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RESUME

Le but de ce travail est de proposer une approche ab initio pour la reconstruction
d’un génome en utilisant des algorithmes appropriés. Notre approche vise a
améliorer la précision et la rapidité de la reconstruction de génome, l'analyse
comparative, et l'exploitation des informations génomiques complémentaires.
Notre application, basée sur la programmation en langage python a révélé que la
théorie d’assemblage est tout a fait fiable et donne des résultats satisfaisants pour

ces premiers essais.

Mots clés : Séquencage NGS ; Chevauchement ; Assemblage de génome ; Graph de De

Bruijn.




ABSTRACT

The aim of this work is to propose an ab initio approach for genome reconstruction using
appropriate algorithms. The main objective is to overcome current challenges related to genome
reconstruction, such as the presence of repeating regions, sequencing errors and limitations of
existing technologies. Our approach aims to improve the accuracy and speed of genome
reconstruction, comparative analysis, and exploitation of complementary genomic information.
The idea is to combine these different approaches to obtain more reliable and complete results,

thus allowing genomes to be reconstructed in a more accurate way.

Keywords: NGS sequencing; Overlap; Genome assembly; De Bruijn graph.
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Introduction



INTRODUCTION

‘algorithme de reconstruction de génome est essentiel en bio-informatique car
vise a reconstituer la séquence compléte d'un génome a partir de lectures de
séquencage partielles ou chevauchantes. Avec I'avenement des technologies de
NGS, la quantité de données génomiques générées a explosé, nécessitant des méthodes
sophistiquées pour les analyser et en extraire des informations significatives. Nous examinerons
en théorie, deux principales stratégies : I'assemblage assisté par référence et l'assemblage de
novo. La reconstruction de génome est une étape clé de cette analyse, car elle permet de

comprendre la structure, la fonction et I'évolution des génomes.

En développant de nouvelles méthodes et en améliorant les approches existantes, les
chercheurs contribuent a I'avancement des connaissances en génomique et ouvrent de nouvelles
perspectives pour la recherche médicale, agricole et environnementale. Comprendre les
principes et les limites de I'algorithme de reconstruction de génome est crucial pour garantir des
analyses précises et fiables, et pour exploiter pleinement le potentiel des données génomiques

massives générées par les technologies de séquencage de nouvelle génération.

Cependant, il est a noter que les méthodes d’assemblage constituent un challenge réel et
avéré face aux bioinformaticiens en tenant compte de la taille des données genomiques
extériorisées a partir d’un séquengage NGS classique. En effet toutes les étapes d’assemblage
génomique sont étroitement corrélée aux algorithmes bioinformatiques tels que celui de

Needleman & Wunsch ou celui de Smith & Waterman pour ne citer que ces deux-la !

Dans notre tentative, nous avons testé, d’une part, I’approche des alignements globaux
pour détecter les meilleurs chevauchements (overlapping) et d’autre part, I’algorithme

d’alignement local pour estimer, en fin d’assemblage, 1a fiabilité du génome assemble.
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CHAPITRE 1

CHAPITRE 1: STRUCTURE DES GENOMES

Le génome est le patrimoine génétique stocké dans le noyau d'un organisme. Il est contenu
dans chacune de ses cellules sous forme de chromosomes. Le support matériel du génome est

I’ADN, sauf chez certains virus 8 ARN (Centre national de la recherche scientifique).

La structure du génome est organisée en plusieurs régions. Les régions codantes contiennent
les génes qui sont responsables de la synthése des protéines. Les régions non-codantes
contiennent des séquences qui sont responsables de la régulation de I'expression des génes.

Un génome contient toutes les informations nécessaires au développement et au

fonctionnement d'un individu (Eric Green, 2023).

1. FONDEMENT DE LA GENOMIQUE

1.1.La taille du génome est correlee a la complexité de 1’organisme

La taille du génome varie significativement entre les différents organismes. Comme un
plus grand nombre de genes apparait nécessaire a la formation d'un organisme plus complexe,
il n'est pas surprenant que la taille du génome soit a peu pres reliée a lI'apparente complexité
d'un organisme. Bien qu'il existe une corrélation entre la taille du génome et la complexité de
I'organisme, elle est loin d'étre parfaite. De nombreux organismes présentant une complexité
similaire ont des genomes de tailles bien différentes : la drosophile possede un génome 25 fois
plus petit que la sauterelle, et le génome du riz est 40 fois plus petite que celui du blé. Ces
exemples mettent en avant que le nombre de genes, plutét que la taille du génome, sera relié a
la complexité d'un organisme, et Cela est encore plus évident lorsque I'on observe la densité
génique de ces génomes. Le tableau suivant donne la taille totale du génome et le nombre de
genes présents chez un certain nombre d'organismes dont le génome a été entierement séquence
(Watson,J, 2009).



https://www.genome.gov/staff/Eric-D-Green-MD-PhD
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Tableaul : variations du nombre de génes et taille de génome chez différents organismes
(wikipédia, génome).

Organismes Taille de génome (Mpb) Nombre de genes
Haemophilus influenzae 1,8 1800
Escherichia coli 4,6 4300
Levure 12,1 6000
Drosophile 150,0 14500
Nématode 110,0 21000
Arabette 110,0 25500
Souris 2700,0 22000
Homme 22000 22000

1.2 . Structure et fonction des chromosomes

L'association d’ADN protéines qui constitue les chromosomes est appelée chromatine.
Elle contient des protéines basiques et des protéines acides histones et non histones. Ces
derniéres forment des nucléosomes autour desquels s'enroule I'ADN (Pierce, M., 2012).

Les cellules sont engendrées par des cellules, et la seule maniére de créer de nouvelles

cellules est la division de cellules préexistantes (Bry, D., 2012).

En métaphase, lors de la division cellulaire, chaque chromosome est constitué de deux
chromatides sceurs qui sont jointes au niveau de la région centromérique. Chaque bras de
chromatide est constitué d'une seule fibre enroulée. La fibre est constituée d'ADN double-brin
étroitement enroulé et de protéines. Un processus ordonné de condensation dépendant
d'enroulements et de torsions intervient dans la transition de I'état de chromatine interphasique
vers I'état de chromosome mitotique plus condensé. Il est estimé que, pendant la transition de
I'interphase a la prophase, la longueur de I'ADN qui constitue la fibre chromatinienne est
contractée. Sur les microphotographies électroniques, on note la séparation bien nette entre les
chromatides sceurs constituant chaque chromosome. Elles sont jointes uniquement par le

centromére qu'elles ont en commun avant I’anaphase (figure 1) (William, S., 2006).
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Geénes(alléles)

Chromosome ™
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Figure 1 : Description de la structure d’un chromosome (Wikipédia)
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1.3 Le cycle de division cellulaire

Le cycle de division cellulaire continue se compose de deux grandes étapes (figure 2) : la
phase de croissance (interphase) et la phase de division (mitose ou meiose). Pendant
I'interphase, la cellule se prépare pour la division en se développe et en répliquant son ADN.
Pendant la mitose ou la méiose, la cellule se divise en deux cellules filles identiques (Ronald
Dery, 2021).

