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Préface 

La bio-informatique est un domaine multidisciplinaire qui intègre l'informatique, les 

mathématiques et la biologie, elle est devenue un outil primordial pour analyser, intégrer des 

données d’origines très diverses et modéliser les systèmes vivants afin de comprendre et prédire 

leurs comportements (analyse des séquences nucléiques et protéiques, modélisation de 

l'évolution d'une population animale dans un environnement donné, modélisation moléculaire, 

reconstruction d'arbres phylogénétiques...). 

Grâce à l’avancée spectaculaire de la biologie moléculaire, à l'analyse informatique et au 

développement de nouvelles méthodes et outils informatiques, ainsi que l’implication de 

l'intelligence artificielle, la bio-informatique a permis d'intégrer différents domaines, tels que la 

médecine prédictive en identifiant les risques des maladies génétiques et en élaborant des 

méthodes de prévention personnalisées. En agriculture, elle a contribué à optimiser les 

rendements des cultures, à développer des variétés résistantes aux maladies des plantes et à 

réduire l'utilisation des produits chimiques dangereux. Ainsi que l'étude des microorganismes 

du sol. 

Au bout du compte, on constate que la bio-informatique révolutionne les méthodes d'étude de 

la vie sous de nombreux aspects. 

Le but de ce polycopié est d’offrir un cours étayé en bio-informatique, permettant aux étudiants 

d’en comprendre les notions de base et constitue pour les étudiants déjà à l’aise avec les 

rudiments  de  cette  discipline, un  recueil  d’un  ensemble  de méthodes permettant 

de mettre en pratique divers outils informatiques. 



Objectifs généraux assignés 

 

 

 

 

1. Familiarisation et apprentissage des notions de base de la bio-informatique telles que 

les approches in silico appliquées aux techniques de génotypage. 

2. Acquisition et renforcement des connaissances en matière d’utilisation des banques 

de données génomiques et protéiques. 

3. Maîtrise d'outils élémentaires de statistiques, pour permettre leur application dans 

l’analyse et la comparaison des séquences biologiques 

4. Développement de compétences concernant les différentes techniques et les méthodes 

expérimentales utilisées pour la caractérisation et l’analyse de l’ADN et des protéines. 



 



 

 

 

 

 

Partie I : Méthodes basées sur la non 

amplification de l’acide nucléique 
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1. L’analyse du plasmide 

Les plasmides bactériens sont des molécules d'ADN extra-chromosomiques circulaires fermées 

capables de se répliquer de façon autonome. Les plasmides peuvent contenir des gènes pour une 

variété de traits phénotypiques, tels que la résistance aux antibiotiques, la virulence ou les 

activités métaboliques, bien que certains plasmides comprennent des gènes ne conférant aucun 

phénotype détectable. Certains plasmides avoir la capacité de transférer des copies d'eux- 

mêmes à d'autres souches ou espèces bactériennes. 

Avec l’évolution spectaculaire du séquençage du génome entier (WGS) et des données de 

séquences de plasmides entiers générées par les plates-formes de séquençage à haut débit, il est 

nécessaire de pouvoir identifier les gènes de résistance aux médicaments et les plasmides à l'aide 

de données de séquence brutes. 

Des outils en ligne sont disponibles tels que PlasmidFinder pour l’identification de plasmides  

dans les séquences du génome entier en recherchant les séquences de réplicons plasmidiques 

des espèces Enterobacteriaceae et à Gram-positif qui sont organisées dans une base de données. 

Cet outil, basé sur l'alignement, identifie les plasmides de ces taxons avec une grande précision 

en indiquant un organisme source sur la base du réplicon le mieux adapté. 

Pour utiliser l’outil en ligne PlasmidFinder, l’utilisateur doit saisir l’URL suivant : 

https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/. 

L’interface fournie est conviviale et permet aux utilisateurs d’identifier les plasmides dans des 

isolats de bactéries séquencés totaux ou partiels. 

 

Figure 1 : Interface du PlasmidFinder. 

https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/
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Plusieurs étapes à suivies pour aboutir à un résultat de recherche des plasmides à partir des 

bases de données : 

 

Pour commencer à utiliser cet outil, l’utilisateur doit sélectionner la base de données dans 

laquelle les plasmides seront recherchés. Par exemple, les entérobactéries. 

Ensuite, il serait indispensable de fixer un seuil pour le % minimal d’identité, afin de 

sélectionner le pourcentage minimum de nucléotides identiques entre le gène de résistance le 

mieux correspondant dans la base de données et la séquence correspondante dans le génome. 

Dans deuxième temps, l’utilisateur va sélectionner aussi le taux de couverture, qui correspond 

aux plasmides avec un pourcentage de couverture égal ou supérieur au seuil sélectionné 

(fig.1).Cette étape est succéder par le choix du type de lecture à l'aide du menu déroulant pour 

charger le fichier sous format ‘’FASTA’’ de séquence annotée dans lequel l’utilisateur souhaite 

identifier les plasmides. 

Après la soumission de la séquence à identifier via le serveur PlamidFinder, ce dernier affichera 

une sortie similaire à l'exemple ci-dessous : 

 

 

Les données contenues dans le tableau ci- dessus présentent des informations explicatives des 

résultats, à savoir : 

- Organisme(s) : L’espèce sélectionnée. 

- Plasmide : Plasmide contre lequel la séquence d'entrée a été alignée. 

- % d'identité : pourcentage d'identité dans l'alignement entre le plasmide le mieux 

correspondant dans la base de données et la séquence correspondante dans le génome 

d'entrée (également appelée paire de segments à score élevé (HSP).  
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Un alignement parfait est de 100%, mais doit également couvrir toute la longueur du 

plasmide dans la base de données (comparer les exemples 1 et 3). 

- Longueur de requête/HSP : la longueur de requête est la longueur du plasmide le mieux 

correspondant dans la base de données, tandis que la longueur HSP est la longueur de 

l'alignement entre le plasmide le mieux correspondant et la séquence correspondante 

dans le génome (également appelée paire de segments à score élevé (HSP)). 

- Contig : Nom du contig dans lequel se trouve le plasmide. 

- Position dans le contig : Position de départ du gène trouvé dans le contig. 

- Numéro d'accession du plasmide : Numéro d’accession pour le plasmide de référence 

au sein de la banque de données, Genbank. 

 

 

D’autres programmes disponibles sur le Web, s’intéressent à l’analyse des marqueurs de 

diverses souches bactériennes lorsqu'un système de typage appelé le profilage plasmidique. 

Dans ces procédés, les molécules d'acide désoxyribonucléique plasmidique partiellement 

purifiées sont séparées selon la taille moléculaire par électrophorèse sur gel d'agarose. Dans une 

seconde procédure, l'ADN plasmidique qui a été clivé par des endonucléases de restriction 

(enzymes de restriction) peut être séparé par électrophorèse sur gel d'agarose et le motif de 

fragments résultant peut être utilisé pour vérifier l'identité des isolats bactériens. 

 

Les séquences cibles où coupent ces enzymes sont dites palindromiques, certaines coupent les 

deux brins de l’ADN exactement au même endroit en produisant ainsi des bouts francs, les 

autres coupent chacun des brins de l’ADN à des endroits différents en créant ainsi des bouts 

cohésifs où l’ADN est sous forme monocaténaire. Les bouts collants peuvent s’hybrider entre 

elles, permettant de mettre bout à bout deux séquences, créant ainsi un ADN recombinant. Par 

exemple, l'enzyme EcoRI reconnaît la séquence : 

 

5 '- GAATTC - 3' 

3’- CTTAAG -5' 

 

Cette enzyme coupe toujours entre les résidus 5 'G et A, produisant ainsi des bouts cohésifs : 

 

5 '- G AATTC - 3' 

3 '- CTTAA  G - 5' 

 

Une autre enzyme Hea III, coupe au point de symétrie pour produire des extrémités franches: 
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5 '- GAA TTC- 3' 

3 '- CTT  AAG- 5' 

 

En effet, ils existent plusieurs sites pour étudier les caractéristiques d'un plasmide et prévoir la 

taille du/des fragments attendus suite à une restriction enzymatique in silico. A titre d’exemple, 

nous voudrons simuler une restriction enzymatique d’un plasmide en utilisant un logiciel 

dénommé « NEBcutter » qui est un outil simple et rapide  pour analyser une molécule d'ADN, 

qu'elle soit plasmidique ou phagique (il est également possible d'importer sa propre séquence 

ou une séquence provenant d'une banque de donnée). 

