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Résumé 

 

Résumé 

L’alignement de séquences multiples (MSA) est une étape centrale en bioinformatique, 

indispensable à l’étude comparative des séquences génomiques. De nombreux algorithmes 

existent, mais leur évaluation objective demeure un défi en raison de l’absence de benchmarks 

universels et à jour. Ce mémoire propose le développement d’un benchmark simulé et 

automatisé pour comparer la performance des algorithmes MSA. Des jeux de données variés 

ont été générés à l’aide d’outils comme TreeSim et AliSim, puis alignés avec ClustalW, 

MAFFT, MUSCLE et T-Coffee. L’évaluation a été menée à l’aide de métriques standardisées 

telles que le SOP score et le TC score. Les résultats révèlent des variations significatives de 

performance selon les scénarios testés. Une application web a été mise en place pour rendre le 

benchmark accessible à la communauté. Ce travail offre un outil rigoureux, évolutif et 

reproductible pour l’évaluation des algorithmes d’alignement. 

Mots clés : Alignement multiple de séquences, Benchmarking, Évaluation d'algorithmes, 

Simulation de données. 
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 ملخص

تعُد محاذاة التسلسلات المتعددة خطوةً محوريةً في علم المعلومات الحيوية، وهي ضروريةٌ للدراسة المقارنة 

للتسلسلات الجينومية. توجد العديد من الخوارزميات، إلا أن تقييمها الموضوعي لا يزال يمُثل تحدياً نظرًا لنقص 

الأداء العالمية والمُحدثة. تقترح هذه الأطروحة تطوير معيار أداء مُحاكي وآلي لمقارنة أداء خوارزميات معايير 

تم إنشاء مجموعات بيانات مُتنوعة باستخدام أدوات مثل تم إنشاء مجموعات البيانات المحاكاة باستخدام أدوات 

-تها باستخدام كلوستال دبليو وماقت ومسيل وتيمثل تريسم لمحاكاة الأشجار التطورية وأليسِم ، ثم تمت محاذا

كوفي أجُري التقييم باستخدام مقاييس مُوحدة مثل مقياس المجموع الزوجي ومقياس العمود الكلي تكشف النتائج 

عن اختلافات كبيرة في الأداء تبعاً للسيناريوهات المُختبرة. تم تنفيذ تطبيق ويب لجعل المعيار متاحًا للمجتمع. 

 .ا العمل أداةً دقيقةً وقابلةً للتطوير والتكرار لتقييم خوارزميات المحاذاةيوفر هذ

 .الكلمات المفتاحية : التصنيف المتعدد للتسلسلات، تقييم الأداء، تقييم الخوارزميات، محاكاة البيانات
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Abstract : 

Multiple Sequence Alignment (MSA) is a central step in bioinformatics, essential for 

comparative analysis of genomic sequences. Many algorithms exist, but their objective 

evaluation remains a challenge due to the lack of up-to-date and universal benchmarks. This 

thesis proposes the development of a simulated and automated benchmarking framework to 

compare the performance of MSA algorithms. Various datasets were generated using tools such 

as TreeSim and AliSim, then aligned with ClustalW, MAFFT, MUSCLE, and T-Coffee. The 

evaluation was carried out using standardized metrics such as the SOP score and TC score. 

Results reveal significant variations in algorithm performance across different test scenarios. A 

web application has been developed to make the benchmark accessible to the scientific 

community. This work provides a rigorous, scalable, and reproducible tool for evaluating 

alignment algorithms. 

Keywords : Multiple Sequence Alignment, Benchmarking, Algorithm Evaluation, Data 

Simulation. 
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La bio-informatique est une discipline interdisciplinaire qui combine les sciences 

biologiques, les mathématiques appliquées et l’informatique pour analyser, modéliser et prédire 

les mécanismes biologiques à l’échelle moléculaire. Elle vise à extraire des connaissances 

biologiquement pertinentes à partir de données complexes et massives, souvent générées par 

des technologies à haut débit (séquençage génomique, protéomique, etc.), afin de résoudre des 

problèmes tels que l’identification de motifs fonctionnels ou l’annotation génomique. 

L'alignement multiple de séquences constitue une pierre angulaire de la bio-informatique. Il 

sert de fondement à des avancées majeures en génomique comparative et en médecine 

translationnelle (Mount, 2008). En superposant des séquences d’ADN ou de protéines, les 

chercheurs peuvent identifier des motifs fonctionnels, reconstruire l’histoire évolutive des 

gènes, ou encore concevoir des thérapies ciblées. Toutefois, ces performances s'accompagnent 

d’un défi technique incontournable : aligner avec précision des centaines, voire des milliers de 

séquences, malgré leur diversité et leur complexité croissante. 

De nombreux algorithmes ont été développés, tels que Clustal, MAFFT et MUSCLE, chacun 

proposant des stratégies différentes pour concilier rapidité et précision. Cependant, cette 

diversité complique le choix pour les utilisateurs. Chaque nouvel outil vient ajouter à la 

confusion des chercheurs : comment savoir quel algorithme privilégier pour aligner un génome 

viral recombinant, analyser des données métagénomiques complexes, ou traiter des séquences 

issues de technologies de séquençage de dernière génération ? Ces algorithmes risquent de 

montrer leurs limites face aux réalités des laboratoires : séquences fragmentées, divergences 

extrêmes, hétérogénéité des données. 

Ce mémoire propose une nouvelle approche pour évaluer et comparer ces algorithmes à 

travers un benchmark innovant. Contrairement aux évaluations souvent idéalisées, notre 

méthode intègre des séquences synthétiques reproduisant des scénarios biologiques réalistes. 

Nous élargissons également les critères d’évaluation : au-delà de la précision de l’alignement, 

nous prenons en compte le temps de calcul et la capacité des algorithmes à s’adapter à 

différentes architectures informatiques. 

L’objectif est double. D’une part, fournir aux biologistes un guide pratique pour sélectionner 

l’outil le plus adapté à leurs besoins, qu’il s’agisse d’étudier des pathogènes émergents ou 

d’analyser des données environnementales massives. D’autre part, offrir aux développeurs des 

pistes d’amélioration en mettant en évidence les forces et les limites des méthodes existantes : 

un algorithme rapide mais peu précis sur des séquences divergentes, ou une méthode très précise 
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mais coûteuse en ressources pour des données volumineuses. En intégrant dès sa conception les 

principes de reproductibilité et d’accessibilité, ce benchmark se veut un pont entre les avancées 

théoriques de l’informatique et les besoins concrets des sciences du vivant. 

L’alignement multiple de séquences (Multiple SequenceAlignment, MSA) constitue une 

étape cruciale dans l’analyse bioinformatique des séquences nucléotidiques ou protéiques. Il 

permet de détecter des similitudes entre plusieurs séquences biologiques, d’identifier des 

régions conservées, de prédire des structures fonctionnelles, ou encore d’inférer des relations 

évolutives entre organismes. Pour réaliser ces alignements, divers algorithmes ont été 

développés, chacun reposant sur des principes méthodologiques distincts, visant à concilier 

précision, rapidité et efficacité computationnelle. Parmi les plus utilisés figurent ClustalW, 

MAFFT, MUSCLE et T-Coffee, que je présenterai dans cette section en m’attardant sur leurs 

fondements, leurs avantages et leurs limites. 

