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Analisi dei dati di sequenziamento
Chiariamo alcuni concetti introduttivi

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



Analisi dei dati di sequenziamento
Chiariamo alcuni concetti introduttivi

Keep calm 



Analisi dei dati di sequenziamento
Cos’è il formato file fastq?

● Un tipo di file che contiene le reads 
di sequenziamento

● Ogni read è descritta da 4 righe

1. Header
2. Prodotto di sequenziamento (la 

nostra sequenza)
3. Il carattere ‘+’
4. Una serie di caratteri che 

descrivono il Phred score



Analisi dei dati di sequenziamento
Cos’è il formato file fastq?

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

number>:<sample number>



Analisi dei dati di sequenziamento
Phred/Q score

Come viene generato il Phred ? Durante una corsa di sequenziamento, un punteggio d i 
qualità viene assegnato a ciascuna chiamata di base  per ogni cluster, su ogni tile, per ogni 
ciclo di sequenziamento . Ci sono 3 fasi:
● misurazione di vari aspetti correlati alla qualità dell'identificazione delle basi come il rapporto 

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

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

● il punteggio di qualità (per ciclo) viene registrato in comune con l'identificazione delle basi in 
un file di identificazione delle basi (.bcl)



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, ciò ha limitato le scelte ai caratteri stampabili della tabella ASCII 32–126 (decimali) e 
poiché ASCII 32 è 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 qualità 
PHRED da 0 a 93 (cioè punteggi PHRED con un offset ASCII di 33).
.. Il PHRED Next-Gen è stata adattato su quello san ger ma non arriva a 93 ma a 42

Analisi dei dati di sequenziamento

Phred/Q score



Analisi dei dati di sequenziamento
Phred/Q score

● E’ un valore intero che rappresenta la probabilità stimata di 
un errore di sequenziamento,ovvero di una base non 
corretta  

● P = 10-Q/10             Q = -10 log10(P)
● Da questa formula otteniamo 

Q = ASCII_CODE - ASCII_BASE (formula per convertire i 
caratteri in interi )





Analisi dei dati di sequenziamento
Chiariamo alcuni concetti introduttivi

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



Analisi dei dati di sequenziamento
Chiariamo alcuni concetti introduttivi

Il file .fastq R1 sta ad 
indicare che la 
direzione di 
sequenziamento è 5’-3’

Il file .fastq R2 sta ad 
indicare che la 
direzione di 
sequenziamento è 3’-
5’



Analisi dei dati di sequenziamento
**Piccola parentesi**

Cos’è un algoritmo?

Una serie di operazioni o “passi”  da eseguire in un d eterminato ordine sui 
nostri dati, al fine di ottenere dei risultati



Ok ora possiamo cominciare 



Esperimento pilota 
Step 1. Selezione dei target

❖ 5 MDR
❖ 3 Campioni di

campo
❖ 8 Libraries
❖ 55 Ampliconi

LIBRARIES Amplicone/target Dimensione degli Ampliconi (bp) Numero ampliconi per library

Cotone MON15985

Acp1 143

5

NptII 180

Cry1Ab/Cry1ac 141

23579 261

trnl 148-175

Mais 89034

HMG 146

5

Tnos 171

FMV 145

23579 261

trnl 148-175

Soia A5547-127

LEC 141

5

PAT 135

T35s 140

23579 261

trnl 148-175

Babrbabietola H7-1

GS 185

7

CTP-CP4EPSPS 129

CTP2-CP4EPSPS 243

Te9 154

FMV 145

23579 261

trnl 148-175

Patata EH92-527-1

UGPasi 156

5

NptII 180

JUNCTION P NOS/NPTII 237

23579 261

trnl 148-175

20008280

(mangime complementare)

Acp1 143

9

GS 185

Tnos 171

CP4EPSPS 212

CTPCP4EPSPS 129

CTP2 CP4EPSPS 243

PAT 135

23579 261

trnl 148-175

20008271

(mangime semplice)

HMG 146

8

Tnos 171

CP4EPSPS 212

CTPCP4EPSPS 129

CTP2 CP4EPSPS 243

PAT 135

23579 261

trnl 148-175

20005309

(mangime complementare)