L’interface de cet outil apparait comme suit : 
 

Il suffit d’insérer la séquence de l’ADN plasmidique directement ou introduire le numéro 

d’accession qui est obtenu après avoir consulté la banque de données nucléique « Nucleotide ». 

Par exemple, nous allons analyser la séquence du plasmide dénommée, ‘’plasmid pEQ2’’ 

(Escherichia coli souche 63743). Son numéro d’accession (ID) fourni par la banque génomique 

est : « KF362122 ». 
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Démarche : 

1- Insérer le numéro d’accession de la séquence plasmidique. 

2- Aussi, il y a la possibilité d’insérer la séquence directement. 

3- Spécifier le type de séquence d’ADN (dans notre cas, il s’agit d’un plasmide, c-à-d 

un ADN circulaire. 

4- Il suffit que cliquer sur le bouton « soumettre » pour lancer l’analyse. 

Résultat : 

Le résultat de la digestion du plasmide apparait dans la page suivante : 
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2. Le Ribotypage 

Le ribotypage est l'une des techniques pour étudier la diversité microbienne. Cette technique 

implique la digestion de restriction de l'ADN génomique suivie d'un transfert sur la membrane 

et l'hybridation avec sonde contre les gènes ARNr 16S et 23S spécifiques à l’espèce étudiée. 

L'ADN digéré est séparé par électrophorèse sur un gel d'agarose et transféré sur une membrane 

de nylon ou de nitrocellulose. Les fragments d'ADN sur la membrane sont ensuite sondés avec 

des fragments d'ADN marqués complémentaires des séquences géniques d'ARNr. 

L’une de techniques utilisées pour le ribotypage est celle de l’hybridation par Southern blot 

(fig.2) 

Figure 2 : Schéma récapitulatif sur la technique de Southern blot L’introduction 

des outils informatiques pour analyser les résultats de techniques du ribotypage devient 

impératif pour l’identification et la classification des bactéries (les dendrogrammes). En tant 

que terme, le ribotypage fait référence à l'utilisation de sondes d'acide nucléique 

reconnaissant les gènes ribosomaux. En effet, ils existent plusieurs outils pour la conception 

des sondes oligonucléotidiques qu’ils vont s’hybrider avec l’ADN codant pour l’ARNr. 

Le logiciel OligoArchitect permet de concevoir différents type sondes oligonucléotidiques, soit 

pour les puces à ADN ou pour les technique d’hybridation moléculaire. 

 

OligoArchitect™ est un outil sert pour la conception d’amorces et de sondes optimisé par la 

norme industrielle ‘’Beacon Designer’’. Ce programme est disponible en ligne, entièrement 
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gratuit et convivial, il intègre les paramètres des algorithmes les plus récents, permettent de 

prendre en charge des modèles ayant jusqu’à 10 000 paires de bases, tout en permettant de faire 

varier de nombreux paramètres tels que le pourcentage en G/C, la température d’hybridation et 

la longueur d’oligonuclétides ... 

 

Cet outil en ligne est accessible via l’URL suivant : 

http://www.oligoarchitect.com/LoginServlet 

 

Figure 3 : Interface du programme OligoArchitect 

 

3. Electrophorèse sur gel en champ pulsé (PFGE) 

 

L'électrophorèse sur gel en champ pulsé (PFGE) est une technique de laboratoire utilisée pour 

l’obtention d’empreinte moléculaire spécifique d’une souche bactérienne au sein d’une même 

espèce en fonction du polymorphisme de taille des fragments de restriction du génome. 

Le pouvoir résolutif de l'électrophorèse est excellent pour des fragments d'ADN dont la taille 

est inférieure à 50 000 paires de bases (50 kilobases ou kb), mais, au−delà de cette taille, les 

fragments d'ADN ne sont plus séparés. L'électrophorèse en champ électrique pulsé permet de 

séparer des fragments de très grande taille, jusqu’à 10 Mb. Cette technique est basée sur la 

http://www.oligoarchitect.com/LoginServlet
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digestion de l’ADN par des enzymes de restriction ayant peu de sites de coupure, d’où la 

génération des fragments d’une taille trop grande (10 à 800 kb). Ainsi les fragments d’ADN 

générés d’ADN. Ensuite, ces derniers vont subir une migration sur gel en champs pulsé (un 

champ électrique à orientation variable et qui change régulièrement de direction selon un angle 

défini) et une analyse bio-informatique des empreintes pour la calibration et la comparaison des 

empreintes à la base de données. 

Figure 4 : Principe de l’électrophorèse en champ pulsé 

 

-Analyse par l’outil informatique : parmi les outils le plus utilisé dans le monde entier, surtout 

en épidémiologie pour analyser le profil élctrophorètique issu de la technique de typage 

moléculaire PFGE, nous citons la plateforme « Bionumérics » qui est dotée des outils pour 

l'analyser des données épidémiologiques et stoker des images de gel dans une seule base de 

données. 

Bionumerics est un logiciel payant, nous pouvons le télécharger en consultant la plateforme de 

la société bioMérieux. (URL: https://www.applied-maths.com/applications). 

https://www.applied-maths.com/applications
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Figure 5 : Interface de plateforme BioNumerics 

 

Etapes de l’analyse de résultats PFEG : on peut les résumées dans 2 opérations très 

importantes, la première correspond à l’importation et la normalisation des images de gel après 

avoir subi une numérisation. La deuxième opération consiste à effectuer des comparaisons entre 

les différentes souches (selon le profil électrophorétique) pour établir des dendrogrammes. 

Démarche : 

 Importer et normaliser l’image de gel 

Cette opération se déroule en 4 étapes successives ayant pour but de traiter l’image du gel. 

La 1ière étape consiste à crée une base de données pour stocker les données spécifiques aux 

empreintes moléculaires analyse par la technique PFEG. 

Ensuite, il faut désigner le type des résultats et expérimentation à analyser (séquençage, analyse 

spectrale, empreintes moléculaires…) pour pouvoir importer l’image du gel. 
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Figure 6 : Panneau spécifique à la technique PFEG (Xbal : l’enzyme de restriction utilisée). 

 

Après avoir importé l’image du gel (format TIFF), cette dernière subira les traitements suivants 

: 

- Localisation des bandes : recadrer l'image pour supprimer l'espace vide et à définir les 

bandes 

- Définition des courbes densitométriques. 

- Etablissement d’un système de référence par l’utilisation des poids moléculaires 

standard pour nommer les positions de référence (fig.6). 

 

 

 

 

 

 

Figure 7 : Normalisation d’image du gel 
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- Liaison de données d'empreintes moléculaire aux entrées de la base de données que nous 

avons créée au départ. 

 

 

 Création des dendrogrammes 

 

La création des dendrogrammes nécessite une comparaison des résultats issus de la technique 

PFEG. Ceci est réalisé par une analyse de cluster qui repose sur l’utilisation d’une matrice de 

similarité résultante est convertie en un dendrogramme avec un algorithme de clustering. 
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Figure 8 : Création de dendrogramme à partir de comparaison des résultats de gel (PFEG). 

 

4. Analyse des enzymes de restriction 

 

La digestion par restriction est réalisée par incubation de la molécule d'ADN cible avec des 

enzymes de restriction. Ces dernières reconnaissent et se lient à des séquences d'ADN 

spécifiques et clivent des nucléotides spécifiques soit à l'intérieur de la séquence de 

reconnaissance ou à l'extérieur. La digestion par restriction peut produire d’extrémités franches 

(extrémités d’une molécule d’ADN se terminant par une paire de bases) ou d’extrémités collantes 

(extrémités d’une molécule d’ADN se terminant par un surplomb de nucléotides). 

À l’heure actuelle, il existe une panoplie d’outils qui sont capables d’induire une digestion par 

restriction in silico d’un grand nombre de séquences à la fois, de manière interactive et, en sortie, 

de produire des séquences de fragments de restriction. Dans ce contexte, différents serveurs ont 

été développés présentant une interface utilisateur graphique pour l’analyse de digestion par 

restriction in silico de séquences de gènes ou de génomes (Tableau 1). 