 



 

 

Chapitre 01 : 

Fondements théoriques 
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1 Définition de Alignement Multiple de Séquences 

L’alignement multiple de séquences (MSA) est une méthode bioinformatique consistant à 

organiser trois séquences ou plus (protéiques, d’ADN ou d’ARN) de manière à maximiser leur 

similarité, en introduisant des gaps (espaces) lorsque cela est nécessaire. L’objectif est 

d’identifier les positions homologues — c’est-à-dire issues d’un ancêtre commun — entre les 

séquences, afin de mettre en évidence des motifs conservés, des variations évolutives, ou encore 

des sites fonctionnels ou structuraux importants. 

 

Figure 1: Représentation schématique de l'Alignement Multiple de Séquences (MSA). 

De nombreuses méthodes d’alignement multiple ont été proposées ; les plus couramment 

utilisées dans la littérature sont présentées ci-après. 

2 Les algorithmes d’alignement de séquences multiples 

2.1 ClustalW 

ClustalW est un algorithme classique d'alignement multiple de séquences, basé sur une 

approche progressive permettant d’aligner simultanément plusieurs séquences biologiques. Il 

commence par calculer les distances entre les séquences, puis construit un arbre guide (ou arbre 

phylogénétique) qui détermine l’ordre d’alignement. L’alignement est ensuite réalisé de 

manière progressive en suivant la topologie de cet arbre (Thompson et al., 1994). Bien qu’il 

soit désormais surpassé en performance par des outils plus récents, ClustalW reste un outil 

pédagogique précieux et constitue une référence pour comprendre les principes fondamentaux 

de l’alignement multiple. 
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Le principe de fonctionnement de ClustalW repose sur trois étapes principales  

(Voir Figure 2) : 

 

Figure 2: Étapes de l'algorithme ClustalW. 

 Calcul des distances par paires : Pour chaque paire de séquences, ClustalW calcule un 

score de similarité à l’aide d’une matrice de substitution (par exemple, BLOSUM ou PAM 

pour les protéines, ou une matrice d'identité pour l'ADN). Ces scores sont ensuite convertis 

en distances évolutives. 

 Construction de l’arbre guide : À partir de la matrice de distances, un arbre phylogénétique 

(appelé arbre guide) est construit, généralement selon la méthode du Neighbor-Joining. Cet 

arbre définit l’ordre dans lequel les séquences seront alignées. 

 Alignement progressif : Les séquences sont ensuite alignées progressivement, en 

commençant par les paires les plus proches (les branches les plus courtes de l’arbre guide), 

puis en fusionnant les alignements successifs en profils jusqu’à obtenir un alignement 

multiple global. Des pénalités d’ouverture et d’extension de gaps sont appliquées pour 

modéliser les insertions et les délétions. 

 Cependant, ClustalW présente certaines limites : il devient lent et perd en précision 

lorsqu’il est appliqué à un grand nombre de séquences, en raison de sa complexité 

algorithmique élevée. De plus, sa performance dépend fortement de la qualité de l’arbre 

guide; une mauvaise construction de ce dernier peut entraîner des alignements erronés. 

Enfin, ClustalW a été largement dépassé par des outils plus récents et plus performants, 
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tels que Clustal Omega, MAFFT ou MUSCLE, notamment pour l’alignement de grands 

jeux de données. 

2.2 MAFFT 

MAFFT (Multiple AlignmentusingFast Fourier Transform) est un algorithme puissant et 

rapide dédié à l'alignement multiple de séquences. Il repose sur l'utilisation de la transformée 

de Fourier rapide (FFT) pour détecter efficacement les régions similaires entre séquences et 

optimiser les calculs. MAFFT propose plusieurs modes d’alignement, allant d’options rapides 

mais moins précises à des options plus lentes mais de haute précision, afin de s’adapter aux 

besoins spécifiques des utilisateurs (Katoh&Standley, 2013). 

Le principe de de fonctionnement de MAFFT est comme suit : 

MAFFT combine des techniques d’alignement progressif avec des stratégies de raffinement 

itératif pour améliorer la qualité des résultats. Sesméthodespeuventêtreregroupéesen trois 

grandescatégories : 

- Méthodes progressives (FFT-NS-1, FFT-NS-2) : 

Ce sont les méthodes les plus rapides. Elles construisent une matrice de distances 

approximative à partir du comptage de k-mers, puis génèrent un arbre guide qui détermine 

l’ordre d’alignement. FFT-NS-2 améliore la précision par un recalcul de l’arbre guide basé sur 

un premier alignement. 

- Méthodes de raffinement itératif avec score WSP (FFT-NS-i, NW-NS-i) : 

Ces méthodes augmentent la qualité de l’alignement en réitérant le processus d’alignement 

progressif. Elles s’appuient sur une fonction objectif appelée WSP (WeightedSum-of-Pairs) 

pour optimiser l’alignement au fil des itérations. 

Méthodes de raffinement itératif utilisant les scores WSP et de cohérence (L-INS-i, E-

INS-i, G-INS-i) : 

Ces méthodes, plus lentes mais plus précises, sont conçues pour les cas complexes. Elles 

combinent le score WSP avec un score de cohérence inspiré de la méthode T-Coffee, évaluant 

la cohérence entre alignement multiple et alignements par paires. Elles sont particulièrement 

efficaces pour des séquences très divergentes ou contenant de longues insertions/délétions. 

MAFFT se distingue par sa rapidité d’exécution et sa capacité à gérer de très grands 
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ensembles de données, allant jusqu’à plusieurs milliers de séquences. L’usage de la FFT et du 

comptage de k-mers permet un gain de performance considérable, sans compromettre la qualité 

des résultats. 

Ses méthodes itératives avancées (comme L-INS-i, E-INS-i, G-INS-i) offrent un haut niveau 

de précision, ce qui les rend particulièrement adaptées aux études phylogénétiques et aux 

analyses nécessitant une grande rigueur. MAFFT gère également efficacement les séquences 

très divergentes ainsi que les régions présentant des insertions ou délétions complexes, 

fréquentes dans les jeux de données biologiques réels. 

L’algorithme permet de moduler le compromis entre précision et temps de calcul, en 

fonction des besoins du projet. Toutefois, les modes les plus précis sont plus exigeants en 

mémoire et en temps de calcul, ce qui peut être un frein dans un contexte à ressources limitées. 

Par ailleurs, la complexité des options et paramètres peut représenter une difficulté pour les 

utilisateurs novices.  

 

Figure 3: Processus itératif d'alignement multiple de séquences biologiques avec MAFFT. 

2.3 MUSCLE 

MUSCLE (MUltipleSequenceComparison by Log-Expectation), développé par Edgar 

(2004), est un algorithme d’alignement multiple de séquences conçu pour allier haute 

précision et grande vitesse. Il utilise des mesures de distance basées sur le comptage de k-

mers pour les paires de séquences non alignées, et la distance de Kimura pour les séquences 

déjà alignées. Ce double mécanisme permet à MUSCLE de surpasser en rapidité les méthodes 

qui nécessitent un alignement complet pour estimer les distances. 

