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Préface

La bio-informatique est un domaine multidisciplinaire qui integre Il'informatique, les
mathématiques et la biologie, elle est devenue un outil primordial pour analyser, intégrer des
données d’origines trés diverses et modéliser les systémes vivants afin de comprendre et prédire
leurs comportements (analyse des séquences nucléiques et protéiques, modélisation de
I'évolution d'une population animale dans un environnement donné, modélisation moléculaire,

reconstruction d'arbres phylogénétiques...).

Grace a I’avancée spectaculaire de la biologie moléculaire, a I'analyse informatique et au
développement de nouvelles méthodes et outils informatiques, ainsi que I’implication de
I'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 a optimiser les
rendements des cultures, a développer des variétés résistantes aux maladies des plantes et a
réduire I'utilisation des produits chimiques dangereux. Ainsi que I'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 déja a 1’aise avec les
rudiments de cette discipline, un recueil d’un ensemble de méthodes permettant

de mettre en pratique divers outils informatiques.



Obijectifs généraux assignés

Familiarisation et apprentissage des notions de base de la bio-informatique telles que
les approches in silico appliquées aux techniques de génotypage.
. Acquisition et renforcement des connaissances en matiére d’utilisation des banques

de données génomiques et protéiques.

Maitrise d'outils élémentaires de statistiques, pour permettre leur application dans

I’analyse et la comparaison des séquences biologiques

Développement de compétences concernant les différentes techniques et les méthodes
expérimentales utilisées pour la caractérisation et I’analyse de I’ ADN et des protéines.






Partie | : Méthodes basées sur la non
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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 fagon autonome. Les plasmides peuvent contenir des génes pour une
variété de traits phénotypiques, tels que la résistance aux antibiotiques, la virulence ou les
activités métaboliques, bien que certains plasmides comprennent des genes ne conférant aucun
phénotype détectable. Certains plasmides avoir la capacité de transférer des copies d'eux-
mémes a d'autres souches ou espéces bactériennes.

Avec 1’évolution spectaculaire du séquengage du génome entier (WGS) et des données de
séquences de plasmides entiers génerées par les plates-formes de séquencage a haut debit, il est
nécessaire de pouvoir identifier les génes de résistance aux médicaments et les plasmides a l'aide
de données de séquence brutes.

Des outils en ligne sont disponibles tels que PlasmidFinder pour 1’identification de plasmides
dans les séquences du génome entier en recherchant les séquences de réplicons plasmidiques
des especes Enterobacteriaceae et a 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 I’outil en ligne PlasmidFinder, [’utilisateur doit saisir I’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 séquenceés totaux ou partiels.

Center for Genomic Epidemiology

PlasmidFinder 2.1

Service Instructions Output Article abstract Citations

The database is curated by:
Henrik Hasman and Alessandra Carattoli

click to contact

Select database

Gram Positive

Entercbacteriales

Select t for mini % identity
95% v

Select minil % coverage
[s0% v

Select type of your reads

Figure 1 : Interface du PlasmidFinder.
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Plusieurs étapes a suivies pour aboutir a un résultat de recherche des plasmides a partir des
bases de données :

Pour commencer a utiliser cet outil, 1’utilisateur doit sélectionner la base de données dans
laguelle 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 géne de résistance le
mieux correspondant dans la base de données et la séquence correspondante dans le génome.
Dans deuxi¢me temps, I’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 & l'aide du menu déroulant pour
charger le fichier sous format ’FASTA’’ de séquence annotée dans lequel I’utilisateur souhaite
identifier les plasmides.

Apres la soumission de la séquence a identifier via le serveur PlamidFinder, ce dernier affichera

une sortie similaire a I'exemple ci-dessous :

PlasmidFinder-2.0 Server - Results
Organism(s): Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae, Acenitobacter baumannil

Query / Template Poc nin
length
0684  538/682 N 1_length_1547_ 47253 um,,,, »umm
man(pnsewr) 977 261/ 261 NODE _ 103 bnglh 179000v  579.962585 539,799 AJB51088

Incl1-l{(Gamma) 97.89 142 /142 NODE_266_length_500_cov_522.737976 61..202 AP005147

extended output

Input Files: resfindertest.fa

Results astext  Results tsv  Hits in genome segs  Plasmid sequences

Les données contenues dans le tableau ci- dessus présentent des informations explicatives des
résultats, a savoir :
- Organisme(s) : L’espéce sélectionnée.
- Plasmide : Plasmide contre lequel la séquence d'entrée a éteé alignee.
- % d'identité : pourcentage d'identité dans I'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 a score éleve (HSP).



Méthodes basées sur la non amplification de I’acide nucléique

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 requéte/HSP : la longueur de requéte est la longueur du plasmide le mieux
correspondant dans la base de données, tandis que la longueur HSP est la longueur de
I'alignement entre le plasmide le mieux correspondant et la séquence correspondante
dans le génome (également appelée paire de segments a score élevé (HSP)).

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

- Position dans le contig : Position de départ du géne 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 a 1’analyse des marqueurs de
diverses souches bactériennes lorsqu'un systéeme de typage appelé le profilage plasmidique.
Dans ces procedes, les molécules d'acide désoxyribonucléique plasmidique partiellement
purifiées sont séparées selon la taille moléculaire par électrophorese sur gel d'agarose. Dans une
seconde procédure, I'ADN plasmidique qui a été clivé par des endonucléases de restriction
(enzymes de restriction) peut étre séparé par électrophorése sur gel d'agarose et le motif de

fragments résultant peut étre utilisé pour vérifier I'identité des isolats bactériens.