L’interphase se décompose en trois phases différentes :

- Laphase G1 (gap, environ 12 heures) : correspond a la phase de croissance optimale.la
cellule augmente eu taille et crée les organites qui lui manquent.

- Laphase S (environ 8 heures) : la duplication de 'ADN.

- Laphase G2 (environ 3 heures) : synthese des protéines et correspond a la période qui
sépare la fin de la duplication de I'ADN et la division cellulaire.

La mitose (ou phase M) est la phase de division cellulaire. Elle dure une a deux heures.

Les variations de durée du cycle cellulaire se font essentiellement sur la phase G1, la

durée des autres phases étant relativement constante (Thamad, D., 2021).

Phase de division

Figure 2 : Cycle cellulaire (Ronald Dery, 2021).
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2. TECHNIQUES DE SEQUENCAGE DU GENOME

Le séquencage est la détermination de I'ordre exact des paires de bases dans un génome, et

permet de décrypter le code génétique qui se cache dans chaque cellule.

2.1.Principe général du séquengage genomique
Le principe général est base sur la fragmentation aléatoire du génome en fragments
d’ADN de quelques centaines de paires de bases, car la plupart des techniques de séquencgage
ne permettent de lire qu’une centaine (300-900) de paires de bases. Cependant, le génome
humain contient 2,9 milliards de paires de bases, ce qui rend impossible la lecture de I'ensemble
du génome en une seule fois. Les fragments d'’ADN obtenus sont appelés lectures ou séquences
unitaires ou reads, qui sont ensuite alignées pour reconstruire la séquence compléte du génome

en utilisant les chevauchements entre les fragments (Gilles Furelaud, 2004).

2.2.Le séquencage des génomes : 1l existe plusieurs techniques de séquencage

1- La méthode enzymatique de Sanger : utilise des amorces spécifiques et des
nucléotides modifiés pour étendre des fragments d’/ADN en chaines complémentaires. Cette
technique a permis la détermination de la séquence de I'ADN de nombreux organismes, y
compris le génome humain (Boeck, S., 2021).

Le fonctionnement de technique de sanger se fait par extraction d’un fragment d’ADN de
I’échantillon. Ensuite, ce fragment est chauffé pour forcer I’ADN a se dérouler. Les deux brins
de la double hélice se séparent alors en brins individuels.

La prochaine étape consiste a baisser la température et a ajouter une amorce d’ADN.
Celle-ci est une courte sequence monocaténaire. Elle s’attache au brin d’ADN a séquencer.

La température est augmentée, puis, ajout des nucléotides libres et I’ADN polymérase.
Les nucléotides libres contiennent 1’une des quatre dNTPs. Commence par la séquence
d’amorce, I’ADN polymérase construit un brin d’ADN complémentaire (ou inverse). Elle le
fait en ajoutant un nucléotide a la fois.

Quatre réactions de séquencage différentes doivent se produire, une pour chacun des
quatre types de nucléotides. Pour obtenir ces réactions, il faut ajouter au mélange les quatre
didésoxyribonucléotides triphosphates (ddNTPs). Ces derniers sont des nucléotides de
synthese, ils se comportent comme des inhibiteurs de la réplication. Ces versions indiquent la
terminaison d’une chaine. Chacun de ces nucléotides spéciaux est étiqueté avec un colorant

différent, ainsi seront visible lorsqu’ils sont exposés aux rayons UV.




CHAPITRE 1

Lorsque I’ADN polymérase atteint un nucléotide de terminaison de chaine, elle arréte la
séquence d’ADN. L’ ADN polymérase ajoute les nucléotides modifiés de facon aléatoire. De
nombreuses séquences d’ADN de différentes longueurs sont donc produites.

Les segments d’ADN subissent une électrophorése sur gel de polyacrylamide-urée
dénaturant. Celle-ci permet de séparer les fragments d’ADN de différentes longueurs. Pour ce
faire, les fragments d’ADN doivent étre ajoutés a un excipient de gel de polyacrylamide, puis
y faire passer un courant électrique. Cela fait en sorte que les segments s’alignent dans le gel
en fonction de leur taille. Les petits fragments se déplacent davantage que les gros. Lorsque les
fragments ont fini de se déplacer, le gel est examiné a I’aide d’un appareil de radiographie ou
d’une lampe UV.

Le gel peut étre lu en regardant les bandes foncées dans chaque colonne. 11y a une colonne
pour chaque type de nucléotide (G, C, A, T). La séquence des nucléotides peut étre déterminee

en examinant la séquence des bandes, La figure ci-dessous presente un apercu résumé. (Parlons
sciences, 2020).

(2 © 4

o Faire plusieurs copies Joindre une amorce Ajouter a quatre solutions
d'un segment de polymérase

il

(6 7

Développer des chaines complémentaii Dénaturer les chaines Electrophorese les quatre
insai’an colorant de terminaison développées solutions

\’ \_: h BN T NG

Dénaturer I'ADN en
utilisant la chaleur

1L

TymELL

“TNO2>-HO0-«4N>00

Figure 3 : Méthode de séquencage de Sanger (researchGate, 2007)
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3- Technologie NGS : Egalement appelée séquencage a haut débit, c’est la révolution

biotechnologique actuelle, et permet de séquencer de grandes quantités d'/ADN en des temps

records.
Les technologies NGS présentent trois étapes communes :

- La préparation de banques (librairies) : sont créées en utilisant une fragmentation

aléatoire de I'ADN en petits morceaux de l'ordre de centaines (150-600) de paires de

bases. Cette fragmentation est réalisée en utilisant des endonucléases. Les fragments
d’ADN sont adaptés avec des séquences d'amorces et des marqueurs par des
oligonucléotides qui liés aux ses extrémités.

- L’amplification : la banque est amplifiée par PCR ou des méthodes d'amplification
clonale comme amplification en pont qui utilisee par la plateforme Illumina et
Amplification par PCR en microplaques utilisée par la plateforme lon Torrent.