L’algorithme MUSCLE s’articule autour de trois étapes principales (Voir Figure4) : 
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- Construction d’un arbre guide initial : MUSCLE commence par estimer les distances entre 

les séquences à l’aide du comptage de k-mers, une méthode rapide qui ne requiert pas 

d’alignement. Ces distances servent à construire un arbre guide, qui définit l’ordre dans 

lequel les séquences seront alignées. 

- Alignement progressif initial : En suivant la topologie de l’arbre guide, les séquences sont 

alignées progressivement, produisant un premier alignement multiple. 

- Raffinement itératif : L’alignement initial est ensuite amélioré par un processus d’itérations 

successives. À chaque étape, des sous-ensembles de séquences sont réalignés, et 

l’alignement global est mis à jour pour optimiser un score d’alignement basé sur la 

probabilité attendue (log-expectation). Ce raffinementpermetd’augmenter la qualité de 

l’alignement final. 

Les principaux atouts de MUSCLE sont : 

- Sa rapidité, surpassant ClustalW tout en maintenant une bonne précision. 

- Sa scalabilité, adaptée aux grands jeux de données. 

- Sa polyvalence, prenant en charge les séquences d’ADN, d’ARN et de protéines. 

Cependant, malgré ses performances solides, MUSCLE peut se révéler moins précis que 

des algorithmes plus sophistiqués comme MAFFT ou Clustal Omega, en particulier lorsqu’il 

s’agit d’aligner des séquences très divergentes. Dans ces cas, des méthodes plus avancées sont 

généralement recommandées. 

 

Figure 4: Schéma du processus d'alignement multiple de séquences biologiques avec 

MUSCLE. 
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2.4 T-Coffee 

T-Coffee (Tree-basedConsistency Objective Function for AlignmentEvaluation), développé 

par Notredame et al. (2000), est un algorithme d’alignement multiple conçu pour produire des 

alignements de haute qualité en combinant plusieurs méthodes. Il repose sur une approche 

fondée sur la cohérence entre paires de séquences, permettant d’évaluer la fiabilité des 

correspondances avant la construction de l’alignement final. Grâce à sa précision, T-Coffee est 

particulièrement adapté aux alignements complexes impliquant des séquences divergentes ou 

présentant des structures secondaires. 

T-Coffee se distingue par sa méthode fondée sur la cohérence globale (Voir Figure 5). 

Contrairement aux approches classiques, il attribue à chaque paire de résidus un score de 

cohérence, mesurant leur compatibilité dans l’alignement final. Pour renforcer cette cohérence, 

T-Coffee intègre plusieurs sources d’information : 

- Alignements locaux ou globaux préexistants (ex. : Clustal, Lalign), 

- Données structurales (comme des prédictions de structures secondaires), 

- Profils multiples issus d’autres bases ou méthodes. 

- Une fonction objectif optimise ensuite ces scores pour générer un alignement plus fiable, 

même lorsque les séquences sont faiblement homologues. 

 

Figure 5: Schéma illustrant l'alignement multiple avec T-COFFE. 
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T-Coffee est connu par : 

- Sa haute fiabilité, notamment pour des séquences divergentes ou complexes. 

- Flexibilité d’utilisation grâce à la possibilité d’intégrer des données additionnelles 

(structurelles, fonctionnelles, etc.). 

- Utilisation recommandée dans des contextes exigeants, comme les analyses 

phylogénétiques sensibles ou les études de conservation de motifs fonctionnels. 

- Temps de calcul élevé : T-Coffee est plus lent que d’autres outils comme MAFFT ou 

MUSCLE, en particulier pour les grands jeux de données. 

- Complexité d’utilisation : Sa richesse fonctionnelle implique une courbe d’apprentissage 

plus élevée, ce qui peut représenter un obstacle pour les utilisateurs novices. 

3 Benchmarks existants pour l’évaluation des MSA 

Unbenchmark en bioinformatique est une étude comparative rigoureuse visant à évaluer les 

performances de différentes méthodes d'analyse sur des jeux de données de référence bien 

caractérisés. Son objectif est d'identifier les forces des méthodes et de guider le choix des outils 

pour des analyses spécifiques (Soneson et al., 2019). 

L’évaluation rigoureuse des performances des algorithmes d’alignement de séquences 

multiples (MSA) constitue un enjeu fondamental en bioinformatique. Afin de mesurer la qualité 

des alignements générés par ces outils, plusieurs benchmarks de référence ont été développés. 

Ces jeux de données standardisés permettent de comparer objectivement les algorithmes selon 

des critères bien définis, souvent fondés sur des alignements dits « de référence » (gold 

standard) basés sur des données structurelles ou évolutives. Parmi les benchmarks les plus 

utilisés, on peut citer BAliBASE, SABmark, PREFAB et OXBench. Chacun repose sur une 

méthodologie propre, avec des jeux de données spécifiques et des critères d’évaluation adaptés. 

3.1 BAliBASE 

BAliBASE est une collection d'alignements de séquences protéiques de haute qualité, 

soigneusement annotés manuellement par des experts en biologie structurale et en évolution 

moléculaire. Ces alignements constituent un véritable gold standard utilisé pour évaluer la 

précision des méthodes d'alignement multiple de séquences (MSA). Ils couvrent divers défis 

courants tels que les séquences fortement divergentes, les insertions ou délétions étendues, ainsi 

que les motifs fonctionnels conservés (Thompson et al., 1999). 

Cette base de données sert de référence de choix pour tester et comparer les performances 



Chapitre 01 : Fondements théoriques 

10 

des algorithmes d'alignement multiple. Elle propose des jeux de données organisés en 

différentes catégories : séquences divergentes (RV), blocs d'insertions/délétions (BB) et 

alignements basés sur la structure tridimensionnelle (BBS). L'évaluation des outils se fonde sur 

des mesures standardisées telles que le score SP (Sum-of-Pairs ), le score TC (Total Column ) 

et le score CS (Column Score ). Ces indicateurs permettent respectivement d’évaluer la justesse 

des appariements résidu-par-résidu, le pourcentage de colonnes parfaitement alignées, et la 

qualité des positions critiques au niveau structural. 

 

Figure 6: Scores de qualité d'alignement pour les jeux de données de référence BAliBASE. 

Malgré ses atouts, BAliBASE présente certaines limitations. Elle se concentre 

principalement sur les protéines globulaires, négligeant les protéines désordonnées ou 

transmembranaires. Les alignements de référence peuvent aussi refléter une certaine 

subjectivité liée à l’annotation manuelle. Enfin, sa taille reste relativement modeste comparée 

aux bases de données modernes, et elle privilégie davantage les similarités structurelles au 

détriment des relations fonctionnelles (Thompson et al., 1999 ; Raghava & Barton, 2006). 