Les séquences cibles ou coupent ces enzymes sont dites palindromiques, certaines coupent les
deux brins de I’ADN exactement au méme endroit en produisant ainsi des bouts francs, les
autres coupent chacun des brins de I’ADN a des endroits différents en créant ainsi des bouts
cohésifs ou I’ADN est sous forme monocaténaire. Les bouts collants peuvent s’hybrider entre
elles, permettant de mettre bout a bout deux séquences, créant ainsi un ADN recombinant. Par

exemple, I'enzyme EcoRI reconnait 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 |11, 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 & 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 :

Local sequence file: | Choisir un fichier |Aucun fichier choisi Standard sequences:
GenBank number: | | [Browse GenBank] |pUPS v|
or paste in your DNA sequence: (plain or FASTA format) | # Viral + phage v |
| Submit |

® NEB enzymes

: 2 e More options
) All commercially available specificities |—p|

The sequence 1s: L@em Enzymes to use: o specxﬁcmes_ : | Setcolors |
@® Circular () All + defined oligonucleotide sequences =
) Only defined oligonucleotide sequences
[define oligos]
Minimum ORF length to display: \ 100 ‘ aa.
Name of sequence: | ] (optional)
Earlier projects:

Note: Your earlier projects will be deleted 2 days after they were last accessed.
You need to have cookies enabled in your browser for this feature to work. | Delete projects |
[_| Disable NEBcutter cookies

Il suffit d’insérer la séquence de I’ADN plasmidique directement ou introduire le numeéro
d’accession qui est obtenu aprés 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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Local sequence file: | Choisir un fichier ] Aucun fichier choisi Standard sequences:
GenBank number||KF362122 1 [Browse GenBank] | # Plasmid vectors v |
or paste in your DNA sequence: (plain or FASTA format) # Viral + phage v |
— Submit
[ h_____:—__'-'=--2 [ submit | £}
4

@ N enzym —_—
= 2 i More options |

) All commercially available specificities

. |© Linear 1 All specificities FRTEE)
The sequenceis: | — . Enzymes to use: = : Set colors
e ® Circular () All + defined oligonucleotide sequences |—|
3 (' Only defined oligonucleotide sequences
[define oligos]
Minimum OREF length to display: | 100 aa.
Name of sequence: | | (optional)
Earlier projects:

Note: Your earlier projects will be deleted 2 days after they were last accessed. ‘
You need to have cookies enabled in your browser for this feature to work. | Delete projects |

[ Disable NEBcutter cookies

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

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

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

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

Résultat :

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

Display: - NEB double cutter restriction enzymes
- Main non-overlapping. min. 100 aa ORFs

ORFs:
=47%. AT=53%

GC=47%, AT=33% a: 1432 aa k: Cleavage code Er!zgme nane code
b: 1329 aa 13 T | blunt end cut | Available from NEB
c: 1111 aa m: < 3 Has other supplier
d: 1058 aa n: | 5 extension | Not commercially available

H H NS i *: cleavage affected by CpG meth.

:: géia:a <13 extension #: cleavage affected by other meth.
5: 933 aa Y | cuts 4 strand | (enz.name): ambiguous site
h: 893 aa
i: 818 aa
J: 809 aa

1

Sbfl (CCTGCAGG) cuts at|
st 51626 (4 nt 3" ext)

*PspX1

*PspXI

New DNA | All commercial 1 cutters | 0 cutters
Custom digest All 3 cutters 2 cutters
View sequence Linear All sites
ORF summary Save all sites

Translate GB file

S it ‘ ‘MinimumORFlengthtodisplay:]mD |aa,1 0K ‘
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2. Le Ribotypage
Le ribotypage est I'une des techniques pour étudier la diversité microbienne. Cette technique

implique la digestion de restriction de I'ADN génomique suivie d'un transfert sur la membrane
et I'hybridation avec sonde contre les génes ARNr 16S et 23S spécifiques a 1’espéce étudiée.
L'ADN digéré est séparé par électrophorese 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 sequences geniques d’ARNTr.

L’une de techniques utilisées pour le ribotypage est celle de 1I’hybridation par Southern blot
(fig.2)

’Purificaﬁon d’ADN R )
§ R N B
+ Digestion e L
= > =rrrgsgies
v -0 "
) ol -'2 -
" - - - -
—— Electrophorese - - -
l Transfert sur membrane : 4
Hybridation/révélation {smgretnte d'euviron

(sondes d'ADNr). quatre a douze bandes)

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 I’identification et la classification des bactéries (les dendrogrammes). En tant
que terme, le ribotypage fait référence a I'utilisation de sondes d'acide nucléique
reconnaissant les genes ribosomaux. En effet, ils existent plusieurs outils pour la conception
des sondes oligonucléotidiques qu’ils vont s’hybrider avec I’ADN codant pour I’ ARNT.

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

pour les puces a 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, entiérement
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gratuit et convivial, il integre les paramétres des algorithmes les plus récents, permettent de
prendre en charge des modeles ayant jusqu’a 10 000 paires de bases, tout en permettant de faire
varier de nombreux parametres tels que le pourcentage en G/C, la température d’hybridation et

la longueur d’oligonuclétides ...

Cet outil en ligne est accessible via’URL suivant :

http://www.oligoarchitect.com/LoginServlet
OligoArchitect™ Online

Technical Help

SYBR® Green I Dual-Labeled Probe Molecular Beacon LightCycler@ Probe Scorpions® Probe

Assay Name : | |

Description : | |[Optinr‘a|]
I@:'-Clper' sequence from Entrez (Accession/GI number): I:I

View Sequence Features

() Enter nucleotide sequence *0Only A, T, G and C bases

SMP Position - I:l Base : I:l Mutant Base : I:l
Add SNP Delete SNP

Figure 3 : Interface du programme OligoArchitect

3. Electrophoreése sur gel en champ pulsé (PFGE)

L'électrophorese sur gel en champ pulsé (PFGE) est une technique de laboratoire utilisée pour
I’obtention d’empreinte moléculaire spécifique d’une souche bactérienne au sein d’une méme
espece en fonction du polymorphisme de taille des fragments de restriction du génome.