Tableau 1 : Principaux outils Web pour l’analyse de digestion par restriction 
 

L’outil Web URL 

Webcutter    
(Max Heiman, U.S.A.). 

https://sites.unimi.it/camelot/tools/cut2.html 

WatCut (Michael Palmer, 

University of Waterloo, Canada) 

https://diyhpl.us/~bryan/irc/protocol-online/protocol- 

cache/template.php 

http://heimanlab.com/cut2.html
http://diyhpl.us/~bryan/irc/protocol-online/protocol-cache/template.php
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Restriction Analyzer (Vladimír 

Cermák, molbiotools.com) 

https://molbiotools.com/restrictionanalyzer.php 

Restriction Digest. https://www.geneinfinity.org/sms/sms_redigest.html 

In silico restriction digest of 

complete genomes (University of 

the Basque Country, Spain 

http://insilico.ehu.es/digest/ 

 

Nous prenons le dernier outil web dans le tableau ci-dessus pour donner un exemple sur la 

digestion de séquence génomique par des endonucléases. 

Après avoir saisi l’URL : http://insilico.ehu.es/digest/, il y aura l’apparition de l’interface 

suivante : 

 

 

Pour procéder à la digestion in silico, l’utilisateur doit choisir sur ‘’Restriction of digest of 

DNA’’, puis insérer la séquence à analyser sous format ‘’FASTA’’ 

Une fois la séquence a été saisie. 

http://molbiotools.com/restrictionanalyzer.html
http://www.geneinfinity.org/sms/sms_redigest.html
http://www.geneinfinity.org/sms/sms_redigest.html
http://www.geneinfinity.org/sms/sms_redigest.html
http://insilico.ehu.es/digest/
http://insilico.ehu.es/digest/
http://insilico.ehu.es/digest/
http://insilico.ehu.es/digest/
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Le clic sur ‘’Get list of restriction enzymes’’ permet l’obtention d’un tableau récapitulatif, 

comportant les différentes enzymes de restriction qui pourraient couper la séquence cible, avec 

le nombre et la position de la coupure. 

Remarque : pour avoir le site et la position exacte de coupure, l’utilisateur doit cliquer sur le 

chiffre situé dans la colonne ‘’Position’’ dans l’interface présentée dans la capture ci-dessous. 
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Partie II : Méthodes basées sur 

l’amplification de l’acide nucléique 
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La réaction en chaine par polymérase (PCR) 

La réaction en chaîne par polymérase (PCR) est une technique in vitro courante utilisée pour 

réaliser de nombreuses copies d'une région particulière de l'ADN. Cette région d'ADN peut être 

tout ce qui intéresse l'expérimentateur. Il peut s'agir d'un gène ou d'un marqueur génétique qu’on 

souhaite comprendre la fonction. 

En règle générale, l’objectif de la PCR est de produire suffisamment de région d’ADN cible 

pour qu’elle puisse être analysée ou utilisée d’une autre manière. Par exemple, l'ADN amplifié 

par PCR peut être envoyé pour séquençage, visualisé par électrophorèse sur gel ou cloné dans 

un plasmide pour des expériences ultérieures. 

La PCR est utilisée dans de nombreux domaines de la biologie et de la médecine, notamment 

la recherche en biologie moléculaire, le diagnostic médical et même certaines branches de 

l'écologie. 

Actuellement, l’utilisation des outils bio-informatiques devient indispensable pour de 

nombreuses techniques de biologie moléculaire et de génie génétique. 

1. La réaction en chaine par polymérase in silico 

 

L'objectif de la PCR in silico est de fournir une méthode simple pour obtenir des résultats 

théoriques prometteurs de PCR à partir de l’ADN (génome bactérienne, des plasmides 

facultatifs lorsqu'ils sont disponibles). 

Il existe plusieurs outils en Web qui permettent de réaliser une réaction de PCR in silico. Par 

exemple nous citons le site insilico.ehu.eus. Ce dernier a été développé par une équipe de 

chercheur de l’université de du Pays Basque. 
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Figure 9 : Interface de l’outil insilico.ehu.eus 

 

Ce site Web dispose de nombreux applications et logiciels qui aident à effectuer des analyses 

exhaustives sur le génome procaryote à savoir, PCR-RLFP, ALFP-PCR, recherche des ORFs, 

des alignement multiples… 

 

La réaction in silico de PCR nécessite certains éléments comme le couple d’amorces et surtout 

l’ADN matrice : 

 

 La matrice d'ADN : correspond à l'ADN bactérien séquencé sélectionné dans le 

formulaire et le plasmide peut être inclus dans l'expérience s'il est disponible. 

 

Sélectionnez le genre sur la page principale du PCR et l'espèce ou la souche sur le formulaire 

correspondant. 

 

Dans l'expérience, l'ADN chromosomique bactérien sera considéré comme circulaire à moins 

qu'il ne soit linéaire (pe Agrobacterium tumefaciens , chromosome linéaire). Les plasmides 

seront toujours considérés comme circulaires. 

 

 Les amorces : au cours des essais in silico, deux amorces peuvent être utilisées, doivent 

être introduites dans le sens 5'-3', et l'amplification théorique considérera toutes les 

combinaisons possibles qui permettent l'amplification (amorce 1 vers amorce 1, amorce 

2 vers amorce 2, amorce 1 vers amorce 2 et amorce 2 vers amorce 1). 
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Dans tous les cas, on considérera que les amorces ont été conçues correctement, de sorte qu'elles 

ne formeront pas de dimères, d'épingles à cheveux ou tout autre résultat aberrant. 

 

Les longueurs d'amplicons peuvent atteindre 10 000 pb et peuvent être personnalisées. Nous 

avons supposé 3 000 pb comme valeur par défaut. La longueur sélectionnée comprend les 

amorces. 

 

Les amorces utilisées dans cette réaction de PCR ont été conçues par un autre outil disponible 

et accessible via le net, Preimer3 (https://primer3.ut.ee/). 

 

 

Figure 10 : Interface du Primer3 

En effet, le choix d’amorces conditionne le bon déroulement de réaction de PCR, la raison pour 

laquelle, le couple d’amorces sélectionné pour la réaction doit remplir certains critères. 

La définition et la synthèse d'amorces nécessitent généralement de connaître la séquence du 

fragment que l'on souhaite amplifier. 

A partir des séquences d’amorces disponibles, il est nécessaire de déterminer la séquence 

nucléotidique à partir de laquelle la polymérase peut synthétiser un nouveau brin d'ADN. 

Les règles de base pour choisir un pair d’amorces sont : 

 

- Les 2 amorces doivent être complémentaires à un brin d'ADN existant. 

 

- Dans la direction « correcte » pour permettre la synthèse d'ADN de 5' à 3'. 

 

- Les températures d'appariement des deux oligonucléotides doivent être similaires ou 

identiques. 

- Contiennent d'environ 50% de GC. 
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La longueur des amorces utilisées pour la PCR est généralement de 17 à 25 pb, selon 

l'application définie. 

Les amorces sont obtenues par synthèse chimique à la demande, c'est-à-dire dans un ordre 

déterminé par l'expérimentateur. 

 

 

2. L’ADN polymorphe amplifié au hasard (Random Amplified Polymorphic DNA) 

La technique de RAPD est utilisée le plus souvent pour étudier la relation 

phylogénétique entre les espèces animales et végétales. 

Il s'agit de l'une des technologies les plus polyvalentes depuis son développement en 1990. 

 

Il est très pratique et rapide, nécessite très peu d'ADN qui n'a pas besoin d'être très pur, ne 

nécessite aucune connaissance des informations de séquence antérieures et de nombreux 

organismes peuvent être analysés rapidement et facilement distingué en même temps. 

L'ADN polymorphe amplifié aléatoirement (RAPD) est une technique basée sur la PCR qui 

utilise des amorces arbitraires pour amplifier l'ADN en se liant à des sites non spécifiques de 

l’ADN. Lorsque ces fragments amplifiés sont transférés sur un gel d’agarose, des différences 

dans les modèles de bandes sont observées. 

