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La tecnica di assembly del trascrittoma de novo è un approccio 

bioinformatico per ricostruire il trascrittoma di un organismo a 

partire dai dati di sequenziamento RNA-Seq, senza un genoma 

di riferimento. Questo metodo è particolarmente utile per 

organismi non modelli o per studi in cui non è disponibile un 

genoma ben annotato

DE NOVO TASCRIPTOME: Generalità



Scopo:

Ricostruire tutte le sequenze di RNA (trascritti) presenti in un 

campione, inclusi mRNA, lncRNA e altri tipi di RNA codificanti e 

non codificanti.

Identificare nuovi trascritti, isoforme alternative e livelli di 

espressione genica.

Quando viene utilizzato:

Studi su organismi senza un genoma di riferimento.

Analisi comparativa di trascrittomi tra specie non strettamente 

correlate.

Rilevamento di trascritti rari o altamente specifici.

DE NOVO TASCRIPTOME Obiettivo e uso



1. Pre-elaborazione dei dati (Data Preprocessing): I dati RNA-Seq

grezzi sono analizzati e filtrati per rimuovere basi di bassa qualità, 

adattatori, contaminanti e sequenze troppo corte

2. Assemblaggio de novo: Le letture RNA-Seq sono assemblate 

direttamente senza un riferimento genomico.Gli algoritmi sfruttano grafi 

di de Bruijn o approcci di overlap per unire le sequenze in contigs.

3. Valutazione e miglioramento dell’assemblaggio (uso di metriche 

di qualità come N50, Lunghezza media del contig, Numero di contigs) e 

completezza (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs,-

BUSCO verifica la presenza di geni ortologhi universali per valutare la 

completezza dell’assemblaggio.

DE NOVO TASCRIPTOME: Processo di  creazione



4. Ridondanza: Gli assemblaggi possono contenere contigs ridondanti 

o frammenti, per cui si utilizzano strumenti per ridurre la ridondanza e 

migliorare la qualità.

5. Annotazione funzionale: Gli assemblaggi vengono annotati per 

identificare le sequenze codificanti (ORFs) e prevedere funzioni.

DE NOVO TASCRIPTOME: Processo di  creazione



Ridondanza e frammentazione:

Gli assemblaggi de novo possono generare trascritti ridondanti o 

frammentati.

Bias nell'abbondanza:

I trascritti altamente espressi possono dominare l'assemblaggio, 

oscurando quelli rari.

Errori nell’assemblaggio:

Errori dovuti a letture di bassa qualità o a trascritti sovrapposti.

Annotazione limitata:

Per specie non modello, l’assenza di banche dati ben curate rende 

difficile l’annotazione.

DE NOVO TASCRIPTOME: Principali problemi 



Scoperta di nuovi geni:

Identificazione di trascritti unici per specie non modello.

Analisi di isoforme:

Studio di splicing alternativo e varianti di trascritti.

Studio dell'evoluzione:

Confronto di trascrittomi tra specie.

Ricerca applicata:

Identificazione di target terapeutici o biomarcatori in condizioni 

specifiche.

DE NOVO TASCRIPTOME: Applicazioni
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Rimuovere adattatori e reads di bassa qualità

Strumento: FASTP

Comando:

PAIRED END

fastp -i input_R1.fastq -I input_R2.fastq -o output_R1_trimmed.fastq -O 

output_R2_trimmed.fastq --html report.html --json report.json --thread 15

SINGLE END

fastp -i input.fastq -o output_trimmed.fastq --html report.html --json

report.json --thread 15

15 è il massimo numero di thread

DE NOVO TASCRIPTOME: 1 Filtered



COMANDO SU RAGANELLA

./fastp -i /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/CL1_R1.fq.gz  -I /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/CL1_R2.fq.gz  

-o /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_R1_trimmed.fastq -O /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_R2_trimmed.fastq 

--html /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_report.html 

--json /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_report.json --thread 15

./fastp -i /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/CL2_R1.fq.gz  -I /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/CL2_R2.fq.gz  

-o /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_R1_trimmed.fastq -O /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_R2_trimmed.fastq 

--html /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_report.html 

--json /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_report.json --thread 15

./fastp -i /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/LL86_R1.fq.gz  -I /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/LL86_R2.fq.gz  

-o /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_R1_trimmed.fastq -O /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_R2_trimmed.fastq 