Le pouvoir résolutif de I'électrophorese est excellent pour des fragments d'’ADN dont la taille
est inférieure a 50 000 paires de bases (50 kilobases ou kb), mais, au—dela de cette taille, les
fragments d’ADN ne sont plus séparés. L'électrophorése en champ électrique pulsé permet de

séparer des fragments de tres grande taille, jusqu’a 10 Mb. Cette technique est basee sur la


http://www.oligoarchitect.com/LoginServlet
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digestion de I’ADN par des enzymes de restriction ayant peu de sites de coupure, d’ou la
génération des fragments d’une taille trop grande (10 a 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 a orientation variable et qui change régulierement de direction selon un angle

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

empreintes a la base de données.

®
!
[
'
}

Changement régulier

Emprisonnement des bactéries

dans des blocs d’agarose o
Exiraction de 'ADN  Batt
Numérisation
. . ) _—
Digestion de 'ADN Analyse
informatique

Electrophorése en champ pulsé

Figure 4 : Principe de 1’électrophorése en champ pulsé

-Analyse par I’outil informatique : parmi les outils le plus utilisé dans le monde entier, surtout
en épidémiologie pour analyser le profil élctrophoretique issu de la technique de typage
moléculaire PFGE, nous citons la plateforme « Bionumérics » qui est dotée des outils pour
I'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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Last accessed Comment w
DemoBase Connected 2021-01-20 10:33 U
Redouane 2021-01-23 20:59 It

Figure 5 : Interface de plateforme BioNumerics

Etapes de D’analyse de résultats PFEG : on peut les résumees dans 2 opérations trés
importantes, la premiere correspond a I’importation et la normalisation des images de gel aprés
avoir subi une numérisation. La deuxiéme opération consiste a effectuer des comparaisons entre
les différentes souches (selon le profil électrophorétique) pour établir des dendrogrammes.
Démarche :

» Importer et normaliser I’image de gel
Cette opeération se déroule en 4 étapes successives ayant pour but de traiter I’image du gel.
La 1 étape consiste a 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 a analyser (séquencage, analyse

spectrale, empreintes moléculaires...) pour pouvoir importer I’image du gel.
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Experiment types

Figure 6 : Panneau spécifique a la technique PFEG (Xbal : ’enzyme de restriction utilisée).
Aprés avoir importé I’image du gel (format TIFF), cette derniere subira les traitements suivants

- Localisation des bandes : recadrer I'image pour supprimer I'espace vide et a définir les
bandes

- Définition des courbes densitométriques.
- Etablissement d’un systeme de référence par I’utilisation des poids moléculaires
standard pour nommer les positions de référence (fig.6).

bbbl

Figure 7 : Normalisation d’image du gel

10
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B
i
3
= 1

- Liaison de données d'empreintes moléculaire aux entrées de la base de données que nous
avons créée au départ.

TExperiment typas

2013-11.25 11:51:38
2013-11-25 11.51:48
2013-11-25 11:52:02
2013-11.25 11:52:11
2013-11-25 11.52:47

2013-11-25 11:52:28

> 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 1’utilisation d’une matrice de
similarité résultante est convertie en un dendrogramme avec un algorithme de clustering.

11
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[ Comparison E=REER x|

ﬂ 22| PFGE Xbal

888 88
(=3 = =] O Ol ) . . o). adaasads
P};GE v 2 0 $ ? $ $ $ Group Key
e v EC001
< [ ' 1o v | £co0s
Expe... I Local composit... myywnn o vz | EC003
. l pii il v Ecuos
i3 W0 R v EC006
= I WO 4 | EC004
— W BT @ | EC007
R {10 A v REF

Figure 8 : Création de dendrogramme a 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 dernieres reconnaissent et se lient a des séquences d'ADN
spécifiques et clivent des nucléotides spécifiques soit a l'intérieur de la séquence de
reconnaissance ou a 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).

A I’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 a la fois, de maniére 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 1’analyse de digestion par
restriction in silico de séquences de genes ou de génomes (Tableau 1).
Tableau 1 : Principaux outils Web pour 1’analyse de digestion par restriction
L’outil Web URL

Webcutter https://sites.unimi.it/camelot/tools/cut2.html
(Max Heiman, U.S.A)).

WatCut (Michael Palmer, | https://diyhpl.us/~bryan/irc/protocol-online/protocol-
University of Waterloo, Canada) | cache/template.php
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Restriction Analyzer (Vladimir

Cermak, 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 sequence génomique par des endonucléases.

Aprés avoir saisi ’'URL : http://insilico.ehu.es/digest/, il y aura I’apparition de I’interface

suivante :

In silico simulation of molecular biology experiments

About, Citing_this site

Last update: 2023/11/29 (2758 prokaryotic genomes)

Experiments against
prokaryotic genomes

PCR amplification

PCR-RFLP
T-RFLP

AFLP-PCR

insilico.ehu.eus

O|ln
S
7

resAP-PCR
DNA fingerprinting
cDNA-AFLP

Restriction digest and PFGE

Double Digestion fingerprinting

Microsatellite Repeats Restriction digest of DNA
Find ORF by name Translate DNA to protein
Sort sequence locator Palindromic sequences finder

; Coloured sequences for presentations
PCR against complete #s
prokagyotic geno‘r’nes Discriminatory Power Calculator

Molecular Weight Calculator

ocrehu.eus Basic Tm calculation

z %
Experiments against RCF'/ rpmi‘conversion
user’'s sequences Dice + UPGMA analysis of PFGE patterns

DNA/Protein Alignment (Smith-Waterman)

Main
Experiments against eukaryotic genomes
Online exercises Multiple Sequence Alignment (Clustalw)
Design of PCR and GScompare.ehu.eus
PCR-RFLP experiments
Counting_Chamber Recommended sites:
GScompare.ehu.eus
Biophp.org

Pour procéder a la digestion in silico, ’utilisateur doit choisir sur <’Restriction of digest of

DNA’’, puis insérer la séquence a analyser sous format ’FASTA”’

Une fois la séquence a été saisie.
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Restriction enzyme digest of DNA

with commercially available restriction enzymes
Beta version: correct behaviour in being checked

Paste the zequence in the textbox as plain text, fasta or upload sequence.