RAPD est une technique au cours de laquelle est un fragment d'ADN amplifié par PCR à l'aide 

d'amorces synthétiques courtes (généralement 10 pb) avec des séquences aléatoires. 

Ces oligonucléotides fonctionnent à la fois comme amorces directes et inverses et peuvent 

généralement amplifier simultanément des fragments de 1 à 10 sites génomiques. 

Les fragments amplifiés, généralement de taille 0,5 à 5 kb, sont séparés par électrophorèse dans 

des gels d'agarose et des polymorphismes, par exemple la présence ou l'absence de bandes d'une 

taille particulière, sont détectés après coloration au bromure d'Ethidium. 

Bien que l’on pense que ces polymorphismes sont principalement dus à des variations dans les 

sites d’hybridation des amorces, ils peuvent également résulter de différences dans la longueur 

des séquences amplifiées entre les sites d’hybridation. 

Le principal avantage du RAPD est que le test est rapide et simple. 

 

Puisqu’il s’agit d’une PCR, seule une petite quantité d’ADN matrice est requise. 
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Des amorces aléatoires sont disponibles dans le commerce, donc aucune donnée de séquence 

n’est requise pour la conception des amorces. 

Les marqueurs moléculaires basés sur le polymorphisme de l’ADN ont montré une grande 

aptitude à décrire la variabilité génétique ainsi que sa répartition au sein des populations grâce 

à l’utilisation des outils avancés de bio-informatique qui peuvent jouer un rôle important dans 

la découverte et l'analyse des marqueurs moléculaires. Parmi les outils informatiques utilisés 

pour identifier différents marqueurs génétiques, nous abordons ici ceux qui servent à analyser 

les données des images de gel et comparent les modèles d'ADN résultant d'expériences avec des 

marqueurs génétiques moléculaires et génère également des arbres phylogénétiques 

GelJ un des logiciels les plus utilisés par les chercheurs et les étudiants travaillant en biologie 

moléculaire et en génétique car il est gratuit, open source, facile à utiliser, possède une interface 

utilisateur graphique conviviale. 

GelJ est une application pour l'analyse d'empreintes génétiques sur gel 1D. Il peut être exécuté 

sous Windows, GNU/Linux et Mac OS X. La seule exigence est l'installation de Java 7 ou 

supérieur. Il n’y a aucune exigence matérielle particulière pour exécuter GelJ. 

Avant de commencer à expliquer les fonctionnalités de GelJ, nous devons préciser trois notions 

de base pour procéder à l’analyse de données par ce logiciel : Etude, Expérimentation, 

Comparaison. 

a.  L’étude : contient toutes les informations nécessaires pour estimer les relations entre 

les échantillons issus d'expériences biologiques. Une étude se compose d'entrées 

correspondant aux organismes individuels étudiés. Chaque étude est identifiée par un 

identifiant unique et des informations complémentaires attribuées par l'utilisateur. 

 

b. L’expérience : représente des informations numériques liées aux expériences 

biologiques réalisées pour estimer les relations entre les échantillons. 

L'expérience vient toujours de l’étude. L'ajout d'une expérience à votre étude implique 

plusieurs étapes (voir la section ‘Analyse d'image’). 

 

c. Une comparaison permet à l'utilisateur de comparer les pistes d'expérimentations. Une 

comparaison permet à l'utilisateur de calculer et afficher des dendrogrammes et générer 

des matrices de similarité. Une comparaison vit toujours d'une étude, et les voies de cette 

comparaison appartiennent à l'expérience d’une telle étude. 
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L'unité d'information principale de GelJ s'appelle une étude. Une étude contiendra des 

expériences et des comparaisons. La fenêtre principale de GelJ permet à l'utilisateur de gérer 

ses études. 

Au lancement initial du logiciel, la majorité des fonctionnalités demeurent inactives lorsqu'une fenêtre 

GelJ est ouverte et ne s'activent qu'à leur utilisation. La seule option accessible à ce moment-là est celle 

de créer une nouvelle étude. 

 

 

Figure 11 : Interface du logiciel GelJ. 

 

La première étape dans l’analyse d'images de sélectionner l’image à analyser. 

 

Une fois l'image ouverte, il y a 4 étapes principales pour analyser l'image : le prétraitement, la 

détection de trajectoire, la détection de bande et la normalisation. 

 Prétraitement : Dans cette étape, l'utilisateur peut prétraiter l'image avec différentes 

options.
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 Détection de trajectoire : 

Dans un premier temps, l'utilisateur doit indiquer si le fond de l'image est sombre ou 

clair. Ces informations seront utilisées pour détecter automatiquement les voies de 

l'image. Ensuite, L'utilisateur peut ajuster la position, l'épaisseur et la forme des voies 

en sélectionnant simplement une voie puis en interagissant avec elle dans l'image.

 Détection de bandes : 

Cette étape permet à l'utilisateur de sélectionner une bande d'image. Depuis cette fenêtre, 

l'utilisateur peut fixer un seuil pour chaque voie de l'image. Cela fournit un meilleur 

ajustement plus fin pour localiser automatiquement les bandes que le seuil global.

 Normalisation : Dans cette étape, l'utilisateur peut normaliser l'image à l'aide des 

trajectoires de référence.

Une fois qu'une expérience est créée ou importée, elle est ajoutée au panneau « Expériences » 

du fenêtre principale de GelJ. 

 

Figure 12 : L’ajout des informations aux voies de l’image. 

 

Dans la fenêtre principale, les utilisateurs peuvent ajouter des informations sur chaque voie de 

l'expérience par la sélection de l'un des chemins (les images associées à l'expérience seront 

affichées dans le panneau inférieur droit, et dans ces images, la voie sélectionné sera mis en 
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surbrillance pour aider l'utilisateur à identifier le chemin), puis la saisie des informations telles 

que dans une feuille de calcul. 

La recherche de similarités entre les différentes bandes lorsque ce bouton est enfoncé, la fenêtre 

suivante apparaît : 

Cette option permet à l'utilisateur de rechercher des voies similaires à la voie sélectionnée. 

 

 Comparaison : une fois qu'une expérience est ajoutée à l'étude, le panneau de 

comparaison est activé et la fonctionnalité permettant de gérer les comparaisons est 

activée, ce qui permet à l'utilisateur de créer une nouvelle comparaison générant comme 

résultat un dendrogramme. Lorsque cette option est sélectionnée, l'assistant « New 

comparaison » apparaît et guide l'utilisateur dans la création de la comparaison.

 

Figure 13 : Normalisation des voies de comparaison 

Au cours de cette étape, l'utilisateur peut sélectionner les expériences contenant les voies qui 

seront incluses dans la comparaison. L'utilisateur peut choisir si les marqueurs des expériences 

sont inclus et sélectionner les voies qui seront incluses dans la comparaison. 

Enfin, l'utilisateur peut configurer la manière dont le dendrogramme est généré, choisissant ainsi 

une méthode de construction convenable : 

 Méthode de similarité

-Méthodes basées sur les bandes : Dice, Jaccard, Ochiai et Jeffrey's X. 
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-Méthodes basées sur les courbes : coefficient de Pearson, corrélation cosinus, distance 

euclidienne et distance de Manhattan. 

 Liaison (linkage) : UPGMA, UPGMC, liaison simple, Ward. 

Une fois toutes ces options configurées, un dendrogramme est généré.

 

Figure 14 : Résultats sous forme de Dendrogramme et d’un Image. 

 

 

3. La technique de MLST (Multi-Locus Sequence Typing) 

Comprendre le contexte évolutif des isolats bactériens a des applications dans un large éventail 

d'études. Cependant, établir une phylogénie précise des espèces reste un défi. 

L’utilisation de l’ADNr 16S pour l’identification des espèces reste très populaire malgré sa 

faible résolution au niveau des espèces en raison de la conservation élevée des séquences. 

La méthode est basée sur le séquençage d’un ensemble de fragments d’ADN, amplifiés par 

PCR, provenant d’autant de gènes de ménage qui codent pour des protéines essentielles chez 

les bactéries. Ces séquences se caractérisent par leur stabilité dans le temps et par leur 

polymorphisme suffisant pour distinguer les souches les unes des autres. 