- Le sequencage : I'ADN est séquencé en utilisant différentes approches en fonction de la

technologie (plateformes) utilisée.
3-1. Les plateformes NGS

Il existe un certain nombre de plateformes NGS différentes utilisant différentes
technologies de séquencage comme : Illumina (Solexa), lon torrent (Proton / PGM), Roche 454
et SOLID. Chaque plateforme NGS utilise une technologie de sequencage différente. La qualité
des données, du débit et de la longueur des ‘reads’ sont indiqués dans la figure suivante

(Renaud blervaque, 2013) :

Sociéte Roche illumina Life technologies

[ Plateforme ] L‘ Ed‘ _!‘ I 3: _; Q n

GS junior 454 MiSeq GAllx HiSeq HiSeq lon PGM lon proton 5500xI 5500

Meéthode de séquengage ] Synthése ] [ Synthése ] { Synthése ][ Synthése ]
-2G B Lo
Capacité de sequencage 1-2Gb 10-32 G

00b

200/1508) 200/150) (4008

Figure 4 : Comparaison globale de plateformes de séquencage a haut débit (Renaud blervaque, 2013).
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3-2. Séquencage Illumina /Solexa
La technologie la plus utilisée sur le marché du NGS est le séquenceur Ilumina/Solexa

Genome Analyzer (GA). Le séquenceur adopte la technologie du séquencgage par synthese
(SBS).

1. Préparation de la librairie : les échantillons d'ADN sont fragmentés de maniére aléatoire,
Cette fragmentation est généralement réalisée a I'aide d'endonucléases, qui coupent I'ADN au
niveau de séquences spécifiques appelées sites de restriction. Cela produit des fragments
d’ADN de différentes tailles, qui sont ensuite ligaturés avec des adaptateurs d'index
spécifiques a chaque échantillon, ils sont des séquences courtes d'oligonucléotides
synthétiques qui contiennent des séquences d'ancrage permettant de fixer les fragments d'ADN
a une surface solide.

2. Amplification (PCR) : chaque séquence fixée sur le support solide est amplifiée par
"amplification par pontage PCRuqui crée plusieurs copies identiques de chaque sequence ; un
ensemble de sequences fabriquées a partir de la méme séquence d'origine est appelé un cluster.
Chaque cluster contient environ un million de copies de la méme séquence originale.

3. Séquencage : cette étape consiste a déterminer chaque nucléotide des séquences.

[llumina utilise 1'approche de séquencage par synthése basé sur 1’incorporation par une
polymerase modifiée de désoxyribonucléotides portant des terminateurs réversibles couplés a
des fluorophores. Ici, les quatre nucléotides modifiés, les amorces de sequencage et les ADN
polymeérases sont ajoutés sous forme de mélange (mix) et les amorces sont hybridées aux
séquences. Ensuite, Chaque nucléotide est marqué avec un fluorescent spécifique et incorporé
un par une grace a un groupe 3'-hydroxyle inactif, évitant ainsi les répétitions et garantissant
la précision du séquencage. Les clusters sont excités par un laser pour émettre un signal
lumineux spécifique a chaque nucléotide, qui sera détecté par une caméra a dispositif a charge
couplée (CCD) et des programmes informatiques traduiront ces signaux en une séquence de
nucléotides, le résumé visuel peut étre observée dans la figure 2.

4. Analyse des données : enfin, les données de séquencage sont analysées pour identifier
les séquences d'’ADN ou d'ARN et leurs modifications éventuelles. Cela peut inclure
I'assemblage de séquences, l'alignement a un génome de référence et L'analyse des variantes
génétiques qui consiste a rechercher des différences entre le génome de référence et le génome

de l'organisme étudié.
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Le taux d'erreur global de cette technologie de sequencage est d'environ 1 %. Les substitutions

de nucléotides sont le type d'erreurs le plus courant dans cette technologie, la principale source

d'erreur étant due a une mauvaise identification du nucléotide incorporé (Martin Krahn , 2016).

'y
G,

Amplification par pontage PCR

i

Fixation sur une surface solide

Ligature des
Adaptateurs I i l
H
U 1 l =
U I U
@ Formation des clusters
il

i@ =
I - = s
IHlumina HiSeq3000

Séquencage avec des Détection de fluorescence

nucléotides marqués

Figure 5 : Principe géneéral de la technologie de Illumina (researchGate, 2017).

La figure suivante montre la plague de verre rectangulaire utilisé dans le séquencage Illumina :

Flowcell
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S - \III |I|| \ | r—
S . P7 PS5

Figure 6 : Cellule de flux Illumina (Séquengage d'extrémité appariée Illumina, 2018)
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3-3. Le séquencage lon Torrent

lon Torrent basé sur un circuit intégré capable de détecter les variations de pH dans des

cellules contenant des billes sur lequel est fixé I’ADN a séquencer.

Le processus de séquencage lon Torrent commence par la préparation de la librairie
d'’ADN, qui consiste a fragmenter par I'utilisation d'enzymes de restriction I'ADN cible en
fragments de taille réduite (100-400), a ajouter des adaptateurs pour identifier les échantillons

et & amplifier les fragments pour obtenir suffisamment de matériau pour le séquengage.

Ensuite, les fragments d’ADN sont fixés sur une surface solide (généralement une
micropuce) et une solution contenant des nucléotides est ajoutée chacun seul, Chaque
nucléotide a été synthétisé avec des modifications chimiques spécifiques pour permettre leur
incorporation dans la chaine d'ADN en fonction des régles de complémentarité de Watson
Crick.

Lorsque la polymerase ajoute un nucléotide a la chaine nouvellement syntheétisee, un ion
H* est libéré en tant que sous-produit de la réaction chimique. Cette libération d'ions H* est
détectée par des capteurs de pH intégrés a la surface de la micropuce, ce qui permet de

déterminer la base ajoutée a la chaine d'ADN.

Le processus de synthése et de détection de I'ion H™ est répété pour chaque position dans
la chaine d'’ADN, ce qui permet de déterminer la séquence compléete de I'échantillon d’ADN
cible. Ce processus de seéquencage lon Torrent permet de produire des millions des reads
(environ 200 -400 pb) en parallele, ce qui permet d'obtenir des résultats de séquencage a haut

débit et a colt relativement faible. La figure suivante le montre.

11
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A.

TCAGCACTT TCAT

ACTC
smlnlnlal®) () €= Frotn

1 libéreés

Primer
B.

TCACCACTT TCAT

AGTCGTT
e {D‘ Deux
@ protons
libéreés

nlim

TGACTGACTGACT

Changements dans la détection du PH

A. L'ajout d'un des quatre dNTP & I'échantillon de
réaction entraine I'incorporation d'une guanine dans

le brin d'allongement et la libération d'un proton.