3.2 SABmark 

Développé par Van Walle et al. (2005), constitue une référence majeure pour l’évaluation 

des méthodes d’alignement de séquences protéiques. Contrairement à d’autres bases de 

données, SABmark couvre l’ensemble de l’espace structural connu en incluant des paires de 

séquences à faible similarité (≤ 25 % d’identité), organisées en sous-ensembles tels que : 
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- Superfamilies : Séquences avec des niveaux de similarité modérés, représentant des 

superfamilles structurales bien définies. 

- Twilight Zone : Séquences avec des relations évolutives très lointaines (moins de 25 % 

d'identité), rendant les alignements beaucoup plus difficiles à produire. 

Les ensembles de données proviennent de bases de données organisées comme SCOP et 

Astral, ce qui assure une représentation complète des super familles de protéines. L’efficacité 

des outils est souvent mesurée à l’aide de critères normés tels que le Score de Somme de Paires 

(SPS) et le Score de Colonne, qui évaluent respectivement la constance des alignements au 

niveau des paires de résidus et des colonnes. Toutefois, comme le mentionne Edgar (2010), les 

références comme SABmark ont des limites tel que : 

Comme le souligne Edgar (2010), certaines bases de référence utilisées pour l'évaluation des 

alignements multiples, telles que SABmark, présentent des limites notables. Parmi celles-ci, on 

peut citer le biais résultant de la surreprésentation de familles de protéines particulièrement bien 

étudiées, au détriment de celles moins connues. 

Dépendance aux annotations expertes 

Ces bases s'appuient largement sur des annotations manuelles, ce qui peut entraîner des 

erreurs ou des incohérences systématiques, affectant ainsi la fiabilité des jeux de données de 

référence. 

Absence de mises à jour régulières 

Enfin, le fait que ces référentiels n’aient pas été régulièrement mis à jour depuis leur création 

en 2005 limite leur pertinence pour l’analyse de nouvelles protéines découvertes récemment. 

Cela renforce le besoin de disposer de bases de données complémentaires intégrant des 

informations structurales actualisées. 

 

Figure 7: Évaluation du Total Column Score sur SABmark v1.65. 
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3.3 Prefab 

Est un benchmark conçu pour évaluer les performances des algorithmes d'alignement 

multiple, en particulier dans le contexte des séquences protéiques divergentes. Développé par 

Edgar (2004) ,Prefab repose sur une méthodologie unique qui utilise des structures 

tridimensionnelles pour générer des alignements de référence. Les jeux de données sont 

constitués de paires de séquences structurales homologues extraites de la base de données PDB 

(Protein Data Bank), auxquelles sont ajoutées des séquences apparentées issues de bases de 

données comme UniProt . Ces séquences sont ensuite regroupées en familles de quatre à huit 

membres, formant des alignements multiples. Les critèresd'évaluationcourammentutilisés : 

- Sum-of-Pairs Score (SPS) : Mesure la proportion de paires de résidus correctement 

alignées dans chaque colonne de l'alignement. 

- Column Score : Vérifie si tous les résidus dans une colonne donnée sont correctement 

alignés, offrant une évaluation globale de la cohérence des alignements. 

Cependant, Prefab présente certaines limites. Tout d'abord, la dépendance aux structures 

tridimensionnelles pour générer les alignements de référence peut introduire des biais, car ces 

structures ne sont pas toujours disponibles pour toutes les protéines. De plus, comme mentionné 

par Edgar (2010) , les métriques classiques utilisées pour évaluer les performances des outils 

peuvent ne pas toujours refléter fidèlement la qualité biologique des alignements, notamment 

pour des séquences divergentes. Enfin, Prefab reste centré sur des séquences structurales 

connues, ce qui limite son utilité pour évaluer des outils dans des scénarios impliquant des 

séquences sans homologie structurelle claire. 

3.4 OXBench 

OXBench est développé par Raghava et al. (2003) ,OXBench est une référence conçue à 

partir d'alignements structuraux issus des bases de données CATH et FSSP. Elle se distingue 

par une représentation équilibrée de diverses familles de protéines, incluant des domaines 

homologues, des cas d'évolution convergente ainsi que des structures secondaires variées. Ce 

benchmark se démarque également par sa flexibilité : il propose plusieurs sous-ensembles 

adaptés à différents types d'analyses. 

À l'instar de références telles que BAliBASE et SABmark, OXBench utilise les scores 

classiques SP (Sum-of-Pairs ) et TC (Total Column ) pour évaluer la qualité des alignements. 

Toutefois, il se singularise par son attention particulière aux erreurs systématiques, notamment 

dans les régions d'insertion ou de faible conservation. 
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Malgré ses atouts, OXBench souffre d'une limitation majeure : ses données sont anciennes 

et n'ont pas été mises à jour depuis plusieurs années. Or, dans un contexte où les bases de 

données de séquences protéiques évoluent rapidement, cette absence de mise à jour réduit 

progressivement sa pertinence pour tester les méthodes d'alignement les plus récentes. 

4 Outils d’évaluation d’alignements 

4.1 AlignStat 

AlignStat est un outil conçu pour évaluer et visualiser les performances des alignements 

multiples de séquences protéiques ou génomiques. Développé par Sievers et al. (2018) , cet 

outil propose un ensemble de métriques quantitatives et des visualisations interactives pour 

comparer les alignements produits par différents algorithmes avec un alignement de référence. 

Parmi les métriquesclésproposées par AlignStatfigurent : 

- Accuracy (Précision) : Mesure la proportion de résidus correctement alignés par rapport à 

l'alignement de référence. 

- Similarity (Similarité) : Évalue la similarité globale entre les alignements produits et 

l'alignement de référence, tenant compte des substitutions acceptables. 

- Position Shift (Décalage de position) : Quantifie les écarts systématiques dans les positions 

des résidus entre les alignements comparés. 

AlignStat propose des visualisations interactives qui permettent d'explorer les différences 

entre les alignements de manière intuitive. Ces visualisations incluent des cartes de chaleur 

(heatmaps) pour identifier les régions mal alignées, ainsi que des graphiques de résumé pour 

représenter les écarts globaux entre les alignements. Ces fonctionnalités rendent AlignStat 

particulièrement utile pour diagnostiquer les erreurs spécifiques dans les alignements et pour 

guider les améliorations des algorithmes.) , les métriques utilisées dans de tels outils peuvent 

ne pas toujours refléter fidèlement la qualité biologique des alignements, notamment pour des 

séquences divergentes ou des régions structurales complexes. 

4.2 AliStat 

Dévloppé par (Misiewicz et al., 2020) ,propose une approche innovante en combinant des 

indicateurs statistiques et des représentations graphiques pour identifier les biais et les zones 

de faible fiabilité dans les alignements multiples de séquences (MSA). Contrairement aux 

benchmarks traditionnels tels que SABmark ou OXBench, qui comparent les alignements à 

des références prédéfinies, AliStat analyse directement la cohérence interne des alignements au 
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moyen de plusieurs métriques, notamment : 

- L’entropie par colonne : qui révèle les régions conservées ou variables  

- Le score de fiabilité positionnelle : basé sur la consistance des substitutions  

- La divergence des séquences : qui met en évidence les sous-ensembles mal alignés  

 

Figure 8: Analyse comparative des alignements MSA avec AlignStat. 

