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Pourquoi la bioinformatique ?

Un nombre croissant de projets de séquençage

Une masse de données génomiques publiques en croissance constante :
banques de données nucléiques (ESTs, BACs), protéiques, génome etc.

De nombreuses ressources web disponibles :

Définition in silico de marqueurs de type SSR, SNP, élément transposable
Rechercher un gène d’intèrêt séquencé dans des espèces proches
Annotation d’un BAC contenant un gène d’intérêt
Génomique comparative

Une expertise en bioinformatique indispensable pour analyser et
exploiter cette véritable masse d’informations génomiques libre-
ment accessible.
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Qu’est ce que la bioinformatique ?
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Qu’est ce que la bioinformatique ?

Christine Tranchant-Dubreuil (IRD) Introduction à la bioinformatique
Ecole Rhématique Régionale en bioinformatique Dakar, 4-8 Novembre 2013 4

/ 63



Qu’est ce que la bioinformatique ?

Algorithmique, génie logiciel, plateforme de calcul
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Génomique et bioinformatique ?
In silico vs in papyro ?

Génomique : Etude des génomes et de l’ensemble de leurs gènes
(structure, expression et régulation des gènes, évolution et dynamique)

Bioinformatique : Approche in silico de la biologie indispensable pour :

Stocker et gérer les données de séquençage des génomes
Leur donner un sens

Incontournable pour exploiter les volumes de données
issus des projets de séquençage.
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Evolution du séquençage des génomes
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Evolution du séquençage des génomes
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Révolution des technologies de séquençage
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Révolution des technologies de séquençage

Une explosion des projets de séquençage et des données génomiques
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Bilan des projets génomes en 2012 (2010)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/gpstat.html
http://www.genomesonline.org
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Arbre phylogénétique des génomes de plantes séquencés



Le paradoxe de la C-value
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Le paradoxe de la C-value

Variation du nombre de copies des ET : source de diversité génomique
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Et où intervient la bioinformatique dans ces projets ?

Aux différentes étapes du séquençage des génomes :

Lecture des séquences à la sortie des séquenceurs : qualité, adaptateur etc.
Assemblage des séquences à partir des fragments séquencés ou mapping
Annotation des génomes

Pour exploiter les données génomiques : définition de marqueurs (SSR, SNP),
annotation de séquences, recherche de gènes, phylogénie, génomique comparative

Création de banques de données : compilation, gestion et exploitation des données
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Internet, une mine d’information

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/gpstat.html

http://www.genomesonline.org

http://genomevolution.org/wiki/index.php

http://plantgdb.org/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/gpstat.html
http://www.genomesonline.org
http://genomevolution.org/wiki/index.php
http://plantgdb.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/


Un peu de pratique... TP !



Comparatif des technologies NGS

De nombreuses techniques de séquençage : Roche/454, illumina/Solexa.
Comment choisir ? Quelles sont les différences ?
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Comparatif des technologies NGS

http:
//massgenomics.org/2012/04/comparison-of-benchtop-sequencers.html

Christine Tranchant-Dubreuil (IRD) Introduction à la bioinformatique
Ecole Rhématique Régionale en bioinformatique Dakar, 4-8 Novembre 2013 19

/ 63

http://massgenomics.org/2012/04/comparison-of-benchtop-sequencers.html
http://massgenomics.org/2012/04/comparison-of-benchtop-sequencers.html


Les différentes étapes du projet de séquençage
Préparation de l’échantillon

Extraire l’ADN et le découper en petits fragments : enzyme de restriction etc.

Ajouter des adaptateurs aux extrémités des fragments : les adaptateurs
incluent les amorces PCR si nécéssaire

Amplifier l’ADN selon les technologies

ADN extrait prêt à être envoyé à une boîte de séquençage.
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Les différentes étapes du projet de séquençage
Lors du séquençage

On effectue un nombre prédéfini de cycles de séquençage

Les fragments ne sont pas lus en entier, seules les extrémités sont séquencés

Les fragments d’ADN séquencés ont tous une longueur identique de bases
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Les différentes étapes du projet de séquençage
A l’issue du séquençage