B. L'ajout d'un des quatre dNTP entraine
I'incorporation de deux thymines dans le brin

d'allongement et la libération de deux protons.

C. Détection des changements de pH qui fournit des

informations sur la séquence d'’ADN cible.

Figure 7 : Séquencage lon Torrent. (ION TORRENT SEQUENCING, 2021).
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CHAPITRE 2 : ANALYSE DES DONNEES NGS

C’est une méthode avancée de détection des variations génétiques a haut debit. Elle
permet de générer les données de séquencage de millions de fragments d'ADN et

comprend trois étapes :

- L'analyse primaire : appel de bases

- L'analyse secondaire : contrdle qualité des données

- L'analyse tertiaire : assemblage des lectures (reads) par rapport a un
génome de référence (mapping) ou non (de novo).

1. Appel de bases (base calling) : processus par lequel un ordre de nucléotides dans

une matrice est deduit lors d'une réaction de séquencage. Les platesformes de séquencage de
nouvelle génération qui utilisent des terminateurs réversibles marqués par fluorescence ont
une couleur unique pour chaque base. Ceux-ci sont incorpores dans le brin complémentaire
de la matrice d'ADN et capturés avec une caméra CCD (charge-coupled device) sensible. Ces
images sont transformeées en signaux qui sont utilisés pour déduire I'ordre des nucléotides,
également connu sous le nom d'appel de base. (Industrialisation des procédures d’analyses de
données de séquencage pan-génomiques constitutionnelles, 2022). Un programme
informatique pour accomplir ce travail est Phred qui permet I'identification d'une séquence de
nucléobases a partir de données de "traces" de fluorescence générées par un séquenceur

d’ADN automatisé qui utilise I'électrophorése et la méthode du colorant 4-fluorescent.

Le résultat est stocké sous la forme d'un fichier FASTQ. La qualité de chaque base est
stockée sous forme de caracteres ASCII représentant sa qualité. Les scores de qualité sont

calculés en fonction de la probabilité qu'une base soit incorrecte.

Le score de qualité Phred est une mesure logarithmique de cette probabilité, exprimée en

échelle de Phred. La formule pour calculer le score de qualité Phred est :

Q= Phred = -10 * logio(P)

Si on veut estimer la probabilité d'erreur (p) on prend :

p=10Q/10)

13
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Ou P est la probabilité qu'une base soit incorrecte. Ainsi, plus la valeur Phred est élevée, plus

la qualité de la base est élevée et moins la probabilité qu'elle soit incorrecte est élevée.

Le tableau suivant indique le score de qualité Phred et 1’estimation de leur précision :

Tableau 2 : score de qualité Phred (controle qualité des données de séquengage illumina 2022)

Score de qualité phred

Probabilité qu'une base soit mal

identifiée (Error)

Précision de I’identification de la
base (1-Error)

10 1/10 90%

20 1/100 99%

30 1/1000 99,9%
40 1/10000 99,99%
50 1/100000 99,999%

Chaque read est représentée sous format FASTQ par quatre lignes de texte :

1. La premiére ligne commence par un symbole "@". C’est une ligne d’information qui

identifie la sequence

2. Ladeuxieme ligne contient la séquence d’ADN du read, avec chaque base nucléotidique

représentée par une lettre (A, C, G ou T).

3. La troisieme ligne commence par un symbole "+" suivi de l'identifiant de séquence

correspondant (qui peut étre identique a celui de la premiére ligne).

4. La quatrieme ligne contient les scores de qualité associés a chaque base nucléotidique

du read,

valeur numérique.

représentés par

des caracteres ASCII qui

correspondent a une

ASCII (American Standard Code for Information Interchange) représente des caracteres en

texte brut, tels que des fichiers de texte :

14
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Tableau 3 : Scores de qualité — Analyse NGS (learn.gencore.bio.nyu.edu)

Q ASCII | Q ASCII | Q ASCII | Q ASCII
0 ! 12 - 23 8 34 C
1 " 13 . 24 9 35 D
2 # 14 / 25 : 36 E
3 $ 15 0 26 : 37 F
4 % 16 1 27 < 38 G
5 & 17 2 28 = 39 H
6 : 18 3 29 > 40 |
7 ( 19 4 30 ? 41 J
8 ) 20 5 31 @

9 * 21 6 32 A

10 + 22 7 33 B

11 ,

Exemple d'un fichier FASTQ résultant de la NGS :

@FORJUSP02AJWD1

——— > Identifiant de séquence

CCcCGTCAATTT CAT|TITTAAG T T TL—»Laséquencedu read

+

AAAAAAAAAAAA

9 9 @ : © ', |esscoresde qualité (Q : phred)

Base=T, Q=":"=25

15
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2. Contréle qualité des données et pré-process

Evaluer la qualité des données issues d’un séquengage haut-débit est la premiére étape a
effectuer avant de se lancer dans des analyses bio-informatiques. On appelle cette étape « pre-
processing ». Elle est utilisée pour exclure les lectures de mauvaise qualité qui auraient pu
apparaitre lors du séquencage. La sortie des séquenceurs se compose de lectures brutes
organisées en fichiers texte au format FASTQ, ou chaque lecture est annotée avec sa qualité
score. Il est toujours conseillé d'effectuer la qualité contréle (CQ) sur ces fichiers. Pour s'assurer
que I'analyse en aval produit des données fiables et appels a haute confiance (Andrews, S. 2010)

Processus de Traitement des données brutes de sequencage :

Etape 1 : Evaluation de la qualité des données brutes /enlevements des bases

Plusieurs outils de contrdle de la qualité ont été développés, visant a fournir une qualite
compléte, profils comprenant des statistiques de base telles que le total, nombre de lectures et

leur longueur, contenu GC, scores de qualité par base et par séquence (Van Der Auwera, 2013).

FastQC est un outil qui donne la qualité sous forme d'un graphique représente la qualité
(score Phred) de chaque base pour tous les reads. A chaque position du read, la qualité de tous
les reads est représentée sous la forme d’un boxplot. La médiane est en rouge, la moyenne en
bleu. Le code couleur indique les scores de trés bonne qualité (en vert), bonne qualité (en

orange) et mauvaise (en rouge) (Olivier Rué.2022).
Etape 2 : Nettoyage des données brutes

Eliminations des séquences contaminantes : incluent les adaptateurs et les primer de séquencage
qui sont des séquences non génomiques peuvent poser un probléme lors de I’alignement. Les

outils couramment utilisés sont : Trimmomatic, Cutadapt, etc.