Ce pendent, l'analyse de séquences multilocus (MLST) par typage est entravée par les étapes 

manuelles intensives en aval du traitement des fichiers de données de séquence brutes d’où la 

nécessité d’utiliser des outils informatiques pour l'édition et l'analyse des séquences d'ADN afin 

de réduire considérablement le temps nécessaire au traitement des données. 

La plateforme autoMLST a été développé pour fournir un outil rapide en un clic pour simplifier 

ce flux de travail sur : https://automlst.ziemertlab.com. Il permet de réaliser des analyses 

phylogénétiques rigoureuses plus rapides. 

https://automlst.ziemertlab.com/
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Figure 15 : Interface du Plateforme autoMLST 

La première étape pour réaliser une analyse par l’outil autoMLST, l’utilisateur doit choisir le 

flux du travail selon deux modes : 

A. Le mode placement : les séquences soumises par l'utilisateur sont automatiquement 

ajoutées à l'arbre de référence sélectionné par l'utilisateur. 

 

Figure 16 : Etapes de MLST selon le mode de placement 
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1. Comme illustré dans la figure 8, l’utilisateur doit Sélectionnez l'arbre de référence 

auquel les séquences téléchargées seront ajoutées. Par défaut, autoMLST tentera de 

détecter lui-même le genre le plus proche. 

2. Récupérez la séquence sur le portail NCBI en fonction de son numéro d'accession, puis 

téléchargez un ou plusieurs fichiers de séquence dans l'un des formats acceptés, c'est-à- 

dire le format FASTA ou Genbank, et chaque fichier doit contenir le génome d'une seule 

espèce. 

3. Un maximum de 50 séquences peut être ajouté à l'arbre. 

4. Plusieurs options supplémentaires pour enregistrer les résultats des tâches et être 

informé de l'état des tâches sont disponibles, telle que la saisie de l’email et l’attribution 

d’un titre au travail. 

 

B. Le mode de novo : l’utilisateur peut choisir subtilement des espèces supplémentaires 

pour construire l’arbre et sélectionner les gènes à utiliser pour le MLST. 

 

Dans ce mode, l’utilisateur doit ignorer la sélection manuelle des organismes pour la 

construction de l'arbre (étape 2) ou des gènes à aligner (étape 3) et procéder 

automatiquement avec les 50 meilleurs organismes ou les 100 meilleurs gènes lorsqu'ils 

sont trouvés, ensuite, la sélection de l’option ModelFinder a permis de trouver le modèle 

optimal pour la construction d'arbres. 

 

La soumission des séquences pour construire l’arbre se fait via la récupération d’une 

séquence par son numéro d’accès au niveau de NCBI ou le téléchargement un ou 

plusieurs fichiers de séquence. Sous un format acceptable (FASTA, Genbank, EMBL) 

 

Par défaut, autoMLST sélectionne toutes les séquences soumises par l'utilisateur et les 

organismes les plus proches qu'il détecte pour continuer, jusqu'à un total de 50. Les 

utilisateurs peuvent ajouter des organismes de la liste d'organismes à cette sélection ou 

les supprimer. 
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Figure 17 : Etapes de MLST selon le mode de novo 

 

 

Un maximum de 50 organismes sera utilisé pour la construction d’arbres ; les espèces 

supplémentaires dépassant ce nombre ne seront pas utilisées. Les séquences dépassant cette 

limite sont surlignées en rouge. 

Un tableau des organismes les plus proches de leurs séquences soumises, tel que 

déterminé par une estimation de (ANI) l'identité moyenne des nucléotides. (Le tableau est trié 

par défaut par ANI le plus élevé). 
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En fonction du flux de travail sélectionné et des choix de l'utilisateur, un arbre généré 

à partir d'un alignement de séquences multi-locus, un arbre coalescent ou un arbre généré par 

l'ajout de séquences utilisateur à un arbre de référence est présenté à l'utilisateur. 

Les séquences soumises par l'utilisateur sont préfixées par l'abréviation « QS » ; leurs nœuds 

respectifs sont colorés en bleu. 

Les groupes externes sont préfixés par l'abréviation « OG » ; leurs nœuds respectifs sont colorés 

en rouge. 

Les souches types sont préfixées par l'abréviation « TS » ; leurs nœuds respectifs sont colorés 

en vert. 

Il est également possible de rechercher des organismes dans l'arbre ; les organismes 

correspondant au terme de recherche sont affichés avec une taille de police plus grande. 

Plusieurs détails concernant la visualisation de l'arborescence peuvent être modifiés par 

l'utilisateur. 

Après la construction de l’arbre, l’utilisateur peut le télécharger sous différents formats, par 

exemple : le format Newick (sans couleurs), l'arbre au format. svg (avec couleurs). De plus, il 

peut récupérer un fichier compressé contenant les alignements à partir desquels il est construit 

la liste des gènes utilisés dans l'analyse MLST et la liste des organismes pour lesquels la liste 

complète des ANI a été estimée entre leurs organismes et les organismes de référence. 
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Figure 18 : Dendrogramme construit par autoMLST 



 

 

 

 

 

 

Partie III : Les outils de la 

bio-informatique 
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1. Banques de données biologiques 

 

La recherche d'informations biologiques via le Net est contemporaine. Sans une approche structurée, les 

chercheurs d'informations peuvent se sentir perdus dans cette toile d'araignée géante. Il en résulte que 

l'utilisation de méthodes organisées et structurées pour la recherche est devenue essentielle. Cela peut vous 

faire économiser énormément de temps tout en vous permettant d'entreprendre des recherches plus 

spécifiques. 

En bio-informatique, une base de données biologique peut contenir des informations sur les 

protéines, de même, elle peut contenir des informations sur les gènes, les plasmides…etc. 

Il existe actuellement une variété de bases de données biologique disponibles comme référence. 
 

 

1.1. Les bases de données et les banques de données biologiques 

Ces bases fournissent une fiche descriptive pour une séquence d’acide nucléique ou de protéine 

(AND, ADNc, ARN, protéine). Ces fiches sont appelées ‘’Entrées’’. 

Une banque de données est une base de données (car c'est un tableau structuré), mais elle 

contient des informations biologiques hétérogènes (virus, bactéries, champignons, plantes, 

animaux), alors qu'une base de données est plus spécialisée (base de données spécifique aux 

bactéries : Bacillus, E. coli, etc.). 

Bases de données biologiques 

Banques généralistes Bases spécialisées 

Banques génomiques Banques protéiques 
 

UniProt 

 

 

 

 

DDBJ 

Genbank 

EMBL 
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1.1.1. Les bases de données biologiques 

 Base de donnés MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System 

Online) : est une base de données bibliographiques, gérée par la bibliothèque nationale 

américaine (United States National Library of Medicine) qui couvre tous les domaines 

biomédicaux de l'année 1966 à nos jours. 

Plus de 21 millions de références issues de plus 5 000 périodiques, principalement en langue 

anglaise sont disponibles en octobre 2014. 

 Base de données PDB (Protein Data Bank) 

 

C’est une base de données de structure 3D des protéines, elle compile des agrégats 

moléculaires (protéines, ADN, ARN…) dont les structures sont connues. Au 18 février 2021, 

le PDB contient 174 826 entrées, toutes avec un code à quatre chiffres (un chiffre suivi de trois 

caractères alphanumériques ; par exemple, le code 1MBC, fait référence à la structure de la 

myoglobine). 

Pour connaître la structure 3D d'une molécule, c'est-à-dire la position de ses atomes dans 

l'espace, nous utilisons des techniques expérimentales telles que la diffraction des rayons X, la 

diffraction des neutrons, la résonance magnétique nucléaire (RMN) ou la microscopie 

électronique. 

1.2. Les banques de données  

Une banque de données biologique, est une base de données généraliste. Elle regroupe des 

informations sur de nombreuses espèces et de nombreuses molécules. Leur utilisation touche 

plusieurs domaines et correspond à des ensembles de données complets contenant des 

informations hétérogènes. 

Il faut savoir qu'il existe des banques de données nucléiques et une banque de données 

protéiques. 

