di sequenmamento

Cos’e il formato file fastq?
Header

@<instrument>:<run number>:<flowcell ID>:<lane>:<tile>:<x-pos>:<y-pos> <read>:<is filtered>:<control
number>:<sample number>

@M03865:12:000000000-D7FLL:1:1101:18034:2006 1:N:0:AAGAGGCA+CTCTCTAT
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hred/Q score

Come viene generato il Phred ? Durante una corsa di sequenziamento, un punteggiod i
gualita viene assegnato a ciascuna chiamata di base per ogni cluster, su ogni tile, per ogni
ciclo di sequenziamento . Ci sono 3 fasi:

e misurazione di vari aspetti correlati alla qualita dell'identificazione delle basi come il rapporto

singolo-rumore e l'intensita della luce. Sulla base di questi parametri viene calcolato un
valore predittivo di qualita

e |l valore predittivo di qualita deve essere tradotto in un punteggio di qualita con l'aiuto di una
tabella di Qualita. La tabella Q basata su una curva di calibrazione statistica € derivata da
dati empirici inclusi vari campioni umani e non umani ben caratterizzati, principalmente
utilizzando una versione del cosiddetto algoritmo Phred

e il punteggio di qualita (per ciclo) viene registrato in comune con l'identificazione delle basi in
un file di identificazione delle basi (.bcl)
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Analisi del datl di sequenziamento

Centro di Referenza Nazionale

Phred/Q score

La memorizzazione dei punteggi Q, come singoli caratteri (o byte) ha fornito una codifica semplice
ma ragionevolmente efficiente in termini di spazio. Affinché il file sia leggibile dall'uomo e facilmente
modificato, cio ha limitato le scelte ai caratteri stampabili della tabella ASCIl 32—126 (decimali) e
poiché ASCII 32 ¢ il carattere spazio, i file Sanger FASTQ utilizzano ASCII 33(tabella codifica ascii
da 32 non considerando lo spazio vuoto)—126(tutti i caratteri possibili) per codificare le qualita
PHRED da 0 a 93 (cioé punteggi PHRED con un offset ASCII di 33).

.. PHRED Next-Gen e stata adattato su quello san ger ma non arriva a 93 ma a 42
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Analisi del datl di sequenziamento
Phred/Q score

e E’un valore intero che rappresenta la probabilita stimata di Table 1: Qualty Scores and Basa Caling Accuracy

un errore di sequenziamento,ovvero di una base non , ,
Phred Quality Probability of Base Call

Corretta@1 Score Incorrect Base Call Accuracy
e P=109"=) Q=-10log,(P) 10 fin10 0%
e Da questa formula otteniamo 2 PR o
Q = ASCII_CODE - ASCII_BASE (formula per convertire i ,
L . - 30 1in 1,000 99.9%
caratteri in interi)
1in 10,000 99.99%
C-B@CCGOCFGFGGFGGEGGFFFGF<D: CFGECEEQFFEFGFFA<9EQFCCCEIF , @F<FCFG?EECT :DCECFGGH+8: in 100,000 99.999%

DFESESE<EFD<FDGFGF<=<CFFGG7FF ,C=EGGC@FDA=FGFGGGGF ,EDF<84?ASEEQE8FF8?F<,??AFFDC@
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Analisi del dati di sequenziamento
Chiarlamo alcuni concetti introduttivi

La strategia di sequenziamento puo essere:
e single-end (frammenti corti da una direzione)
e paired-end (frammenti corti da entrambe le direzioni)
e mate-pairs (frammenti lunghi da entrambe le direzioni )

- ”T

S i 87



Istituto Zooprofilattico Sperimentale
: del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Analisi del dati di sequenziamento
Chiarlamo alcuni concetti introduttivi

ile .fastq R1 sta ad
dicare che la
irezione di i s '

quenziamento & 5'- 3558-5-BCL S1 LOOi R1 001.fastq

3558-5-BCL_S1_L0OO1 R2 001.fastq

e .fastq R2 sta
dicare che la
rezione di




Istituto Zooprofilat Spc tale
dcl I.;IZI(N. |c|l;|l a M. 1/ ndri

AnaI|S| dei dati di sequen2|amento

**Piccola parentesi**

Cos’e un algoritmo?

Una serie di operazioni o “passi” da eseguire inund eterminato ordine sui
nostri dati, al fine di ottenere dei risultati
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5 MDR

3

Campioni

campo
8 Libraries
55 Ampliconi

di

Esperimento pilota

Step 1. Selezione dei target

LIBRARIES Amplicone/target Dimensione degli Ampliconi (bp) Numero ampliconi per library
Acpl 143
Nptil 180
Cotone MON15985 Cry1Ab/Crylac 141 5
23579 261
trnl 148-175
HMG 146
Tnos 171
Mais 89034 FMV 145 5
23579 261
trnl 148-175
LEC 141
PAT 135
Soia A5547-127 1355 140 5
23579 261
trnl 148-175
GS 185
CTP-CP4EPSPS 129
CTP2-CP4EPSPS 243
Babrbabietola H7-1 TeS 154 7
FMV 145
23579 261
trnl 148-175
UGPasi 156
Nptll 180
Patata EH92-527-1 JUNCTION P NOS/NPTII 237 5
23579 261
trnl 148-175
Acpl 143
GS 185
Tnos 171
20008280 CP4EPSPS 212
(mangime complementare) LIECPAERSPS 129 °
CTP2 CP4EPSPS 243
PAT 135
23579 261
trnl 148-175
HMG 146
Tnos 171
CP4EPSPS 212
e i CTPCPAEPSPS 129
(mangime semplice) CTP2 CP4EPSPS 243 8
PAT 135
23579 261
trnl 148-175
HMG 146
LEC 141
Acpl 143
Tnos 171
20005309 CPA4EPSPS 212
(mangime complementare) CTPCP4EPSPS 129 11
CTP2 CP4EPSPS 243
PAT 135
BAR 127
23579 261

trnl

148-175

Centro di Referenza Navionale
per la Ricerca di OGM



(- stituto Zooprofilattico Spe F‘. D
@55“ AT CROGM

ppllcazmnl di metodiche di NGS all’analisi deqli OG Mzt
(Progetti in corso al CROGM)

d Saggio multiscreening in NGS su piattaforma Illlumina, CA5 (progetto in
collaborazione con FEM)

% Sequenziamento in parallelo di un elevato numero di taRjetdrget di cuill geni endogeni,14 elementi di
screening, 8 costrutti, 2 donatori, 2 saggi identificatibgpecie)

+« Strategia NGS utilizzata; amplicon sequencing

+ Rilevazione eventi GM di specie vegetali non coesite nella fase di analisi taxon-specifica;

% Rilevazione eventi GM non autorizzati;

+ Rilevazione presenza nella matrice alimentare giismi donatori naturali appartenenti a numerpseis

(vegetali e non)

< Identlflca2|one di varianti di sequenza (SNP) clatrdi ad uno s eC|f|co evento GM

i W&
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Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi

Demultiplexing

e P5 e P7 sono adattatori della flow cell
e (5ei7sono gliindex
e SP1 e SP2 siti di legame dei primer di sequenziamento




@
Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi

Demultiplexing : € il processo tramite cui le reads vengono divise e raggruppate in
diversi file .fastq separati, per ogni index associato a quel determinato campione. La
sequenza dell'index verra rimossa dalla read(riga 2) e annotata nell’neader
Questa operazione e diversa per i diversi sequenziatori, ad esempio nel mondo
[llumina:

e Mi-se(q: viene eseguita automaticamente utilizzando il PC di bordo

e NextSeq500 e HiSeq: viene eseguito su BaseSpace (la risorsa basata su cloud di

[llumina)




RYCROGM

Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM
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AnaI|S| dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

| programmi che fanno parte del sequenziatore quando generano il file .fastq,
possono effettuare una rimozione degli adattatori (P5 e P7) dalle reads
contenute nel , percio in teoria non dovremmo ritrovarli nelle read S.
Tuttavia e sempre bene controllare sia attraverso p ~ rogrammi che
valutano la qualita (FastQC) ma anche ad esempio at  traverso la ricerca
testuale della sequenza con comandi unix/linux (ad e  sempio ‘grep’)
all'interno del file

— "‘;3 «r‘.. '
’F&ﬂ Ny B




Istituto Zooprofilat Spc tale
dcl I.;lzuu, |t"il| a M. 1/ ndri

Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi

Demultiplexing e Rimozione anche di adattatori

e P5 e P7 sono adattatori della flow cell
e (5ei7sono gliindex
e SP1 e SP2 siti di legame dei primer di sequenziamento




del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi
| rewaaa | i )