--html /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_report.html 

--json /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_report.json --thread 15

./fastp -i /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/LL87_R1.fq.gz  -I /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/LL87_R2.fq.gz  -o 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_R1_trimmed.fastq -O /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_R2_trimmed.fastq --

html /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_report.html 

--json /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_report.json --thread 15

DE NOVO TASCRIPTOME: 1 Filtered



Assemblaggio

Strumento: SPAdes-4-0-0

Comando:

rnaspades.py -t 48 

-o ASSEMBLY/SPECIE_spades_k_auto

--dataset specie_dataset.yaml

--tmp-dir /ASSEMBLY/TMP_SPADE/ --only-assembler

DE NOVO TASCRIPTOME: 2 Assembly



Assemblaggio: scrittura dataset

Strumento: NOTEPAD/NANO/VI

File da scrivere:
[

{

orientation: "fr",

type: "paired-end",

right reads: [

"campione1trimm_1.fq",

"campione2trimm_1.fq",

…

],

left reads: [

"campione1trimm_2.fq", 

"campione2trimm_2.fq",

…

]

}

]

DE NOVO TASCRIPTOME: 2 Assembly



COMANDO RAGANELLA

nano dataset.yaml
[

{

orientation: "fr",

type: "paired-end",

right reads: [

"/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_R1_trimmed.fastq",

"/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_R1_trimmed.fastq",

"/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_R1_trimmed.fastq",

"/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_R1_trimmed.fastq"

],

left reads: [

"/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_R2_trimmed.fastq",

"/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_R2_trimmed.fastq",

"/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_R2_trimmed.fastq",

"/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_R2_trimmed.fastq"

]

}

]

python rnaspades.py -t 48 -o /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/ASSEMBLY/SPECIE_spades_k_auto --dataset 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/dataset.yaml --tmp-dir 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3//ASSEMBLY/TMP_SPADE/ --only-assembler

DE NOVO TASCRIPTOME: 2 Assembly



COMANDO RAGANELLA
python rnaspades.py 

-t 48 

-o /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/ASSEMBLY/SPECIE_spades_k_auto

--dataset /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/dataset.yaml

--tmp-dir /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3//ASSEMBLY/TMP_SPADE/ --

only-assembler

DE NOVO TASCRIPTOME: 2 Assembly



COMANDO RAGANELLA

Dalla root di lavoro  /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI2

mkdir TRANSCRIPT

Da /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI2/ASSEMBLY/

SPECIE_spades_k_auto/

cp transcript.fasta ../../TRANSCRIPT/specie_rnaspades-

.transcript.fasta

DE NOVO TASCRIPTOME: Copia transcritto (opzionale)



Clustering

Strumento: CORSET

Comandi:

CREAZIONE INDICE QUANTI
salmon index –index INDEX_SALMON/SPECIE_indici --transcripts

/TRANSCRIPT/transcripts.fasta

CREAZIONE QUANTI
salmon quant --index INDEX_SALMON/SPECIE_indici --libType A -1 / 

TRIMMED/CAMPIONE1_R1_trimmed.fastq -2  TRIMMED/CAMPIONE1_R2_trimmed.fastq --output 

SALMON/SALMON_CAMPIONE --dumpEq

DE NOVO TASCRIPTOME: 3 Clustering



Clustering

Strumento: CORSET

Comandi:

DECOMPRESSIONE
gunzip -k /SALMON/*/aux_info/eq_classes.txt.gz

CORSET
./corset corset -i salmon_eq_classes /SALMON_*/aux_info/eq_classes.txt -f true

CLUSTERING
python fetchClusterSeqs.py 

-i TRANSCRIPT/specie_rnaspades_transcripts.fasta

-o /TRANSCRIPT/specie_corset_transcript.fasta

-c clusters.txt

DE NOVO TASCRIPTOME: 3 Clustering



COMANDI RAGANELLA
salmon index --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_SALMON/SPECIE_indici -

-transcripts

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRANSCRIPT/specie_rnaspades_transcripts.fasta

salmon quant --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_SALMON/SPECIE_indici --libType A -1 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_R1_trimmed.fastq -2 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_R2_trimmed.fastq --output 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/SALMON_RNA/CL1 --dumpEq

