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Introduzione al sequenziamento
di interi genomi

Next generation sequencing:
descrizione della tecnologia

Small genome sequencing:
descrizione dell’applicazione

Strategie di esperimento: reads,
coverage e output, SR e PE
sequencing

Quantita e qualita del materiale
di partenza

Preparazione delle librerie,
controlli qualitativi

Invio dei risultati: dati grezzi e
possibili analisi

Analisi bioinformatica: standard
e avanzata

Servizio di supporto all’analisi
bioinformatica

Organizzazione di corse
periodiche per ISS




v’ Introduzione al
sequenziamento di
interi genomi

v" Next generation
sequencing:
descrizione della
tecnologia

v Costi e benefici
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Small genome
sequencing:
descrizione
dell’'applicazione
Strategie di
esperimento:
reads, coverage,
output, SR e PE
sequencing
Quantita e qualita
del materiale di
partenza
Preparazione delle
librerie, controlli
qualitativi
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Invio dei risultati:
dati grezzi e
possibili analisi
Analisi
bioinformatica:
Standard, avanzata
Servizio di
supporto all’analisi
bioinformatica
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Identificazione di tutti i geni e
delle altre sequenze significative
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Costruire mappe genetiche e
fisiche

Confronto tra genomi di specie
diverse (evoluzione)

Produzione di un data base per
I’'accesso alle informazioni
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Small genome?

plasmidi, megaplasmidi
mitocondriale
adenovirus

fagi, cosmidi

virus

batteri

Lieviti

microfunghi, funghi
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Dimensioni?

» Da 600bp a 100Mbp




Evoluzione del sequenziamento

Human Genomes Sequenced Annually

18,000

625
207
10
0.00 < ' '
ABI 3730xI| Genome Analyzer Genome Analyzer i HiSeq 2000 HiSeq 2500 HiSeq X Ten
1998 2005 2009 2011 2013 2014

- Per sequenziare il primo genoma umano con i sequenziatori a capillari ci
sono voluti 15 anni
- Con HiSeq X Ten si possono sequenziare 45 genomi umani in un giorno
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Lo sviluppo della tecnologia ha accelerato
enormemente la ricerca e lo studio dei geni

> Sanger 1000 bp X 96 reazioni contemporanee oo Y
X 10 corse al giorno= 960.000 (0,96 Mb) al AT
giorno :

» MiSeq 2X300 bp X 25 milioni di sequenze. -
Una corsa 15 Gb (PE 30Gb)

» HiSeq 2X150 bp X 5 bilioni di sequenze .Una - NC)
corsa 1500 Gb T e ™
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Differenza tra il sequenziamento tradizionale e NGS

Sanger

DNA fragmentation

iyl

In vivo cloning and amplification

O_,

Cycle sequencing

3-... GACTAGATACGAGCGTGA...-5' (template)

5., CTGAT 0 (pnmer)
-CTGATC =
...CTGATCT ,.
- CTGATCTA "
..CTGATCTAT ,.
..CTGATCTATG 0
...CTGATCTATGC p

Polymerase ...CTGATCTATGCT 0

dNTPs ...CTGATCTATGCTC

Labeled ddNTPs ..CTGATCTATGCTCG
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Shendure, J., & Ji, H. (2008). Next-generation DNA sequencing. Nature biotechnology, 26(10), 1135-4 §

Preparazione dei campioni
pit semplice e veloce per
NGS (no clonaggio richiesto)

NGS consente una elevata
parallelizzazione (fino a
centinaia di milioni di
reazioni di sequenza in
parallelo)

DNA fragmentation
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In vitro adaptor ligation
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Generation of polony array

Cyclic array sequencing
(>10% reads/array)
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Parallelizzazione = Maggiore accuratezza

NGS

Sanger

A ID3131: MYH7 (p.Y162H)