AliStat joue un rôle central en permettant de synthétiser et d’interpréter efficacement les 

différentes métriques statistiques. Les graphes, cartes de chaleur et autres représentations 

graphiques offrent une lecture visuelle claire des variations de conservation, de fiabilité et de 

divergence au sein des alignements. Ces éléments facilitent l’identification des zones critiques 

et complètent les mesures numériques en rendant les résultats plus accessibles à l’analyse. 



Chapitre 01 : Fondements théoriques 

15 

4.3 FastSP 

FastSP (FastSum-of-Pairs) est un algorithme évaluant la précision des alignements de 

séquences biologiques en temps linéaire optimisé pour les grands jeux de données. Développé 

par Simossis&Heringa (2005) , il permet de comparer des alignements multiples (MSA) avec 

une complexité algorithmique réduite. FastSP calculi deux métriques standardisées : 

- Le SOP score (Sum-of-Pairs Score): quantifie la proportion de paires de résidus alignées 

dans l'alignement de test qui sont également présentes dans l’alignement de référence. 

- Le TC Score (Total Column) : mesure la fraction de colonnes entièrement identiques entre 

les deux alignements. 

 

Figure 9: Schéma du processus d'alignement multiple avec FastSP. 

Sa vitesse d’exécution et sa capacité à traiter des alignements de grande taille (jusqu’à des 

milliers de séquences) sans compromettre la précision. L'analyser intuitivement les 

performances d'alignements sur des bases de référence comme BAliBASE, notamment pour 

des jeux de données massifs (milliers de séquences). Une approche visuelle qui complète 

avantageusement les sorties numériques brutes de l'algorithme. 

L’analyse de la littérature existante met en évidence la richesse des approches développées 

pour l’alignement de séquences multiples, mais également les limites persistantes en matière 

d’évaluation objective et standardisée. Si les algorithmes tels que MAFFT, ClustalW ou 

MUSCLE ont démontré leur efficacité dans de nombreux contextes, leur performance varie 

considérablement selon la nature des séquences (longueur, divergence, structure évolutive). Par 
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ailleurs, les benchmarks de référence comme BAliBASE ou SABmark, bien qu’indispensables, 

souffrent de limitations en termes de diversité, d’actualisation et de couverture des scénarios 

difficiles. Enfin, les outils d’évaluation existants, bien qu’utiles, ne sont que partiellement 

intégrés dans des pipelines automatisés et reproductibles. Ces constats motivent la mise en place 

d’un benchmark moderne, simulé, contrôlé et extensible, capable de fournir une plateforme 

fiable pour comparer de manière rigoureuse les performances des algorithmes MSA dans des 

contextes variés. C’est précisément dans cette perspective que s’inscrit le présent travail. 
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Introduction 

Dans ce chapitre, nous présentons la méthodologie mise en œuvre pour la conception d’un 

benchmark rigoureux, reproductible et biologiquement réaliste.L'objectif principal de ce travail 

est de développer un jeu de données de référence, complet et standardisé, destiné à l'évaluation 

et à la comparaison des performances des algorithmes d'alignement multiple de séquences 

(Multiple SequenceAlignment - MSA Cette approche repose sur la génération de jeux de 

données protéiques simulés, intégrant une diversité de caractéristiques biologiques et 

évolutives. Chaque jeu de données est accompagné d’un alignement de référence (servant de 

standard d’évaluation), de fichiers FASTA non alignés, ainsi que de scores d’évaluation 

quantitatifs  pour permettre une comparaison objective entre les algorithmes. 

1 Outils et logiciels 

1.1 TreeSim 

TreeSim est un package R permettant la simulation d’arbres phylogénétiques en utilisant des 

modèles de naissance-mort (birth-death). Il offre la possibilité de générer des arbres avec un 

nombre spécifié de taxons, ce qui permet de contrôler la profondeur évolutive et la fréquence 

des événements de spéciation. 

 Version utilisée : TreeSim v2.5 

 Environnement : R version 4.4.2 

 Fonction principale :sim.bd.taxa(n = X, numbsim = 1, lambda = 1.0, mu = 0.0) 

Ce choix s’explique par la flexibilité de TreeSim à produire des scénarios évolutifs réalistes, 

en maintenant des topologies équilibrées pour les arbres générés. 

1.2 AliSim 

AliSim est un simulateur de séquences intégré dans l’environnement IQ-TREE. Il prend 

comme entrée un arbre phylogénétique et simule l’évolution des séquences selon des modèles 

de substitution spécifiés, en tenant également compte des insertions et délétions (indels). 

 Version utilisée : AliSim v2.3 

 Environnement : ligne de commande sous Linux, intégré avec IQ-TREE v2.4.0 
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 Modèle de substitution : LG (modèle LG avec variation des taux selon une loi 

gamma et sites invariants) 

 Sorties : fichiers FASTA alignés (référence) et non alignés 

AliSim a été choisi pour sa capacité à modéliser à la fois la substitution et les indels, ce qui 

est essentiel pour générer des alignements réalistes destinés à l’évaluation. 

2 Les métriques fondamentales d’évaluation: 

2.1 Le SOP score (Sum-of-Pairs Score) 

Le SOP Score (Sum-of-Pairs Score ) est une métrique utilisée pour évaluer la qualité d’un 

alignement multiple de séquences (MSA) en comparant les paires de résidus alignés dans un 

alignement test avec ceux présents dans un alignement de référence considéré comme la 

"vérité biologique" 

La formule générale du SOP Score est basée sur la somme pondérée des scores obtenus pour 

chaque paire de résidus selon une matrice donnée : 

𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒 𝑖 =  ∑ ∑ 𝑀(𝐴[𝑗, 𝑖], 𝐴[𝑘, 𝑖])

(𝑘=𝑗+1)

𝑛

𝑗=1

 

Où : 

 

A[j,i] : Résidu de la séquence j à la colonne i . 

M(A[j,i],A[k,i]) : Score obtenu pour la paire de résidus A[j,i] et A[k,i] selon la matrice M . 

2.2 TC score 

Le TC Score (pour TotallyConservedcolumnsscore ) est une métrique utilisée pour évaluer 

la qualité d’un alignement multiple de séquences biologiques (protéines ou ADN). Il représente 

le pourcentage de colonnes dans l’alignement où toutes les séquences sont strictement 

identiques , c’est-à-dire sans substitution, ni gap.Il permet d’évaluer la précision globale d’un 

alignement de séquences multiples par rapport à un alignement de référence .Sa Formule 

mathématique simplifiée : 

𝑇𝐶 𝑆𝑐𝑜𝑟𝑒 =  
𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑒𝑟𝑣é𝑒𝑠

𝑁𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑛𝑒𝑠 𝑑𝑎𝑛𝑠 𝑙′𝑎𝑙𝑖𝑔𝑛𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡
 𝑥 100 
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3 Conception du jeu de données 

3.1 Paramètres et leurs plages de variation 

Le jeu de données est structuré pour couvrir une large gamme de scénarios MSA, en faisant 

varier systématiquement trois paramètres biologiques majeurs : 

Paramètre Valeurs/Plage 

Nombre de séquences (N): 3, 4, ..., 40 

Longueur des séquences (L) 100, 200, 300, 400, 500 

Tauxd’insertion/délétion 0.001, 0.006, 0.011, 0.016, 0.021. 