Clustering

Istituto Zooprofilattico Sperimentale \:@C R O G M

Centro di Referenza Nazionale

per la Ricerca di OGM

Allineo alle nostre

sequenze di
ﬁ riferimento

- >y
4 [ Cluster 97% identita |
~ - [ notclusterizzati |
Qual & la qualita dei .
dati? Mergmgél;lle R1e °
. -
-~
Reall-ife
sample
FASTQC
FASTQC Allineo alle sequenze
di riferimento tra i

T diversi genomi
v

Trimming degli Trimming di basia
adattatori bassa qualita
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio ¢ della Toscana M. Aleandri

Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Reference
] ~ material

CROGM

Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

Raw data Allineo alle nostre
Clustering sequenze di
ﬁ riferimento

l . >y
| Cluster 97% identita | |

X e - [ notclusterizzati |
Qual & la qualita dei Merging delle R1 e
dati? R2
i - S
Reall-ife
| sample

~ ™y

FASTQC NG Allineo alle sequenze

- di riferimento tra i

T diversi genomi
k4 |

Trimming degli Trimming di basia I I
adattatori bassa qualita

\

e
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Analisi del datl di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi
Qual e la qualita dei nostri dati? ®rastac report

Summary
@Basic Statistics

FastQC fornisce un ‘Quality-Check’ report che © per e sequence quaity m

puo evidenziare eventuali problemi originati @ er tie sequence quaity Fite toe Camntion boe cauts

@Baslc Statistics

nel sequenziatore o nel materiale di library di Qecczemme sz | 0l =
@PEJ' base sequence content Sequences flagged as poor quality
partenza ngr ssqiience GG eontent Sequence Llength 62-125
%6C 49

@Per base N content

i,aSiquence Length Distribution
ase uence D
eo_wmpresented sequences
eg_d_ggggr Content OMNN7 g

lication Levels

@pPer base sequence quality

Quality scores across all bases (Sanger )
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi
o File type: Dice se il file ha o meno dati di spazi colorati da
convertire in base calls @Basic Statistics
e Encoding: Mostra il tipo di codifica ASCII
e Total Sequences: Conteggio del numero di sequenze Filenase P-4 52.assembled trimm.fastq
processate File type Conventional base calls
o Filtered sequences: Mostra le sequenze rimosse se |l Encoding Sanger / Illumina 1.9
programma e eseguito in Casava mode Total Sequences 98476
e Sequence Length: Fornisce il valore della lunghezza della Sequences flagged as poor quality 0
sequenza piu corta e di quella piu lunga Sequence length 62-125
e %GC: La percentuale GC media su tutte le basi di tutte le wC -

sequenze

™ \9
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

@per base sequence quality

Quiity scores across ol bases (Sanger / Bumina | © encoding)

« Lalinea centrale rossa ¢ il valore mediano ]ﬂﬂ |
o |l box giallo rappresenta il range inter-quartile (25-
75%)
« |l baffo piu alto e quello piu basso rappresentano
i190% e il 10% x
e Lalinea blu rappresenta la qualita media
L’asse y nel grafico mostra i quality scores. Piu alto & il ‘
punteggio migliore & la base call .

Posgion in read (bp)

/\\;J 8 , ‘l:‘; g i
n\J . Eﬁ 7"“"—‘ /“ q\
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Drer tile sequence quality

Qual e la qualita dei nostri dati?

Il grafico permette di valutare i quality scores di tutte
le basi da ogni tile, per vedere se e presente una
perdita di qualita localizzata in una parte della
flowcell.



Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi
Qual e la qualita dei nostri dati? = @rerseauence quaiity scores

Qually SIere GHlrBulicn over Bl Segueries

Mostra se un subset delle nostre sequenze ha
universalmente valori di bassa qualita. o

» ] 37 k] *»

Sean Sequence Qualty (Phred Score)




AnaI|S| dei dati di sequen2|amento o
Analisi dati da Ampliconi

Qual e la qualita dei nostri dati %P, e e

all base

o

Grafico che mostra il relativo ammontare di ogni \

base(ogni base ha un colore), riflettendo °

| ﬁ ' "0 i
i

it “ M’W

I'ammontare medio di queste basi.

l‘o #ion i resd bo




Istituto Zooprofilat Spc tale
dcl I.;lzuu, |t"il| a M. 1/ ndri

Analisi dei dati di sequenziamento ”
Analisi dati da Ampliconi

Orer sequence GC content

Qual e la qualita dei nostri dati ? BT
Questo modulo misura il contenuto di GC per y

tutta la lunghezza di ogni sequenza in un file e [

lo compara ad un distribuzione normale B |

modellata sul contenuto di GC

AT AR A ‘
'\1?{. - ( ""3 . !( 7%—« ../ =




Istituto Zooprofilat Spc tale
dcl I.;lzuu, |t"il| a M. 1/ ndri

Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi
Qual e la qualita dei nostri dati 2 @rerasenconten

0

Questo modulo traccia la percentuale di
identificazione delle basi in ciascuna posizione .
per la quale é stato chiamato un N. o

L

0




Istituto Zooprofilattico Sperimentale ¢ C R O G M
del Lazio ¢ della Toscana M. Aleandri -
Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

“Wsequence Length Distribution

Qual e la qualita dei nostri dati? R ———

Questo modulo genera un grafico che mostra .
la distribuzione delle dimensioni dei frammenti 2000

presenti nel file. 20000




Istituto Zooprofilat Spc tale
dcl I.;IZI(N. |c|l;|l a M. 1/ ndri

AnaI|S| dei dati di sequen2|amento

Analisi dati da Ampliconi
Qual é la qualita dei nostri dati? =~ @seauencepupicationrevers

Questo modulo conta i gradi di duplicazione
per ogni sequenza in una library e crea un
grafico che mostra il relativo numero di
sequenze con diversi gradi di duplicazione.




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Analisi

¢@CROGM

Centro di Referenza nale

dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

QOverrepresented sequences

Qual e la qualita dei nostri dati?

Sequence

CCLCAATCCTLALL CARCTCLTTTITIIC TAMCCATTC 48725 41. 3852540 TIO%AL6S o Mit

CARABATAALCT TCTCLTCAC AL CCAL TCALTAATCCCTA 26746 27.15991 713717048 o mit

CALCTOCATATT AL TEAAMLLAALL ( AAMALLLATCAATTAALTCL TCTA 25374 23 TIITOLETEEISA No it

. L AATCCTCACLCAACTECTITITT CAAMACARAMASAAAT RALCATTCC 11587 1. 174005540 7457655 o mit

Questo modulo lista tutte le sequenze che CAAMATAACOTCOAMMACCTETCCTAACAGCCCACTCACTAATOCGTAT 588 8.5158617320870030  mm Wit
. . CALCTOCATATT AL TLAAMAAMLCCASAMACCATCAATTAALTLATCTAL 50 0 ITISI2OIOEIUE0424 Ru Mit
appalono plu de"o O. 1% del totale COCCAATCCTEAGE CARCTCCTTTTTTCASMARCARMARAASAATARGEATT 372 6.3TITSTOI603I61ITI4 Ko Wit
CCLCAAT CLTLALL CARL TCCTTTTT TCARALL CAARAASALAMCLATTC 314 8 _ 31885043 7523851) Mo Wit

CAALT AALCTLCARAALALL TETCCTCACALLC CACTCAC TRATCLLTAT 242 . 2457451596180184685 mo Mit

CALCTCCATATT CTCASALLARL( CASAMAAATCALTTAALTLATCTAL 394 B 197062 33578434255 Mo Mt

CLLCAATCCTGLALL CAMCTCCTTITT TCARMAALAMASAALT AALCATTCC 182 0 1848166050611 3145 No Mit

CAARA TACC TLCARAALALL TETECTCACAGLC CACTCACTRATLLLTAY 207 . LTITHIISENLTILGAT N Mit

CARAATAAL S TCARRALALL VLT TLACALLCCAL TCALTAATLILLTAT 185 B_167553515577399%6 No Wit

ACCTCCATATTAL TCARAMLAMC ABAMCAAATCAATTARLTLLTCTAL 153 O _1SS347TH0SESISREEE mNo Mit

GALCTOCATATTATCARALCALL CCARAMLGEATCAATTAALTLOTCTAL 142 0. 15435232950140446 Mo mit

CALCTOCATATT AL CASMLLAML A CASAMALATCAATTAALTLLTCTAC 129 0130908 58400596493 Mo mit

CAASA TAAL CALAAMMEANEA TLTCCTCALALLCCAL TCACTAATLLLTAT 219 0. 1081668612454 No MiL

CALCTCCATATT AL TARALLARLE CARAMCAZATCART T AAMLTLCTCTAL 112 S_L127A7EA0L 0025062 mu Wit

CALCTCCATATAL TCABALLAML L CABAMAAATCAATTARLTLLTCTAL 110 B_ 113702343V IE663T Mo Mit

AAAAT AALL T UCAAAMMEAL TLTCCTCACALIC CACTCACTAATCLLTAT 183 0. LB4SBA01 27543787 N WAL




Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

@ada pter Content

% Adapter

Qual e la qualita dei nostri dati? -

“

Questo modulo puo trovare un numero di differenti fonti
di bias nella library che puo includere la presenza di
adattatori che si accumulano alla fine delle nostre

sequenze.
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Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi
) , :