CCCACATCTTCTCCATCTCCGACAACE
ATCTTCTCCATCTCCGACAACY

ATCTTCTCCATCTCCGACAAC
ATCTTCTCCATCTCCGACAAC
ATCTTCTCCATCTCCGACAAC
ATCTTCTCCATCTCCGACAAC

TCTTCTCCATCTCCGACAACE

TCTTCTCCATCTCCGACAAC
TCTTCTCCATCTCCGACAAC

TCTTCTCCATCTCCGACAACE
TCTTCTCCATCTCCGACAACE

TCTTCTCCATCTCCGACAAC
TCTTCTCCATCTCCGACAAC
TCTTCTCCATCTCCGACAAC

TCTTCTCCATCTCCGACAACE

TCTTCTCCATCTCCGACAAC
CTTCTCCATCTCCGACAAC
CTTCTCCATCTCCGACAAC
CTTCTCCATCTCCGACAAC
CTTCTCCATCTCCGACAAC

TTCTCCATCTCCGACAACE

TTCTCCATCTCCGACAAC
TCTCCATCTCCGACAAC

CTCCATCTCCGACAACY

CTCCATCTCCGACAAC
CTCCATCTCCGACAAC

TCCATCTCCGACAACY

GTACATGCTGACAGGTGAGAGGCCCTGGAA

GTACATGCTGACAGGTGAGAG
GTACATGCTGACAGGTGAGAG
GTACATGCTGACAGGTGAGAG
GTACATGCTGACAGGTGAGAG
GTACATGCTGACAGGTGAGAG
GTACATGCTGACAGGTGAGAGG
GTACATGCTGACAGGTGAGAGG
GTACATGCTGACAGGTGAGAGG
GTACATGCTGACAGGTGAGA
GTACATGCTGACAGGTGAGAGG
GTACATGCTGACAGGTGAGAGG
GTACATGCTGACAGGTGAGAGG
GTACATGCTGACAGGTGAGAGG
GTACATGCTGACAGGTGAGAGG
GTACATGCTGACAGGTGAGAGG
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGC
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGC
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGC
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGC
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGCC
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGCC
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGCCC
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGCCCT
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGCCCT
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGCCCT
GTACATGCTGACAGGTGAGAGGCCCTG

ACGGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAG
ACGCATCAATGTAATCGAACCGTGGGGATGACAG
ACGGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACA(
ACGGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAG
ACGGATCAATGTAATCAACCGTGGGGATGACA(
ACGGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAG
ACGCATCAATGTAATCAACCGTGGGGATCACAG
ACGGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAG
ACGGATCAATGTAATCGAACCGTGGGGATGACAG
ACGGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACA(
ACGCATCAATCTAATCAACCCTGGGGATCACAG
ACGCGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAG
ACGGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAG

[CGGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACA(
GGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAQ
IGATCAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAG
CAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAG
CAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAG
CAATGTAATGAACCGTGGGGATGACAQ
ATGTAATGAACCGTGGGGATGACA(
AACCGTGGGGATGACAG

GGATGACAQ

ATGACA(
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CATCTGGCAGCCAGTCATGGA
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CATCTGG
CATCTGG
CATCTGGC
CATCTGGCAGC
CATCTGGCAGCC
CATCTGGCAGCCA
CATCTGGCAGCCAGTC
CATCTGGCAGCCAGTC
CATCTGGCAGCCAGTC
CATCTGGCAGCCAGTC
CATCTGGCAGCCAGTCATGGA
CATCTGGCAGCCAGTCATGGA
CATCTGGCAGCCAGTCATGGA
CATCTAGCAGCCAGTCATGGA
CATCTGGCAGCCAGTCATGGA
[TCTGGCAGCCAGTCATGGA
GGCAGCCAGTCATGGA
IGCAGCCAGTCATGGA
ICAGTCATGGA
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Come funziona?

lllumina adaptors
(gli adattatori servono a legare il frammento alla cella dove S i———

avviene I'amplificazione e il sequenziamento (P5/P7) e fungono da

primer per la reazione di amplificazione prima e di LA
sequenziamento poi L PR UL e
] £ AT

(Rd1 e Rd2 servono per il paired-end sequencing =
sequenziamento a partire da entrambe le estremita di un

frammento)
P5/ P7: binding sites to the flow cell
Rd 1 SP: readl sequencing primer
Rd 2 SP: read2 sequencing primer
Rd1 Seq Primer Index Seq Primer
é ------- > A -———
' — INDEX
1auig bag zpy

|/

Sequence of Interest
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a lllumina's library-preparation work flow