*»X@E534.1 E. coli plasmid Ent P387 oriT region

AGATCTCATTTATAAACATCAGGCAGATGOC TAACATCCATTTTTITCATTTTTCCACCTCTGGTGACTTT
ATCCOTAAATAATTTAACCCACTCCACAAMAAGGCT CAACAGGTTGATGETTCTCACCACCAAAAGTACT
ACACCCTACOCAAAAACAAGTTTTTGCTOAT TTGAT T TTAATATCATGTOGCTTATATTCATGAATTTATA
TTATTTAAATCAGATTTATTTAARACAGCOGTGCAGOCGCGOCTATGOCACCGTATCTGCACCGITTTGT
AGeEETEOTGCTGACTAT T T TTATAAAAAACATTGTTTTATATTAGGGGEEGC TG TAGCGECGCGETET -
GTTTTTTTATAGGATACCGCCAGOGECGCTGCTAGCGETECGTTCCTGTTTTCATTGTGAATTTTAGTGT .

i

Tidv Up Reverse Complement

Get list of restriction enzymes
iaplay of Results: ® Table O Tabulated text
Lhow sequence(s) on top

Settings: Default Change
Select specific endonucleases: Select

Le clic sur “’Get list of restriction enzymes’’ permet 1’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, 1’utilisateur doit cliquer sur le

chiffre situé dans la colonne “’Position’” dans I’interface présentée dans la capture ci-dessous.
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=X06334.1 E. coli plasmid Ent P307 oniT region

Lengh of code: 536
G+i=38%

ALATCTCATT TATAAMCATL AGGLAGATGD CTAMCATCCA TTTTTTCATT TTTCCACCTD TOOTGACTTT ATCLGTAMAT AATTTAACCC ACTOCACAAS 1d8
AAGELTOAMD AGGTTOOTOG TTCTCACCAC CAARAGLACC ACACCCTALD CAAMAACAAG TTTTTGLTGA TTTGATTTTA ATATCATGTG CTTATATTCE Zde
TGAATTTATA TTATTTARAT CAGATTTATT TAAMMIAGLG GTOCARGCGL GOUTATGGCA CCGTGTOTOGC ACCOGOTTTGT ARGOOTOLTG CTRACTATTT Jde
TTATAARALA CATTGTTTTA TATTAGGRGD GOCTOCTAGD GQOIGLOOTGT GTTTTTTTAT AGGATACCGC CAGGLGUGLT GQLCTAGLGLTG COTTCCTGTT  dde
TTCATTGQTOA ATTTTAGTGT TTOGAAATTA ACTTTGTTTT ATGTTTAAMA AAGGTAATCT CTAATGOGOTA AGLTGAALCT OQTATATCAGL AATOATGLTT Sde
ATGARARANT AMATOLGATT ATTGAAMAAAL GTCGAL

AccB1I Banl BshNI BspT1071 1 257

G*EYRC_C

Accl Fbll Xmil 1 532

GTMK_AC

Accll Bsh1236] BspENI BstFNI BstUT Mwnl 2 243
344

cenCa

Acil BspACT Sail 7 238
243

CACG C or GG G 272
339
344
367
385

Acsl Apol Xapl 2 282
409

BAAATT Y
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La réaction en chaine par polymérase (PCR)
La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une technique in vitro courante utilisée pour
réaliser de nombreuses copies d'une région particuliére de I'ADN. Cette région d'’ADN peut étre
tout ce qui intéresse I'expérimentateur. Il peut s'agir d'un géne ou d'un marqueur génétique qu’on

souhaite comprendre la fonction.

En régle générale, 1’objectif de la PCR est de produire suffisamment de région d’ADN cible
pour qu’elle puisse étre analysée ou utilisée d’une autre maniére. Par exemple, I'ADN amplifié
par PCR peut étre envoyé pour sequengage, visualisé par électrophorése 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 méme certaines branches de

I'écologie.

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

nombreuses techniques de biologie moléculaire et de génie génétique.

1. Laréaction 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 a partir de ’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 I’'université de du Pays Basque.
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In silico simulation of molecular biology experiments

About, Citing_this site

Last update: 2023/11/29 (2758 prokaryotic genomes)

insilico.ehu.eus

Experiments against
prokaryotic genomes
PCR amplification
Restriction digest and PFGE
PCR-RFLP
T-RFLP
Double Digestion fingerprinting
AFLP-PCR
SAMPL
SRF
DDSL
resAP-PCR
DNA fingerprinting
cDNA-AFLP

Microsatellite Repeats
Find ORF by name

Sort sequence locator

PCR against complete
prokaryotic genomes

pcr.ehu.eus

Experiments against
user's sequences

Main

Online exercises

Design of PCR and
PCR-RFLP experiments

Restriction digest of DNA
Translate DNA to protein

Palindromic sequences finder

Coloured sequences for presentations

Discriminatory Power Calculator

Molecular Weight Calculator

Basic Tm calculation
RCF / rpm conversion

Dice + UPGMA analysis of PFGE patterns

DNA/Protein Alignment (Smith-Waterman)

Experiments against eukaryotic genomes
Multiple Sequence Alignment (Clustalw)

GScompare.ehu.eus

Recommended sites:
GScompare.ehu.eus
Biophp.org

Counting Chamber

Figure 9 : Interface de I’outil insilico.ehu.eus

Ce site Web dispose de nombreux applications et logiciels qui aident a effectuer des analyses
exhaustives sur le génome procaryote a 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
I’ ADN matrice :

e La matrice d’ADN
formulaire et le plasmide peut étre inclus dans I'expérience s'il est disponible.