Clustering E
[ Cluster 97% identita |

- ~ | notclusterizzati |
Qual & la qualita de "
b Merglnglg;ile Rie o

L o
Reall-ife
sample |

FASTQC _
FASTQC Allineo alle sequenze
di riferimento tra i

T diversi genomi
h 4 i

Trimming di basi a]

Allineo alle nostre
sequenze di

riferimento

3

bassa qualita
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L
I
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AnaI|S| dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Trimming : termine utilizzato per descrivere la procedura di
rimozione di adattatori, primer di sequenziamento ancorati alle
estremita delle reads ma anche rimozione di basi a bassa qualita di
seguenziamento.




Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Trimming adattatori(controllo)/primer

@

e P5 e P7 sono adattatori della flow cell
e [5ei7sonoibarcode
e SP1 e SP2 siti di legame dei primer di sequenziamento
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Analisi del datl di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Reference
material

CROGM

Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

Allineo alle nostre

Clustering sequenze di
ﬁ riferimento
S
4 Cluster 97% identita
—_— not clusterizzati

Merging delle R1 e
R2

N~
Reall-ife
sample
—
FASTQC

Allineo alle sequenze
diriferimentotra i
diversi genomi

Trimming degli
adattatori
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Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi
Trimming adattatori/ basi a bassa qualita in sequenza

@ per base sequence quality

Qusity $COME SCross o Bates (Sanger / Buming 1.9 encodng)

@pPer base sequence quality

Quaity scores SCrost all Dases (Sanger ; Burréna 1.9 encodng)

YEEBBEEES

88N

° 32 ~ T @ S B 1919 038 4540 G088 7579 SOSE 105100 125120 145140 169169
1234567091519 303 4349 6064 7375 5004 110114 133139 160164 1695165 210214 233239 muqn-omu(ua)

Fostion in read (Bp)
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

Reference
material
ﬁ riferimento

Allineo alle sequenze m
di riferimento tra i

diversi genomi

Trimming degli Trimming di basi a | |
adattatori bassa qualita :

Raw data Allineo alle nostre
Clustering sequenze di

[ Cluster 97% identita |

[ not clusterizzati ]

Reall-ife
sample
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Merging delle reads R1 e R2 : termine

. , . . Mismatch
usato per descrivere I'operazione di .
unione della read R1 e la sua Forwardread>> | ¢ |a [T |T |6 |[Aa|c|a
corrispondente R2 sfruttando la T|Aa|[G|Aa|c|A|T|T|<<Reverseread
porzione di overlap (quella comune a TaTaToTaTalalal =T =] merged sequence

entrambe, che si trova all’estremita,
quindi al 3’ della R1 e al 5’ della R2)
generando una singola read
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

@per base sequence quality

i

Quaity scores across all bases (Sanger / Buming 1.9 encoding)

¢ B uER¥E

Merging delle reads R1 e R2
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Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi

CROGM

Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

Reference
material

Allineo alle nostre

sequenze di
ﬁ riferimento

[ rewoaa |

Clustering

[ Cluster 97% identita |

- [ notclusterizzati |

~
Qual & la qualita de Merging delle R1 e
dati? R2
. -
Reall-ife
sample
s ~
FASTQC _
FASTQC Allineo alle sequenze
. w, diriferimento tra i
T diversi genomi
v |
Trimming degli Trimming di basi a | |
adattatori bassa qualita
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Analisi del datl di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi
Clustering

Operazione fondamentale per ridurre i tempi di calc  olo.
Premesso che esistono diversi algoritmi che utilizzano diversi approcci statistici per
clusterizzare le sequenze: Per quanto riguarda I'approccio ‘centroid-based’
e Ogni cluster avra una sequenza rappresentativa che e definita centroide, che sara
guella che meglio rappresenta il cluster
e tutti i membri del cluster devono avere una determinata percentuale di identita

ﬂ'*q;\r - . e T / ,}‘,_34
) VN eNAn Ty W AN
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Analisi del datl di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi
[ P gain ] Clustering Rr:f:tr:r?:le

E

CROGM

Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

sequenze di
riferimento

[Allineo alle nostre

~

N
Qual & la qualita de .
dati? Merglngélglle Rie @ o
. y >y
Reall-ife
sample
' Ny
FASTQC
FASTQC Allineo alle sequenze
. o diriferimento tra i
diversi genomi
v | |
Trimming degli Trimming di basi a |

adattatori bassa qualita
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Analisi del datl di sequenziamento
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per la Ricerca di OGM

Analisi dati da Ampliconi

l Raw data

-
I [ Clustering

-~

g N
Qual e la qualita de 2
dati? Mergmg'gzelle R1e
. ey
& =
F. C
FASTQC AT
. ey

h 4 [
Trimming degli Trimming di basi a
adattatori bassa qualita

material

[ Cluster 97% identita |

[ notclusterizzati |

Reall-ife
sample

| /
(1 =
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AnaI|S| dei dati di sequenmamento

Analisi dati da Ampliconi

Allineamento con Blast

Cluster al 97% e
non clusterizzati . R
Chi non e
Blast allineato molto
probabilmente e
Sequenze
di
riferimento
A.27£,7\ T //(’_- S EE ‘]E-]fii}(J/ ‘IIII "Pff 7ﬁ~f< ,/’ AR

aspecifico
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Analisi del datl di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi
[ i ] [ Clustering

=

Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

Allineo alle nostre
sequenze di
riferimento

b [ Cluster 97% identita |

- ~ [ not clusterizzati ]
Qual & la qualita de .
dati? Merglngngelle R1e A

o . .
Reall-ife
sample

4 ™

FASTQC
FASTQC Allineo alle sequenze
. W, diriferimento tra i
T diversi genomi
v

Trimming degli Trimming di basi a | I
adattatori bassa qualita
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Microrganismi Geneticamente Modificati (MOGM) ===
 Definizione e campo di applicazione

Direttiva 2009/41CE

MOGM: un microrganismo il cui materiale genetico e stato modiida un modo non naturale mediante
moltiplicazione e/o ricombinazione naturale;

IMPIEGO CONFINATO: ogni attivita nella quale i microrganismi sono modificaéirgeticamente o nella

guale tali MGM sono messi in coltura, conservati, trasgprtéstrutti, smaltiti o altrimenti utilizzati, e per

la quale vengono usate misure specifiche di contenimenfioeldi limitare il contatto degli stessi con la
popolazione e con I'ambiente e per garantire a questi ulimtivello elevato di sicurezza

Utilizzati nei processi industriali (panificazior@oduzione della birra ecc) per produrre
enzimi,additivi.

7
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16S rRNA
Geni per la resistenza

! /' agli antibiotici
.AMR detection 7
| o

- {Tl DNA extraction
B

rt-PCR, | "
PCR _
e M - CLLIDE Real-time p;n Seang
Sanger — : 165 PCR screening N - | Sospetto
— w ;:rial culture Bacteria isolation jusss — “‘qumw | - A - B v OG !
P o — Nested-PCR + Sanger sequencing
% -‘{'Pﬁf - ‘ | fl —

7

3 } DNA extraction WGS + de novo assembly Development of real-time PCR methods

ﬁ
! lﬁ | = = mm - Conferma
— Il B

)= MOGM

NGS

Fraiture et al,2020, «Identification of an unautbed genetically modified bacteria in food enzymeutgh whole genome sequencing». Sci Rep, 10:7094.
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

CAtsB fissRualabe o Soicsbiec T:COD RESEARCH ARTICLE Open Access

Mark

a2 Food Chemistry c— ; . st
Aiﬂ.. Use of next generation sequencing data to ®
ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/loodchem .

develop a gPCR method for specific
detection of EU-unauthorized genetically

Molecular characterization of an unauthorized genetically modified @WM

Bacillus subtilis production strain identified in a vitamin B; feed additive mOdIﬁEd BGC”IUS SUb””S Overproducing
Valentina Paracchini ', Mauro Petrillo™', Ralf Reiting”, Alexandre Angers-Loustau®, Daniela Wahler®, . b ﬂ .