./salmon quant --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_SALMON/SPECIE_indici --libType A -1 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_R1_trimmed.fastq -2 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_R2_trimmed.fastq --output 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/SALMON_RNA/LL86 --dumpEq

./salmon quant --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_SALMON/SPECIE_indici --libType A -1 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_R1_trimmed.fastq -2 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_R2_trimmed.fastq --output 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/SALMON_RNA/CL2 --dumpEq

./salmon quant --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_SALMON/SPECIE_indici --libType A -1 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_R1_trimmed.fastq -2 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_R2_trimmed.fastq --output 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/SALMON_RNA/LL87 --dumpEq

DE NOVO TASCRIPTOME: 3 Clustering



COMANDI RAGANELLA
gunzip -k /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/SALMON_RNA/*/aux_info/eq_classes.txt.gz

Verifica se ci sono tutti

ls -lh /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/SALMON_RNA/*/aux_info/eq_classes.txt

./corset corset -i salmon_eq_classes

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/SALMON_RNA/*/aux_info/eq_classes.txt -f true

spostamento di Cluster.txt e Count.txt per tenerne traccia nella propria cartella

python fetchClusterSeqs.py -i 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRANSCRIPT/specie_rnaspades_transcripts.fasta -o 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRANSCRIPT/specie_corset_transcripts.fasta -c 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/clusters.txt

DE NOVO TASCRIPTOME: 3 Clustering



DE NOVO TASCRIPTOME: 4 NCBI
Una volta ottenuto il transcrittoma questo può essere depositato su 

NCBI dove la sequenza fasta può essere ulteriormente modificata a 

causa del rilevamento della presenza di batteri, virus, funghi non 

filtrati nel pre-processamento di decontaminazione.

A questo punto sarà il nuovo transcrittoma NCBI a dover essere 

preso in considerazione anche per garantire la replicabilità 

dell’esperimento.



DE NOVO TASCRIPTOME: 4 NCBI



DE NOVO TASCRIPTOME: 4 NCBI



DE NOVO TASCRIPTOME: 5 BUSCO

BUSCO (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) è 

uno strumento bioinformatico progettato per valutare la 

completezza degli assemblaggi genomici, trascrittomici o 

proteici

Si basa su set di geni ortologhi universali (cioè geni che sono 

conservati in quasi tutti gli organismi di un determinato gruppo 

tassonomico) e fornisce una metrica quantitativa e qualitativa 

della qualità e della completezza di un dataset biologico.

Determinare quanto un assemblaggio o un dataset rappresenti 

accuratamente l'intero contenuto genetico o trascrittomico

atteso di un organismo.



DE NOVO TASCRIPTOME: 5 BUSCO

BUSCO utilizza i geni ortologhi conservati come riferimento e fornisce una 

valutazione basata su quattro categorie principali:

Complete (C): Geni ortologhi trovati nel dataset di input che sono 

completi e funzionali.

Possono essere ulteriormente classificati in:

Single-Copy (S): Presenti come una singola copia.

Duplicated (D): Presenti in più copie (indicativo di duplicazione o 

errori nell'assemblaggio).

Fragmented (F): Geni ortologhi che sono parzialmente presenti nel 

dataset, indicando frammentazione dell'assemblaggio.

Missing (M): Geni ortologhi attesi che non sono stati trovati nel dataset, 

suggerendo incompletezza.



DE NOVO TASCRIPTOME: 5 BUSCO
https://gvolante.riken.jp/analysis.html



DE NOVO TASCRIPTOME: 5 BUSCO
RISULTATI
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DE NOVO TASCRIPTOME: DEGs
DEGs (Differentially Expressed Genes) sono geni che mostrano un livello 

di espressione significativamente diverso tra due o più condizioni 

sperimentali o gruppi (ad esempio, tessuti sani vs. malati, trattati vs. 

non trattati, condizioni normali vs. stress). L'analisi dei DEGs è 

fondamentale nella ricerca genomica per identificare geni 

potenzialmente coinvolti in determinati processi biologici, patologie o 

risposte a trattamenti.



DE NOVO TASCRIPTOME: DEGs
Dataset di RNA-Seq

I livelli di espressione genica vengono misurati in termini di reads

mappati su ciascun gene o trascritto.

Le abbondanze sono normalizzate per tenere conto di fattori come la 

lunghezza del gene e la profondità di sequenziamento.

