Tecniche genomiche per La tracciabilita geografica
e di specie
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Dalla genetica alla genomica

o Genetica o [enomica
— Pochi geni/sequenze — Moltissime sequenze
— Sequenze target — Genome-wide
— "Poca” informazione, ma utite! — Non target
— Poca flessibilita — Molta informazione “inutite”
— Costi meno elevati — Flessibile/modulabile
— Piu semplici da analizzare — Costi piu elevati

— Bioinformaticat



Leggere il ONA

Next Generation Sequencing (NGS)

— Sequenziamento parallelo di miliardi di sequenze corte* di DNA
(...bioinformaticat)

b Illumina/Solexa
Solid-phase amplification
One DA malecule per clu
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Leggere il ONA

 Next Generation Sequencing (NGS)

— Sequenziamento paraltelo di miliardi di sequenze corte* di DNA

— 4 miliardi di pagine di un libro
— file di testo da 6 Terabyte

— 3000 genomi umani

* tecnologia Nanopore: <55 &
frammenti contigui di
centinaia di migliala di ___ ==
basi !
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NextSeq 2000 NovaSeq 6000

~13 - 38 hours (dual SP flow
cells)

~13-25 hours (dual S1 flow cells)

~16-36 hours (dual S2 flow cells)

~44 hours (dual S4 flow cells)

Maximum Output 300 Gb’

Maximum Reads Per Run 1 billion’ 20 hillion

Run Time

Maximum Read Length 2 x 150 bp 2 x 250



Riduzione della "complessita genomica”

Per rispondere a molte delle "domande della ricerca”, & sufficiente
molta meno informazione che tutta quella contenuta nel genoma

:

« Reduced Representation Library (RRL)

Solo una minima parte del genoma viene “letto” e analizzato, di solito
molto meno dell’ 1%

Bisogna prima frammentare il genoma per poi recuperarne solo alcuni
pezzi



Reduced Representation Library (RRL)

o Restriction site-Associated DNA (RAD) analysis

Vengono usati degli enzimi di restrizione per tagtiare it ONA in frammenti

di lunghezza variabile Sito di riconoscimento
.y .
ONA N LGGTCAGAATTCGCTGA.
> .CCAGTCTTAAGCGACT..
Enzima di v Jl
restrizione Ob .66 TCAG AATTCAGCTGAA.

~.CCAGTCTTAA GCGACT.



Reduced Representation Library (RRL)

o Restriction site-Associated DNA (RAD) analysis

Vengono usati degli enzimi di restrizione per tagtiare it ONA in frammenti
di lunghezza variabile

YO

W DO




Riduzione della "complessita genomica”

Sfruttare la enorme capacita di lettura per analizzare piu campioni

contemporaneamente

o Muttiplexing

Barcoding

Campione 2 M

Campione 3

MNP
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Flessibilita, dati/risorse

« Tipo di enzima /combinazione di enzimi (frequenza di taglio)

o Selezione dei frammenti
— Per taglia
— Per sequenza
o Strumenti semplificati di analisi (chip--)

— Una votta identificate i frammenti pit informativi, si possono sviluppare
test pil economici e rapidi, mirati solo a analizzare queste sequenze



Analisi pretiminari

o lest in silico

— Identificare la quantita di informazione sufficiente (numero di frammenti
0 numero atteso di SNPs)

— Simulare diverse combinazioni RAD /n sitico e identificare la migliore
» Genoma della specie in esame o simile per lunghezza/composizione

« Multiplexing, calcolo dei campioni per run di sequenziamento

— e.g. llumina NextSeq 2000, 1x10° frammenti: 100 campioni a 107
frammenti

« Occhio alla precisione e affidabilita dei test:



RAD e tracciabilita geografica

« Tracciabilita geografica
— Risalire all’origine (geografica o allevato/selvatico)
— Fenotipica
— Chimica
— Genetica
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RAD e tracciabilita geografica

« Tracciabilita su base genetica
— Poco intrusiva

— Prodotto lavorato

« Informazione genetica ricavata con metodologia ddRAD
— Coppia di enzimi di restrizione
— Size selection



RAD e tracciabilita geografica

« Informazione genetica ricavata con metodologia ddRAD

— Coppia di enzimi di restrizione

DNA




RAD e tracciabilita geografica

« Informazione genetica ricavata con metodologia ddRAD
— Coppia di enzimi di restrizione + selezione per dimensione

2O

DNA

Frammentato
: {n

selezionato

— La frazione effettivamente analizzata e circa 0,04% dell'intero genoma
— Stessi frammenti in tutti i campioni



RAD e tracciabilita geografica

« ldentificazione delle differenze tra popolazioni (SNPs)
— Circa 1000 SNPs di alta qualita individuati

Campione 1 . Campione 2,

Sequenza

Sequenza 1
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RAD e tracciabilita geografica

o ldentificazione della struttura genetica
— 4 gruppi di riferimento individuati




o Selezione dei marcatori

Occurrences intop 10 Fg
Rank SNP ranked SNPs of 70 pairs of
samples
1 2879 85 65
2 901 49 48
3 7610 82 36
4 8727 39 31
5 6793 54 25
6 11607 56 23
7 239 15 18
8 10951 7 16
] 13514 87 16
10 11632 5 14
11 7954 59 14
12 | 12501 69 13
13 | 12192 68 13
14 8327 14 12
15 11192 6 12
16 5068 16 12
17 | 13129 86 11
18 | 13674 61 10
19 686 88 10
20 60 69 g