Andrea Stolz‘, Birgit Schonig®, Anastasia Matthies “, Joachim Bendiek ‘, Dominik M. Meinel *, I’I 0 aV'n

Sven Pecoraro, Ulrich Busch, Alex Patak”, Joachim Kreysa®, Lutz Grohmann “* ’ ) )

“European Commission foint Reseasch Centre, ispra,Jaly Elodie Barbau-piednoir', Sigrid C. J. De Keersmaecker', Maud Delvoye', Céline Gaw’, Patrick Philipp”
- eto St sty N {11 el oy and Nancy H. Roasens”

* Federa! Office of Consumer Protection and Food Safety (BVL). Genetic Engineering Department, Berfin, Cermany
* Bavarian Heaith and Food Safety Authority (LGL). Oberschicissheiim. Germany
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

] Allineamento con

Recupero sequenza blast per conferma Allineamento con
16S blastn e blastx

. =

Utilizzo di programmi

[ Raw data

che valutano la assembly
qualita delllassembly

Qual & la qualita
dei nostri dati

' ™~

Recupero le reads
non mappate

- S

Aiuto di programmi
grafici che mostrano
mappatura

T_|

Assembly del
FASTQC genoma

L. >y |J
v
" N Mapping reads R1
Trimming di basi a FASTQC and R2 to the
bassa qualita reference genome

- A

Qual & la qualita de
genoma assemblato

roviamo reads
non mappate?
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Analisi del dati di sequenziamento
lisi dati da WGS

R data Recupero sequenza Allineamento con Allineamento con
e 16S blast per conferma blastn e blastx
™
Utilizzo di programmi
Qual & la qualita i . che valutano la assembly
dei nostri dati {THREror gg"'sm" qualita dellassembly
! ~
) - - -
Recupero le reads A""to, di programmi
grafici che mostrano
non mappate mappatura
Assambly de] Qual & la qualita de] ~
enoma
FASTQC 9 genoma assembilato
Mapping reads R1 s
roviamo reads
Trimming di basi a FASTQC and R2 to the non mappate?

bassa qualita reference genome




% e S @EE{OGM
Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da WGS

Mean Quality Scores

35 J
30

Qual e la qualita delle mie
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

] Recupero sequenza Allineamento con Allineamento con

[ Raw data 16S blast per conferma blastn e blastx

Utilizzo di programmi

Qual & la qualits
dei nostri dati

che valutano la assembly
qualita dellassembly

microrganismo
e?

- ~

Recupero le reads
non mappate

Aiuto di programmi
grafici che mostrano
mappatura

H

Assembly del

Qual & la qualita de

enoma
PASGE 9 genoma assemblato
p Mapping reads R1 2
Trimming di basi a FASTQC and R2 to the n'g:’?n"a‘g;g?:,f
bassa qualita reference genome y
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Analisi del dati di seqguenziamento

Analisi dati da WGS
Trimming di basi a bassa qualita

@per base sequence quality @per base sequence quality
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Centro di Referenza Nazionale

per la Ricerca di OGM

Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Raw data Recupero sequenza Allineamento con Allineamento con
16S blast per conferma blastn e blastx

Utilizzo di pregrammi
che valutano la assembly
qualita delllassembly

Gual & la qualits
dei nostri dati

microrganismo,
e?

g ™

Recupero le reads
non mappate

T1

Assembly del
FASTQC genoma

Aiuto di programmi
grafici che mostrano
mappatura

Qual & la qualita de
genoma assembilato

Mapping reads R1

Trimming di basi a FASTQC and R2 to the
bassa qualita reference genome

roviamo reads




AnaI|S| dei dati di sequen2|amento
Analisi dati da WGS

Assemblaggio delle reads EEmsmsmmems e T O
Overlapping l

| programmi ‘assembler de novo’ assemblano e W oW

sequenze nucleotidiche corte in sequenze piu Coniles

lunghe senza l'uso di un genoma di riferimento. Scaliolding l /

In questo caso é stato utilizzato Spades che é e, IR
consigliato per genomi di piccola taglia tra cui
batteri
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Centro di Referenza Nazionale

Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Assemblaggio delle reads

1. Contig: set di segmenti di DNA
che sovrappongono e
rappresentano quindi una
regione consesus di DNA

2. Scaffold: raggruppamento di un
insieme di contig, cercando di
colmare al massimo i gap
esistenti.

Scaffold

N

=+ Fragment
+= Read (known sequence)
—— Roughly known length but not known sequence
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Centro di Referenza Nazionalé

per la Ricerca di OGM

Citta prussiana di Konigsberg (I'attuale Kaliningrad,
Russia). Il problema dei ponti di Konigsberg: i cittadini
volevano, attraversare la citta passando per tutti i

ponti solo una volta, ritornando al punto di partenza.
Ma Euler trovo la soluzione!!!

ogni pezzo di terra € un nodo(un punto), ogni
ponte € una linea.. Euler ha creato un
grafo(una rete di punti collegato da linee )
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per la Ricerca di OGM

Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da WGS
Assemblaggio delle reads/De Brujin Graph

Un k-mer € una sequenza di caratteri di _ o
E’ compito, di chi utilizza

lunghezza k, contenuta nelle sequenze TGG ) :
biolodich questi approcci, trovare
iologiche. :
un giusto compromesso
Ad esempio: le possibili combinazioni di un ks tra la lunghezza
3-mer nucleotidico sono 43 possibili |_,“TG impostata e la possibilita
combinazioni. Tuttavia in una sequenza di h che si formino tanti

pattern che disturbano il

un genoma tali 3-mer possono ripetersi _ _
risultato finale

tante volte.

)
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

ATG

Viene assegnato a ciascuno dei k-mer (con k = 3 ad 9
esempio) un arco(edge), in primo luogo,e si forma scc
un nodo per ogni prefisso o suffisso distinto di un k- ace
mer, di lunghezza k — 1. In questo caso,dai possibili L

3-mer della sequenza, i prefissi/suffissi possibili |
sono AT, TG, GG, GC, CG, GT, CA, AAi quali |l

possono apparire solo una volta come nodo del |
grafico. Quindi, si collega il nodo x al nodo y con I

una linea diretta se tra i k-mer ce ne sia qualcuno N
(ad esempio, ATG) che ha il prefisso x (ad esempio, M
AT) e il suffisso y (ad esempio, TG), e si etichetta |l ATG

GENOMA : ATGGCGTGCAATG

bordo con guesto k-mer.

ki, W\ 8

Centro di Referenza Nazionale

per la Ricerca di OGM

3/ GGC
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Recupero sequenza Allineamento con Allineamento con
16S blast per conferma blastn e blastx

f

[ Raw data

-~ ~
Utilizzo di programmi
cfual & la qualits ~ Che che valutano la assembly
dei nostri dati mncrorggmsmo qualita dellassembly
[ Y o
- . : i
Recupero le reads AiL;:O di prograrnmi
grafici che mostrano
non mappate mappatura

Qual & la qualita del
genoma assemblato

Assembly del

FASTQC genoma

v IJ

Mapping reads R1

Trimming di basia FASTQC and R2 to the
bassa qualita reference genome
. — » P

’ (

roviamo reads
non mappate?




Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS
Recupero sequenza rRNA16S

rRNA 16S é una subunita del
rRNA 30S procariote. Puo essere
considerato un identificatore di
specie e siccome ha un basso
tasso evolutivo € usato per
ricostruire filogenie

Tramite programmi di predizione
pil 0 meno complessi(ad
esempio RNAmmer, barnap), si
pOSSoNno recuperare le
sequenze ribosomiali tra cui il
16S.

!
§
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

J Recupero sequenza Allineamento con Allineamento con

168 blast per conferma blastn e blastx

1 —

Utilizzo di programmi
che valutano la assembly
qualita delllassembly

Ll l Aiuto di programmi

Recupero le reads grafici che mostrano
non mappate mappatura

[ Raw data

Qual & la qualita
dei nostri dati

microrganismo,
e?