1.2.1. Les banques de données nucléiques 

 GenBank 

La banque de données GenBank qui est hébergée au portail NCBI, est une banque universelle 

contenant toutes les séquences nucléiques, quelle que soit leur nature (ADN génomique, 

ARN messager, ADN plasmidique, etc.). Des séquences de plus de 100 000 organismes 

différents produites dans des laboratoires du monde entier sont régulièrement soumises au 

NCBI (National Center for Biotechnology Information). Par conséquent, GenBank connaît 
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une croissance exponentielle, doublant sa taille tous les 10 mois. Pour y accéder nous 

utilisons l’URL suivant : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/. 

 

 

 

Figure 19 : L’interface de la banque de données GenBank. 

 EMBL 

La banque nucléique EMBL de EMBO (Europen Moleculary Biology Organization) : 

EMBL Bank est établi et gérée à l'Institut européen de bio- 

informatique (EBI)(https://www.ebi.ac.uk/.) près de Cambridge, au Royaume-Uni. 

En 12 mois, la taille est passée d'environ 6,7 millions d'entrées contenant 8,255 milliards de 

nucléotides (version 63, juin 2000) à plus de 12 millions d'entrées et 12,82 milliards de 

nucléotides (version 67, juin 2001). 

Au cours de la même période, le nombre d'organismes inclus dans la base de données a 

augmenté de plus de 30 % pour atteindre plus de 75 000 espèces. (Source NCBI, consulté le 

08/02/2023 : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC99098/). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.ebi.ac.uk/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC99098/
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Figure 20 : L’interface de banque de données EMBL 

 

 DDBJ 

La banque de données DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp) est une banque de séquences 

nucléotidiques hébergée au Japan et créée par l'institut national de génétique (NIG). 

La DDBJ a publié un total de 11909516 entrées WGS (1694 génomes), 1505087 entrées 

contig/construites (CON), 1313171 entrées TSA (18 projets), 786 entrées TPA, 6374 entrées 

TPA-WGS (un génome) et 1272 entrées TPA-CON au 27 mai 2016. (Source NCBI : 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5210514/#B1). 

 

 

 

Figure 21 : L’interface de la banque de données DDBJ. 

http://www.ddbj.nig.ac.jp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5210514/#B1
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1.2.2. Les banques de données protéiques 

La traduction des gènes d’ADN donne des protéines ayant différentes fonctions, ces 

biomolécules possèdent des structures des propriétés importantes, les chercheurs du monde les 

caractérisent et les mettent sur des banques de données seulement pour les protéines, ici en cite 

quelques une les plus connues. 

UniProt : est une banque de données des séquences protéiques accessible en ligne, fournie des 

données robustes, complètes sur les séquences protéiques et les annotations fonctionnelles. 

Cette banque de données est régulièrement mise à jour et combine les données de deux bases 

de données : Swiss-Prot et TrEMBL. 

Le consortium UniProt est une collaboration entre l'Institut européen de bio-informatique (EBI), 

l'institut suisse de bio-informatique (SIB). UniProt comprend de quatre composants principaux, 

où chacun est optimisé pour un objectif différent. Base de connaissances UniProt, clusters de 

référence UniProt (UniRef), archives UniProt (UniParc) et base de données de séquences 

métagénomiques et environnementales UniProt (UniMES). 

Elle est mise à jour chaque trois semaines. 

 

Les activités clés de cette banque de données comprennent : 

 

 La conservation manuelle des séquences de protéines à l'aide d'une analyse 

informatique. 

 L’archivage des séquences. 

 L'élaboration d'un site web UniProt intuitif et la mise à disposition d'informations 

enrichissantes par le biais de références diffusées avec d'autres bases de données. 
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Figure 22 : Interface de la banque de données protéiques UniProt. 

 

1.2.3. Les bases de données spécialisées 

 

Nom Site Description 

ENZYME https://enzyme.expasy.org/ La base de données ‘ENZYME’ est un 

référentiel d'informations relatives à la 

nomenclature des enzymes, les 

réactions et les classifications 

Enzymatiques. 

PFAM 

d’InterPro 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/ La base de données ‘InterPro’ est une 

ressource qui permet l'analyse 

fonctionnelle des séquences protéiques 

en les classant en familles et en 

prédisant la présence de domaines et 

d'emplacements importants. 

Prosite https://prosite.expasy.org/ La base de données ‘PROSITE’ peut 

être considérée comme un dictionnaire 

qui recense des motifs protéiques ayant 

une signification biologique. 

UniLectin https://unilectin.unige.ch/ La base de données ‘UniLectin’ pour 

les protéines, appelées Lectines ou 

agglutinines qui sont des 

https://enzyme.expasy.org/
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
https://prosite.expasy.org/
https://unilectin.unige.ch/
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  molécules de reconnaissance et 

d’adhésion cellulaire. 

BRENDA https://www.brenda-enzymes.org/ Spécifique aux  enzymes, leurs 

propriétés et la prédiction de leurs 

mécanismes de fonction. 

 

1.2.4. La structure d’une entrée des banques de données 

Le résultat d’une recherche ou une interrogation sur une banque de données est appelé une 

‘’Entrée’’, cette dernière est une fiche descriptive comportant toutes les informations 

nécessaires sur la séquence génomique ou protéique recherchée de façon de présentation 

différentes entre les banques de données, la recherche s’effectue en utilisant des mots clés en 

anglais. 

 Entrée de la banque ‘NUCLEOTIDE’ (GenBank) 

 

Avant de lancer une requête, il faut aller au menu déroulant (flèche rouge) pour choisir la 

banque NUCLEOTIDE, puis insérer le nom ou le numéro d’accession de la séquence cible. 

 

Il y aura l’apparition d’une entrée comporte un ensemble des mots (champs) qui ont les 

significations suivantes les éléments suivants : 

- Locus : code d’accession du gène dans la figure est MT553101, la taille : 734 bp, type 

ADN ou ARN (ici c’est un ADN), 

- La date de publication : 08- JUN-2020. 

- Définition : le nom du gène. 

https://www.brenda-enzymes.org/
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- Source : l’organisme source du gène, leur classification taxonomique. 

- Authors : les auteurs qui fournissent ce travail et leurs affiliations. 

- Origin: la séquence du gène sous format GenBank. 
 

Figure 23 : Structure d’une entrée de la banque Nucleotide (GenBank). 

 

Remarque : le mot FASTA en bleu représente un autre format de la séquence en mode texte 

sans numérotation. 
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Figure 24 : Format FASTA d’une séquence nucléique 

 

 Entrée de la banque EMBL 

- Après avoir accéder à la banque EMBL (URL : https://www.ebi.ac.uk/). 

- Une fenêtre est apparue, elle représente l’interface générale de la banque. 

- Dans la banque, on peut faire des recherches et importer des données, et aussi 

soumissionner de nouvelles séquences nucléiques. 

- Il est important d’utiliser des mots clés et l’un des opérateurs booléens (AND, OR, 

NOT) au moment de recherche pour mieux cibler le résultat de requête. 

https://www.ebi.ac.uk/
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Exemple sur un résultat de recherche sur EMBL : 

- Dans la case de recherche, nous écrivons la requête suivante : ‘’Alkaline Phosphatase 

AND homo sapiens’’. 

- En choisissant ‘’Nucleotides sequences’’, puis on lance la recherche. 

- Le résultat apparu montre qu’il y aura 271 séquences nucléotidiques pour cette 

enzyme. 

 

 

 

Pour obtenir le résultat de recherche, nous devons cliquer sur le code ‘’X53750’’, ensuite, il 

faudra aller à droite et cliquer sur EMBL : 
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Dans l’entrée la banque de données EMBL, les code à deux lettres, situés dans la partie gauche 

sont dénommés, Etiquettes, ces dernières ont les significations suivantes : 

ID : identifiant ou le code d’accession avec la taille, la nature de la séquence et sa source 

biologique. 

AC : le numéro d’accession (équivalent au champ locus dans l’entrée de la banque GenBank). 

XX : ligne vide 

DE : définition. 

 

OS : organisme source. 

 

OC : organisme classification. 