HMG 146

11

LEC 141

Acp1 143

Tnos 171

CP4EPSPS 212

CTPCP4EPSPS 129

CTP2 CP4EPSPS 243

PAT 135

BAR 127

23579 261

trnl 148-175



Applicazioni di metodiche di NGS all’analisi degli OGM
(Progetti in corso al CROGM)

❑ Saggio multiscreening in NGS su piattaforma Illumina, CA5 (progetto in
collaborazione con FEM)

❖ Sequenziamento in parallelo di un elevato numero di target (37 target di cui11 geni endogeni,14 elementi di

screening, 8 costrutti, 2 donatori, 2 saggi identificatoridi specie)

❖ Strategia NGS utilizzata; amplicon sequencing

❖ Rilevazione eventi GM di specie vegetali non considerate nella fase di analisi taxon-specifica; 

❖ Rilevazione  eventi GM non autorizzati; 

❖ Rilevazione presenza nella matrice alimentare di organismi donatori naturali appartenenti a numerose specie 

(vegetali e non) 

❖ Identificazione di varianti di sequenza (SNP) correlabili ad uno specifico evento GM



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Demultiplexing

● P5 e P7 sono adattatori della flow cell
● i5 e i7 sono gli index
● SP1 e SP2 siti di legame dei primer di sequenziamento



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Demultiplexing : è 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 verrà rimossa dalla read(riga 2) e annotata nell’header
Questa operazione è diversa per i diversi sequenziatori, ad esempio nel mondo 
Illumina:
● Mi-seq: viene eseguita automaticamente utilizzando il PC di bordo
● NextSeq500 e HiSeq: viene eseguito su BaseSpace (la risorsa basata su cloud di 

Illumina)



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

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



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Demultiplexing e Rimozione anche di adattatori

● P5 e P7 sono adattatori della flow cell
● i5 e i7 sono gli index
● SP1 e SP2 siti di legame dei primer di sequenziamento



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi





Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Qual è la qualità dei nostri dati?

FastQC fornisce un ‘Quality-Check’ report che 
può evidenziare eventuali problemi originati 
nel sequenziatore o nel materiale di library di 
partenza



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

● File type: Dice se il file ha o meno dati di spazi colorati da 
convertire in base calls

● Encoding: Mostra il tipo di codifica ASCII
● Total Sequences: Conteggio del numero di sequenze 

processate
● Filtered sequences: Mostra le sequenze rimosse se il 

programma è eseguito in Casava mode
● Sequence Length: Fornisce il valore della lunghezza della 

sequenza più corta e di quella più lunga
● %GC: La percentuale GC media su tutte le basi di tutte le 

sequenze 



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

● La linea centrale rossa è il valore mediano
● Il box giallo rappresenta il range inter-quartile (25-

75%)
● Il baffo più alto e quello più basso rappresentano 

il 90% e il 10% 
● La linea blu rappresenta la qualità media

L’asse y nel grafico mostra i quality scores. Più alto è il 
punteggio migliore è la base call



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Qual è la qualità dei nostri dati?

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



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Qual è la qualità dei nostri dati?

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



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Grafico che mostra il relativo ammontare di ogni 
base(ogni base ha un colore), riflettendo 
l’ammontare medio di queste basi.

Qual è la qualità dei nostri dati ?



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Qual è la qualità dei nostri dati ?

Questo modulo misura il contenuto di GC per 
tutta la lunghezza di ogni sequenza in un file e 
lo compara ad un distribuzione normale 
modellata sul contenuto di GC



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Qual è la qualità dei nostri dati ?
Questo modulo traccia la percentuale di 
identificazione delle basi in ciascuna posizione 
per la quale è stato chiamato un N.



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Qual è la qualità dei nostri dati?

Questo modulo genera un grafico che mostra 
la distribuzione delle dimensioni dei frammenti 
presenti nel file.



Analisi dei dati di sequenziamento

Analisi dati da Ampliconi
Qual è la qualità dei nostri dati?

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.



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Qual è la qualità dei nostri dati?

Questo modulo lista tutte le sequenze che 
appaiono più dello 0.1% del totale



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Qual è la qualità dei nostri dati?