: correspond & I'ADN bactérien séquencé sélectionné dans le

Sélectionnez le genre sur la page principale du PCR et I'espéce ou la souche sur le formulaire
correspondant.

Dans I'expérience, I'ADN chromosomique bactérien sera considéré comme circulaire & moins
qu'il ne soit linéaire (pe Agrobacterium tumefaciens , chromosome linéaire). Les plasmides

seront toujours considérés comme circulaires.

e Lesamorces : au cours des essais in silico, deux amorces peuvent étre utilisées, doivent
étre introduites dans le sens 5'-3', et I'amplification théorique considérera toutes les
combinaisons possibles qui permettent I'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 congues correctement, de sorte qu'elles

ne formeront pas de dimeres, d'épingles a cheveux ou tout autre résultat aberrant.

Les longueurs d'amplicons peuvent atteindre 10 000 pb et peuvent étre 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 congues par un autre outil disponible
et accessible via le net, Preimer3 (https://primer3.ut.ee/).

. ‘ disclaimer | code
Primer3web sesions.10 - pick primers from a DNA sequence. ‘,Ti =
Select the Task for primer selection [generic v]

Paste source sequence below (5'->3', string of ACGTNacgtn -- other letters treated 2s N -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok Please N-out undesirable sequence (vector, ALUs, LINES, etc.) or use a Mispriming Library (repeat library)

[NONE v

(]

[ Pick 1et primer, or use left primer below| | Pick hybridization probe (internal cligo), or use oligo below| @ Pick right primer, or use right primer below (5'to 3 on opposite strand)|

[ T ] IC ] ]

[ Pick Primers | | Download Settings |[ Reset Form |

s d C Astring to identify your output
Targets ]E.g. 50.2 requires primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and |: e.g. .. ATCT[CCCC]TCAT.. means that primers must flank the central CCCC

= . y E.g. 27 requires one primer to overlap the junction between positions 27 and 28. Or mark the source sequ 2. ATCTAC-TGTCAT. means that primers must overlap the junction between the
Overlap Junction List C Jaast

E.g.401,7 68,3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source se

Excluded Regions  eeee

ence with < and >: e.g. ... ATCT<CCCC>TCAT.. forbids primers in the ceatral

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 criteres.

La définition et la synthése d'amorces nécessitent généralement de connaitre la séquence du

fragment que I'on souhaite amplifier.

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

nucléotidique a partir de laquelle la polymérase peut synthétiser un nouveau brin d'ADN.
Les régles de base pour choisir un pair d’amorces sont :

- Les 2 amorces doivent étre complémentaires a un brin d'/ADN existant.

- Dans la direction «correcte » pour permettre la synthése d'/ADN de 5'a 3'.

- Les températures d'appariement des deux oligonucléotides doivent étre 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 a 25 pb, selon

I'application définie.

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

déterminé par I'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 especes animales et vegétales.
Il sagit de l'une des technologies les plus polyvalentes depuis son développement en 1990.

Il est tres pratique et rapide, nécessite trés peu d'’ADN qui n'a pas besoin d'étre tres pur, ne
nécessite aucune connaissance des informations de séquence antérieures et de nombreux

organismes peuvent étre analysés rapidement et facilement distingué en méme temps.

L'ADN polymorphe amplifié aléatoirement (RAPD) est une technique basée sur la PCR qui
utilise des amorces arbitraires pour amplifier I'ADN en se liant & des sites non spécifiques de
I’ADN. Lorsque ces fragments amplifiés sont transférés sur un gel d’agarose, des différences

dans les modéles de bandes sont observées.

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

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

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

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

Les fragments amplifiés, généralement de taille 0,5 a 5 kb, sont séparés par électrophorése dans
des gels d'agarose et des polymorphismes, par exemple la présence ou I'absence de bandes d'une
taille particuliére, sont détectes apres coloration au bromure d'Ethidium.

Bien que 1’on pense que ces polymorphismes sont principalement dus a 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 I’ADN ont montré une grande
aptitude a décrire la variabilité génétique ainsi que sa répartition au sein des populations grace
a I’utilisation des outils avancés de bio-informatique qui peuvent jouer un réle important dans
la découverte et I'analyse des marqueurs moléculaires. Parmi les outils informatiques utilisés
pour identifier différents marqueurs génétiques, nous abordons ici ceux qui servent a analyser
les données des images de gel et comparent les modeles d'ADN résultant d'expériences avec des

marqueurs génétiques moléculaires et génere 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 a utiliser, possede une interface

utilisateur graphique conviviale.

GelJ est une application pour I'analyse d'empreintes génétiques sur gel 1D. 1l peut étre exécuté
sous Windows, GNU/Linux et Mac OS X. La seule exigence est Il'installation de Java 7 ou

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

Avant de commencer a expliquer les fonctionnalités de GelJ, nous devons préciser trois notions
de base pour procéder a I’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 I'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 1’étude. L'ajout d'une expérience a votre étude implique

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

c. Une comparaison permet a l'utilisateur de comparer les pistes d'expérimentations. Une
comparaison permet a 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 a 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 fenétre principale de GelJ permet a l'utilisateur de gérer
ses études.
Au lancement initial du logiciel, la majorité des fonctionnalités demeurent inactives lorsqu'une fenétre
GelJ est ouverte et ne s'activent qu'a leur utilisation. La seule option accessible & ce moment-Ia est celle

de créer une nouvelle étude.

Eapurimaniy

* FF

M HEEed ramy AT e Faparamsd R

Compaisony

Figure 11 : Interface du logiciel GelJ.
La premiére étape dans I’analyse d'images de sélectionner I’image a analyser.