Analisi statistica

Confronti tra gruppi sperimentali per identificare geni con variazioni 

significative nell'espressione



DE NOVO TASCRIPTOME: DEGs
Strumenti comuni

DESeq2: Utilizza modelli statistici per identificare DEGs.

edgeR: Analisi per dati di conteggio RNA-Seq.

limma-voom: Adatta per dati normalizzati.

Criteri comuni per definire i DEGs

Fold Change (FC): Indica quanto aumenta o diminuisce l'espressione 

di un gene tra due condizioni.

p-value o Adjusted p-value (FDR): Misura la significatività statistica, 

corretta per test multipli.



DE NOVO TASCRIPTOME: DEGs

Heatmap:

Mostra il livello di espressione dei 

DEGs in diverse condizioni.

Rappresenta dati come una 

matrice, dove:

Righe: Geni.

Colonne: Campioni o condizioni.

I colori indicano livelli di 

espressione (es. blu per 

espressione bassa, rosso per 

alta).

Utilizzata per identificare pattern di 

espressione e cluster di geni o 

campioni.



DE NOVO TASCRIPTOME: DEGs

PCA Plot (Principal

Component 

Analysis):

Rappresenta i campioni 

basandosi sulle 

principali componenti 

della variazione nei 

dati.

Utile per verificare se i 

campioni si separano 

chiaramente in base 

alle condizioni.



DE NOVO TASCRIPTOME: DEGs
Volcano Plot:

Unisce il fold change (log2FC) e il 

p-value (-log10).

Visualizza quali geni sono 

significativamente up-regolati o 

down-regolati.

Esempio:
Asse X: log2(Fold Change).

Asse Y: -log10(p-value).

Geni con alta significatività e grandi 

variazioni di espressione appaiono 

lontano dal centro (in alto e ai lati)



DEGs: File utili



DEGs: QUANTS definizione

I file quants (prodotti da Salmon) sono il risultato del processo di 

quantificazione dell'espressione genica o trascrittomica. 

Forniscono una stima dell'espressione dei trascritti in un campione, utile 

per identificare differenze di espressione tra campioni o condizioni.

I dati dei file quants vengono tipicamente utilizzati in software di analisi 

statistica come DESeq2, edgeR, o Sleuth per condurre analisi 

differenziali.

I valori come TPM sono utili per confrontare i livelli di espressione tra 

campioni, correggendo differenze dovute alla lunghezza dei trascritti o 

al numero totale di letture sequenziate



DEGs: QUANTS formato
I file quants sono in genere file di testo o file tabulari contenenti dati 

strutturati relativi ai trascritti o ai geni analizzati. I formati più comuni 

includono TSV o CSV, e possono essere accompagnati da metadati 

utili per analisi successive.

Campo Significato

Name Identificatore del trascritto (ad esempio, un nome come ENST per annotazioni Ensembl)

Length Lunghezza del trascritto

EffectiveLength Lunghezza effettiva del trascritto, che tiene conto delle probabilità di mappatura degli spezzoni 

(frammenti di RNA-Seq)

TPM (Transcripts 

Per Million)

Una misura normalizzata per la quantificazione dell'espressione, che tiene conto della lunghezza 

del trascritto e del numero totale di letture nel campione.

NumReads Numero grezzo di letture mappate su ciascun trascritto

EstimatedCounts Quantità stimata di letture attribuite a un trascritto, dopo l'elaborazione probabilistica del software



DEGs: QUANTS esempio

Name            Length  EffectiveLength TPM     NumReads
ENST00000456328 1657    1507.44          50.00   300
ENST00000450305 632     482.33           20.00   100
ENST00000488147 1351    1201.50          10.00   50



DEGs: QUANTS altre informazioni

Oltre ai file quant.sf, Salmon può generare:

Log files: Informazioni sul processo di quantificazione, utili per il debug.

Auxiliary files: File di supporto contenenti informazioni sulle librerie o sugli 

indici.