Etape 3 : Elimination des parties de lectures de mauvaise qualité

Eliminer la fin des lectures qui compose des bases ayant une qualité inférieure & un seuil donné,

souvent déterminé a l'aide de logiciels (Dijon, 2017).
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La figure suivante résume les étapes du Processus de Traitement des données

brutes de séquencage :

Données brutes

l

Etape 1:

Evaluation de la qualité
des données brutes/ Enlévement
des bases

Etape 2 :

Etape 3 :

l

Enléevement des séquences
d’adaptateurs

l

Enlévement des parties de
lectures de mauvaise qualité

Figure 8 : Les types de processus de contréle qualité

Le graphique suivant indique s’il faut trimmer les reads, et a partir de quelle position le faire :
les séquences ayant des scores élevés sont conservées, tandis que celles ayant des scores faibles

sont supprimées (figure 9).
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Quality scores across all bases {lllumina 1.5 encoding)

12345678910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 A

Position in read (bp)

Quality scores across all bases [Sanger / lllumina 1.9 encoding)

1234567 88910 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Ppsi!:ion in read (bp}

Figure 9 : A : Données de mauvaise qualité / B : Données de bonne qualité
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3. METHODES D’ASSEMBLAGE DES GENOMES

Le processus de création d'un génome complet commence une fois que les lectures brutes de
qualité suffisante ont été sélectionnées. Cette étape d'assemblage consiste a aligner et a
fusionner les reads qui chevauchent partiellement ou totalement afin de former des contigs
(séquences partielles) qui sont ensuite reliés entre eux pour former des scaffolds (séquences
complétes) (figure 10).

—_— Reads
Assemble reads into contigs l
5 Contig] e —— Contig2 Contigs
Assemble contigs into scaffolds l
— NNNNNN — Scaffolds
o gn N e
T T S e e s e st <3| -1

Figure 10 : Représentation schématique pour assembler les lectures en contigs et les
contigs en scaffolds (Johnson MT., 2012).

Le tableau suivant indique 1’assemblage du génome reposant sur la théorie des graphes.

Tableau 4 : Assemblage du génome (théorie des graphes).

Gﬁ:‘g’l?e ATTTGCGCAGAGAGCATTAGCTTGGCCCTAAAG
meards ATTTGC  AGAGACCTAAG TTAGCTTGGC AAAG
TGCGC AGA TGGCCCTAA
Igp‘;)ei[]‘g ATTTGC AGAGACCTAAG TTAGCTTGGC AAAG
TGCGC AGA TGGCCCT AA
Contigs e N
ATTTGCGCAGAGACCTAAG‘\ - /’TAGCTTGGCCCTAAAG
-

19



CHAPITRE 2

On distingue deux types d’assemblage des génomes :

- L’assemblage assisté par référence (mapping)

- L’assemblage de novo (ab initio) : sans génome de référence

a- Assemblage par rapport a un génome de référence (mapping)

Une approche qui consiste a aligner les lectures de séquengage d'un organisme contre un
génome de référence préexistant. Cette méthode nécessite évidemment une séquence de
référence trés proche du génome que nous avons séquenceé, (dans les cas ou aucune référence

n'est disponible, il faut utiliser les assemblages de novo).

L’alignement des lectures brutes contre le génome de référence a l'aide d'un algorithme
d'alignement, tel que Bowtie2, BLAST. Les lectures qui s'alignent sur le génome de référence
sont appelées "lectures mappées”, qui sont ensuite utilisées pour assembler des contigs, qui
chevauchent les uns les autres. Les lectures qui ne s'alignent pas sur le génome de référence
sont appelées "reads non mappes”. Les modéles Markov peuvent étre utilisés pour aider a
aligner ces lectures non mappeées en utilisant une approche d'assemblage de novo. Dans ce
contexte, un modele Markov est utilisé pour prédire la séquence de nucléotides la plus probable
pour une région donnée de la lecture non mappée, en fonction des séquences précédentes dans
la lecture et des probabilités de transition entre les différents nucléotides. Ces prédictions
peuvent ensuite étre utilisées pour assembler les lectures non mappées avec d'autres lectures

qui chevauchent la méme région du génome (Théroux,J,, 2015).
b- L'assemblage de novo (ab initio)

Il s'agit de résoudre un puzzle sans son modele. Les fragments d’ADN qui sont chevauchants
permettent petit a petit de reconstruire un contig. L'assemblage des contigs entre eux permet
d'obtenir un scaffold. Cette technique est trés couteuse en termes de calcul. Des algorithmes
bioinformatiques comme le graphe de Bruijn, permettent de résoudre ce probléeme. Cette
méthode est principalement employée pour reconstruire des génomes non connus (Dortet, L.,
2017).
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Le nombre de fois ou une base d'’ADN est couverte par une lecture de séquencage dans
un assemblage de novo est nommé la couverture (coverage), en donne un exemple de

couverture dans la figure suivante (figurell) (David G. ,2014) :

d

CTQ

GGCT(Q

CTCGGCTA

TATCTCGACTC

TATCTCGACT(Q

TCTATATCTCGGCTC

GGCGTCTATATCTCG

GGCGTCGATATCT
GGCGTCTATATCT

GGCGTCTATATCTCGGCTOTAGGCCCTCATTTTTT 35 nucleotides

AGGCCCTCAATTTTT

AGGCCCTCAATTTTT

AGGCCCTCATTTTTT

AGCCCCTCATTTT

AGGCCCTCA 2 = 177 nucleotides
AGGCC

AGG

— e |

Couverture moyenne =177 /35 = 5X

Figure 11 : exemplaire d’une couverture moyenne

- Les algorithmes d’assemblage des genomes :

1. Méthode de chemin Eulérien : est un chemin qui traverse chaque aréte d'un

graphe exactement une fois. Un chemin eulérien peut exister ou non dans un graphe donne,

selon le degré (nombre d'arétes incidentes a un sommet) de chaque sommet. Si tous les sommets
d'un graphe ont un degré pair, un chemin eulérien existe. Si exactement deux sommets ont un
degré impair, il existe un chemin eulérien qui commence a I'un des sommets de degreé impair et
se termine a l'autre. Les approches graphiques de De Bruijn peuvent étre résolues méme avec

de grands ensembles de données complexes.

