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Esercizio 1: compariamo genotipizzazione a 
singolo campione e multi-campione



Ora compariamo tutti questi vcf individualmente alle chiamate dei genotipi fatti su tutti e tre gli 
individui simultaneamente. Prima di tutto notiamo che per tutti, sono molte piu’ le varianti chiamate 
per i genotipi chiamati simultaneamente.

Tuttavia questo potrebbe essere dovuto sia al fatto che nel file trio ci sono piu’ individui, sia ad un 
maggiore potere nel chiamare le varianti simultaneamente, quindi filtriamo le varianti per tenere solo 
quelle effettivamente supportate dal nostro individuo i



Conclusioni esercizio 1:

• Chiamare multi-campione da piu’ potere alle nostre chiamate



Esercizio 2: esploriamo la differenza tra 
samtools mpileup e bcftools mpileup

Per la prima posizione (chr20:59993) notate nei campi PL: 
88,12,0,88,12,88
i quali si riferiscono alle PL di genotipi 0/0,0/1,1/1,0/2,1/2,2/2 con allele referenza N e alternativo G (notate 
che la N risulta referenza perché non avevamo definito una referenza di input nel comando mpileup, quindi 
G/G corrisponde ad 1/1)

Ora esploriamo piu’ in dettaglio come vengono ottenute queste genotype likelihood. Per questo, esaminiamo i file 
samtools mpileup e compariamoli con i bcftools mpileup. Esaminiamo le prime 2 posizioni
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samtools mpileup



Costruiamo un programma per 
genotipizzazione/SNP calling!!!



Costruiamo un programma per 
genotipizzazione/SNP calling!!!

Suggerimenti?
Cosa usiamo?



La distribuzione binomiale
La distribuzione binomiale descrive la probabilità di osservare numero di successi k su 

un totale n di eventi

Pr(k)=(  ) pk (1-p)n-k dove (  )=n!/(k!(n-k)!)
è il coefficiente 
binomiale e descrive il 
numero di possibili 
combinazioni di alleli 
ALT e REF

n
k

n
k

Fattoriali
n!=n*(n-1)*(n-2)....*1
Esempio:
3!=3*2=6



La probabilità di un genotipo in presenza di errori
Aggiungiamo una probabilità di errore ε che un allele possa essere letto come un altro

p per i vari genotipi
Pr(1| 0/0)=ε
Pr(1| 0/1)=1/2
Pr(1| 1/1)=1-ε

Pr(k)=(  ) pk (1-p)n-k   
n
k



La probabilità di un genotipo in presenza di errori
Aggiungiamo una probabilità di errore ε che un allele possa essere letto come un altro

p per i vari genotipi
Pr(1| 0/0)=ε
Pr(1| 0/1)=1/2
Pr(1| 1/1)=1-ε

Pr(k)=(  ) pk (1-p)n-k   
n
k

Esempio: k=1, n=2 e ε=0.01:

Se il genotipo è:

Pr(k=1,n=2|0/1)=0.5
Pr(k=1,n=2|0/0)=0.0198
Pr(k=1,n=2|1/1)=0.0198

reads osservate
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Green et al., 2010, Science Adapted from Skov, Call-Macia, Sveinbjörnsson , Mafessoni et al., 2020, Nature



          

         

150.000 anni fa

Green et al., 2010, Science

Adattato da Mafessoni 2018, Nat.Ecol.Evol.



45-100.000 anni fa

          

         

Green et al., 2010, Science

Adattato da Mafessoni 2018, Nat.Ecol.Evol.



              

                

oggi

0.2-0.5% Neandertal

Chen et al., 2020, Cell
Schaefer et al.,2021, Sci.Ad.

Adattato da Mafessoni 2018, Nat.Ecol.Evol.



Che frazione del genoma di Neandertal potremmo 
ricostruire a partire dai genomi di moltissimi (diciamo 

migliaia, o tutta Trieste) di individui?
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Adattato da from Skov, Call-Macia, Sveinbjörnsson , Mafessoni et al., 2020, 
Naturewww.guidetoiceland.imgix.net

About 50% of the Neanderthal genome can be 
reconstructed using 27,566 genomes from present-day
Islandic citizens

Aplotipi Neanderthal in 27,566 genomi di Islandesi



          

         

Green et al.,2010. Science
Prüfer et al., 2014
Prüfer, De Filippo*, Grote*, Mafessoni*, et al.,2017. Science
Mafessoni et al.,2020. PNAS

Adattato da Mafessoni 2018, Nat.Ecol.Evol.

Prof. Svante Pääbo

Max Planck Institute for 
Evolutionary 
Anthropology

Nobel Prize 2022 for 
Physiology and Medicine

Tre genomi di Neanderthal ad alta qualità (coverage > 25x)



          

         

Reich et al.,2010. Nature
Meyer et al.,2012, Science

Green et al.,2010. Science
Prüfer et al.,2014,2017. Nature
Mafessoni et al.,2020. PNAS

Adapted from Mafessoni 2018, Nat.Ecol.Evol.

