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✓ Introduzione al 
sequenziamento di 
interi genomi

✓ Next generation 
sequencing: 
descrizione della 
tecnologia 

✓ Costi e benefici 
(corse periodiche)



✓ Small genome
sequencing: 
descrizione 
dell’applicazione

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

✓ Quantità e qualità 
del materiale di 
partenza

✓ Preparazione delle 
librerie, controlli 
qualitativi



➢ Invio dei risultati: 
dati grezzi e 
possibili analisi

➢ Analisi 
bioinformatica: 
Standard, avanzata

➢ Servizio di 
supporto all’analisi 
bioinformatica



Sequenziamento dei genomi: 
obbiettivi della genomica

Costruire mappe genetiche e 
fisiche

Confronto tra genomi di specie 
diverse (evoluzione)

Identificazione di tutti i geni e 
delle altre sequenze significative

Produzione di un data base per 
l’accesso alle informazioni



Small genome? 

Dimensioni? 

➢ plasmidi, megaplasmidi
➢ mitocondriale
➢ adenovirus 
➢ fagi, cosmidi
➢ virus 
➢ batteri
➢ Lieviti
➢ microfunghi, funghi

➢ Da 600bp a 100Mbp



- 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

Evoluzione del sequenziamento



Velocità e Throughput

➢ Sanger 1000 bp X 96 reazioni contemporanee 
X 10 corse al giorno= 960.000 (0,96 Mb) al 
giorno 

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

➢ HiSeq 2X150 bp X 5 bilioni di sequenze .Una 
corsa 1500 Gb

Lo sviluppo della tecnologia ha accelerato 
enormemente la ricerca e lo studio dei geni



Differenza tra il sequenziamento tradizionale e NGS



Parallelizzazione = Maggiore accuratezza

2 corse per individuare SNP su for e rev



Come funziona?





Sequencing By Synthesis

Migliore incorporazione, minore possibilità di errore





Costi e Benefici

Aumento Gigabasi

Diminuzione costo



Ma allora perché………….

per un sequenziamento NGS                       
ci vogliono tanti……..
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Prenotazione corsa  small genome sequencing
Febbraio 2019

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

Nome e 
cognome

E-mail Telefono Numero 
campioni

Data 
prenotazione

Data consegna 
campioni

N.B.
- Numero massimo di campioni per flow cell: 60
- Prezzo riservato per l’ISS 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



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

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

Nome e 
cognome

E-mail Telefono Numero 
campioni

Data 
prenotazione

Data consegna 
campioni

N.B.
- Numero massimo di campioni per flow cell: 96
- Prezzo riservato per l’ISS di 57€/campione solo al riempimento totale della flow cell
- La corsa potrebbe subire dei ritardi se non si raggiunge il numero necessario dei campioni



1. Che cosa si intende per small genome sequencing
2. Cosa possiamo fare sequenziando un intero genoma
3. Terminologia
4. Strategie d’esperimento
5. Qualità del materiale da inviare
6. Preparazione libreria 
7. Controlli sulla libreria

Small genome sequencing



Small genome sequencing

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)



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.

Small genome sequencing



Small genome sequencing

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



Small genome sequencing

• 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



Terminologia
• 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 estremità del 

DNA
• Paired End sequencing: vengono sequenziate entrambe le estremità 

del frammento di DNA, per migliorarne l’accuratezza e l’allineamento

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



• Coverage (profondità): indica il numero medio di basi sequenziate che si 
allineano ad una data base sulla reference

• Output: numero di basi totali lette dal sequenziatore, espresso in Gbp (giga basi)

Terminologia



Terminologia

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

• Multiplexing: è un processo tipico delle corse Illumina, 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 Illumina



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

Terminologia



Come scegliere il coverage

• Un coverage di 20-30X permette di sequenziare in maniera poco 

profonda il genoma : si può scegliere questo coverage per un 

resequencing di genomi già noti e per la ricerca di SNP già annotati

• Un coverage di 50-100X permette di sequenziare in profondità i genomi 

ed analizzare tutte le varianti presenti, anche per genomi non annotati.

Strategie di esperimento



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

• Output: 15Gbp
• Letture: 1X50 fino a 2X300 (600 nucleotidi)

MiSeq - Illumina

Dipende da:
• Dimensioni del genoma
• Coverage
• Output dal sequenziatore

Quanti campioni posso caricare in una corsa?



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

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



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

Quantità e qualità del DNA genomico 
da inviare



2. Controllare la qualità e quantità del DNA con uno 
spettrofotometro

Rapporto 260/280 > 1,8 – 2,0
Rapporto 260/230 > 2,0 – 2,2

Quantità e qualità del DNA genomico 
da inviare

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



Preparazione della libreria 



Controllo e quantificazione delle librerie
Agilent 2100 Bioanalyzer



Perché la bioinformatica



1. Raw data
2. Assembly de novo
3. Chiamata delle varianti
4. Resistenze e altro
5. Filogenomica
6. Analisi personalizzate

1

2/3 5

4 6

Workflow



Dati grezzi



Dati grezzi



Controllo qualità delle reads
• Non tutte le basi che compongono una reads hanno lo stesso livello di 

qualità

• La qualità generalmente tende a diminuire più ci avviciniamo al 3’ 

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

• Basi con qualità < 20 vengono generalmente rimosse mediante un 
processo di trimming

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



Principali applicazioni del sequenziamento di 
piccoli genomi

De novo Assembly

Microbial Genomes
Viral Genomes
Non-model Organisms
BAC/YAC Screening
Functional annotation
Detection of Recombination Events
Plasmids

Resequencing /Variant
Calling

SNP Discovery
Detection of indel and recombination events
Plasmids



Assembly de novo



Allineamento al reference
• Genoma di riferimento: una o più sequenze di DNA che rappresentano 

il genoma di un organismo

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

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



Chiamata delle varianti



Chiamata delle varianti



Chiamata delle varianti



Resistenze e altro



Analisi filogenomica

Identità fra genomi



File di allineamento delle 
reads .bam/.bai

File con le varianti rispetto 
al reference e tra i vari 
allineamenti .vcf/.gff

Sequenza Consensus e 
allinamento del genoma 
.fasta

File di output



Costruzione database dedicato per velocizzare le analisi



Bio-Fab offre un supporto per personalizzare l’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 l’assistenza per la progettazione dell’esperimento. Sviluppo 
di pipeline personalizzate e la valutazione di diverse metodologie per garantire la 
fornitura di dati affidabili per l'interpretazione biologica

Servizi di assistenza bioinformatica