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

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

e Prétraitement : Dans cette etape, l'utilisateur peut prétraiter I'image avec différentes
options.

21



Méthodes basées sur Pamplification de I’acide nucléique

Détection de trajectoire :

Dans un premier temps, l'utilisateur doit indiquer si le fond de I'image est sombre ou
clair. Ces informations seront utilisées pour détecter automatiquement les voies de
I'image. Ensuite, L'utilisateur peut ajuster la position, I'épaisseur et la forme des voies
en sélectionnant simplement une voie puis en interagissant avec elle dans I'image.
Détection de bandes :

Cette étape permet a l'utilisateur de sélectionner une bande d'image. Depuis cette fenétre,
I'utilisateur peut fixer un seuil pour chaque voie de lI'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 I'image a l'aide des
trajectoires de référence.

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

du fenétre principale de GelJ.

File Tocls Help
Experiments

Comparisans

Experiment Experiment-0

Stran Number Country MLST IsMarker Comments

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

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

I'expérience par la sélection de I'un des chemins (les images associées a 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 I'utilisateur a 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 fenétre
suivante apparait :

E&6 FE*=- a

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

e Comparaison : une fois qu'une expérience est ajoutée a I'étude, le panneau de
comparaison est activé et la fonctionnalité permettant de gérer les comparaisons est
activée, ce qui permet a l'utilisateur de créer une nouvelle comparaison générant comme
résultat un dendrogramme. Lorsque cette option est sélectionnée, l'assistant « New

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

Papeiimets Paperie et b ape ine s 0

SAEEN &8 F K ¥™ n

vacen Srwn fhastee  Coumry st bMater Dt Comeants
T

[ e T— 1 4

Comparisany

TIE n

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, I'utilisateur peut configurer la maniére dont le dendrogramme est généré, choisissant ainsi
une méthode de construction convenable :

e Meéthode 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.

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

Une fois toutes ces options configurées, un dendrogramme est génére.

Straln Mumber  Experiment

1 Experiment.0
10 Experiment-0
Expariment.0
Expeciment-0

Experiment-0

Experiment-0

9

e

3

6 Experiment-0
5

4 Experiment:0
3

Experiment-0

LUALR [ 21 [RRRITE
{HIN

13 Experiment.0

‘ | | l “ | 12 Experiment-0

1| | ‘"‘ HIHINREY 2 Experiment-0

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

3. Latechnique 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 espéces reste un défi.

L’utilisation de I’ADNr 16S pour I’identification des espéces reste trés populaire malgré sa
faible résolution au niveau des espéces en raison de la conservation élevée des séquences.

La méthode est basée sur le séquencage d’un ensemble de fragments d’ADN, amplifiés par
PCR, provenant d’autant de genes 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, I'analyse de séquences multilocus (MLST) par typage est entravée par les étapes
manuelles intensives en aval du traitement des fichiers de données de sequence brutes d’ou la
nécessité d’utiliser des outils informatiques pour I'édition et I'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://automist.ziemertlab.com. Il permet de réaliser des analyses

phylogénétiques rigoureuses plus rapides.
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Upload sequence(s) for automatic generation of species phylogeny with reference organisms

StartAnalysis » ~ View example »

Overview

Rapid ANI estimation Tree building

Nearest reference organisms (NCBI RefSeq) are Single copy genes with dN/dS values < 1 are identified Phylogeny is built using all MLST genes from query and
identified and collated and prioritized reference organisms using either a concatenated gene or
coalescent tree method.

Figure 15 : Interface du Plateforme autoMLST

La premiere étape pour réaliser une analyse par I’outil autoMLST, I’utilisateur doit choisir le
flux du travail selon deux modes :

A. Le mode placement : les séquences soumises par I'utilisateur sont automatiquement
ajoutées a l'arbre de référence sélectionné par I'utilisateur.

Sequences
Accession numbers and uploaded files

Aemove selectad saquences

Upload Ganomeas

NEGRBI Accession Enter & NCEBI accession number
MNumirer

‘Sequenca(s) (one Chema Fiea | NO file chosen
‘genome per file)

Options

Enter email address {Optienal)

[optional)

Enter job title [aptianal) {Optional

Savalinks 1 Save link in cookies (viewable on results page under *last resulis")

Submit Job =

Figure 16 : Etapes de MLST selon le mode de placement
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Comme illustré dans la figure 8, 1’utilisateur doit Sélectionnez l'arbre de référence
auquel les séquences téléchargées seront ajoutées. Par deéfaut, autoMLST tentera de
détecter lui-méme le genre le plus proche.

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

espece.

Un maximum de 50 séquences peut étre ajoute a l'arbre.
Plusieurs options supplémentaires pour enregistrer les résultats des taches et étre
informé de I'état des taches sont disponibles, telle que la saisie de I’email et I’attribution

d’un titre au travail.

. Le mode de novo : I'utilisateur peut choisir subtilement des espéces supplémentaires

pour construire 1’arbre et sélectionner les génes a utiliser pour le MLST.

Dans ce mode, I'utilisateur doit ignorer la sélection manuelle des organismes pour la
construction de l'arbre (étape 2) ou des genes a aligner (étape 3) et procéder
automatiquement avec les 50 meilleurs organismes ou les 100 meilleurs genes lorsqu'ils
sont trouvés, ensuite, la sélection de 1’option ModelFinder a permis de trouver le modele
optimal pour la construction d'arbres.

La soumission des séquences pour construire I’arbre se fait via la récupération d’une
séquence par son numéro d’acces au niveau de NCBI ou le téléchargement un ou

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

Par défaut, autoMLST selectionne toutes les séquences soumises par l'utilisateur et les
organismes les plus proches qu'il détecte pour continuer, jusqu'a un total de 50. Les
utilisateurs peuvent ajouter des organismes de la liste d'organismes a cette sélection ou

les supprimer.
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Step 1 Enter sequences » Step 2 » Step 3 » Results

Advanced Mode: After uploading your sequences, choose from which species to canstruct the tree for them, and choose the genes to use for the MLST.