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



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

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



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Trimming adattatori(controllo)/primer 

● P5 e P7 sono adattatori della flow cell
● i5 e i7 sono i barcode 
● SP1 e SP2 siti di legame dei primer di sequenziamento



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Trimming adattatori/ basi a bassa qualità in sequenza



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Merging delle reads R1 e R2 : termine 
usato per descrivere l’operazione di 
unione della read R1 e la sua 
corrispondente R2 sfruttando la 
porzione di overlap (quella comune a 
entrambe, che si trova all’estremità, 
quindi al 3’ della R1 e al 5’ della R2) 
generando una singola read



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Merging delle reads R1 e R2
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Analisi dati da Ampliconi



Analisi dei dati 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 l’approccio ‘centroid-based’
● Ogni cluster avrà una sequenza rappresentativa che è definita centroide, che sarà 

quella che meglio rappresenta il cluster
● tutti i membri del cluster devono avere una determinata percentuale di identità



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi
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Analisi dati da Ampliconi



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da Ampliconi

Allineamento con Blast
Cluster al 97% e 
non clusterizzati

Sequenze 
di 
riferimento

Chi non è 
allineato molto 
probabilmente è 
aspecifico

Blast

Query

Target
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Analisi dati da Ampliconi



❑ Definizione e campo di applicazione 

Microrganismi Geneticamente Modificati (MOGM)

MOGM: un microrganismo il cui materiale genetico è stato modificato in un modo non naturale mediante
moltiplicazione e/o ricombinazione naturale;
IMPIEGO CONFINATO: ogni attività nella quale i microrganismi sono modificati geneticamente o nella
quale tali MGM sono messi in coltura, conservati, trasportati, distrutti, smaltiti o altrimenti utilizzati, e per
la quale vengono usate misure specifiche di contenimento alfine di limitare il contatto degli stessi con la
popolazione e con l'ambiente e per garantire a questi ultimiun livello elevato di sicurezza

Direttiva 2009/41CE                                                                                                          

Utilizzati nei processi industriali (panificazione, produzione della birra ecc) per produrre 
enzimi,additivi.



Strategia

Geni per la resistenza
agli antibiotici

16S rRNA

rt-PCR, 
PCR

e
Sanger

NGS

Fraiture et al,2020, «Identification of an unauthorized genetically modified bacteria in food enzyme through whole genome sequencing».  Sci Rep, 10:7094.

Sospetto 
MOGM

Conferma 
MOGM
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Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Qual è la qualità delle mie 
reads?



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Trimming di basi a bassa qualità



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Trimming di basi a bassa qualità



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Assemblaggio delle reads

I programmi ‘assembler de novo’  assemblano 
sequenze nucleotidiche corte in sequenze più 
lunghe senza l'uso di un genoma di riferimento. 
In  questo caso è stato utilizzato Spades che è 
consigliato per genomi di piccola taglia tra cui 
batteri



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.



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Assemblaggio delle reads/De Brujin Graph

Città prussiana di Königsberg (l'attuale Kaliningrad, 
Russia). Il problema dei ponti di Königsberg: i cittadini 
volevano, attraversare la città passando per tutti i 
ponti solo una volta, ritornando al punto di partenza. 
Ma Euler trovò la soluzione!!! ogni pezzo di terra è un nodo(un punto), ogni 

ponte è una linea.. Euler ha creato un 
grafo(una rete di punti collegato da linee )



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Assemblaggio delle reads/De Brujin Graph

Un k-mer è una sequenza di caratteri di 
lunghezza k, contenuta nelle sequenze 
biologiche.
Ad esempio: le possibili combinazioni di un 
3-mer nucleotidico sono 43 possibili 
combinazioni. Tuttavia in una sequenza di 
un genoma tali 3-mer possono ripetersi 
tante volte. 

E’ compito, di chi utilizza 
questi approcci, trovare 
un giusto compromesso 
tra la lunghezza 
impostata e la possibilità 
che si formino tanti 
pattern che disturbano il 
risultato finale



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Viene assegnato a ciascuno dei k-mer (con k =  3 ad 
esempio) un arco(edge), in primo luogo,e si forma 
un nodo per ogni prefisso o suffisso distinto di un k-
mer, di lunghezza k – 1. In questo caso,dai possibili 
3-mer della sequenza, i prefissi/suffissi possibili 
sono AT, TG, GG, GC, CG, GT, CA , AA i quali 
possono apparire solo una volta come nodo del 
grafico. Quindi, si collega il nodo x al nodo y con 
una linea diretta se tra i k-mer ce ne sia qualcuno 
(ad esempio, ATG) che ha il prefisso x (ad esempio, 
AT) e il suffisso y (ad esempio, TG), e si etichetta il 
bordo con questo k-mer. 