Aoy del Qual & la qualita del
enoma
EASTRG g genoma assemblato
N ¥ IJ
y
4 R Mapping reads R1
Trimming di basi a FASTQC and R2 to the
bassa qualita reference genome non mappate?
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Analisi del dati di sequenziamento

Statistics without reference scaffolds

Analisi dati da WGS _~zzewm. -

# contigs {(>= S000 bp)

= contigs (>= 10000 bp) 34
& contigs (>= 25000 bp) 26
] LY ] = contigs (>= S0000 bp) is
Come valuto la qualita dell’'assembly’. Lo sty e
Total length (>= O bp) 4191 346
Il programma rilascia diversi file di report: In questo file —— ol i e S oo
le informazioni da tenere d'occhio sone: o e e SOt el it
e Total Lenght Ny TR -
e Largest contig NS 120242
@ N50 ::‘-TCS(%) :;u
e L50 _—_ -
. o F N's per 100 kbp 4.74
e contig (>=0 bp) Predicted genes
= predicted genes (unigue) 274l
= predicted genes (>= 0 bp) 2739 + 2 pan
= predicted genes (>= 300 bp) 2645 + 2 parnt

# predicted genes (>= 1500 bp) 583 + 2 part
= predicted genes (>= 3000 bp) 99 + 1 part

sy WA
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Analisi del datl di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come valuto la qualita dellassembly?

statistica N50: la qualita dell’assembly in termini di contiguita dato un set di contig, N50 &
definito la lunghezza di sequenza del contig piu piccolo considerando il 50% della
lunghezza totale del genoma

statistica L50: dato un set di contigs, ognuno con la sua propria lunghezza, il conteggio
L50 é definito come il pit piccolo numero di contig, le cui lunghezze s ommate
raggiungono la meta della dimensione del genoma

w

o) T o - )



CROGM

Centro di Referenza Nazionale

per la Ricerca di OGM

Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio ¢ della Toscana M. Aleandri

Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come confronto il aenoma assemblato con quello wild type?

Raw data Recupero sequenza Allineamento con Allineamento con
16S blast per conferma blastn e blastx
7 ™

Utilizzo di programmi
Qual & la qualita
dei nostri dati

che valutano la assembly
qualita delllassembly

-~

LI

Recupero le reads

grafici che mostrano
non mappate mappatura
. -

Mapping reads R1 -
Trimming di basi a FASTQC and R2tothe |——> (/FOViamo reads
bassa qualita reference genome j

Aiuto di programmiJ

Assembly del
FASTQC genoma

Qual € la qualita de
genoma assemblato




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio e della Toscana M. Aleandrs

Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

Come confronto il genoma assemblato con quello wild type?

SN:NC_000964.3 LN:4215606

ID:bwa PN:bwa VN:©0.7.17-r1188 CL:bwa mem fhomej/crogm/Scrivania/CAS/wg
E - - - - . k/NC_0006964_Bacillus.fa -t 4 /home/crogm/Scrivania/CAS/wgs/trimm_wgs/3558-5-BCL
Utlllzzo | programml dl mapplng, |n questo CaSO ho S1_L001001_trimm_1P.fastq /home/crogm/Scrivania/CA5/wgs/trimm_wgs/3558-5-BCL_S

_Lee1eel_trimm_2P.fastq

UtI|I22atO BWA (HBurrOW Wheeler Allgner") Che ha \(33865:1:6 0Beee?gg,;JsmTS:1:11@1:115m 2280 99 NC_000964.3 1886144

1886212 119 CTTGAAAAGGTAACTGGGTTAGACTTTTCCC

. . . AGAAGATATTGATCTCCTTATTCCTTTAATTTTTTTAGAGGAAAAGTGGGAAAAACTAAAAAAAGTGATGGAACTGCA

reStItUItO f||e SAM GGATACAAA CCCCCFGGGGFCFGFGGGFGGGGGGGGGGGGGFGGGGFERQFEGGGGGGGGGFGGDFGGGGGGG
.

LGGFFGGGGGFGGOG : CFGOGFGGECEGGGCE@>CFGGGGGLOGGLGOGGGGGBFFGGGG NM:i:0 MD:Z:12
MC:Z:51M As:1i:120 Xs:i:0
00000000-3J3DTD:1:1101:11562:2280 147 NC_000964.3 1886212
51M = 1886144 -119 AGAGGAAAAGTGGGAAAAAAAAAAAAAAGTG
hTGGAACTGAAAGGATACAA 6<6<@FE@C, , <<<@F : @8++@@ECACC69@QC ,C6C<, ,; ,C,C<C,8-B@ N
tiza MD:Z:19COT19C1T8 MC:Z:1260M AS:1:31 XS:1i:0
103865:13:000000000-3J3DTD:1:1101:18847:2298 29 NC_000964.3 4109740
60 139M = 4109822 137 TAGTACAATCATATAAAAAGAAAGTAAAGCG
PTTCCTCAGAACCATCCTAGAAGCAAGCACCAGAAAGGAGGAAGCTGTTCTGATTGGAGAGCAGCACTTGATGTGAAAG
CATACGAATTATTTTGCAAGTGTTGATA CCECCFGGGGGGGOGFGGGGGFFGGGGGOGGGGGGFFGGCFGGGGGGGG
FGGDFGGGFGGGGFFGGGGFGRE>FGFFGFCFFGGGGGEFGFGGGGGGGGGGGGGGGGBFFG6FCEGGGFFDFFGGGY
99EF<FGGEFAE [ B MD:Z:139 MC:Z:55M AS:1:139 Xs:i:0
0386 13:000000000-313DTD:1:1101:18847:2298 147 NC_000%964.3 41095822
60 55M = 4109740 -137 GATTGGAGAGAAGAACTTGATGTGAAAGTCA
ACGAATTATTTTGCAAGTGTTGA C; ,9@<EC@<,@<,<,9<@E9F9<FCC;,;C,E,AFE,<C6,;,C,C

B AA NM:1:2 MD:Z:10C2C41 MC:Z:139M AS:1:45 Xs:1i:0
03865:13:000000000-313DTD:1:1101:23612:2316 83 NC_000964.3 2820816
78M = 2826082 =FF GCCCAGACCAAGCACCAGATACAACACAATAATCGTCAT
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Analisi del dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

ome interpreto differenze tra il genoma assemblato con

99
CTTGARRAGGTAACTGGGTTAGACTTTTCCC
G \G T4 AAGTGATGGAACTGCA
F GCGGGGGCGGGGGFGGGGFERFEGGCOGGGGGFGGDFGOGEGGG
CFGGFGGECEGGGC G
B |

19COT19C1T8 8
DOO60e000 - b1: 47:229 S C_ 9 E 41989740
ATATA GTAA
GA TTGATGTG.
G [« CFGGGGG! GOGGFFGGGGGGEGG
GF GRE>FGF FGF CFFGGGGGRFGFG GGBFFGOFCEGGGFFOFF
i 1139 :
NC_860964 2
CTTGATGTGAAAGTC
+EL,AFE, =

quello wild type?

Il file .SAM ha un
equivalente in formato
binario che e il file .BAM

e, -
17062 soxson]

03, 2060 - eNosso|T|[He[lfi
vof[§e Bl eorQosveceReT

eoxtel|ld

Heooresr
sodgYeSies. eIk, o[ “taxXQeseResy

5} +eedefifheveeoea)e

D[[fCe /e voonu{ IBonsesacessrsfssssk|sseBsf]




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio ¢ della Toscana M. Aleandri

Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da WGS
Come trovo la parte che non e del genoma wild type?

Raw data Recupero sequenza Allineamento con Allineamento con
16S blast per conferma blastn e blastx

“entro di Referenza Nazionale

per la Ricerca di OGM

Cual & la qualita

dei nostri dati

Utilizzo di programmi
che valutano la assembly
qualita delllassembly

I

Recupero le reads
non mappate

Aiuto di programmi
grafici che mostrano

Qual & la qualita de]

mappatura
enoma
FASTQC 9 genoma assembilato

| IJ ‘\/
P > - M i ds R1
2PPINg raads Troviamo reads
Trimming di basia FASTQC and R2 to the non mappate?
bassa qualita reference genome -
- - e - )
. _ d )
\ — -3 3
: \ | B . 3
. ‘
( J (1 =
1 i ' B et

v ™
( Assembly del
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Analisi dei dat di sequenziamento

Analisi dati da WGS
Come trovo la parte che non e del genoma wild type?

gi|255767013 jreflNC_000964.3 i
12 kb
AL.75% kb 1760 kb 1L.762 kb L76a kb 1766 kb 1L.762 kb 1.7
1 1 1 1 1 1 ] ! | ] 1 I

S552-5-BCL_S1l. sorted bam

Dl




ol
( Istituto Zooprofilattico Sperimentale e
del Lazio ¢ della Toscana M. Aleandri e
Centro di Referenza Nazionale

Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma
assemblato con quello wild type?

