
Il Centro Tematico Biomolecolare ︎
- Strumenti e Servizi Molecolari -︎

Monica Santamaria & Bachir Balech ︎
IBBE-CNR, Bari︎

 

Roma, 17 Febbraio 2016 ︎



Nel Centro Tematico Biomolecolare (CTB) competenze e facilities 
avanzate per analisi molecolari e bioinformatiche sono integrate al fine di 
fornire alla comunità scientifica servizi e consulenza per studi di 
Biodiversità Molecolare. ︎

Le attività del CTB sono supportate dal Laboratorio di Biodiversità Molecolare 
(MoBiLab), con le sue piattaforme oggi pienamente operative basate sulle più innovative 
tecnologie NGS e su potenti risorse per lo storage e l’analisi computazionale dei dati. Oltre al 
supporto a LifeWatch, I servizi ospitati dal MoBiLab contribuiscono alle attività del nodo 
italiano dell’infrastruttura europea ELIXIR. ︎
︎



Infrastruttura molecolare e bioinformatica avanzata volta a supportare l’analisi di 
dati genomici, metagenomici, filogenetici, filogeografici e di DNA barcoding in 
studi di Biodiversità Molecolare. ︎

MoBiLab attualmente comprende: ︎ 1.   Protocolli Meta-barcoding and shotgun 
basati sulle tecnologie high-throughput 
sequencing (HTS); ︎

2.   Strumenti per l’analisi molecolare e 
bioinformatica di comunità procariotiche 
ed eucariotiche, a vita libera o simbionti. ︎

︎
3.   Strumenti per l’analisi molecolare e 

bioinformatica di genomi e della loro 
espressione in procarioti ed eucarioti. ︎

4.   Strumenti per l’accesso a dati di 
Biodiversità Molecolare distribuiti su 
risorse World-Wide. ︎

MoBiLab︎



Analisi di dati 
Meta-barcoding ︎
§  BioMaS ︎

Banche dati 
specializzate︎
§  ITSoneDB︎

Multiallineamento︎
§  MSA-PAD︎

Ricerca di 
biosequenze e 
metadati︎
§  DataRetrieval︎

Strumenti & servizi bioinformatici ︎
per la Genomica e la Metagenomica︎

Analisi di dati di 
Metagenomica Shotgun︎
§  MetaShot︎



Un Genoma Un Metagenoma 

Ogni ambiente può essere considerato come un grande singolo 
organismo. Il suo patrimonio genetico, al quale contribuiscono tutti gli 

organismi residenti in esso, viene chiamato Metagenoma.  

METAGENOMICA 
un nuovo sguardo sul mondo invisibile   



Poichè più del 99% degli organismi viventi in qualsiasi ambiente 
non può essere coltivato mediante tecniche standard, il metodo 

metagenomico, essendo coltura-indipendente, potrebbe 
determinare un ampliamento senza precedenti della biodiversità 

indagabile.  Infatti gli studi metagenomici stanno diventando 
fortemente informativi riguardo alla diversità gentica, alla struttura 

delle popolazioni, alle relazioni  e al ruolo ecologico di intere 
comunità microbiche. 

…in particolare questo 
nuovo approccio è stato 
applicato con successo in 
molti studi pilota per 
rivelare la diversità genetica 
e tassonomica delle 
comunità microbiche, senza 
la necessità di isolare e 
mettere in coltura i singoli 
organismi. 



I will shed 
light on the 
Dark 
Matter !! 



13 years (1988-2001)    >10 miliardi di dollari 

Oggi – pochi giorni     < 1000 dollari 

1953 – struttura del DNA 

La straordinaria ascesa delle 
tecnologie di indagine genetica! 



Bioinformatica di nuova generazione!  



- La disponibilità di risorse di calcolo adeguate per la veloce e globale analisi dei 
dataset metagenomici rappresenta ancora il più stretto collo di bottiglia. 

- Filtering, denoising, clustering e assegnazione tassonomica dei dati metagenomici 
prodotti da HTS sono tutti passaggi fondamentali per una classificazione tassonomica 
profonda e corretta. Spesso alcuni di questi passaggi sono sottovalutati dai ricercatori 
meno esperti.  

- Se una o più fasi precedenti sono trascurate possono essere prodotte inferenze 
errate. 
-Collegare le divese fasi di analisi bioinformatica può non essere banale:  per 
esempio convertire il formato di output di uno step di analisi nel formato diverso 
opportuno per lo step successivo. 
- Quando si considera l’enorme mole di dati HTS che devono fluire attraverso l’intero 
processo di analisi, la capacità computazionale diventa il fattore limitante più 
importante. 
- Necessità assoluta di ricche e ben annotate risorse di riferimento 

- Il considerevole eccesso di sequenze appartenenti all’ospite prodotto in un tipico 
esperimento HTS su comunità simbionti può rappresentare un notevole rumore di 
fondo, che deve essere rimosso, nell’identificazione bioinformatica della controparte 
microbica 

Metagenomica:	
  alcuni	
  problemi	
  pratici	
  
dell’analisi	
  bioinformatica	
  



BioMaS è una pipeline volta alla rapida 
conversione dei dati grezzi di DNA Meta-
barcoding prodotti dalle piattaforme HTS Illumina 
and Roche 454 in una dettagliata descrizione 
tassonomica di comunità microbiche ambientali. 
Sviluppi futuri comprendono l’ estensione del 
range tassonomico indagabile ai Metazoi 
(marcatore barcode COI) ︎