DMNA fragments

Blunting by fill-in
and exonuclease

P
¥ P

®
vy A

P

R R R e
SeCenoroon O Ligation
seeesess } Soug, toadapters

Phosphorylation

Addition of
A-overhang

Incorporate
Detect
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First
denaturation

Template
hybridization

First cycle
annealing

Initial
extension

First cycle
extension

Denaturation
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Second cycle
denaturation
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Cluster
amplification

Iknearizatiun

Block with  Denaturation and

ddNTPs

sequencing primer
hybridization



Incorporate
all four
nucleotides,
each label
with a
different dye

Wash, four-
colour imaging

}

U

Cleave dye
and terminating
groups, wash

Repeat cycles ~ = 3
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Migliore incorporazione, minore possibilita di errore
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Costi e Benefici

i i $100,000,000
Aumento Gigabasi
$10,000,000 -
$1,000,000 -10,000 @
o (o]
@ $100,000 - -1,000 g
3 b
o] $10,000 - -100 )
Q
o 2
1 1 5
ﬁ $1,000 0 g
e} . C
O $100 - -1
S/ %
$10 B 0 0.1 %
-~
Diminuzione costo N | | | 0.01
2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014



per un sequenziamento NGS /.
ci vogliono tanti........




- Small genome Amplicon

55 sequencing Sequencing
50 88
45 gg
40 oe
35 B Campioni f75(5) B Campioni
prenotati 60 prenotati
30 E(S)
25 45
20 | m Campioni g(S) m Campioni
15 | consegnati %g consegnati
| 20
10 %8
. | 5
0O ™= 0
N. campioni N. campioni
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Prenotazione corsa small genome sequencing
Febbraio 2019

* Tipologia di corsa: 2X300
 Dimensioni massime genoma: 5Mbp
 Coverage medio: 30X

Nome e Telefono Numero Data Data consegna
cognome campioni prenotazione campioni

N.B.
- Numero massimo di campioni per flow cell: 60

- Prezzo riservato per I'lSS di 200€/campione solo al riempimento totale della flow cell
- La corsa potrebbe subire dei ritardi se non si raggiunge il numero necessario dei campioni

B -
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Prenotazione corsa amplicon sequencing (16S-ITS-ampliconi)
Febbraio 2019

* Tipologia di corsa: 2X300
* Dimensioni amplicone: 450bp
 Numero di reads consegnate: 100,000

Nome e Telefono Numero Data Data consegna
cognome campioni prenotazione campioni

N.B.

- Numero massimo di campioni per flow cell: 96
- Prezzo riservato per I'lSS di 57€/campione solo al riempimento totale della flow cell s H - -
- La corsa potrebbe subire dei ritardi se non si raggiunge il numero necessario dei campioni Bio-Fab researc h
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Che cosa si intende per small genome sequencing
Cosa possiamo fare sequenziando un intero genoma
Terminologia

Strategie d’esperimento
Qualita del materiale da inviare
Preparazione libreria

Controlli sulla libreria

WBio-Fab
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Dimensioni dei genomi sequenziabili con il MiSeq:
- Plasmidi e mitocondri (4-17 Kbp)

- Virus (10-100 Kbp)

- Adenovirus (30-50 Kbp)

- Batteri (2-6Mbp)

- Lieviti e protozoi (8-10 Mbp)

- Funghi (10-50Mbp)

Mycoplasma . in bp
Gram positive bacteria -
Gram negative bacteria .

Fungi / Moulds -
Algae .
Worms -

" 108 107 108 10° 101° 10"

Bio-Fab

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\




Small genome sequencing

Il sequenziamento di interi genomi permette di sequenziare contemporaneamente tutti i
geni noti e non di un dato organismo e di confrontarli con altri organismi della stessa
specie o di specie differenti per ricostruire tutte le differenze fra i genomi.