 

FT : caractéristiques de la séquence 

SQ : séquence du gène. 
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2. Alignement des séquences biologiques (séquences génomiques et protéiques) 

L’alignement est le processus par lequel deux séquences sont comparées afin d'obtenir le 

plus de correspondances possibles entre les lettres qui les composent. Il permet de 

déterminer le degré de similitude ou identité entre ces séquences. Néanmoins, Comparer des 

séquences biologiques ainsi que leur alignement nécessite la mise en œuvre de procédures 

informatiques et de modélisation biologique pour pouvoir quantifier la notion de similarité. 

Une similarité entre les séquences alignées indique une fonction biologique proche et une 

origine commune. 

L’alignement des séquences a pour objectif de découvrir des régions fonctionnelles afin de 

déterminer la fonction et la structure d'une séquence ou étudier le lien évolutif 

à l'échelle moléculaire pour établir une étude phylogénétique des espèces. 

 

En effet, il existe différents type d’alignement : 

 

- Alignement global : aligner deux séquences sur toute leur longueur. Cela permet de 

déterminer à quel point deux séquences sont similaires. 

 

 Alignement multiple : alignement appliqué à plusieurs séquences à la fois. Il permet 

de rechercher des motifs conservés, de prédire des structures, de réaliser des études 

phylogénétiques. 

 Alignement local : comparer deux séquences seulement sur une partie (blocs) de leur 

longueur. Il permet de comparer une chaîne inconnue avec une série de chaînes 

connues. 

 Alignement paire : correspond à la comparaison de deux séquences seulement. 

 

 

Un alignement repose essentiellement sur une entité numérique appelée le score (s) qu’on 

attribue à chaque paire de nucléotides des deux séquences à aligner. Lors d’une 

comparaison, ce score prend la valeur 1lorsque les deux nucléotides des deux séquences 

sont identiques et la valeur 0 s’ils ne sont pas. 
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Le score global (S) d’alignement correspond à la somme des scores élémentaires (s) 
 

 

 

Exemple : 

 

Séquence S1 G A A T - G G C C G 

 │ │ * │ * │ │ │ │ │ 

Séquence S2 G A - T T C G C - G 

Score élémentaire (s) 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

Donc le score global de cette comparaison est égal à la somme des scores élémentaires 

(1+1+0+1+0+0+1+1+0+0) = 5 

 

 

En bio-informatique, nous utilisons différentes matrices et méthodes pour réaliser un alignement 

entre les séquences 

 

 

2.1. Les méthodes d’alignements des séquences nucléiques et protéiques 

 

Ce sont des méthodes qui prennent en considération la séquence de façon entière et 

aboutissent à une comparaison globale de la première séquence avec la deuxième. 

2.1.1. Dotplot 

Le dotplot est l'une des méthodes les plus anciennes pour comparer deux séquences 

Le principe de cette méthode est basé sur la comparaison de fenêtres de longueur fixe que l'on 

déplace le long des séquences. 

Les diagonales représentent chacun une séquence et lui-même montre une comparaison de ces 

deux séquences par un score calculé pour chaque position de la séquence. Si une fenêtre de taille 

fixe sur une séquence (un axe) correspond à l'autre séquence, un point est dessiné sur le plan. 

La ressemblance des séquences est "lue" dans les diagonales. 
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Figure 25 : Représentation graphique des points communs entre les séquences selon la méthode 
de Dotplot. 

 

Pour réaliser un alignement entre 2 séquences par la méthode de Dotplot 

Nous utilisons le logiciel de Dotlet JS interactif qui est disponible sur le site : 

https://myhits.sib.swiss/cgi-bin/dotlet 
 

 

 

Il suffit d’insérer les deux séquences pour obtenir le résultat suivant : 

https://myhits.sib.swiss/cgi-bin/dotlet
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2.1.2. L’alignement par programmation dynamique (Needleman et Wunsch) 

La comparaison de deux séquences A et B (formés des lettres A, C,G,T) est possible grâce à 

l’algorithme de Needleman Wunsch datant de 1969. Cet algorithme permet de réaliser un 

alignement global entre deux séquences nucléiques. Son expression est de la forme : 

Nous pouvons abouti à séquence optimale par l’algorithme ci-dessous. Nous commençons à 

parcourir la dernière ligne, puis la dernière colonne de la matrice, et pour chaque ligne colonne 

après colonne (en partant de la dernière). L’expression de cet algorithme est : 

 

La similarité entre deux séquences est égale à la valeur S(1,1) et l'alignement est un graphe 

d'origine S(1,1) et parcourt la matrice croissante i et j pour trouver le voisin maximum de 

l'élément. 

Dans l’exemple suivant, nous désirons calculer un alignement global des deux séquences 

suivantes de taille m et n respectivement : 

S1 = GAATGGCCGC m=10 et S2 = GATTGGCGC n=9 (S1 à position S1 horizontale et S2 à 

la verticale de la matrice). 
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-La première étape consiste à calculer la matrice initiale en affectant la valeur 1 en cas d’identité 

entre deux nucléotides et la valeur 0 au cas contraire. 

 

 G A A T G G C C G C 

G 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 

A 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

T 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

T 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 

G 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 

G 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 

C 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 

G 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 

C 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 

-Dans la deuxième étape, nous calculons la matrice transformée dans laquelle la 1ère ligne et la 

1ère colonne seront initialisées à zéro : 

  G A A T G G C C G C 

 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G 0           

A 0           

T 0           

T 0           

G 0           

G 0           

C 0           

G 0           

C 0           

-L’étape suivante correspond à l’exécution de l’algorithme de Needleman Wunsch pour remplir 

les cases, on obtient alors le tableau suivant : 

 

  G A A T G G C C G C 

 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

A 0 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

T 0 1 2 2 3 3 3 3 3 3 3 

T 0 1 2 2 3 3 3 3 3 3 3 

G 0 1 2 2 3 4 4 4 4 4 4 

G 0 1 2 2 3 4 5 5 5 5 5 

C 0 1 2 2 3 4 5 6 6 6 6 

G 0 1 2 2 3 4 5 6 6 6 6 

C 0 1 2 2 3 4 5 6 7 7 8 
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On va parcours alors du graphe en partant de la case maximale qui comporte le plus haut score 

calculé (ici s=8) jusqu’au score le plus petit (s=1). 

 

  G A A T G G C C G C 

 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

G 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

A 0 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

T 0 1 2 2 3 3 3 3 3 3 3 

T 0 1 2 2 3 3 3 3 3 3 3 

G 0 1 2 2 3 4 4 4 4 4 4 

G 0 1 2 2 3 4 5 5 5 5 5 

C 0 1 2 2 3 4 5 6 6 6 6 

G 0 1 2 2 3 4 5 6 6 6 6 

C 0 1 2 2 3 4 5 6 7 7 8 

Dans la dernière étape, nous allons calculer le score global et le pourcentage d’identité 

 

Séquence S1 G A A T - G G C C G - C 

 │ │ * │ * │ │ │ │ │ *    

Séquence S2 G A - T T G G C - G G C 

• Le score global de cet alignement est de 9. 

• Le pourcentage de l’identité entre les deux séquences S1 et S2 est égal à 75% 

• (%id = (9/12) *100= 75%) 

D’après le résultat de cet alignement, un Gap (InDel) a été retrouvé entre les nucléotides A et T 

de la séquence 2, ce qui signifie qu'à ce moment-là, la séquence S2 a subi une mutation par 

délétion dans laquelle le nucléotide A a été perdu au cours de l’évolution pour l’adaptation. En 

même temps, il est conservé dans la séquence S1 (à la 3ème position), de même, on peut supposer 

que c'est la séquence S1 qui a subi une mutation par l'insertion du nucléotide A en raison 

de besoins adaptatifs. Dans un cas ou un autre, une des deux séquences a été mutée 

(par insertion ou délétion). Le constat concerne les deux Gaps en 5ème et 1ème position. 

 

2.1.3. L’alignement des séquences protéiques 

En effet, les systèmes nucléiques basés sur l'identité ne conviennent pas dans le cas des systèmes 

protéiques. Cela est dû au fait que certains acides aminés peuvent être remplacés par d’autres 
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acides aminés (notamment en raison de leurs propriétés physico-chimiques) sans modifier le 

rôle biologique et la fonction de la protéine. 