Chaque combinaison unique de ces paramètres génère un scénario de jeu de données 

contenant : 

 Un alignement de référence (gold standard) 

 Un fichier FASTA non aligné (entrée pour les outils MSA) 

 Les métadonnées (arbre phylogénétique, paramètres de simulation) 

 Les scores SPS et TC 

3.2 Génération des arbres avec TreeSim 

Pour chaque valeur de N, un arbre phylogénétique a été généré avec TreeSim en utilisant le 

modèle birth-death avec un taux de naissance lambda = 2.0 et un taux de mort mu = 0.5 Ces 

valeurs garantissent une topologie équilibrée pour les arbres simulés. 
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Figure 10: Code R pour la génération d’arbres phylogénétiques avec TreeSim. 

En tout, 500 arbres différents ont été générés, distincts avec des paramètres spécifiques.. 

3.3 Simulation des séquences avec AliSim 

Pour chaque arbre généré : 

 Trois niveaux de simulation ont été réalisés, chacun correspondant à un taux d’indel 

différent (de 0.001 à 0.021). 

 Pour chaque simulation, des séquences de longueur fixe (100 à 500 acides aminés) ont 

été générées. 

 Le modèle évolutif utilisé est LG, qui prend en compte la variation du taux de 

substitution entre sites et la présence de sites invariants. 

 Deux types de fichiers sont générés : 

o Un alignement de référence (FASTA aligné) 

o Un fichier FASTA brut (non aligné), obtenu en retirant les gaps 

Commande utilisée : 

iqtree2 –alisim -t tree.nwk -m LG -l [longueur] -d [taux_indel] -o prefix_sortie 
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Figure 11: Script Python utilisant AliSim pour simuler des séquences protéiques selon 

différents paramètres. 

3.4 Organisation des données 

Chaque jeu de données est organisé dans un répertoire nommé selon les paramètres utilisés, 

par exemple : 

benchmark/ 

│   ├── Sequences_ID_1_N_3_Len_100_Ins_0.001_Del_0.001 

│   ├── Sequences_ID_1_N_3_Len_100_Ins_0.001_Del_0.001.unaligned 

│   └── ... 

│   ├── tree_1 

│    ├──tree_2  

│   └── ... 

Cette organisation facilite le filtrage automatique et l’accès ciblé depuis l’interface web. 

4 Calcul des scores de qualité 

Afin d’évaluer la qualité des alignements de séquences multiples générés à partir des 

différents jeux de données simulés. Les métriques ont été implémentées tel que Percentage of 

Non-Gaps ,Percentage of TotallyConservedColumns,Entropy,SumOfPairs,Star (BLOSUM62, 

PAM250) Structure du traitement : 
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 Lecture des fichiers FASTA contenant les alignements générés. 

 Calcul des SOP  score (Sum-of-Pairs Score)   pour chaque paire de séquences : 

 Utilisation des matrices BLOSUM62, PAM250 et PAM380. 

 

Figure 12: Code pour le score SOP avec différentes matrices de substitution. 

Cette commande permet de spécifier : 

 Sum Of Pairs : Une classe ou une fonction provenant du module pymsa, utilisée pour calculer 

le SOP score 

 msa : L’objet représentant l’alignement multiple des séquences. 

 Blosum62() : Une matrice de substitution BLOSUM62, souvent utilisée pour évaluer les 

similarités entre paires de 

 PAM250 : Une autre matrice standard pour les séquences protéiques. 

 PAM380 : Une matrice personnalisée chargée depuis un fichier externe (PAM380.txt). 

 .compute : Méthode appelée pour effectuer le calcul du SOP score  

 value : Le résultat du calcul du SOP score est stocké dans la variable value 

 my_list.append(value) :Après avoir calculé le SOP  score avec la matrice BLOSUM62, cette 

ligne ajoute la valeur obtenue à la liste my_list. Celapermet de collectertous les scores calculés 

. 

Calcul du TC Score : 

 Comparaison colonne par colonne avec l’alignement de référence. 

 Enregistrement des résultats dans Un fichier CSV pour analyse ultérieure. 
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Figure 13: Code des colonnes totalement conservées. 

Cette commande permet de spécifier : 

 totally_conserved_columns:vous créez un objet qui va calculer la métrique TC Score à partir de 

ton alignement (msa). 

 .compute() :Cette méthode calcule réellement le score et elle renvoie une valeur numérique. 

 my_list.append(conserved) :Le résultat obtenu est ajouté à la liste my_list, pour être ensuite 

écrit dans le fichier CSV. 

5 Pile technologique de l’application web 

Afin de permettre un accès facile et interactif aux jeux de données générés, une application 

web a été développée. 

 Frontend : HTML,CSS, JavaScript (React.js) 

 Backend : Python (Flask) 

 Hébergement : serveur Apache sur Linux 

 Fonctionnalité : filtrage interactif selon les paramètres (longueur, taux d’indels, etc.) 

et téléchargement des jeux de données 

 

Figure 14: Fragment d’un code HTML simplifié de l’interface utilisateur. 
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Fonctionnalitésprincipales : 

 Recherche par nom de fichier : L’utilisateur peut taper le nom d’un fichier dans la zone 

de saisie pour effectuer une recherche. 

 Téléchargement de tous les fichiers : Un bouton vert ("Télécharger tout") permet aux 

utilisateurs de télécharger simultanément tous les fichiers disponibles. 

 

Figure 15: Fonctions JavaScript pour ouvrir et télécharger des fichiers. 

Cette figure illustre deux fonctions JavaScript essentielles pour manipuler des fichiers dans 

un environnement web : 

 openFile(file) : Permet d'afficher le contenu d'un fichier dans une nouvelle fenêtre. 

 downloadFile(file) : Permet de télécharger un fichier directement depuis le 

navigateur. 

Ces deux fonctions facilitent l’interaction utilisateur dans une application web en offrant des 

outils simples pour consulter et exporter des fichiers. 

6 Reproductibilité et accessibilité 

Afin de garantir la reproductibilité des résultats et de faciliter l’exploitation des jeux de 

données générés, tous les scripts , paramètres de simulation , ainsi que les commandes utilisées 
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ont été regroupés et mis à disposition dans un dépôt GitHub public . 

 GitHub : [https://github.com/Nour021/mon-projet-django/] 
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Introduction 

Ce chapitre présente et analyse les résultats obtenus à partir du benchmark évolutif conçu 

pour l’évaluation des algorithmes d’alignement multiple de séquences (MSA). En s’appuyant 

sur des jeux de données protéiques simulés selon des scénarios biologiquement réalistes, 

plusieurs métriques de qualité d’alignement ont été calculées (SOP score, TC Score), puis 

interprétées dans le but de mieux comprendre les performances attendues selon les différents 

paramètres (nombre de séquences, longueur et taux d’indels). L’objectif principal de cette 

section est de mettre en lumière la robustesse, la diversité et la reproductibilité du benchmark 

développé, tout en soulignant ses apports, ses limites, et ses perspectives d'amélioration. 