Col Field Type Regexp/Range Brief description
Il file .SAM, oltre all'intestazione, ha almeno 11 S e L L e
Campi Standard Che saranno ut||| per avere 3 RNAME String  \e| [:rname:"e=] [:rname:]» Reference sequence NAME!
. . . . i POS Imt [0.2% —1 I-bascd lefunost mapping POSition
informazioni per descrivere la mappatura 5 MAPQ Im  [0.2° 1] MAPping Quality
. . . G CIGAR String  \#| ([0~9]+[MIDNSHPX=])+ CIGAR string
(a”lneamento) rlspetto a"a Sequenza dl 7  RNEXT String  \¢|=]| [:rname:" #=] [:rname:]J* Reference name of the mate /next read
. . 8 PNEXT It :II. 2 -1 Position of the mate/next read

rlferlmentO 9 TLEN Int 2" 1,2 <1) observed Template LENgth

10 SEQ String \e|[A-Za-z=.]+ segment SEQuence

11 QUAL String [1="]e ASCII of Phred-scaled base QUALity+33

AN
)
|

L
|

" -
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Analisi del datl di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma assemblato con
qguello wild type?

Tra i campi che descrivono 03865:13:000000000-J3DTD:1:1101:17665: 2866 99 NC_000964.3 429520
Fallineamento dedichiamo 60 _24M1D269M - 2429607 319 ATCTACAACGATGATGACTTCGC
qualche momento a: TTTTTTAAAGECTCCAGTGCTTCTTCTATCGGATGARACATGCAAATCTTCCTCTCTAAAAGCCGTTTTCGCTTAAGA

: AGGCTIFTGTAATG GGGTCTTATTTTCATTGGCTTTATGCAAAAATCGATACATATATTTTCCGATCATATC

o FLA GCATTCGATATTCACTTTAGAGCCGATCGTTTTTTCTGAAAAGATCGTTTCGCTGATCGTATGCGGTATTAAGGAGATC
e POS TCACTGTGTCTTCTGTCAGGCCGAATATGGTT Wddddddddededddddddddddeddeddddddeadedddee
e MAPQ GGGGGGGGAEGGAGGGGFCFGGGGAGGAELEGLAGGGGAGGFFEEFFGGGGFFGGGGGGGGGGFGGGGGGGGGGGGGADF
e stringa CIGAR FFFGGGGGGGGGGGGFFGGEFG@FGGGGGGLGGGGGGEGEFGGGGGGGGGLGGGGGGGEFFOFEGGGGGGGECHEFGGG

GGDFAFGGEGGG1@: ECEFFCFGFGGGDGGGFFGCGDAGFFFFFA6>EG>>3@FAAFFFAAF>AFFDFFFFFFF<?EF
AFFAB:?>>><BABFAA NM:1:2 MD:Z:24°~T11G257 MC:Z:232M AS:1:281 I
XS:1:0
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Centro di Referenza Nazionale
per la Ricerca di OGM

Analisi del dati di sequenziamento

Analisi dati da WGS
Come interpreto differenze tra il genoma assemblato con quello

wild type?

Il FLAG : Il campo FLAG viene visualizzato
come un singolo intero, ma in un file
ritroviamo la somma dei valori interi flag bit
per bit per denotare piu attributi di un
allineamento di lettura. Ogni attributo
denota un bit nella rappresentazione
binaria dell'intero.

Il valore equivale a 2 elevato alla posizione
in cui si trova 1 (da destra verso sinistra).

Integer
1 !
2

4

8

16

32

64

128
256

512
1024

2048

Binary
000000000001
000000000010
000000000100
000000001000
000000010000
000000100000
000001000000
000010000000

_______
001000000000

010000000000

100000000000

Bitwise Flags
Description (Paired Read Interpretation)

. template having muitiple templates in sequencing (read is paired)
7 each segment properly aligned according to the aligner (read mapped in proper pair)
7 segment unmapped (read1 unmapped)
. next segment in the template unmapped (read2 unmapped)
SEQ being reverse complemented (read1 reverse complemented)
7 SEQ of the next segment in the template being reverse complemented (read2 reverse complemented)
- the first segment in the template (is read1)
the last segment in the template (is read2)
not primary alignment
. alignment fails quality checks
. PCR or optical duplicate

supplementary alignment (e.g. aligner specific, could be a portion of a split read or a tied region)

By ¥ 2



[+ /oq ofilat \pcrm entale
lli e della l a M. Aleandri

Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma
assemblato con quello wild type?

Quindi ad esempio: la riga SAM risultante Flag Value | Meaning Flag Sum
da un record FASTQ paired Illlumina con il ' ‘ . ‘ '
L 1 read is paired 1
valore FLAG 2145 indicherebbe queste - -
caratteristiche: 32 read2 was reverse complemented | 33
64 read1 97
2048 Supplementary alignment 2145

» Lo Y A



rerimentale
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AnaI|S| dei dati di sequen2|amento
Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma
assemblato con quello wild type?

POS: rappresenta la posizione del nucleotide della sequenza di riferimento
(spostata di uno a sinistra) da dove comincia I'allineamento con la read,
descritto dalla stringa CIGAR




1 Istituto Zooprofilattico Sperimentale v : C R O ( | M
del Lazio ¢ della Toscana M. Aleandri -
’ Centro di Referenza Nazionale

Analisi dei dati di sequenziamento

Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma assemblato con quello
wild type?

Op BAM  Description Consumes  Consumes

query reference
. \ M 0 alignment match (can be a sequence match or mismatch) yes yes
L_a stringa CIGAR e formata da I 1 insertion to the reference yes no
<intero><op>. Descrive D 2 deletion from the reference no yes
I'allineamento tra read e N 3 skipped region from the reference no yes
i rifari S 4 soft clipping (clipped sequences present in SEQ) yes no
sequenza di riferimento H 5 hard clipping (clipped sequences NOT present in SEQ) no no
P 6 padding (silent deletion rom padded reference) no no
= 7 sequence match yes yves
X 8 sequence mismatch yes ves
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AnaI|S| dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma
assemblato con quello wild type?

Esempio CIGAR:

RefPos: 1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 18
Reference: C C A T A C T G A A C T GACTMOSANM ADSTC
Read: ACTAGAATGGCT
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Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma
assemblato con quello wild type?

Esempio CIGAR: Allineamento della read con la sequenza di riferimento

RefPos: 1 23 435 6717 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19
Reference: C C A T A C T G AACTGACTA ARMC
Read: A CTHARCGZAZZR T GGCT
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~nans dei dati di sequenziamentc ===
Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma

assemblato con quello wild type?
Esempio CIGAR:

e |l POS indica che la lettura si allinea a partire dalla posizione 5
sul riferimento.

e le prime 3 basi nella sequenza di lettura si allineano con il POS ' 5
riferimento. -
e La base successiva nella lettura non esiste nel riferimento. CIGAR: 3M1T3M1DSM
e Altre 3 basi si allineano con il riferimento.
e La base di riferimento successiva non esiste nella sequenza di
lettura,
Altre 5 basi si allineano con il riferimento.




i /oq ofilat Sp(rmn
lli e della l a M. Alea d’

~nans dei dati di sequenziamente ==
Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma
assemblato con quello wild type?

RefPos: 1 2 3 4 5 € 7 & 91011 12 1315 16 17 18 19
Reference: C C A T A C T G A ACTGATCTO AA ATC
Read: ACTAGARA TGGGCT

Alla posizione 14, la base nella lettura e diversa  dal riferimento, ma conta
ancora come una M poiché si allinea a quella posizi  one
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AnaI|S| dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come interpreto differenze tra il genoma
assemblato con quello wild type?

MAPQ : e un intero che indica la probabilita che la posizione di mapping sia
errata.. E uguale a — 10 log10Pr, arrotondato all'intero pit vicino. Un valore 255
indica che la qualita della mappatura non e disponibile.
Tuttavia i diversi programmi di allineamento utilizzano una propria scala di valori:
e per Bowtie2 il migliore valore di MAPQ € 42
e per Bwa Mem il migliore valore di MAPQ é 60
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AnaI|S| dei dati di sequen2|amento

Analisi dati da WGS
Come trovo la parte che non e del genoma

55555555555 |ref|NC_000964.3] :_;
wild type?
- 12kb =
Posso estrarre le reads che non mappano con ikt Wil i sl W s |

la sequenza di riferimento tramite il

programma Samtools(opera con file tra cui il
formato BAM e SAM) e al tempo stesso usare | 3
un programma di visualizzazione grafica (IGV
In questo caso) in modo tale da poter valutare
guelle di mio interesse
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del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Centro di Referenza Nazionale

Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Raw data Recupero sequenza Allineamento con Allineamento con
168 blast per conferma blastn e blastx

T —

Utilizzo di programmi
che valutano la assembly
qualita delll'assembly

Qual & la qualit3
dei nostri dati

microrganismo
e?

| Recupero le reads Aluto_dl programmi
grafici che mostrano
non mappate
mappatura
Assembly del Gual & | lita d
EASTQC genoma ual e la qualita de

genoma assembla

Mapping reads R1

Trimming di basi a FASTQC and R2 to the
bassa qualita reference genome

roviamo reads
non mappate?




Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Cos’e la parte che non e del genoma wild type?
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Analisi del dati di sequenziamento

Come utilizzo tutti questi programmi ???




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
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Introduzione e concetti piu importanti

Centro i Referenza Nazionale

[ ]
l | n IX per la Ricerca di OGM

Unix e stato progettato nei Bell Laboratories (AT&T Corp.). Il primo sistema
operativo che puo definirsi a tutti gli effetti come "Unix" fu sviluppato Ken
Thompson nel 1969 per poter eseguire un programma chiamato “Space Travel”
che simulava i movimenti del sole e dei pianeti, cosi come il movimento di una
navicella spaziale che poteva atterrare in diversi luoghi

S 1

W S
ki, W7o S £ .
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Unix -
Introduzione e concetti piu importanti

UNIX

SOLARIS(Oracle)
IRIX

GNU

Xenix OS AIX(IBM)
UnixWare

LINUX
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Introduzione e concetti piu importanti

«Il mio lavoro sul software libero € motivato
da un obiettivo idealistico: diffondere liberta e
cooperazione. Voglio incoraggiare la
diffusione del software libero, rimpiazzando i
programmi proprietari che proibiscono la
cooperazione, e quindi rendere la nostra
societa migliore. Questa e la ragione
fondamentale per cui la GNU General Public
License e stata scritta cosi com'e - come
copyleft»

GNU appartiene alla famiglia
UNIX ed ideato nel 1984 da
Richard Stallman ed € promosso
dalla Free Software Foundation
allo scopo di ottenere un sistema
operativo completo utilizzando
esclusivamente software libero.

(Richard M. Stallman)
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Introduzione e concetti piu importanti

Quello che ancora mancava era il kernel.
Nel 1990, i membri del progetto GNU
cominciarono lo sviluppo di un kernel
chiamato GNU hurd, che deve ancora
raggiungere il livello di maturita richiesto per
l'uso diffuso. Nel 1991,Linus Torvalds, uno
studente finlandese, uso gli strumenti di
sviluppo GNU per produrre il kernel Linux.
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del Lazio ¢ della Toscana M. Aleandri
GNU-Linux T

Introduzione e concetti piu importanti

Programming/scripting
Linuwx-Mint

Cent0S
hacking

Ubuntu

Tante Versioni

Command-line

e distribuzioni

Fedora

Filesystem EeaRas

Tanti altri

Geslione dei processi

Organizzato

Open-source

Sistema operativo a cipolla

Memoria protetta Prodotte migliorabile dagh utenti stessi

Multiutente




b Istituto Zooprofilattico Sperimentale
g del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Centro di Referenza Nazionale

GNU Linux

Introduzione e concetti piu importanti

Cos’e filesystem? /] (oot directory)
' 0 = =)
In informatica & il meccanismo con cui i file sono bin_J = home [ e |

posizionati e organizzati sui dispositivi informatici
per I'archiviazione dei dati.

1T 1 [
. . : . : [Locar J [Coin J [ } [Lmw ] hun
Linux come altri sistemi operativi possiede una
struttura ad albero o gerarchico.

I mystuff I I private I | hisstuft I I publick l

(o) e Gu) o
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Introduzione e concetti piu importanti

crogm@crogm-VirtualBox: ~

Una shell e un interprete dei comandi ol File Modifica Visualizza Cerca Terminale Aiuto

suo principale compito € interpretare i crogn@crogm-VirtualBox:~$ for i in {1..10};do echo "CIAO AL PARTECIPANTE NUMSi"
: D o ; ho "SONO CONTENTO DI VEDERVI, QUI NON CI SONO VESPE";

comandi che digita 'utente  ed eseguire i S ARTECIFANTE Wi .

programmi specificare nelle righe di AL (PARTECIPANTE NUMZ

. . .. AL PARTECIPANTE NUM3

comando. Per impostazione predefinita, la AL PARTECIPANTE NUM4

H H H H AL PARTECIPANTE NUMS5

shell legge i comandi dalla tua tastiera e fa in o PARTECIRLNCE: e

modo che altri programmi possano scrivere i AL PARTECIPANTE NUM7

I . | . I\ AL PARTECIPANTE NUM8

oro risultati 1. AL PARTECIPANTE NUM9
La shell protegge Unix/GNU Linux AL PARTECIPANTE NUM16

, CONTENTO DI VEDERVI, QUI NON CI SONO VESPE

dall'utente crogm@crogm-VirtualBox:~$ ﬁ
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Introduzione e concetti piu importanti

Il kernel (monolitico) e il cuore del sistema operativo
Unix/GNU Linux stesso. Il kernel assegna memoria a
ciascuno dei programmi in esecuzione, partiziona il tempo
in modo equo in modo che ogni programma possa
svolgere il proprio lavoro, gestisce tutte le operazioni di | /
O (input / output).

”a

/’kﬁ\
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per la Ricerca di OGM

Analisi del dati di sequenziamento

Come posso collegare tra loro tutti i
programmi che fanno parte di un
determinato workflow? ? ?
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Introduzione e concetti piu importanti

Che cos’e una pipeline?

e Questo termine (in inglese tubatura — composta da piu elementi collegati — o condotto) viene utilizzato
per indicare un insieme di componenti software collegati tra loro in cascata, in modo che il risultato
prodotto da uno degli elementi (output) sia l'ingresso di quello immediatamente successivo (input).

e L'accezione piu comune della parola pipeline indica un comando di shell composito, in cui un
programma sorgente genera un flusso di dati testuali che si propagano attraverso le pipe ("|") tramite una
sequenza di filtri, fino ai destinatari (spesso file o terminale). Questi programmi sono collegati tra loro
tramite |'operatore pipe, che in una riga di comando significa che lo standard output del programma a
sinistra dell'operatore va passato allo standard input del programma alla sua destra.
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Programmi ad interfaccia grafica
Introduzione e concetti piu importanti

Programmi ad
interfaccia grafica/
GUI

A pagamento
Programmi/applicazioni

web user-friendly
svolgono uno o piu
workflow

Programmi che
permettono
rappresentazioni grafiche
e simulazioni di dinamica
molecolare

W e, .

Open source }
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Programmi ad interfaccia grafica

The PyMOL Molecular Graphics System

per la Ricerca di OGM

| programmi che permettono rappresentazione grafiche o

File Edit Build Movie Display Setting Scene Mouse Wizard Plugin Help

che eseguono simulazioni hanno un pannello di DEICCLed OSIL VETa1un 2.0 Or Grcoter. Shatcts vastabie.
comando dove si caricano i file di interesse e si G VENDOR:  Wnaare, Tnc.
impostano i valori e successivamente si vedono i risultati T

sulla stessa finestra o su altre finestre e RN NS huSROR] FeCerng.