®Bio-Fab
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Small genome sequencing

Comprendere l'organizzazione, I'evoluzione e le relazioni evolutive tra diversi organismi
Conoscere i geni e le istruzioni per esprimerli nel tempo e nello spazio

Beta-proteobacteria

Archaea

Thermotogae

Chloroflexi
Deinococcus-Thermus

Gamma-proteobacteria

Actinobacteria

Delta-

Acidobacterium
proteobacteria

Spirochaetes

Alpha-
proteobacteria

Chlamydiae

Lentisphaerae

Cyanobacteria

Bio-Fab
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Tenericutes Epsilon-proteobacteria

Fusobacteria

Bacteroidetes/Chlorobi



* Ricerca di regioni specifiche del genoma, geni di resistenza, di

virulenza o di plasmidi.
* Genotipizzazione dei batteri sequenziati
* Creazione di banche dati personali da poter confrontare con quelle

pubbliche o da interrogare in periodi successivi

| serotype

NI [ T T T TT T Jame

| [ Jamc

| CRO

\ FOX

| XNL
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Read (lettura): si riferisci ad una stringa di dati che corrisponde ad
una data sequenza

Numero di reads: numero di letture effettuate per singolo campione,
espresso in M (milioni) di reads

Single end sequencing: sequenziamento di una sola estremita del
DNA

Paired End sequencing: vengono sequenziate entrambe le estremita
del frammento di DNA, per migliorarne 'accuratezza e I'allineamento

Il sequenziamento PE permette
all’algoritmo di mappare meglio le
regioni ripetute.

& -/ RegBioFab
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Terminologia

* Coverage (profondita): indica il numero medio di basi sequenziate che si
allineano ad una data base sulla reference
e OQOutput: numero di basi totali lette dal sequenziatore, espresso in Gbp (giga basi)

Read 1: CGGATTACGTGGACCAIG (read length of 18)
Read 2: ATTACGTGGACCAIJIGAATTGCTGACA
Read 3: ACCAIIGAATTGCTGACATTCGTCA

Read 4: GAATTGCTGACATTCGTCAT

Depth: 1112222222223333843333333333322222221

IBio-Fab
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Terminologia

* Index: sequenza nucleotidica che si aggiunge per PCR o ligasi ad ogni
campioni corso sul sequenziatore

* Multiplexing: e un processo tipico delle corse lllumina, in cui si
aggiunge ad ogni campione un index interno per aumentare il
numero di campioni corsi su una flowcell.

* Flowcell: il vetrino dove avviene la lettura del DNA

Flow cell lllumina

Bio-Fab
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Cluster: raggruppamento clonale di DNA derivante dal DNA
templato legato ad una flowcell

Bio-Fab
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Come scegliere il coverage
« Un coverage di 20-30X permette di sequenziare in maniera poco
profonda il genoma : si puo scegliere questo coverage per un
resequencing di genomi gia noti e per la ricerca di SNP gia annotati

« Un coverage di 50-100X permette di sequenziare in profondita i genomi
ed analizzare tutte le varianti presenti, anche per genomi non annotati.

1X [ [ [ (Y (—

o Breadth of coverage

m -—-
| .

v

:0:: 5X I

o 4x (I (I

‘E 3X (I [

-~ 2X o N [
a

v

o)

Reference genome
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Dipende da:

 Dimensioni del genoma

* Coverage

* Qutput dal sequenziatore

MiSeq - lllumina

 Reads number: 25M di reads in SR o 50M di
reads in PE

e Output: 15Gbp

e Letture: 1X50 fino a 2X300 (600 nucleotidi)

IBio-Fab
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Quanti campioni posso caricare in una corsa?

Voglio sequenziare E. coli

- Dimensioni genoma E. coli: circa 4 Mbp
- Coverage richiesto: 50X

- Tipo di corsa: 2X300

C=LN/G
C stands for coverage

G is the haploid genome length
L is the read length
N is the number of reads

Per sequenziare un genoma di E. coli con una profondita 50X ed
una corsa 2X300, saranno necessari all’incirca 0,2 Gbp

BBio-Fab
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1. Controllare il DNA genomico con una corsa elettroforetica (gel
di Agarosio 0,8%)

Bio-Fab
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2. Controllare la qualita e quantita del DNA con uno
spettrofotometro G b

Rapporto 260/280> 1,8 —2,0
Rapporto 260/230>2,0-2,2

Quanto DNA ci dovete inviare?
Circa 200 ng, concentrato almeno 20 ng/pul

IBio-Fab
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Preparazione della libreria

Transposomes

ﬁ @ Genomic DNA
Y ” ”
. 4

;- ; ; ~300 bp g; ;
‘ Tagmentation
a 111 E— — Puu
KB)—— uua # —

. Reduced-Cycle
PCR Ampilification

Ps \
et index 2 Read 1 Sequencing Primer
/
©—
Read 2 Sequending Primaer \ﬂd-:x 1
7