Tenant compte tout d’abord que les matrices protéiques utilisées pour réaliser des alignements 

sont totalement différentes de celles des acides nucléiques, en raison des ressemblances entre 

acides aminés. Ces ressemblances sont de plusieurs types : - de même charge - hydrophiles / 

hydrophobes - type de groupement latéral : polaire (groupe I), polaire non chargé (groupe II), 

chargé (groupe III). 

Les matrices les plus utilisées et reconnues comme les plus performantes sont : la matrice PAM 

(Dayhoff 1978) et la matrice BLOSUM (Henikoff et Henikoff 1992). 

 La matrice PAM 250 

Crée par Margareth Dayhoff en 1970. Elle provient d’un alignement à la main de 3000 protéines 

regroupées en 71 familles avec un total de 1600 mutations et les séquences d'une même famille 

ont au maximum 15% de différence, afin de déterminer les mutations les plus fréquentes d’un 

acide aminé à un autre. 

La matrice obtenue, PAM1, (respectivement PAM250), est construite en considérant que la 

probabilité d’une mutation est de 1 pour 1000 acides aminés. on obtient une matrice XPAM en 

la multipliant par elle-même. Les matrices de type PAM résultent d'un alignement global de 

protéines voisines et représentent un remplacement possible et acceptable d'un acide aminé avec 

un autre au cours de l'évolution des protéines. 
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Figure 26 : La matrice PAM 250 

 

 

 La matrice BLUSOM 62 Henikoff et Henikoff (1992) 

 

 

Cette matrice a été élaborée en examinant les substitutions d'acides aminés dans des blocs qui représentent 

des alignements multiples de segments de séquences sans Gaps, ainsi que dans les zones les plus 

conservées des familles de protéines. Ces auteurs ont utilisé plus d'une centaine de familles de protéines 

pour un nombre total de blocs supérieur à 2000. Les hypothèses de calcul de la matrice sont identiques à 

celles de calcul du PAM. 

De nombreux programmes d'alignement des séquences adoptent les matrices de substitution et 

offre un choix pour leur utilisation. La plupart des programmes d'alignement ou de similarité de 

séquences qui utilisent des matrices de substitution offrent le choix pour cette dernière matrice. 
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Les matrices choisies sont PAM et BLOSUM, considérées comme les plus efficaces. Rappelons 

que pour ces deux derniers, les PAM sont tous deux extraits de 1PAM tandis que pour chaque 

BLOSUM%, tous les blocs sont réorganisés par pourcentage. 

 

Figure 27 : La matrice BLOSUM 62 

 

Dans l’exemple suivant, nous allons appliquer l'algorithme de Needleman et Wunsch pour 

aligner deux séquences protéiques : 

Soit la séquence S1 : EVLVMDHLF et la séquence S2 : DLLVERLF 

La première étape correspond à construction de matrice initiale en utilisant la PAM 250 

 

 E V L V M D H L F 

D 3 -2 -4 -2 -3 -4 1 -4 -6 

L -3 2 6 2 4 -4 -2 6 2 

L -3 2 6 2 4 -4 -2 6 2 

V -2 4 2 4 2 -2 -2 2 -1 

E 4 -2 -3 -2 -2 3 1 -3 -5 

R -1 -2 -3 -2 2 -1 2 -3 -4 

L -3 2 6 2 4 -4 -2 6 -1 

F -7 -6 -2 -6 -4 -7 -3 -2 0 

Dans la deuxième étape, il faut calculer la matrice transformée en retenant les valeurs de la 

dernière colonne et de la dernière ligne : 
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 E V L V M D H L F 

D         -6 

L         2 

L         2 

V         -1 

E         -5 

R         -4 

L         -1 

F -7 -6 -2 -6 -4 -7 -3 -2 0 

On obtient la matrice transformée suivante : 

 

 E V L V M D H L F 

D 3 -2 -4 -2 -3 -4 1 -4 -6 

L -3 2 6 2 4 -4 -2 6 2 

L -3 2 6 2 4 -4 -2 6 2 

V -2 4 2 4 2 -2 -2 2 -1 

E 4 -2 -3 -2 -2 3 1 -3 -5 

R -1 -2 -3 -2 2 -1 2 -3 -4 

L -3 2 6 2 4 -4 -2 6 -5 

F -7 -6 -2 -6 -4 -7 -3 -2 9 

Dans une troisième étape, on va parcourir de la matrice transformée du plus haut score vers le 

plus petit. 

 

 E V L V M D H L F 

D 35 -2 -4 -2 -3 -4 1 -4 -6 

L -3 32 30 26 24 14 13 15 2 

L -3 26 30 24 24 14 13 15 2 

V -2 24 22 24 22 16 13 7 -1 

E 4 15 14 15 15 20 18 6 -5 

R -1 15 12 13 17 16 17 6 -4 

L 6 11 15 11 13 5 6 15 -1 

F -5 -1 2 -1 0 -6 -2 2 9 

La quatrième étape : alignement de deux séquences 

 

Séquence S1 E V L V M D H L F 

 │ │ │ │ * │ │ │ │ 

Séquence S2 D L L V - E R L F 

Le score global de cet alignement est : s= 182 
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D’après l’alignement précédent, on peut relever 4 identités et 4 substitutions (similarités). 

La substitution observée à la première position d’alignement, représente un remplacement de 

l’acide aminé E par D par nécessité adaptive. Le même constat pour les autres substitutions. 

 

Remarque : 

La matrice BLOSUM est devenue une matrice de référence, plus que PAM, notamment 

BLOSUM62 qui était utilisé avant BLAST. 

Les programme BLAST, hébergé sur le serveur NCBI, permettent des recherches de similarité 

de choix de protéines entre BLOSUM 80, 62, 45, PAM 70, 30 et propose BLOSUM 62. 

2.1.4. Le programme BLAST 

Le BLAST (Basic Local Alignement Tool) est un algorithme de comparaison de séquences, met 

en un alignement local entre une séquence requête (query sequence) et chacune des séquences 

d'une banque de données (Nucleotide, UniProtKB, PDB). 

Pour pouvoir effectuer cette tâche énorme dans un temps raisonnable, BLAST se base sur une 

approche heuristique: les séquences de la base de données sont préalablement indexées dans un 

"dictionnaire de mots", qui dresse la liste des séquences de la base de données contenant chaque 

oligomère (oligopeptide pour les bases de données de protéines, oligonucléotides pour les 

séquences nucléiques) d'une taille donnée. 

Quand la recherche est lancée, le BLAST commence par analyser la séquence requête en 

dressant des séquences présentes dans la base de données. Il consulte ensuite le dictionnaire 

pour extraire la liste des séquences de la base de données qui contiennent ces mots, et lance un 

alignement par paire avec ce sous-ensemble des séquences. 

Cette heuristique est plus rapide que les méthodes d'alignement par paire par programmation 

dynamique (Needleman- Wunsch en alignement global, Smith-Waterman en alignement local), 

mais elle présente un certain risque de louper dessimilarités. 

 L’utilisation du programme Blast 

Nous pouvons utiliser ce programme directement en consultant le portail NCBI : 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Figure 28 : L’interface du programme BLAST 

 

- Les étapes d’alignement par le programme BLAST 

Pour pouvoir lancer le programme, il suffit de choisir le type comparaison désirée, il s’agit d’un 

alignement entre des séquences de nature nucléiques ou protéiques. 

 

Ensuite, l’utilisateur doit insérer la séquence requête. 
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Après avoir lancé l’alignement, nous obtiendrons les résultats illustrés dans le tableau suivant : 

Tableau 2 : Récapitulation des résultats de BLAST 

 

Résultats Description 

 

Les traits de couleur 

correspondent à un 

alignement entre la 

séquence soumise et 

une séquence de la 

banque. 

La couleur correspond 

au score. 

La longueur 

correspond à la taille de 

l'alignement. 

 

 

Ici chaque ligne 

correspond à trait 

coloré de la 

représentation 

graphique. 

On trouve dans ce 

tableau, plusieurs 

paramètres pour juger 

la crédibilité de 

l’alignement, tels que, 

le % d’identité, l'E- 

value et le score total. 
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-Query : la séquence 

soumise (requête) 

-Subject : la séquence 

de la base 

de données 

-Les paramètres 

propres à chaque 

alignement : (score, E- 

value, % d'identité et 

nombre de Gaps. 
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