DEGs QUANTs (comandi trascrittoma NCBI o corset)
salmon index --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_CORSET/SPECIE_indici --transcripts

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRANSCRIPT/specie_corset_transcripts.fasta

./salmon quant --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_CORSET/SPECIE_indici --libType A -1 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_R1_trimmed.fastq -2 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL1_R2_trimmed.fastq --output 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/QUANTS_CORSET/CL1 --dumpEq

./salmon quant --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_CORSET/SPECIE_indici --libType A -1 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_R1_trimmed.fastq -2 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/CL2_R2_trimmed.fastq --output 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/QUANTS_CORSET/CL2 --dumpEq

./salmon quant --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_CORSET/SPECIE_indici --libType A -1 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_R1_trimmed.fastq -2 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL86_R2_trimmed.fastq --output 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/QUANTS_CORSET/LL86 --dumpEq

./salmon quant --index /data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/INDEX_CORSET/SPECIE_indici --libType A -1 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_R1_trimmed.fastq -2 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRIMMED/LL87_R2_trimmed.fastq --output 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/QUANTS_CORSET/LL8L7 --dumpEq



DEGs: ORFs Definizione
I file ORFs (Open Reading Frames), pep, e cds (prodotti da 

TransDecoder) sono file di output generati dal software durante 

il processo di predizione delle regioni codificanti (proteine) in 

trascritti.



DEGs: ORFs - Utilità

Annotazione funzionale:

Le sequenze predette (proteiche o nucleotidiche) possono essere confrontate con 

database pubblici (come UniProt o Pfam) per attribuire funzioni biologiche ai 

trascritti.

Conferma di trascritti codificanti:

Permettono di distinguere tra trascritti codificanti proteine e trascritti non codificanti.

Costruzione di database proteici personalizzati:

I file .pep possono essere usati per creare database proteici specifici da analizzare 

con approcci proteomici (es. spettrometria di massa).

Analisi filogenetiche e comparative:

Le sequenze CDS possono essere utilizzate per analisi evolutive e confronti tra 

specie.

Previsione di proteine strutturalmente importanti:

Le sequenze di proteine possono essere analizzate per studiare domini, segnali di 

localizzazione, o altre caratteristiche strutturali.



DEGs: ORFs - PEP

Sono file in formato FASTA che contengono le sequenze amminoacidiche 

(in formato a una lettera)  delle proteine predette (le traduzioni degli 

ORFs) in un campione di trascritti.

>Transcript1|ORF1|123-456|+|protein_id=ORF00001

MSTAGWVLGLL... (sequenza amminoacidica)

>Transcript2|ORF2|100-500|+|protein_id=ORF00002

MKLPLLVIALV...

Viene usato per analisi proteomiche, confronti con database proteici (ad 

esempio, BLASTP), o annotazione funzionale delle proteine predette.



DEGs: ORFs - CDS

Sono file in formato FASTA che contengono le sequenze nucleotidiche  

(ATGC) dei geni predetti corrispondenti agli ORFs codificanti. Queste 

rappresentano la porzione codificante (coding sequence, CDS) 

all'interno dei trascritti.

>Transcript1|ORF1|123-456|+|cds_id=ORF00001

ATGGCTACCGT... (sequenza nucleotidica)

>Transcript2|ORF2|100-500|+|cds_id=ORF00002

ATGAAAACCTG...

Usato per analisi geniche, costruzione di modelli genici, e come input per 

strumenti che prevedono l'espressione di geni o annotano funzionalità 

codificanti.



DEGs ORFs (comandi trascrittoma NCBI o corset)

./TransDecoder.LongOrfs -t 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRANSCRIPT/specie

_corset_transcripts.fasta -O 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRANSDECODER_C

ORSET/

./TransDecoder.Predict -t 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRANSCRIPT/specie

_corset_transcripts.fasta -O 

/data/ESERCITAZIONE2025/LIBERATI3/TRANSDECODER_C

ORSET/



DEGs: Fenotipo
Un fenotipo è l'insieme delle caratteristiche osservabili o misurabili di un 

organismo, che risultano dall'interazione tra il suo genotipo (l'insieme 

delle informazioni genetiche) e l'ambiente. Il fenotipo può includere 

caratteristiche fisiche, comportamentali, biochimiche o fisiologiche.

Componenti del fenotipo

Genotipo:

Il corredo genetico di un organismo, che fornisce le istruzioni per 

determinare il fenotipo.

Ambiente:

I fattori esterni (nutrizione, clima, esposizione a sostanze chimiche, ecc.) 

che influenzano come il genotipo si esprime.



DEGs: Fenotipo esempi
1. Caratteristiche fisiche

Colore degli occhi: Determinato da geni specifici, ma influenzabile da mutazioni genetiche o fattori 

ambientali.