\ 4

Sequencing-Ready Fragment

A Nextera XT transposome with adapters combined with template DNA
B Tagmentation to fragment and add adapters
C Limited-cycle PCR to add index adapter sequences

Bio-Fab
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Controllo e quantificazione delle librerie
Agilent 2100 Bioanalyzer

15

10

«— marker

50

Fluorescence Unit

--------

ll | 1 l|_|_; T 11
35 150 300 500 1000 10380 [bp]
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* File di testo MOLTO GRANDI (migliaia di milioni di righe)
— Non si possono usare gli strumenti “soliti”
— Enorme utilizzo di memoria e tempi di corsa
— Gestire, analizzare, accumulare, trasferire ed archiviare file
giganteschi
* Necessita di computer potenti e di competenze
— Computer clusters

— Necessita di nuovi algoritmi e software spesso open source
Unix/Linux based.

— Collaborazione tra chi sviluppa la tecnologia, i bioinformatici e
i biologi

Bio-Fab
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Workflow

: o

REPORT

Raw data

Assembly de novo
Chiamata delle varianti
Resistenze e altro
Filogenomica

Analisi personalizzate
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Dati grezzi

raw reads (.fastq) coordinates of the cluster

A
Run ID F : : z
First mate in the pair |5 the read filtered?

(paired-end reads) No (N) or Yes (Y)

flowcell ID

Instrument A
ID lane tile .
I / Control included? 0=No
/ Adex s read

@MO00725:28:000000000-A)72K:1:1101/11561:1002 1:N:0:1
AGTCAACAACGGGAACAAAATCCTGAAGGTCATGGTATGTGTANNNNTNTTNNNNNCCNNNNNNA
TGTGTCNNNNNNNTNNNNNNTCTGAGTNNNNNNNCTCTCTTNNNNNNNAGTGGGTNNNNNNN
GCATCCANNNAGCACGATTTTNNNNNNNTATTCAGGAGACAANNNNNNNGTGGGCANNNNNNN
GTGTTGGNNNNNNNNNNNNNNGGAGAGANAAAAAANNNNNNNTGAAGTCNNNNNNNNNNN
NAGCGNNANNNNNNNTCNNNNNNNNNNNNNNATCANNNNNNNNNNGGTG

IBio-Fab

research

Servizi di Supporto alla Ricerca




Dati grezzi

(% Per base sequence quality

@ Basic Statisties
Quality sCores across all bases Ganger / Iuming 1% encoding)
Measure Value 24
Filonmme B13_212 fastg - o —
File type Conventional base calls 32 " |_ II "
Enceding Songer/ lllumina 1 9 10
Total Sequences 522099 -
Filtered Sequences 28
Sequence length  16-115 26 I ||
FGC 50 —~ ="
24
22
20
18
H 16
quality (Scale 0-40)
14
Phred Quality Probability of Base Call 13
Score Incorrect Base Call Accuracy
10 1in10 90% o
B
20 1in 100 99%
&
30 1in 1,000 99.9% 5
40 1in 10,000 99.99% 5
50 1in 100,000 99.999%

o 1 2 3 4 5 6 7 8B 9 15-19 25-29 35-39 45-49 55-39 65-69 T75-79 85-89 55-99 110-114

/ Fosition in read (o)
read position

3 o .
’7-% Babraham Bioinformatics

IBio-Fab
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* Non tutte le basi che compongono una reads hanno lo stesso livello di
gualita

* La qualita generalmente tende a diminuire piu ci avviciniamo al 3’

* E'necessario verificare in ogni esperimento di sequenziamento come
varia la qualita al variare della posizione sulla read

*  Basi con qualita < 20 vengono generalmente rimosse mediante un
processo di trimming

g .