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Recupero sequenza rRNA16S



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Recupero sequenza rRNA16S

rRNA 16S è una subunità del 
rRNA 30S procariote. Può essere 
considerato un identificatore di 
specie e siccome ha un basso 
tasso evolutivo è usato per 
ricostruire filogenie

Tramite programmi di predizione 
più o meno complessi(ad 
esempio RNAmmer, barnap), si 
possono recuperare le 
sequenze ribosomiali tra cui il 
16S.
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Analisi dati da WGS



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come valuto la qualità dell’assembly?
Il programma rilascia diversi file di report: In questo file 
le informazioni da tenere d’occhio sono:
● Total Lenght
● Largest contig
● N50
● L50
● contig (>=0 bp)



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come valuto la qualità dell’assembly?
statistica N50: la qualità dell’assembly in termini di contiguità dato un set di contig, N50 è 
definito la lunghezza di sequenza del contig più 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 è definito come il più piccolo numero di contig, le cui lunghezze s ommate 
raggiungono la metà della dimensione del genoma .



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come confronto il genoma assemblato con quello wild type?



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come confronto il genoma assemblato con quello wild type?

Utilizzo i programmi di mapping; in questo caso ho 
utilizzato BWA (“Burrow Wheeler Aligner”) che ha 
restituito file .SAM



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

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

Il file .SAM ha un 
equivalente in formato 

binario che è il file .BAM

SAM BAM



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come trovo la parte che non è del genoma wild type?



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come trovo la parte che non è del genoma wild type?



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

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

Il file .SAM, oltre all’intestazione, ha almeno 11 
campi standard che saranno utili per avere 
informazioni per descrivere la mappatura 
(allineamento) rispetto alla sequenza di 
riferimento



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

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

Tra i campi che descrivono 
l’allineamento dedichiamo 
qualche momento a:
● FLAG
● POS
● MAPQ
● stringa CIGAR



Analisi dei 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 più 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).



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 
da un record FASTQ paired Illumina con il 
valore FLAG 2145 indicherebbe queste 
caratteristiche:



Analisi dei dati di sequenziamento
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 l’allineamento con la read, 
descritto dalla stringa CIGAR 



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

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

La stringa CIGAR è formata da 
<intero><op>. Descrive 
l’allineamento tra read e 
sequenza di riferimento



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

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

Esempio CIGAR:



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
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Analisi dati da WGS

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

Esempio CIGAR:
● Il POS indica che la lettura si allinea a partire dalla posizione 5 

sul riferimento. 
● le prime 3 basi nella sequenza di lettura si allineano con il 

riferimento.
● La base successiva nella lettura non esiste nel riferimento.
● Altre 3 basi si allineano con il riferimento. 
● La base di riferimento successiva non esiste nella sequenza di 

lettura, 
● Altre 5 basi si allineano con il riferimento. 



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

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

Alla posizione 14, la base nella lettura è diversa dal riferimento, ma conta 
ancora come una M poiché si allinea a quella posizi one



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

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

MAPQ : è un intero che indica la probabilità che la posizione di mapping sia 
errata.. È uguale a − 10 log10Pr, arrotondato all'intero più vicino. Un valore 255 
indica che la qualità della mappatura non è disponibile. 
Tuttavia i diversi programmi di allineamento utilizzano una propria scala di valori: 
● per Bowtie2 il migliore valore di MAPQ è 42
● per Bwa Mem il migliore valore di MAPQ è 60 



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Come trovo la parte che non è del genoma 
wild type?

Posso estrarre le reads che non mappano con 
la sequenza di riferimento tramite il 
programma Samtools(opera con file tra cui il 
formato BAM e SAM) e al tempo stesso usare 
un programma di visualizzazione grafica (IGV 
in questo caso) in modo tale da poter valutare 
quelle di mio interesse



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Cos’è la parte che non è del genoma wild type?



Analisi dei dati di sequenziamento
Analisi dati da WGS

Cos’è la parte che non è del genoma wild type?



Analisi dei dati di sequenziamento

Come utilizzo tutti questi programmi ??? 