Seul les extrémités des fragments d’ADN sont séquencés

Chaque séquence est présente en plusieurs exemplaires dans l’échantillon
en recoupant les reads, il est possible d’obtenir la séquence complète
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Les différentes étapes du projet de séquençage
Analyse bioinformatique

A l’issue du séquençage.
Ex : un run illumina pair-end 200 millions de séquences de 75 pb

Pour une même séquence de gène, plusieurs fragments sont obtenus dont seuls
les extrémités sont séquencées

Il faut assembler les reads pour obtenir la séquence de l’échantillon

Les fragments peuvent se recouper en partie car la molécule d’ADN n’est pas
nécessairement coupée au même endroit

Il est possible d’obtenir la séquence complète
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Les différentes étapes du projet de séquençage
Analyse bioinformatique : 2 approches

Assemblage de novo : on cherche à assembler des fragments pour obtenir la
séquence originelle

Alignement / mapping avec des séquences existantes quand on a génome déjà
séquencé ou un transcriptome de référence

Etapes purement bioinformatiques.
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Quelles technologies utilisées pour mon projet de
recherche ?
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Analyses bioinformatiques
Logiciel de qualité, assemblage, mapping

Quelques questions :

Quelles ressources de calcul et de stockage ?

Quels programmes utilisés ?

Très nombreux, en évolution permanente en parallèle des technologies de
séquençage
Ne pas les croire systématiquement !

Importance de l’étape de test des logiciels avec des jeux de données
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Annotation structurale
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Annotation structurale
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Annotation structurale
Principe

Différentes méthodes selon les données à disposition

Méthode expérimentale : utilisation de transcrits (cDNA) complet et provenant du
même organisme

Méthodes comparatives (extrinsèques)

Traduction de la séquence génomique en protéine et comparaison aux séquences de
protéines connues (banques de données)
Comparaison aux séquences d’ESTs disponibles
Comparaison aux séquences génomiques provenant d’espèces proches

Méthodes ab initio (intrinsèques) : Recherche des particularités communes à
tous les gènes de notre génome, puis détection sur le génome

Méthodes intégratives : pourquoi ne pas combiner ces approches ?
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Annotation structurale : comment comparer ?

Banque UniProt, 12 millions de séquences, 350 AA/seq
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Annotation structurale : comment comparer ?

Banque UniProt, 12 millions de séquences, 350 AA/seq
Smith & Waterman : 0.035 s x 12 millions 118 heures 5 jours ! !
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Annotation structurale

Solution 1
Comparer votre séquence (600 aa)
avec chaque séquence de la banque
(Genbank : 85 millions de séquences)

Avantage : La séquence la plus
similaire

Inconvénient : Temps de recherche

Algorithme : Smith-Waterman

Alignement global

Programmation dynamique

EXACT

Solution 2
Faire une pré-sélection sur les
séquences puis aligner exactement
avec SW

Avantage : Rapide et efficace

Inconvénient : Risque de passer à
côté de la perle !

Algorithme : Smith-Waterman

Alignement local

BLAST

Heuristique
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Annotation structurale : comment comparer ?

Ne retenir que les séquences partageant au moins
un mot de longueur k avec ma séquence
Pourquoi cette sélection est si rapide ?
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Annotation structurale : comment comparer ?

Ne retenir que les séquences partageant au moins
un mot de longueur k avec ma séquence

BLAST indexe les séquences et détermine,
pour tous les mots de longueur k, la liste des
séquences qui contiennent ce mot
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Annotation structurale : comment comparer ?

Trouver 2 paires de mots voisins, s >= à 11 et à égale distance
avec d<40 dans les 2 séquences
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Annotation structurale : comment comparer ?

Vérifier que l’on peut étendre ces amorces pour obtenir
des alignements sans gaps de score s>S
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Annotation structurale : comment comparer ?
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Annotation structurale : Blast
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Annotation structurale : Blast ?
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Annotation structurale : Blast
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Blast : signification de la e-value

E-value
seuil de significativité statistique pour
conserver un match dans les résultats.

E-value de 10
on s’attend à ce que 10 matchs similaires à
celui obtenu soient trouvés simplement par
hasard,
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Annotation structurale : Blast
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Après le séquençage
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Outil collaboratif
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Un site utile pour les analyses NGS
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