17 19 21 /23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 Sl
osition in read (bp)

* Procedendo dal 3' verso il 5' si rimuovono nucleotidi da ogni reads fino a
raggiungere una qualita minima (Phred quality score >=20)

Bio-Fab
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Principali applicazioni del sequenziamento di
piccoli genomi

De novo Assembly

Resequencing /Variant
Calling

Microbial Genomes

Viral Genomes

Non-model Organisms

BAC/YAC Screening

Functional annotation

Detection of Recombination Events
Plasmids

SNP Discovery
Detection of indel and recombination events
Plasmids

Bio-Fab
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Contig assembly

Scaffolding

Gap-filling

Draft Genome

Assembly de novo

overlap reads

AAAGTC. ..
. . JACAAAG

o e = = = e ————— = = — = = = e e e
- -
- -

scaffold

1|||H

-

yreads

-, large-insert ~»

L)

chromosomes
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* Genoma di riferimento: una o piu sequenze di DNA che rappresentano
il genoma di un organismo

* Allineamento: identificare la posizione delle reads rispetto al genoma di
riferimento

Set of reads

B s Reference genome
I ]
I NN
I
Mapping
I N I I I
I I
| ] I

= — =
L L]

GATCAGCAACGTACCGCCAGATACCGGGAACATACCATACGA

1111
Readl TTACCAGATAGG T T ikl

Read2

* Processo nel quale si determina la posizione di provenienza piu
probabile di una read all'interno del genoma

Bio-Fab
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Chiamata delle varianti

sample26_BA13UTN.clg.fa
sample3_BACI235.clg.fa
| sampled_BACI236.cig.fa
sample2_BAGI168.cig fa

sample7_BACI244.cig fa
sample27_BallUTN104.ctgfa

1rr|c|'_-,..l!2 cly.la
Iz

[
I
o
|
|

.l

Ul
i |”'V'..| 'ﬂ I

Imﬁﬂcmﬂ-m.iu -Ilum *lo Tracks:[55 = Core:[68% | 2183606 + .
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Chiamata delle varianti

et b DE hl = i — > b BDIDCD
—_— — — [ "
O D | . f Hl 1] I [10K I 20K [ I
england1.gbk.fra.sn
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Chiamata delle varianti
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SPECIFIC GENOTYPING

Housekeeping genes for MLST & eMLST

- MLST inssilico

- Antibiotic resistance profile
- Virulence profile

- Secondary metabolite
biosynthesis profile

- PLASMID ANALYSIS

- Analysis of specific functions
(enzymatic activities,
regulators, transposases..)

Core (c) genes (‘present
in all strains in a species’)

Serotyping genes

Genes for genus/species/subspecies
identification

= s

Virulence genes

§Z

in the whole
ation of a species’)

Antimicrobial resistance
genes
Adapted from Peter Germner-Smidt

EFSA 20" Colloquium
Parma June 2014
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Proteobacteria

Xylella, N Neisserla Mesorhmobmm
Y ylel e Bruoel!a

S - Analisi filogenomica

Chlamydophila

Chlamydia Staphylococeus

Listeria  Firmicutes

Borrelia o Rt
: ]
X , -.Closnﬁ' o
Spirochaetes . Thermoanaerabacler
4 Treponen aBacterondes Chlorobium Chloroflexus
1.00 -
\ " Gyanobacteria - |
Mycobacterium / Sycogts g
. € 050 -8
Corynebact Deinococcus g
Actinob: . teri em 7 é‘m_?
Actinobacteria  Bifidobacterium 0.1 substitutions per site z e o
(Hlilh GO Gmm+) 0.00 = m - _

thuringiensis MC28
toyonensis BCT-7112
weihenstephanensis KBAB4
thuringiensis YBT-020
cereus Q1
cereus ATCC10987
cereus FRI-35
cereus 03BB87
thuringiensis CTC
wiedmannii FSL H8-0032
wiedmannii FSL W8-0169
4