DiU informativi

RAD e tracciabilita geografica
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RAD e tracciabilita geografica

o Selezione dei marcatori piu informativi

o Sviluppo di strumenti rapidi/economici
— SNP chip/array — si analizzano pochi marcatorl target (1005-10005)

— SnaPshot (10-20 SNPs) campie 1 l l ll
Campione 2 1 J‘ h l
Campione 3 L 1 1 1




RAD e identificazione di ibridi

« Esempio: identificazione di specie e ibridi:

Cerastoderma edulis e Lerastoderma glaucum




RAD e identificazione di ibridi

o Una tecnica alternativa al ddRAD: it 2bRAD
— gli enzimi 2b (e.g. BsaXI)

tactgttcgacacacHCcttaalT TCqgctagetgacgtagetag
atgacaaqctqtqtq [ GgaattGAAGccgatcgactgeategate




RAD e identificazione di ibridi

o Una tecnica alternativa al ddRAD: it 2bRAD
— gli enzimi 2b (e.g. BsaXI)

— Riconoscono un sito L .
Gito di riconoscimento

tactgttcgacacacHACcttaalTTCqgctagetgacgtagetag
atgacaaqctqtqtg [ GgaattGAAGEcgatcgactgeategate




RAD e identificazione di ibridi

o Una tecnica alternativa al ddRAD: it 2bRAD
— gli enzimi 2b (e.g. BsaXI)

— Tagliano PRIMA e DOPO del sito Sito di riconoscimento

tactgt /' tcgacacatHCcttaaCT TCqgctagetga /cqtagetag
atg / acaagctqtgtg I GgaattGAAGdcgatcg /actgeatcgate

\/

Siti di taglio




RAD e identificazione di ibridi

o Una tecnica alternativa al ddRAD: il 2bRAD
— gli enzimi 2b (e.g. BsaXI)
— Lasciano delle basi libere (VARIABILI DA FRAMMENTO A FRAMMENTO)

EltcgacacacﬂcttaaCTTngctagt:tga
»

aqctqtqtq T GgaattGHAGCcgat

Basi libere a cui si attacca
l'adattatore per L'amplificzione PCR



RAD e identificazione di ibridi

 2bRAD: Selezione per adattatore

 Come per il ddRAD, si pud fare un‘ulteriore selezione dei
frammenti tagliati dall’enzima, selezionando solo quei frammenti
che hanno delle basi specifiche agli estremi

« HAnche questa tecnica offre molta flessibilita nel numero di
sequenze analizzate



2bRAD vs ddRAD

2bRAD o ddRAD

— Sequenze corte (30-40 bp) — Sequenze lunghe (200-500 bp)
— Lunghezza omogenea — Lunghezza disomogenea

— Selezione con adattatori — Selezione per taglia

— Pochi enzimi — Motte combinazioni di enzimi

Sito di riconoscimento E taglio

o Sito di riconoscimento E taglio
non coincidono

coincidono



RAD e identificazione di ibridi

o Specie simili producone frammenti genomici motto simili tra di loro




RAD e identificazione di ibridi

« Ricerca di caratteri specie-specifici per identificarle

— Sequenze specie specifiche
Specie 1 Sviluppo di protocolli
e che amplificano solo
gueste sequenze e
Se, per esempio in
/iy » Un campione ignoto
— — —_— amplifica

@ — Ma non
{j— — Sara della specie 2




RAD e identificazione di ibridi

« Ricerca di caratteri specie-specifici per identificarle

— Varianti alleliche di tipo SNP nei frammenti da regioni genomiche
omologhe

Nella stessa regione genomica, le
due specie possono avere degli
SNPs
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RAD e identificazione di ibridi

o Gli SNP piu informativi sono quelli in qui una delle due varianti e
fissata in una specie, e l'altra variante & fissata nell'altra specie

— e.0. al locus 1234 tutti gli individui della specie 1 sono omozigoti A/A e
tutti gli individui della specie due sono omozigoti T/T

Indiv. 1 A/A  Indv.1  T/T
Indiv. 2 A/A Indiv.2  T/T
Indiv. 3 A/A  indiv.3 T/T



RAD e identificazione di ibridi

o E qli ibridi? Saranno eterozigoti per i due allelir

» d




RAD e identificazione di ibridi

o Protocolli specifici per i frammenti target

— Gli omozigoti saranno specie “pure”
— (Gli eterozigoti saranno ibridi




Temi affrontati

Le tecnologie di analisi genomica ci permettono di analizzare piu in
profondita le differenze genetiche tra organismi

Questi protocolli sono vari e modulabili per ottenere il migtior
rapporto tra precisione e costi di analisi

Esistono metodi di analisi pretiminare (bioinformatica) che
simutano i protocolli di laboratorio e permettono di risparmiare
tempo e risorse

Una volta identificati i marcatori di interesse, si passono
Ssviluppare strumenti ancora piu mirati e economici/rapidi