1 L’arbre phylogénétique 

La figure ci-dessous montre un exemple de résultat de simulation d’un arbre phylogénétique 

généré à l’aide du package TreeSim . L’arbre est représenté au format Newick, qui est une 

notation standardisée permettant de stocker et de partager des arbres phylogénétiques de 

manière compacte, en se basant uniquement sur un paramètre : le nombre de taxons, fixé ici à 

cinq. Cet arbre, fournit une topologie évolutive théorique servant de référence pour évaluer 

les performances des algorithmes d’alignement multiple de séquences (MSA). 

Cet arbre sert donc de référence simulée pour mesurer la capacité des outils MSA à 

reconstruire des relations évolutives cohérentes à partir de données alignées. 

 

Figure 16: L’arbre phylogénétique généré au format Newick. 
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2 Simulation d’alignement multiple 

 

Figure 17: Alignement de référence simulé "Sequences_ID_1_N_3_Len_100_indel_0.001. 

Cette figure montre un exemple d’alignement multiple de quatre séquences protéiques (t5, 

t1, t2, t3), produit par le simulateur AliSim . L’alignement est présenté sous forme de fichier 

FASTA aligné, servant de standard d’évaluation pour comparer les résultats obtenus par 

différents algorithmes d’alignement multiple de séquences (MSA). 

La  Figure (17) représente un alignement multiple de référence généré par AliSim, avec les 

paramètres suivants : 

 Modèleévolutif : LG 

 Longueur des séquences : 100 acidesaminés 

 Tauxd’insertions/délétions : 0.001 

Cette figure(18) présente un alignement multiple de référence simulé, généré par le 

simulateur AliSim. 

 

Figure 18: Séquences non alignées simulées (FASTA 

brut)"Sequences_ID_2_N_3_Len_100_Ins_0.006_Del_0.006.unaligned. 
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Les séquences sont fournies sous forme de fichier FASTA brut, sans alignement préalable. 

Elles constituent les données brutes utilisées comme entrée pour les algorithmes d'alignement 

multiple, afin de tester leur capacité à produire des résultats proches de l'alignement de 

référence (Figure 17). 

2.1 Caractéristiques principales 

Alignement complet : Toutes les séquences sont alignées colonne par colonne, y compris les 

positions avec des gaps (-). 

Gestion des indels : Les tirets (-) représentent des insertions ou des délétions introduites lors 

de la simulation, conformément au modèle utilisé (par exemple, LG avec variation gamma et 

sites invariants). 

Conservation des motifs : Certains motifs sont conservés entre les séquences (ex. "SKKL"), 

tandis que d’autres montrent des variations, reflétant une diversité évolutive contrôlée. 

Longueur uniforme : Toutes les séquences ont la même longueur après alignement, ce qui 

est typique des jeux de données simulés utilisés pour évaluer les algorithmes MSA. 

Le processus de simulation a permis de générer un total de 1900 jeux de données, répartis 

équitablement en 950 alignements de référence et 950 alignements non alignés,En effet, le code 

exécuté avec AliSim produit systématiquement deux fichiers FASTA par jeu de données : l’un 

contenant l’alignement multiple de référence , l’autre les séquences brutes 

3 L’évaluationd’alignement multiple 

La figure ci-dessous, présente un aperçu des résultats obtenus pour différentes configurations 

de jeux de données. Chaque ligne correspond à un fichier de séquences simulées, identifié par 

son File name qui encode le nombre de séquences (N), la longueur des séquences (Len) et le 

taux d'insertion/délétion (Ins/Del). Chaque alignement issu des séquences simulées a été évalué 

selon plusieurs métriques de qualité. Les métriques affichées incluent notamment : SOP score 

(Sum-of-Pairs Score) ,TC Score (TotallyConservedColumns Score) ,Percentage of Non-Gaps 

,Entropy ,Star Score . 
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Figure 19: Résultats des alignements MSA simulés selon différentes métriques de qualité et 

paramètres évolutifs. 

Les résultats démontrent une relation complexe entre ces métriques, révélant des tendances 

claires que nous détaillons ci-dessous. 

3.1 Évaluation par SOP score (sum of pairs) 

L’analyse globale du SOP score révèle une corrélation négative claire entre le taux d’indels 

et la qualité des alignements. En effet : 

Lorsque le taux d’indels est très faible (≤ 0.003), le SOP score est généralement élevé, 

souvent supérieur à 90 %, indiquant des alignements fidèles aux alignements de référence. 

Lorsque le taux d’indels augmente (> 0.009), on observe une diminution progressive et 

significative du SOP score, parfois inférieur à 50 % dans les cas extrêmes. 

Ce déclin est accentué par l’augmentation simultanée du nombre de séquences (N > 30) et 

de la longueur des séquences (L > 400), qui rendent les alignements plus complexes à 

reconstruire. 

Ainsi, le SOP score est particulièrement sensible à la complexité évolutive, et constitue un 

indicateur robuste de la performance des algorithmes MSA dans des contextes divergents. 

3.2 Analyse des colonnes totalement conservées (TC Score) 

Les TC Scores présentent une variabilité marquée selon les paramètres simulés : 

Pour des jeux de données simples (N ≤ 10, L ≤ 200, indel ≤ 0.006), la proportion de colonnes 
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totalement conservées reste élevée (> 60 %). 

En revanche, dès que le nombre de séquences dépasse 20 ou que le taux d’indels est supérieur 

à 0.01, le TC Score peut chuter sous la barre des 20 %, signe d’une diminution importante de 

la conservation stricte. 

Cette tendance est particulièrement prononcée dans les scénarios où les séquences sont 

longues et nombreuses, accentuant la fragmentation des régions homologues. 

De manière générale, le TC Score est utile pour évaluer la conservation positionnelle, mais 

devient moins stable dans les contextes évolutifs complexes, ce qui est cohérent avec la perte 

naturelle de conservation dans les alignements divergents. 

3.3  SOP score (Sum-of-Pairs Score)  : Impact des matrices de substitution 

L’analyse des SOP Scores calculés avec différentes matrices (BLOSUM62, PAM250, 

PAM380) montre des différences systématiques en fonction du degré de divergence simulé : 

 BLOSUM62 donne de bons résultats dans les cas à faible divergence (petit N, faible indel), 

mais ses performances diminuent rapidement lorsque la complexité augmente. 

PAM250 se révèle plus robuste dans les scénarios intermédiaires, offrant une meilleure 

stabilité du score SOP score face à des taux d’indels modérés. 

PAM380 est celle qui fournit les meilleurs scores SOP score dans les cas complexes (N ≥ 

30, indel ≥ 0.016), soulignant sa capacité à capturer les similarités même en présence de 

nombreuses insertions et délétions. 