Options Select default nearest organisms (skip Step 2)
Select default MLST genes (skip Step 3)
Perform 1Q-TREE Ultrafest Bootstrap analysis (1000 replicates)
~ Run ModelFinder
© Concatenated alignment
Coalescent tree

Sequences
Accession numbers and uploaded files

Remove selected sequences

Upload Genomes

NCBI Accession Enter  NCBI accession numbes
Number

Sequence(s) (one Ghoxes Fiss | NO flle chosen
genome per file)

Options

Enter job title (optional)

(Optional

Seve links 71 Save link in cookles (viewable on results page under *last results”)

Figure 17 : Etapes de MLST selon le mode de novo

Un maximum de 50 organismes sera utilisé pour la construction d’arbres ; les especes
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) I'identité moyenne des nucléotides. (Le tableau est trié

par défaut par ANI le plus élevé).
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Mash-based ANI estimation

Show 10 s entries Search:
Reference Reference Mash estimated P-
Query organism assembly ID name distance ANI | value Genus Order
© Hyalangium_minutum DSM 14724 fa GCF_000737315 Hyalangium 0.0000 100.0% 0.0000 Hyalangium Myxococcales
minutum
© Plesiocystis_pacifica_SIR-1.a GCF_000170895 Plesiocystis 0.0000 100.0% 0.0000 Plesiocystis Myxococcales
pacifica SIR-1

Type strain True

© Sandaracinus_amylolyticus_DSM_53668.fa GCF_000737325 Sanderecinus 0.0000 100.0% 0.0000 Sandaracinus Myxococcales

amyklyticus

© Sorangium _cellulosum_So_ceS8 So ce 56.fa GCF_000067165 Sorangium 0.0000 100.0% 0.0000 Sorangium Myxococceles
cellulosum So
ce56

© Myxococous_xanthus_DK_1622.fa GCF_800106535 Myxococous 0.0004 100.0% 0,0000 MyXococcus Myxococcales
xanthus

© Myxococous_xanthus_DK_1622.fa GCF_000012685 Myxococcus 0.0000 100,0% 0.0000 Myxococcus Myxococcales

xanthus DK 1622

© Myxacoccus_xanthus_DK_1622.1a GCF_000340515  Myxococeus 0.0004 100.0% 0.0000 Myxococcus Myxococcales

xanthus DZF1

© Myxococcus_xanthus_DK_1622.1a GCF_000278585 Myxococous 0.0008 100.0% 0.0000 Myxococcus Myxococcales

xanthus DZ2

En fonction du flux de travail sélectionné et des choix de l'utilisateur, un arbre généré
a partir d'un alignement de séquences multi-locus, un arbre coalescent ou un arbre généré par
I'ajout de séquences utilisateur a un arbre de référence est présenté a I'utilisateur.
Les séquences soumises par l'utilisateur sont préfixées par I'abréviation « QS » ; leurs nceuds
respectifs sont colorés en bleu.
Les groupes externes sont préfixés par lI'abréviation « OG »; leurs nceuds respectifs sont colorés
en rouge.
Les souches types sont préfixées par I'abréviation « TS » ; leurs nceuds 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 étre modifiés par

l'utilisateur.

Aprés la construction de 1’arbre, 1’utilisateur peut le télécharger sous différents formats, par
exemple : le format Newick (sans couleurs), I'arbre au format. svg (avec couleurs). De plus, il
peut récupérer un fichier compressé contenant les alignements a partir desquels il est construit
la liste des génes utilisés dans I'analyse MLST et la liste des organismes pour lesquels la liste

compléte des ANI a été estimee entre leurs organismes et les organismes de référence.
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GCF 000701955 -Pravctela sp RM4 ANIK 86 2453
&,MIM-MACO.«: =0 kw1 KHP1_ANIc 85 2483
TS-GCF_900108375--Prevorela ruminicola ATCC 19139 ANEG 95 2483
::’?—(i‘i D00O25325--Pravonsl'a_ruminicola 23 Bryant_23_ANIc 25 2483
GOF_S00112275-Prevotdia_rumincola BPHTE2 AN 56 2453

N gc'r S00142055-Prevorsile_ rumincola BPIIG_ANID 85 2443

1&’;’ B00107775--Pravotala_ruminicola D31d_ANIG 85 2207

(@~ _COOGETT15 Frovotalla_umincola GaBBG_ANIK_S6 9547
GCF_000rea2s--Pravoleia 2p PEB1_ANII 85 7388
QCF_000515985--Prevotela_sp_PEBA_ANIid 95 7388

QOF_S00742525--Pravotelia_naminicola KHT3 AN 96 6763

GCF_8CO" 10085~ Provotedla_so_nod0058 NE302S_ANIC 9% 7870

‘k.;cr 200108085--Pravotels_sp khp? KHPT_ANId 95 8622
A ap_FDGODY_ANGG 95 6622

GCOF_8CO' 07065 Pravorsdla_sp 2012 LC2012_ANIC 95 SEEBD

(SOF 9001 10888 Pravorcie il ririniocka, Tea-24_TC2-24 NI 54 5680
GOF_002251535—Praverslla_sp_P3-120_ANG 25 513

gF 00Z251205--Pravorslla_sp P3-52 AN 95 513

%..&F 0022514805 Provocslla =p P&-S8 AN 95 513
GOF_0022513¢5—-Pravorslis sp_ Pa-118 AN 95 §13

0RO 31205 P £0_P5-50_ANig 95 513

GCF_200115436. . Prevotala_sp H2.5 TFZ-5_ANIC 96 5815

GCF_900107706--Prevateia sp $%2-28 T02-28 ANio 85 3207
GCF_002251435—Prencosla sp P2-180_ANG 85 6018

QCF_002251245-Pravondlla_so P5-52 ANIg 25 9280

—?.QS GCF_000711235-Prevotela zp 10H_ANIG 56 184
100

100 OG-TS--GCF_0000R8585--Bacteroides_fragiis NCTC 8343 ANId 95 gee

@ CG~-TS-GCF_000150835-Alcprevatala tannerae ATCC 51259 ANI 95 6310

BN EE AN| groups (cutoff: 95%) M Query sequence W AN|

AN| group 513; cutoff: 95%
W Outgroup

M Type strain

Figure 18 : Dendrogramme construit par autoMLST
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Banques de séquences biologiques

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
I'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

specifiques.