Un genoma appartenente ad un ominide sconosciuto: i Denisova



Mafessoni et al., 2020, PNAS

I Denisova furono una popolazione separata dai Neanderthal per centinaia di migliaia di anni





Meyer et al.,2011, Science
Zhang et al., 2020 , Science
Browning et al., 2018, Cell



          
           

       
               

L’antenato delle popolazioni umani del Sahul e dell’Asia “scambiò geni” con i Denisova

Adapted from Mafessoni 2018, Nat.Ecol.Evol.Browning et al., 2018, Cell
Texeira et al.,2019, PNAS
Zhang et al., 2020 , Science



www.guidetoiceland.imgix.net Adapted from Skov, Call-Macia, Sveinbjörnsson , Mafessoni et al., 2020, 
Nature

Frammenti di DNA dal genoma di Denisova si trovano anche negli Europei



          
           

       
               

Il nostro passato è stato costellato da molteplici eventi di flusso genico (aka making babies)

Adapted from Mafessoni 2018, Nat.Ecol.Evol.Browning et al., 2018, Cell
Texeira et al.,2019, PNAS
Zhang et al., 2020 , Science



(Brown et al., 2016)

DC1227Denisova 11

(Sample identified as “human” 

via Zooms)

Il DNA mitocondriale di Denisova 11 indica che ebbe una mamma Neanderthal



Slon*,Mafessoni*,Vernot* et al,2018. Nature

Il genoma nucleare (coverage 2.7x) di Denisova 11 indica moltissimi siti eterozigoti



Slon*,Mafessoni*,Vernot* et al,2018. Nature

Il genoma nucleare di Denisova 11 indica moltissimi siti eterozigoti



Il genoma nucleare di Denisova 11 indica moltissimi siti eterozigoti

Campioniamo 2 reads
N

D

Proporzione dei siti



Il genoma nucleare di Denisova 11 indica moltissimi siti eterozigoti

Campioniamo 2 reads
N

D

Proporzione dei siti

Quando ci 
attendiamo un 50% 

di chimate 
«apparentemente» 

eterozigoti?



La nostra distribuzione binomiale!

Pr(k)=(  ) pk (1-p)n-k dove (  )=n!/(k!(n-k)!)
è il coefficiente 
binomiale e descrive il 
numero di possibili 
combinazioni di alleli 
ALT e REF

n
k

1 0

n
k

2 combinazioni
visto che 
(  ) = 2!/(1!1!)=2

2
1

Fattoriali
n!=n*(n-1)*(n-2)....*1
Esempi:
3!=3*2*1=6
5!=5*4*3*2*1=120

Esempio: k=1 e n=2



C A

Probabilità (Pr) di osservare due reads          
(ignorandone l’ordine)

• da un genotipo C A = ½ * ½*2=1/2 

Un modello probabilistico di genotipi molto semplicistico

Notate che ottenere due reads          e        sono due 
(micro)eventi distinti, ognuno con la stessa probabilità 

½*½=1/4. 
Tuttavia le nostre sequenze sono state sequenziate insieme 

da un pool di DNA molto grande, pertanto «biologicamente» i 
due micro(eventi) sono indistinguibili e rappresentano lo 

stesso evento: due reads di cui una è una C e l’altra una A.
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Slon*,Mafessoni*,Vernot* et al,2018. Nature

Il genoma nucleare di Denisova 11 indica moltissimi siti eterozigoti



Slon*,Mafessoni*,Vernot* et al,2018. Nature

Denisova 11 was the daughter of a Neanderthal mother and a Denisovan father



Slon, Hopfe, Weiss, Mafessoni et al., 2017, Science
Vernot, Zavala, Gomez, Jacobs, Slon, Mafessoni, et al., 2021, Science
Douka et al., 2019, Nature

Various evidence shows that Neanderthal and Denisova repeatedly succeeded each other 
in Denisova cave

DNA from soil Bayesian model with chronoarcheological and genetic evidence



          
           

       
               

Adapted from Mafessoni 2018, Nat.Ecol.Evol.
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Hidden-Markov Models

Stato

Esempio:

Regione non-metilata

Regione metilata

Classe di algoritmi probabilistici utilizzatissimi in genomica in quanto rappresentano la naturale struttura 
del genoma in una serie di elementi che si susseguono linearmente

… AGACATTAA … CATTCCAT … CTGCAGG ..  GTGCACGG .. TGATGAGGA

Transizioni tra stati
Pr(blu)=0.01

Pr(blu)=0.5

Emissioni di osservazioni
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Peak calling per epigenomica

Parte specifica di genoma sequenziato (e.g. metilato, oppure con istone 
metilato in lisina H4K8, o eucromatico)



Genoma di referenza

Algoritmo di 
mappatura
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Parte specifica di genoma sequenziato (e.g. metilato, oppure con istone 
metilato in lisina H4K8, o eucromatico)

Genoma di referenza

Livello di metilazione o altra modificazione epigenetica
o probabilita’ che una regione sia metilata/acetilata/etc.Algoritmo di 

peak calling



Peak calling per epigenomica

Genoma di referenza

Livello di metilazione o altra modificazione epigenetica
o probabilita’ che una regione sia metilata/acetilata/etc.Algoritmo di 

peak calling

Stato

Esempio:

Regione non-metilata

Regione metilata



Deamination can be exploited in ancient epigenomics to infer regions differentially 
methylated between species

Gokhman et al.,2019, Cell

C    ..deaminated to..  U             ..and reads like T

Faster for methylated C.

We can identify 
methylated regions in 
ancient genomes!!



Profile HMM e detezione di motivi proteici e geni con omologie remote
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