Altezza: Influenzata dai geni, ma anche dalla nutrizione e dall'ambiente durante la crescita.

Forma e dimensione delle foglie in una pianta.

2. Caratteristiche comportamentali

Abilità di apprendimento negli animali: Dipende da geni che regolano lo sviluppo cerebrale e 

dall'educazione ricevuta.

Comportamento di nidificazione negli uccelli.

3. Caratteristiche biochimiche

Gruppo sanguigno: A, B, AB, O. È interamente genetico e si basa sulla presenza o assenza di 

specifici antigeni sulle cellule del sangue.

Tolleranza al lattosio: Dipende dall'espressione del gene che codifica per l'enzima lattasi, ma può 

essere influenzato dalla dieta.

4. Caratteristiche fisiologiche

Tasso metabolico: Dipende da fattori genetici ma può essere modulato dalla dieta e dall'esercizio 

fisico.

Resistenza a malattie: Determinata dai geni del sistema immunitario e dalle condizioni ambientali.



IGUANER
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IGUANER
IGUANER (DIfferential Gene Expression and fUnctionAl aNalyzER) è un software 

progettato per l'analisi integrata e aggiornata dei dati RNA-Seq provenienti da 

qualsiasi organismo, indipendentemente dal livello di annotazione genomica.

Il software affronta diverse limitazioni presenti negli strumenti esistenti:

• Analisi isolate: Molti strumenti supportano solo tipi specifici di analisi, 

complicando l'interpretazione biologica dei risultati.

• Interfacce web: Alcuni strumenti sono eseguibili solo tramite interfacce web, 

trascurando il parallelismo e l'efficienza offerti dai moderni supercomputer.

• Annotazioni funzionali obsolete: Alcuni strumenti si basano su annotazioni 

funzionali non aggiornate o supportano solo un numero limitato di organismi 

con annotazione genomica.

• Confronti limitati: Alcuni strumenti permettono di testare una sola comparazione 

tra due condizioni sperimentali per ogni esecuzione.



IGUANER
Valentina Pinna, Jessica Di Martino, Franco Liberati, Paolo Bottoni, 

and Tiziana Castrignanò. 2024. IGUANER - DIfferential Gene 

Expression and fUnctionAl aNalyzER. In Big Data Analytics in 

Astronomy, Science, and Engineering: 11th International Conference 

on Big Data Analytics, BDA 2023, Aizu, Japan, December 5–7, 2023, 

Proceedings. Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, 78–93. 

https://doi.org/10.1007/978-3-031-58502-9_5



IGUANER: Comando Analisi Differenziale

SENZA GENOMA DI RIFERIMENTO

python \code\src\runDGEAnalysis.py--codeFolder "path\IGUANER\code"

-p python 

-r "C:\Program Files\R\R-4.3.1\ bin\Rscript.exe"

--analysisFolder "path\analysis_results"

--phenodata "path\phenodata.txt"

--salmonFolder "path\quants_Folder"

--transcriptome "path\transcriptome.fasta"

--transcriptomeOrfs "path\transcriptome_orfs_transdecoder.pep"



IGUANER: Comando Analisi Differenziale
SENZA GENOMA DI RIFERIMENTO

Parametri: 

• codeFolder : Il path alla directory code di IGUANER. 

• annotationsFolder: 

DirectorydeirisultatidigetFunctionalAnnotation.py. 

• analysisFolder : Directory dei risultati di runDGEAnalysis.py. • 

organism : Nome dell’organismo. 

• p: Il comando per eseguire script python (python o python3). 

• r: Il comando per eseguire script R. Nel caso di Linux è 

solitamente RScript, mentre è il path al file RScript.exe (es. 

C:\Program Files\R\R-4.3.1\bin\Rscript.exe) nel caso di 

Windows.



IGUANER: Fenotipo

sample Aggressivo____Placido

CL1 Aggressivo

LL86 Placido

CL2 Aggressivo

LL87 Placido

AGGRESSIVO

CL1

PLACIDO

LL86

PLACIDO

LL87

AGGRESSIVO

CL2



IGUANER: PCA



IGUANER: Heatmap



IGUANER: Volcano



IGUANER: UP REGOLATI



IGUANER: DOWN REGOLATI



IGUANER: heatmap Up-Down REGOLATI
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