2. Méthode de chemin Hamiltonien : est un chemin dans un graphe qui passe par

chaque nceud exactement une fois. Dans le contexte de 1'assemblage de génome, les nceuds
représentent les fragments de séquence d’ADN et les arétes représentent les chevauchements
entre ces fragments. Le but est de trouver un chemin Hamiltonien dans le graphe d'overlap qui

passe par tous les fragments de séquence, ce qui permet de reconstituer le génome.
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3. Graphe de De Bruijn (k-mers)

Le graphe de De Bruijn est un type de graphe utilisé en bio-informatique pour assembler les
séquences d'ADN a partir de données de séquencage de nouvelle génération. Dans ce graphe,
chaque séquence est divisée en k-mers, qui sont représentés par des nceuds dans le graphe. Les
k-mers se chevauchent d'une base, ce qui signifie qu'il y a une aréte reliant deux nceuds s'ils
partagent une k-1 mer commune. Le graphe de de Bruijn permet de représenter les données de
séquencage de maniére compacte et est utile pour détecter les recouvrements et assembler les

séquences en des séquences plus longues et continues (contigs).
4. Overlap-Layout-Consonsus (OLC)

Cette méthode se base sur la construction d’un graphe de chevauchement. Elle se divise en

trois étapes : Overlap, Layout et Consensus (figure 2).

- La premiére étape consiste a comparer les reads entre eux afin de trouver des paires de
reads qui se chevauchent. Le graphe de chevauchement est construit au fur et a mesure
. les noeuds représentent les reads et deux noeuds seront connectés ensembles par une
arréte s’il y a chevauchement entre ces reads.

- La deuxiéme étape consiste a rechercher dans le graphe le chemin passant par tous les
nceuds permettant de reconstruire une séquence contigué (chemin Hamiltonien). Cette
¢tape permet de déterminer I’ordre dans lequel les reads seront assemblés en contigs.

- La troisieme étape consiste, aprés correction des erreurs, a trouver une séquence

consensus a partir des contigs obtenus a 1’étape précédent

e Construire un graphique de chevauchement
overlap

e Regrouper les troncons du graphique de

Layout chevauchement en contigs

e Choisissez la séquence de nucléotides la plus
consensus ~ Probable pour chaque contig

Figure 12 : assemblage d’Overlap-Layout-Consensus
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Dans un exemple suivant, on suppose la séquence suivante : CGATTCTAAGT

Lors de son séquengage, les reads : CGATTCTA, TTCTAAGT, GATTCTAA sont obtenus. La
figure suivante montre le principe de fonctionnement de la méthode OLC (Martin Ayling
,2020)(Figure 13).

(i) Trouver les chevauchements

. T S

[ Readl ] [ Read2 ] [ Read3 ]

(ii)) Layoutreads

Read3

(iii) Etablir un consensus

CGATTCTA
TTCTAAGT
GATTGTAA
CGATTCTAAGT

Figure 13 : Exemplaire de 1’assemblage Overlap, Layout, Consensus
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1. MATERIEL

1.1. Données biologiques

Le type de données utilise sont des séquences nucléiques (ADN)

1.2. Configuration de la machine : Les détails des caractéristiques de 1’ordinateur utilisé sont
répertoriés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 5 : Description de la configuration utilisée pour I'application informatique.

Ordinateur Caractéristiques
Processeur Intel(R) Core(TM) i5-5200U CPU @ 2.20GHz
2.19 GHz
Mémoire RAM 8,00 Go
Systeme d'exploitation Windows 10 Professionnel
Type de systeme Systéme d’exploitation 64 bits, processeur x64
Version du systéeme 22H2

1.3. Software

- Python : Le langage de programmation Python a eté créé par Guido van Rossum a la fin
des années 1980 et sa premiére version publique, Python 0.9.0, est sortie en 1991. Depuis lors,
Python a connu une adoption croissante et est devenu I'un des langages de programmation les
plus populaires dans de nombreux domaines tels que le développement web, I'analyse de

données, l'intelligence artificielle, la bioinformatique, etc.

En étant un langage interprété et polyvalent, ce qui signifie que le code source est exécuté
ligne par ligne par un interpréteur Python, cela permet un développement plus rapide et une

itération plus facile lors de la création de programmes (python.org ,2020).

Bibliotheques Python utilisées :

- random : intégrée qui fournit des fonctionnalités pour générer des nombres aléatoires
dans un contexte de programmation. Si vous avez besoin de vrais nombres aléatoires
(random.org, 2023).

- Biopython: une bibliotheque de programmation en Python spécialisée dans la
bioinformatique. Elle fournit des outils et des modules pour l'analyse de séquences

biologiques, la manipulation de structures moléculaires, I'alignement de séquences,
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l'interaction avec des bases de données biomoléculaires, et bien plus encore

(biopython.org).

Le tableau suivant montre les outils et bibliotheques utilisés pour notre travail, avec les
versions correspondantes :

Tableau 6 : Outils et bibliotheque utilisé

Outils / bibliothéques Version
Python Python 3.11.0
biopython 1.81
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2. METHODES

L'assemblage du génome est une étape clé dans le séquencage de I'ADN, ou des petits
fragments sont combinés pour reconstruire la séquence compléte initiale. Les étapes du

processus d’assemblage proposées dans ce travail sont :

1. La séquence d’origine (génome) est définie et répliquée (par exemple cing fois) dans une
liste. La longueur de la séquence est également imprimée :
['GTGTCACTTTCGCTGCGTGTCTTGCCCGAT', 'GTGTCACTTTCGCTGCGTGTCTTGCCCG
AT','GTGTCACTTTCGCTGCGTGTCTTGCCCGAT', 'GTGTCACTTTCGCTGCGTGTCTTGCC
CGAT', '"GTGTCACTTTCGCTGCGTGTCTTGCCCGAT']

Longueur de séquence : 30 pb.
Cette polymerisation in silico est une étape qui permet d’avoir, virtuellement, plusieurs
copies du génome initial, car, in vitro, le génome est purifié dans le tube a essai en des

milliers d’exemplaires.

2. Importer le module random pour genérer des nombres aléatoires. Cette étape va permettre
de couper aléatoirement les différentes copies de notre génome initial. Cette étape est
justifiée par le fait que, in vitro, I’hydrolyse des copies du génome a lieu de fagon aléatoire
soit avec des ultrasons soit avec des jeux d’enzymes de restriction (nucléases).
‘cut_sequence’ : est une fonction qui lit le génome et tient compte des longueurs de lecture
minimale et maximale en entrée. Elle coupe aléatoirement le génome en sous-séquences
(lectures ou reads) de longueurs variables (min_read length et max_read_length) et

renvoie une liste des lectures générées.

3. “filter reads’ : est une fonction qui prend une liste de lectures pour les filtrer si elles sont
en duplicate, en triplicate etc., et si elles ont une taille en nombre de nucléotides tres petite
(par exemple cing nucléotides). Elle renvoie une nouvelle liste contenant les lectures
filtrées avec des longueurs > 5 pb. Cette longueur limite de 5pb est choisie par nos soins
pour avoir des reads qui feront au moins 15% de la taille initiale ; ce qui permettra d’éviter

au maximum le probléme de gaps interne et terminaux a la fin de I’assemblage.
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4. “find_overlap’ : elle est définie pour trouver le chevauchement (appariement, ou identité)
entre deux lectures. Elle prend une paire de reads en entrée et renvoie la longueur du
chevauchement.