CmdLoad: "laki.cif" loaded as "laki". iz

File Genomes View Tracks Regions Tools Help .
T_| T_| MOL)!
‘Ba(illus Subtilis s!:r....|v| gi|255767013|ref|NC_000964. 3] w | [NC_000964,3]:1,592,613-1,605,384| Go | °* By
[ - g 4
12 kb

1594 kb 1596 kb 1595 kb 1.600 kb 1.602 kb 1604 kb ’
1 1 1 ! I | 1 1 1 | 1 ! |

--- 3.BCL_Slsortedbam Co | | 1071090
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Programmi ad interfaccia grafica

Introduzione e concetti piu importanti

L] ® Classity Sequences

| programmi user-friendly come ad esempio
‘Geneius’, fanno le stesse cose di una pipeline/ o
dell’esecuzione di piu programmi da linea di @ sty e e (e i

comando. L'utente vede soltanto un pannello su o e e e e =
cui impostera i parametri per eseguire quella s AR L S Sl i . T W 3
determinata operazione. .
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B minimum Overtap: 100 Z bp. +—«——
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Programmi ad interfaccia grafica

Centro di Referenza Nazionalé

per la Ricerca di OGM

Introduzione e concetti piu importanti

Esistono anche applicazioni web che sono
gratuite e user-friendly. In questo caso Il
vantaggio € poter utilizzare tool progettati da
altri ma al tempo stesso si possono creare

tool aggiuntivi che possono essere utilizzati
da chiunque

<« c @ © | @ https://usegalaxy.org | 67% - & iy ¥ INn @ ® =
Tonis * History F< % - |
FASTQjoiner onpared end reads o 0 =
saarch wois [x] {Galaxy Version 2 0.1 1+galaxy0) e search datasets 90
— Lefi-hand Reads Unnamed history

GENOMIC FILE MANIPULATION

FASTAIFASTQ O © B | n~otamgsanger fasiqessangsr. fast . | B> {empry)

FASTQ joiner on paired end reads Right-hand Reads

£A870 interlacer on paired end B © O notasigsanger. fastqessanger, fast = o mmvh-:v;mm l—:

FASTQ Header Style extermal source

Compute sequence length

Rename sequences

Filter by quality II Bases 10 insert between joined reads

Clip adagrer sequences

Reverse-Complement = i a8 b

Trim sequences

FASTQ de-interlacer on paired end
reads

FLASH adjust length of short reads
FASTQ splitter on joined paired end
reads

FASTQ Masker by quality score
Manipulate FASTQ reads on vancus
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Linea di comando o Interfaccia grafica?

Vantaggi della linea di comando:
> hai un maggiore controllo sull’esecuzione dei programmi
> strumenti di sviluppo e di analisi del codice; debugging di applicazioni;
manipolazione di dati tramite la redirezione e il piping.
Vantaggi dei programmi ad interfaccia grafica/GUI.
e Sono ‘user-friendly’
e Vedi solo il risultato
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Unix o Interfaccia grafica?
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Piccolo esempio pratico: Ricerca del promotore 35S IR

della cassetta transgenica in Oryza sativa i

tatest -
Fing NCBI SARS-CoV-2 iterature, sequence, and clinical content: NURs: e et nlm.nih, gery

File Modifica Visualizza Cerca Terminale Aiuto

crogm@crogm-VirtualBox:~$ esearch -query "P35S AND Oryza sativa transgenic cass
ette" -db "Nuccore” | efetch -format fasta Oryza sativa transgenic GM cassette, partial sequence
>JX139719.1 Oryza sativa transgenic GM cassette, partial sequence Ge
ATTTTGGTTTTAGGAATTAGAAATTTTATTCGATAGAAGTATTTTACAAATACAAATACATACTAAGGGTT
TCTTATATGCTCAACACATGAGCGAAACCCTATAAGAACCCTAATTCCCTTATCTGGGAACTACTCACAC I

GenBank - Send to

Bank: JX139719.1

ATTATTATAGAGAGAGATAGAT TTGTAGAGAGAGACTGGTGATTTCAGCGGGCATGCCTGCAGGTCGACT SErImIrion Givis SRtive TrENSCEREC N Chogette, DECtial LenLehcar [T rn-ANs
CAGATCTCGGTGACGGGCAGGACCGGACGGGGCGGTACCGGCAGGCTGAAGTCCAGCTGCCAGAAACCCA il oy e
CGTCATGCCAGTTCCCGTGCTTGAAGCCGGCCGCCCGCAGCATGCCGCGGGGGGCATATCCGAGCGCCTC Sae ek
GTGCATGCGCACGCTCGGGTCGTTGGGCAGCCCGATGACAGCGACCACGCTCTTGAAGCCCTGTGCCTCC /gene="bar" i
/note="phosphinothricin-N-acetyltransferase
AGGGACTTCAGCAGGTGGGTGTAGAGCGTGGAGCCCAGTCCCGTCCGCTGGTGGCGGGGGGAGACGTACA FEQULNEGEY 779. .985 e :
CGGTCGACTCGGCCGTCCAGTCGTAGGCGTTGCGTGCCTTCCAGGGGCCCGCGTAGGCGATGCCGGCGAC e pramaTer
CTCGCCGTCCACCTCGGCGACGAGCCAGGGATAGCGCTCCCGCAGACGGACGAGGTCGTCCGTCCACTCC ORIGIN

AattTtggttt taggaattag aaatittatt gatagaagta tittacaaat acaaatacat

TGCGGTTCCTGCGGCTCGGTACGGAAGTTGACCGTGCTTGTCTCGGTGTAGTGGTTGACGATGGTGCAGA 61 actaagggtt tcttatatgc tcaacacatg agcgaaaccc tataagaacc ctaattccct

CCGCCGGCATGTCCGCCTCGGTGGCACGGCGGATGTCGGCCGGGCGTCGTTCTGGGCTCATTGCTGGATC TBE CEEEtn gty Do tototn ChEgtitat osatoriny techsatny e
CGGTACCCTGTCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCTTATATAGAGGAAGGGTCTTGCGAAGGATAGTGGG 241 ggcggtaccs geaggcrgas grccagctgc cagamaccca cglcatgcoa gricicgtac
2 i gaagccgg ccgcccgoag catgccgcgg ggggoeatatc cgagocgccte gtgcatgoge
ATTGTGCGTCATCCCTTACGTCAGTGGAGATATCACATCAATCCACTTGCTTTGAAGACGTGGTTGGAAC SE1 AUt CuUtoaU g CoCReTTase BEARCEscUC tottgendcs clgfaoetee
421 agggacttca gcaggtgggt gtagagcgtg gagcccagtc <cgtccgctg gtggcggaga

GTCTTCTTTTTCCACGATGCTCCTCGTGGGTGGGGGTCCATCTTTGGGACCACTGTCGGCAGAGGCATCT L e oratn B R e aes saiiionod F TR
TCAAC s41 gcgtaggcga tgccggogac ctcgocgtce acctcggoga cgagccaggg atagogotoc
601 cgcagacgga cgaggrtcgtc cgtccactcc tgcggttcct goggctcggt acggaagttg

crogm@crogm-VirtualBox:~$ I 661 accgtgcttg tctcggtgta gtggttgacg atggtgcaga ccgccggcat gtccgoctcg

721 gtggcacggc ggatgtcgge cgagcgtcgt tctgggotca ttgotggatc cggtacccotg
781 tcctctccaa atgaaatgaa cttccttata tagaggaagg gtcttgcgaa ggatagtggg
B4l attgtgcgtc atcccttacg tcagtggaga tatcacatca atccacttgc tttgaagacg
981 tggttggaac gtcttctttt tccacgatgc tcctcgtggg tgggggtcca tctttgggac
961 cactgtcggc agaggcatct tcaac
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JRC GMO-Amplicon

DATABASE B
Puo essere interrogato tramite 3 interfacce per l'utente:
Original Artcle e Amplicon finder (interrogare il database riguardo le
JRC GMO-Amplicons: a collection of nucleic caratteristiche deII’ampIicone)
acid sequences related to genetically modified
organisms e Search by target ID (controllare sequenze target dalle
e e, banche dati pubbliche) o
Malecular Biology and Genomics Unit, Joint Research Centre, European Commission, Ispra, taly . BIaSt ampllcons (eﬁettuare rlcerche per Slmllarlta Contro

*Comesponding author: Telaphone: +38 (332 785232, Fax: 433 1332765483 Email: mauro. petrilio@ac europa.eu

R ————— dataset di JRC GMO-Amplicons)

Citation details: Patrillo,M, Angars-Loustau A, Henriksson,P. of al JAC GMO-Amplicons: a collaction of nucleic acid sa-
quences rolated 1o genoucally modified organisms. Database (2015) Vol 2015: article 10 bav101; doi10.108¥ database/

bavi0l
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Euginius

La sua banca dati contribuisce all'applicazione della legislazione dell'UE sugli organismi
geneticamente modificati (OGM). L'attenzione si concentra sugli OGM non autorizzati a
livello mondiale che non sono ancora sicuri per 'uomo, gli animali e I'ambiente
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Il Biosafety Clearing-House (BCH) e un meccanismo istituito dal Protocollo di
Cartagena sulla biosicurezza per facilitare lo scambio di informazioni sugli
organismi viventi modificati (LMO) e aiutare le Parti a rispettare meglio i loro
obblighi ai sensi del Protocollo. L'accesso globale a una varieta di informazioni
scientifiche, tecniche, ambientali, legali e di rafforzamento delle capacita é fornito
nelle sei lingue ufficiali delle Nazioni Unite.
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Grazie per I'attenzione!