Disponibile come web service all’indirizzo https://recasgateway.ba.infn.it/︎

Analisi di dati di Meta-barcoding ︎
§  BioMaS ︎

In	
  collaborazione	
  con:	
  



MetagenomicaTarget-­‐oriented	
  	
  
(Meta-­‐barcoding)	
  

campionamento 

Estrazione del metagenoma 

Amplificazione del meta-barcode 

HTS 

Analisi bioinformatica 

Il barcode ottimale 

u  Ubiquità nel range tassonomico 

considerato (es: tutti i batteri, tutti i 

funghi, etc.); 

u  Alto potere di discriminazione  alivello 

di specie; 

u  Struttura con domini a diverso grado di 

var iabi l i tà ( regioni ipervar iabi l i 

fiancheggiate da regioni conservate); 

u  Dimens ione compat ib i le con l 

lunghezza delle read HTS. 

Identificazione di specie batteriche         una o alcune regioni ipervariabili del gene 16S 

rRNA 

Un marker molto sensibile nei Funghi        sequenze ITS 

 

BioMaS 



BioMaS report file 

Tree-based taxonomic representation 

Per ciascun nodo nell’albero sono riportate 4 informazioni: 
o  Nome scientifico (rosso) 
o  Livello tassonomico (marrone) 
o  Numero di reads direttamente assegnate al nodo (blu) 
o  Numero di reads assegnate al nodo e ai suoi discendenti (verde) 

Pie chart:distribuzione tassonomica a livello di 
Famiglia 



BioMaS web services 
h"p://testjst.ba.infn.it/openacces/BIOMAS_HELP/BiomasPostProcessingTools.zip 

In	
  collaborazione	
  con:	
  



BioMas	
   è	
   stato	
   applicato	
   all’analisi	
   di	
   diversi	
   ambienH	
   uHlizzando	
   vari	
   marcatori	
  
ba"erici.	
  

Applicazione di BioMaS 

Comunità	
  microbica	
   Marker	
  

Microbioma	
  della	
  filiera	
  vinicola	
   V5-­‐V6	
  16S	
  rDNA	
  

Microbioma	
  sedimenH	
  polari	
   V1-­‐V2	
  16S	
  rDNA	
  

Microbioma	
  terreno	
  di	
  coltura	
  
Cardoncello	
   V5-­‐V6	
  16S	
  rDNA	
  

Microbioma	
  intesHnale	
   V1-­‐V3	
  16S	
  rDNA	
  
V5-­‐V6	
  16S	
  rDNA	
  

Microbioma	
  del	
  respiro	
   V5-­‐V6	
  16S	
  rDNA	
  

Comunità	
  di	
  nematodi	
   V4	
  18S	
  rDNA	
  

Microbioma	
  di	
  ambienH	
  acquaHci	
   V5-­‐V6	
  16S	
  rDNA	
  
V3-­‐V4	
  16S	
  rDNA	
  



Già disponibile come web service all’indirizzo http://itsonedb.ba.itb.cnr.it:8080/ITS1 ︎

Banche dati specializzate: ︎
§  ITSoneDB︎

ITSoneDB è una collezione 
curata di sequenze ITS1 volta 
allo studio delle comunità 
microbiche fungine. Sviluppi 
f u t u r i c o m p r e n d o n o 
aggiornamento e ampiamento 
ad altre specie microbiche 
eucariotiche. ︎



Random shotgun NGS 

(Chi c’é?) 
Contenuto tassonomico 

(Cosa stanno facendo?). 
Contenuto funzionale 

Barcode-based 

- Identifica specie, geni e attività funzionali; 
-  non permette sufficiente copertura per rilevare le specie 
rare; 
-  molto più costoso in termini di sequenziamento ed analisi 
computazionale.  

-  Alta sensibilità nella discriminazione ed identificazione di specie; 
-  Meno costoso in termini di sequenziamento e analisi computazionale;  
-  Condizioni universali di PCR; 
-  Database di riferimento specializzati (ad esempio RDP for 16S, ITSoneDB for ITS1) 
-  può essere influenzato dalla diversa efficienza di amplificazione del marker in diverse 
specie; 
-  Nessuna informazione funzionale. 

(Cosa stanno facendo?) 
Contenuto funzionale 

METAGENOMICA	
  



Analisi di dati di ︎
Metagenomica Shotgun: ︎

§  MetaShot︎

MetaShot è una pipeline per la 
caratterizzazione tassonomica di 
dati HTS di Metagenomica 
shotgun orientata in particolare 
allo studio del microbioma 
dell’uomo o di altri ospiti (Fosso 
et al., in preparation). ︎

Funziona	
  al	
  momento	
  come	
  sistema	
  stand	
  alone	
  	
  



Alcune pubblicazioni su riviste internazionali…︎
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Per l’investigazione di specie aliene o 
invasive attraverso la produzione e l’analisi 
di dati HTS ︎

CTB CALL ︎

Dieci progetti sono 
stati finanziati e 

sono attualmente in 
progress ︎



Collaborations︎