- Elle parcourt toutes les lectures et détermine le meilleur (optimal) chevauchement entre
elles. Si un chevauchement valide est trouvé, le contig est alors créé en combinant les deux
lectures dans le sens 5” vers 3°.

- Elle continue de former des scaffolds en déterminant les meilleurs chevauchements
entre les contigs. Le processus est similaire a I'étape d'assemblage des contigs, a la
différence que des scaffolds sont désormais créés a la place des contigs.

. ‘assemble_scaffolds’ : permet de fusionner deux scaffolds en fonction du meilleur
chevauchement et de les fusionner jusqu'a ce qu'il ne reste qu’une seule séquence, appelée

« séquence assemblée » laquelle sera affichée avec sa longueur en pb.

‘coverage percentage’ : Calcule le pourcentage de couverture totale en divisant la
longueur du génome final assemblé par la longueur du génome initial et en multipliant par
100 (¢ coverage = (1 assembly / L init) * 100). Le pourcentage de
couverture est alors imprimé. Cette mesure de pourcentage de couverture permet d'évaluer
a quel point la séquence assemblée est couverte par la séquence d'origine et donne alors
une premiére estimation sur la qualité de cet assemblage. En effet si la couverture est faible,
cela signifie que le génome assemblé est nettement inférieur au génome initial ; ce qui se
traduit par de graves pertes d’informations cliniques et une perte considérable de la

cridibilité de I’application et méme du diagnostic médical.

. Provenant de la bibliothéque ‘biopython’, le module ‘Align’ effectue un alignement de
séquence local par paires a l'aide de Align.PairwiseAligner. L’alignement local est une
approche plus précise et plus spécifique permettant de trouver des régions identiques (ou

du moins similaires) du génome assemblé comparativement au genome initial.
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La figure suivante représente le principe global du fonctionnement du code (figure 14).

cut_sequence . ; filter_reads .
Entrer le , | Decoupe le génome | " — " Regqs filtrés
génome initial pour donner les reads
find_overlap
assemble find_
Assemblage du | scaffolds Former des scaffolds | overlap | Chevauchement entre
. «— .
génome #—— | (Chevauchement entre les reads (Contigs)
les contigs)
coverage
percentage
Calcule le Align | Alignement entre le génome
pourcentage de " initial et le génome assemblé
couverture

Figure 14 : processus d'assemblage du genome et de détection de chevauchements

Les résultats d’assemblage sont basés sur I'approche d'assemblage de novo, dans laquelle les
lectures sont d'abord alignées pour former des contigs. Les contigs sont ensuite fusionnés pour
construire des scaffolds, et ces derniers sont a leur tour assemblés pour générer la séquence

finale, représentant le génome assemblé. Cette méthode permet la reconstruction du génome

sans dépendre d'une référence génomique préexistante.
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3. RESULTATS

Dans cette partie, nous examinerons les lectures découpées (reads) a partir des génomes, en
mettant l'accent sur les lectures filtrées et les chevauchements détectés entre elles. Nous
présenterons également les contigs assemblés et les scaffolds obtenus a partir des
chevauchements inter-contigs. Ces résultats nous permettront de mieux comprendre la structure
des génomes d'ADN assemblés et d'évaluer I'efficacité de 1’application d'assemblage employée

a cet effet.

Le génome initial est polymérisé (dans cet exemple : cing fois ; voir partie
méthode : 'GTGTCACTTTCGCTGCGTGTCTTGCCCGAT'), puis coupé aléatoirement ; les
fragments obtenus sont stockés dans une liste. La longueur de la séquence
génomique prise comme exemple est calculée et affichée.

La liste suivante montre les reads (n = 22) obtenues de longueurs variables aprés coupure
aléatoire :

reads:

read 1: GTGTCACT
read 2: TTCGCTG

read 3: CGTG

read 4: TCTTGCCCG
read 5: AT

read 6: GTGTCAC

read 7: TTTCGCTGCG
read 8: TGTCTT

read 9: GCCCGAT

read 10: GTGTCA

read 11: CTTTC

read 12: GCTGC

read 13: GTGTCTTGCC
read 14: CGAT

read 15: GTGTCA

read 16: CTTTCGCTG
read 17: CGTGTCT

read 18: TGCCCGAT
read 19: GTGTCACTT
read 20: TCGCTGCGTG
read 21: TCTTGCCCGA
Read 22: T

Nous constatons la présence de courtes séquences mononucléotidiqgue comme le read n°22
représenté par le nucléotide Thymine ou encore des reads de longueur courte de quatre

nucléotides tels que le read n°14 avec la succession tétranucléotidique égale a CGAT.
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Le résultat suivant affiche les reads filtrées apres avoir supprimé les séquences répétées et
les lectures de moins de cing nucléotides.

read_filtrées 10:
read_filtrées 11:
read_filtrées 12:
read_filtrées 13:
read_filtrées 14:
read_filtrées 15:
read_filtrées 16:
read_filtrées 17:

reads apreés filtrage:

read filtrées 1: GTGTCACT
read filtrées 2: TTCGCTG
read_filtrées 3: TCTTGCCCG
read_filtrées 4: GTGTCAC
read filtrées 5: TTTCGCTGCG
read filtrées 6: TGTCTT
read_filtrées 7. GCCCGAT
read filtrées 8: GTGTCA
read_filtrées 9: CTTTC

GCTGC
GTGTCTTGCC
CTTTCGCTG
CGTGTCT
TGCCCGAT
GTGTCACTT
TCGCTGCGTG
TCTTGCCCGA

Les reads résultant de cette étape de filtration révelent une longueur moyenne de 7,82
pb et une variance de 3,03 donc un écart-type de 1,74. Cette longueur moyenne des reads filtrées
représente 26% de la taille initiale de notre génome test. C’est valeur trés appréciable compte
tenu des longueurs de reads effectivement utilisées sur les plateformes NGS qui
correspondraient a des valeurs avoisinant les 900pb/34.491pb dans le cas du chromosome 22

humain ; soit 2,61%.

Le graphe de DeBruijn (https://Opetya.github.io/debruijn-assembler/) résultant de ces reads
avec une valeur de k = 4 est le suivant :
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Il est & constater que sur ce graphe nous ne pouvons avoir de chemin Eulerien car certains nceuds
ne sont pas équilibrés et montrent un nombre d’entrées différents du nombre de sorties.
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Aprés avoir parcouru tous les reads, le code affiche les informations sur les contigs
assemblés. 1l itére sur la liste des contigs et récupére les informations pour chaque contig.