Unix

Introduzione e concetti più importanti

Unix è stato progettato nei Bell Laboratories (AT&T Corp.). Il primo sistema 
operativo che può 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, così come il movimento di una 
navicella spaziale che poteva atterrare in diversi luoghi



Unix
Introduzione e concetti più importanti



GNU

Introduzione e concetti più importanti

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

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

(Richard M. Stallman)



GNU Linux

Introduzione e concetti più 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 maturità richiesto per 
l'uso diffuso. Nel 1991,Linus Torvalds, uno 
studente finlandese, usò gli strumenti di 
sviluppo GNU per produrre il kernel Linux. 



GNU-Linux
Introduzione e concetti più importanti



GNU Linux
Introduzione e concetti più importanti

Cos’è filesystem?

In informatica è il meccanismo con cui i file sono 
posizionati e organizzati sui dispositivi informatici 
per l’archiviazione dei dati.
Linux come altri sistemi operativi possiede una 
struttura ad albero o gerarchico.



GNU Linux

Introduzione e concetti più importanti

Una shell è un interprete dei comandi . Il 
suo principale compito è interpretare i 
comandi che digita l’utente ed eseguire i 
programmi specificare nelle righe di 
comando. Per impostazione predefinita, la 
shell legge i comandi dalla tua tastiera e fa in 
modo che altri programmi possano scrivere i 
loro risultati lì.
La shell protegge Unix/GNU Linux 
dall'utente



GNU Linux
Introduzione e concetti più importanti

Il kernel (monolitico) è 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 I / 
O (input / output). 



Analisi dei dati di sequenziamento

Come posso collegare tra loro tutti i 
programmi che fanno parte di un 
determinato workflow? ? ?



Unix/GNU Linux
Introduzione e concetti più importanti

Che cos’è una pipeline? 
● Questo termine (in inglese tubatura — composta da più 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). 

● L'accezione più 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 l'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. 



Programmi ad interfaccia grafica 
Introduzione e concetti più importanti

Programmi che 
permettono 
rappresentazioni grafiche 
e simulazioni di dinamica 
molecolare

Programmi ad 
interfaccia grafica/ 
GUI

Programmi/applicazioni 
web user-friendly 
svolgono uno o più 
workflow

A pagamento

Open source



Programmi ad interfaccia grafica 
I programmi che permettono rappresentazione grafiche o 
che eseguono simulazioni hanno un pannello di 
comando dove si caricano i file di interesse e si 
impostano i valori e successivamente si vedono i risultati 
sulla stessa finestra o su altre finestre



Programmi ad interfaccia grafica 
Introduzione e concetti più importanti

I programmi user-friendly come ad esempio 
‘Geneius’, fanno le stesse cose di una pipeline/ o 
dell’esecuzione di più programmi da linea di 
comando. L’utente vede soltanto un pannello su 
cui imposterà i parametri per eseguire quella 
determinata operazione.



Programmi ad interfaccia grafica 
Introduzione e concetti più importanti

Esistono anche applicazioni web che sono 
gratuite  e user-friendly. In questo caso il 
vantaggio è poter utilizzare tool progettati da 
altri ma al tempo stesso si possono creare 
tool aggiuntivi che possono essere utilizzati 
da chiunque 



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:
● Sono ‘user-friendly’
● Vedi solo il risultato



Unix o Interfaccia grafica?
Piccolo esempio pratico: Ricerca del promotore 35S 

della cassetta transgenica in Oryza sativa



Database GMO 



Database GMO 
JRC GMO-Amplicon

Può essere interrogato tramite 3 interfacce per l’utente:
● Amplicon finder (interrogare il database riguardo le 

caratteristiche dell’amplicone)
● Search by target ID (controllare sequenze target dalle 

banche dati pubbliche)
● Blast amplicons (effettuare ricerche per similarità contro 

dataset di JRC GMO-Amplicons)



Database GMO 
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 l'uomo, gli animali e l'ambiente



Database GMO 
BCH

Il Biosafety Clearing-House (BCH) è 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 varietà di informazioni 
scientifiche, tecniche, ambientali, legali e di rafforzamento delle capacità è fornito 
nelle sei lingue ufficiali delle Nazioni Unite.



Grazie per l’attenzione!