thuringiensis 97-27

cereus biovar antrhacis str. Cl

thuringiensis Al Hakam

anthracis CDC 684

anthracis Ames Ancestor

cereus ATCC14579

thuringiensis Pasteur

cereus FORC 013

cere 264

thuringiensis CT-43

thurlnglen5|s HD-521

cereus Al

thuringiensis HD-1

thuringiensis HD-29

thurmglensls HD-73

iensis AM65-52

nsis HD1002
ingiensis HD-771

cytotoxicus NVH 391-98

manliponensis JCM 15802

bingmayongensis FJAT-13831

gaemokensis JCM 15801

mycoides 219298

pseudomycoides DSM 12442

Identita fra genomi

.w.w,w,ww.ww.wwsm.ww.wwW@.fm.ww;;.w.wwwwwwsn.ww
0

B. cereus Al
FCC41

B. thuringiensis HD-521
B. cereus Q1

B. thuringiensis YBT-020

B. cereus B4264
B. weihensteohanensis KBAB4

B. cereus FORC 013
B. thuringiensis Pasteur
B. cereus FRI-35

B. thuringiensis CT-43

B. cereus ATCC14579

B. anthracis Ames Ancestor
B. anthracis CDC 684

B. thuringiensis Al Hakam
B. thuringiensis CTC

B. cereus 03BB87

B. cereus ATCC10987

iensis BCT-7112

ringiensis MC28

B. cereus biovar antrhacis str. Cl
B. thuringiensis 97-27

B. manliponensis JCM 15802
B. cytotoxicus NVH 391-98
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File di output

S
- — | e it _Jalehusm. abie. . _M_,
S N g e
File di allineamento delle SEreEs e
reads .bam/.bai -l SRS ST - EEE-EsT
EREC By T =EEE
— -u—‘ — : E
First two lines of VCF Header
sofileformat=VCFua.0 o 4/'////
Fi |e Co n |e Va ri a nti ri S petto #CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT SAMPLE1 SAMPLE2
. . 2 2 . ACG AAT V\ PASS GT:DP 1/2:14 0/0:29
a | refe re n Ce e t ra I Va rl 2 5 rs1 T T,CT: PASS H2; AA=T GT:GQ 0/ 1: 100 2/2:70
2 6 A <DEL> < ASS . GT:DP 1/2:14 1/1:95
allineamenti .vcf/.gff SN

\ \
\
\

‘\\ | Insertion | Deletion

Three lines of VCF Body |

Reference alleles

\
Large SV

Header —® >VIT_201s0011g03530.1

Sequence ——@ AATTAAGCATAAATACTCACTCTTACCCCCTTATITTCTTATCTCTCATCACTITTGGTGCGAAG

GACCATGAGAACAAGCTGCAATGGGTGTAGGGTTCTTCGCAAGGCATGCAGCCAAGACTGCATCA
Sequenza Consensus e

Header —® >VIT_201s0011g03540.1
Sequence —{-@ CAGGTAGCGTGAAGTTAAACCCTAGCGCTTTAGACAAACAGCTGTAGTCACCGCCCACAAACACC
H AGCCTCTGAGACACCACCTCAAACCTTTCCACTTAAATACACATCCCTCACACCCTTTTCAATTC
allinamento del genoma Heatlr IS e o
Sequence —
fasta

CATGCAAAGCTGAACGCGATGCTGTGATTGGTGGTAAGTGGTAGTTGAGTAAATTTGACAGTGAA
GCCGAAATGGTAAAAGACTAAGGCTAGAAGTAGAATACCACTGTTCTTCTCATCACGTGGGCCCA

@
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Costruzione database dedicato per velocizzare le analisi

Galaulation engine ¢
Trimming, mapping, de novo assembly, §

| N ©
Annotated drcular
chromosome

development and trimming
and validation

NP detection, allele detection (AL [

Allele scherme Quality control / 1 Ny

Allele identification
and reporting

Short reads from
organism of interest

Quster analysis and
interpretation
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Bio-Fab offre un supporto per personalizzare 'analisi bioinformatica; non solo per i
dati elaborati sui nostri sequenziatori, ma anche su dati grezzi forniti direttamente
dal ricercatore.

» Servizio standard Supporto bioinformatico incluso in tutte le pipeline. Viene fornita
un’assistenza per la comprensione dei dati.

» Servizio avanzato Include la manipolazione personalizzata dei dati e la
rappresentazione grafica ad-hoc nel servizio standard, con supporto per la
pubblicazione dei dati.

» Servizio top Comprende |'assistenza per la progettazione dell’esperimento. Sviluppo
di pipeline personalizzate e la valutazione di diverse metodologie per garantire la
fornitura di dati affidabili per I'interpretazione biologica BIO Fab
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QUANDO PENSI DI AVERE TUTTE
LE RISPOSTE. LA VITA TI
CAMBIA TUTTE LE DOMANDE.
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