Contig 1: TTCGCTGCGTG (read 2: TTCGCTG - read 16: TCGCTGCGTG),
Chevauchement de 6 nucléotides : TCGCTG

Contig 2 : TCTTGCCCGAT (read 17 : TCTTGCCCGA - read 14 : TGCCCGAT),
Chevauchement de 7 nucléotides : TGCCCGA

Contig 3: TTTCGCTGCGTG (read 5: TTTCGCTGCG - read 16: TCGCTGCGTG),
Chevauchement de 8 nucléotides: TCGCTGCG

Contig 4: TGTCTTGCCCG (read 6: TGTCTT - read 3: TCTTGCCCG),
Chevauchement de 4 nucleotides: TCTT

Contig 5: CTTTCGCTGCG (read 12: CTTTCGCTG - read 5: TTTCGCTGCQG),
Chevauchement de 8 nucléotides : TTTCGCTG

Contig 6 : GCTGCCCGAT (read 10 : GCTGC -read 14 : TGCCCGAT),
Chevauchement de 3 nucléotides : TGC

Contig 7: GTGTCTTGCCCG (read 11: GTGTCTTGCC - read 3: TCTTGCCCG),
Chevauchement de 7 nucleotides: TCTTGCC

Contig 8: CGTGTCTTGCC (read 13: CGTGTCT -read 11: GTGTCTTGCC),
Chevauchement de 6 nucléotides : GTGTCT

Contig 9 : GTGTCACTTTC (read 15 : GTGTCACTT -read 9: CTTTC),
Chevauchement de 3 nucléotides : CTT

Contig 10: TCGCTGCGTGTCT (read 16: TCGCTGCGTG - read 13: CGTGTCT),
Chevauchement de 4 nucléotides : CGTG
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L’assemblage des contigs pour visualiser et danalyser les scaffolds obtenus. Les
informations affichées fournissent des détails sur la structure et les connexions entre les contigs.

Scaffold 1 : TTCGCTGCGTGTCT (contig 1: TTCGCTGCGTG - contig 11 : TCGCTGC
GTGTCT), Chevauchement de 10 nucléotides : TCGCTGCGTG

Scaffold 2 : TTTCGCTGCGTGTCT (contig 3: TTTCGCTGCGTG - contig 11 : TCGCT
GCGTGTCT), Chevauchement de 10 nucléotides : TCGCTGCGTG

Scaffold 3: TGTCTTGCCCGAT (contig4 : TGTCTTGCCCG - contig 2: TCTTGCCCG
AT), Chevauchement de 9 nucléotides : TCTTGCCCG

Scaffold 4 : CTTTCGCTGCGTG (contig 8: CTTTCGCTGCG - contig3: TTTCGCTGC
GTG), Chevauchement de 10 nucléotides : TTTCGCTGCG

Scaffold 5 : GTGTCTTGCCCGAT (contig 7 : GTGTCTTGCCCG - contig 2 : TCTTGC
CCGAT), Chevauchement de 9 nucléotides : TCTTGCCCG

Scaffold 6 : CGTGTCTTGCCCG (contig 9 : CGTGTCTTGCC - contig 7 : GTGTCTTG
CCCQG), Chevauchement de 10 nucléotides : GTGTCTTGCC

Scaffold 7 : GTGTCACTTTCGCTGCG (contig 10 : GTGTCACTTTC - contig5: CTTT
CGCTGCG), Chevauchement de 5 nucléotides : CTTTC

Scaffold 8 : TCGCTGCGTGTCTTGCC (contig 11 : TCGCTGCGTGTCT - contig 9: CG
TGTCTTGCC), Chevauchement de 7 nucléotides : CGTGTCT

Conséquemment, la détection des chevauchements entre les scaffolds va permettre

d’assembler le genome.

Séquence assemblée : GTGTCACTTTCGCTGCGTGTCTTGCCCGAT
Longueur de la séquence assemblée : 30

Le résultat comparé avec la séquence d’origine et le pourcentage élevé indique une bonne

couverture, ce qui est préférable lors de I'assemblage de séquences génomiques.

Pourcentage de couverture : 100.0




PARTIE EXPERIMENTALE Résultats

L’alignement suggére que les deux séquences sont hautement similaires, La valeur du score
30.0 indique la similarité totale entre les deux séquences alignées. En alignement local, le score
est genéralement calculé en attribuant des points pour les correspondances et des pénalités pour

les écarts ou les mutations.

Score 30.0
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CONCLUSION

L'étude des génomes dans les applications cliniques et autres agonomiques et/ou
environnementales est essentielle pour comprendre le fonctionnement et les
caractéristiques d'un organisme et de leurs écosystémes, grace a des techniques de
NGS, y compris I'appel des bases, le contréle de qualité et le prétraitement des
données, ainsi que les méthodes d'assemblage du génome. Ces connaissances
permettent de comprendre et d’interpréter les résultats des analyses de séquencage
NGS afin de mener a bien les analyses génomiques approfondies.

L’approche de novo d'assemblage des génomes constitue une percée majeure
dans le domaine de la génomique. C’est une méthode puissante pour reconstruire
des séquences génétiques completes sans dépendre de réferences préexistantes
surtout dans le ou génome est rare voire absent des bases de données. Cette
approche permet de relever des défis complexes tels que l'identification de
nouvelles variants génétiques (mutants) et la découverte de séquences non
référencees. Grace aux avancees technologiques et bioinformatiques, I'assemblage
de novo du génome ouvre de nouvelles perspectives pour I'étude de la diversité
génetique, la compréhension des maladies complexes et I'évolution des especes.
Cependant, des défis demeurent, notamment en termes de co(t, de complexité et
de gestion des données massives. Néanmoins, cette approche continue de stimuler
la recherche et de contribuer a notre compréhension globale de la complexité et de

la richesse du genome.

Quant a notre tentative pratique nous estimons que les résultats peuvent étre
nettement améliorés voire corrigés en associant les compétences et partageant les
taches entre les différentes disciplines concernées par les défis de la

bioinformatique appliquée.

Indubitablement, nous prévoyant l’amélioration de cet essai par [’ajout de sous
programmes de lectures et d’exploitations de fichiers initiaux de type fastq pour
tester et valoriser [’application sur de reelles données massives, d’éliminer les
contigs et les scaffolds en répétition sans pour autant perdre de [’information
géneétique et surtout présenter un sou programme capable de générer des graphes

d’assemblage basés sur la théorie des graphes.
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