Ces résultats montrent que le choix de la matrice de substitution influence directement 

l’évaluation de l’alignement, et qu’il doit être adapté aux caractéristiques évolutives du jeu de 

données. 

4 Visualisation et accès aux résultats 

Afin de faciliter l’accès, la navigation et l’utilisation des jeux de données générés, une 

interface web interactive a été développée. Cette application permet aux utilisateurs de 

consulter, filtrer et télécharger les fichiers selon leurs besoins spécifiques, tout en visualisant 

les métriques d’évaluation associées à chaque jeu de données. 
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 Barre de recherche : Une barre de recherche "Rechercher par nom de fichier etc" est 

présente, permettant aux utilisateurs de filtrer rapidement la liste des séquences par leur 

nom. 

 

Figure 20: Interface utilisateur pour la gestion et le téléchargement des jeux de données 

d’alignements multiples. 

 Options de filtrage et de téléchargement global : 

 Un bouton "Télécharger tout" permet de télécharger l'ensemble des fichiers affichés. 

 Des cases à cocher "Fichiers alignés" et "Fichiers non alignés" offrent la possibilité 

de visualiser spécifiquement l'un ou l'autre type de séquences. Par défaut, les deux 

options semblentêtresélectionnées. 

 Un menu déroulant "Filtres avancés" suggère des options de filtrage supplémentaires 

non visibles sur l'image. 

 Un compteur "1900 fichiers" indique le nombre total de fichiers disponibles. 

 Liste des séquences : La partie centrale de la page affiche une liste détaillée des séquences, 

chaque ligne représentant un fichier d'alignement. Pour chaque entrée, on trouve : 

 Un statut visuel ("ALIGNÉ" en vert ou "NON-ALIGNÉ" en gris) indiquant si la 

séquence a été alignée ou non. 

 Le nom du fichier, qui semble contenir des informations encodées telles que l'ID de 

la séquence, la longueur (Len), et les taux d'insertion/délétion (Ins/Del). 

 Deux boutons d'action : "Ouvrir" pour visualiser le contenu de la séquence et 

"Télécharger" pour télécharger le fichier individuellement. 
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Fenêtre d'Analyse Complète  : 

Cette seconde image montre une fenêtre modale ou une section dédiée à un "Fichier 

d'analyse complet". Elle fournit un résumé des résultats d'analyse pour un ensemble de 

séquences : 

 

Figure 21: Interface pour le téléchargement du fichier d’analyse complet. 

 Description : Le texte indique que le fichier contient "tous les résultats d'analyse pour 

les 950 séquences, incluant les métriques de qualité d'alignement et les scores 

comparatifs." 

 Métriques d'évaluation : Plusieurs métriques clés de qualité d'alignement sont 

listées, chacune avec une brève description : 

 "% Non-Gaps" : Pourcentage de positions sans gaps. 

 "% Colonnes Conservées" : Pourcentage de colonnes totalement conservées, 

indiquant la similarité entre les séquences. 

 "Score Entropie" : Une mesure de la diversité des séquences. 

 "SumOfPairs (Blosum62, PAM250, PAM380)" : Scores d'alignement par paires, avec 

des matrices de substitution spécifiques mentionnées (Blosum62, PAM250, 

PAM380). 

 Option de téléchargement : Un bouton "Télécharger le fichier CSV" permet 

d'exporter l'ensemble de ces résultats d'analyse dans un format tabulaire.  
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L’alignement de séquences multiples (MSA) constitue une étape cruciale dans l’analyse 

bioinformatique des données génétiques. Qu’il s’agisse de reconstituer des arbres 

phylogénétiques, d’annoter des génomes ou d’identifier des régions fonctionnellement 

conservées, la qualité des alignements conditionne directement la fiabilité des analyses en aval. 

Pourtant, malgré la diversité des algorithmes disponibles, leur comparaison objective et 

systématique reste un défi méthodologique majeur. 

Dans ce contexte, ce mémoire a proposé la conception et la mise en œuvre d’un benchmark 

simulé, automatisé et reproductible, dédié à l’évaluation comparative des algorithmes MSA. Ce 

travail s’est appuyé sur l’utilisation d’outils de simulation évolutive (TreeSim et AliSim) 

permettant de générer des jeux de données variés, réalistes et accompagnés d’un alignement de 

référence. Quatre algorithmes largement utilisés – ClustalW, MAFFT, MUSCLE et T-Coffee – 

ont été évalués sur ces jeux de données, en utilisant des métriques reconnues telles que le SOP 

score (Sum-of-Pairs Score) et le TC score (Total Column). 

Les résultats obtenus ont mis en évidence des différences significatives de performance selon 

les scénarios testés, confirmant l’intérêt de disposer de jeux de données diversifiés et contrôlés 

pour l’évaluation des outils. En outre, l’automatisation du processus d’exécution et 

d’évaluation, ainsi que le développement d’une interface web interactive, rendent ce benchmark 

aisément exploitable par d’autres chercheurs. 

Les principales contributions de ce travail sont les suivantes : 

 La création d’un cadre expérimental standardisé pour tester les algorithmes MSA, 

 La génération de jeux de données simulés avec des caractéristiques contrôlées (taille, 

divergence, longueur), 

 L’intégration d’un pipeline automatisé d’évaluation basé sur des outils fiables, 

 Le développement d’une application web facilitant l’exploration et la diffusion des 

résultats. 

 Ce benchmark constitue une base évolutive pouvant être enrichie à l’avenir par : 

 L’ajout de nouveaux algorithmes, y compris ceux basés sur l’apprentissage automatique, 

 L’intégration de nouvelles métriques (conservation fonctionnelle, scores structurels, etc.), 

 L’élargissement des types de données simulées (ARN, séquences non codantes), 

 L’amélioration de l’ergonomie et des fonctionnalités de l’interface web. 

En définitive, ce travail contribue à renforcer les bonnes pratiques d’évaluation dans le 
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domaine des MSA et offre un outil utile à la communauté bioinformatique pour mieux 

comprendre et comparer les performances des algorithmes d’alignement. Il ouvre également la 

voie à des recherches futures sur l’optimisation des stratégies de MSA selon les contextes 

biologiques étudiés. 
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Résumé :  

L’alignement de séquences multiples (MSA) est une étape centrale en bioinformatique, indispensable à 

l’étude comparative des séquences génomiques. De nombreux algorithmes existent, mais leur évaluation 

objective demeure un défi en raison de l’absence de benchmarks universels et à jour. Ce mémoire propose le 

développement d’un benchmark simulé et automatisé pour comparer la performance des algorithmes MSA. 

Des jeux de données variés ont été générés à l’aide d’outils comme TreeSim et AliSim, puis alignés avec 

ClustalW, MAFFT, MUSCLE et T-Coffee. L’évaluation a été menée à l’aide de métriques standardisées telles 

que le SOP Score et le TC score. Les résultats révèlent des variations significatives de performance selon les 

scénarios testés. Une application web a été mise en place pour rendre le benchmark accessible à la 

communauté. Ce travail offre un outil rigoureux, évolutif et reproductible pour l’évaluation des algorithmes 

d’alignement. 
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