En bio-informatique, une base de données biologique peut contenir des informations sur les
protéines, de méme, elle peut contenir des informations sur les genes, 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, ADNCc, 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 hétérogenes (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
Genbank UniProt
EMBL
DDBJ
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1.1.1. Les bases de données biologiques
e Base de donnés MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online) : est une base de données bibliographiques, gérée par la bibliotheque nationale
américaine (United States National Library of Medicine) qui couvre tous les domaines
biomédicaux de I'année 1966 a nos jours.
Plus de 21 millions de références issues de plus 5 000 périodiques, principalement en langue

anglaise sont disponibles en octobre 2014.

e 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 a quatre chiffres (un chiffre suivi de trois
caractéres alphanumériques ; par exemple, le code 1MBC, fait référence a la structure de la
myoglobine).

Pour connaitre la structure 3D d'une molécule, c'est-a-dire la position de ses atomes dans
I'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 especes et de nombreuses molécules. Leur utilisation touche
plusieurs domaines et correspond a des ensembles de données complets contenant des
informations hétérogénes.

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

protéiques.

1.2.1. Lesbanques de données nucléiques

e 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 régulierement soumises au

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

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

€ > € % ncbinim.nihgov/genbank/ &g x O

B= An official website of the United States government Here's how you know v

National Library of Medicine Login |

National Center for Biotechnology Information

oo :

GenBank [ Nucleotide v  Search |

GenBank ¥ | Submit v | Genomes v | WGS ¥ | Metagenomes v | TPA v TSA » INSDC v | Documentation v | Other v

GenBank Overview GenBank Resources
GenBank Home
What is GenBank?

GenBank ® is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available DNA (Nucleic Acids
Research.2013 Jan:41(D1).036-42). GenBank is part of the ional Nucleotid Database C ion, wihich

the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the European Nucleotide Archive (ENA), and GenBank at NCBI. These three organizations exchange ~ Search GenBank
data on a daily basis

Submission Types

Submission Tools

Update GenBank Records
A GenBank release occurs every two months and is available from the ftp site. The release notes for the current version of GenBank provide

detailed information about the release and notifications of upcoming changes to GenBank. Release notes for previous GenBank releases

are also available. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from each

release

An sample GenBank record for a gene demonstrates many of the features of the GenBank flat file
format.

Access to GenBank
There are several ways to search and retrieve data from GenBank.

« Search GenBank for sequence identifiers and ions with Entrez

« Search and align GenBank sequences to a query sequence using BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). See BLAST info for
more i tion about the BLAST
« Search, link, and download i using NCBI e-utilities

Figu re 19 : L’interface de la banq'ué de données GenBank.

e EMBL

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

EMBL Bank est établi et gérée a [IlInstitut européen de bio-

informatique (EBI)(https://www.ebi.ac.uk/.) pres 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) a plus de 12 millions d'entrées et 12,82 milliards de

nucléotides (version 67, juin 2001).

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

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

08/02/2023 : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC99098/).
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~ B TheEMBLNucleotide X @ LBioinfobioseqpdf X @ Interrogationdesbar X €9 Facebook X M Boite de réception- = X ) EMBL-EBl homepage X = + — (=} X

€ 5 C 25 ebiacuk Bax O & 00 :

EMBL-EBI

Unleashing the potential of big data in biology

All

Example searches: blast keratin bftl | About EBI Search

Find data resources @ Submit data @ Explore our research @ Train with us @

Latest news ©

Al annotations increase patent The AI revolution hinges on MGnify Genomes mouse gut The malaria parasite generates

data in SuraChaMRI acceccible training ratalooue vl 0O releacad | ganetic divercihzising an

Figure 20 : L’interface de banque de données EMBL

e 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).

v ) DNADataBank X R DDBJ x @ LBicinfobi x @ jond: X ) Facebook X M Boitederécept: X U EMBL-EBlhome X  + - a X

¢ > € 2 ddbjnigacjp/index-ehtml B Ax O & 00

Z, DDB]J Services SuperComputer Statistics Activities About Us DDBJ Web Snesvm Terms Contact (@EEEES

A part of data cannot be accessed in DDBJ Search

(March 19 17:30 - March 22 15:00). of JGA/AGD system
The requirement to state the location and date of sample collection

Disabilities in the DDBJ Search keyword search functionalities

(2) DDBI Bioinformation and DDBJ Center provides sharing and analysis services for data from life science _

researches and advances science. 8
A part of data cannot be accessed in DDBJ Search
2024/03/13 | Announcement = | BioProject
BioSample < DRA  DDBJ  DDBJ Center

(March 19 17:30 - March 22 15:00) Announcement
of JGA/AGD system suspension

1 \ly 20240311 ({Maintenance) (AGD) (UGA) (AGD
Search . /  Submission /| Services DDEJ Center
@
S
X/ The requirement to state the location and date of
Retrieve the data from the database Navigation for how to submit your data Services available in DDBJ Center sample collection
2024101721 ({Amnouncement) (BBBY) (BicProject
BioSample  DRA  DDBJ Center
Disabilities in the DDBJ Search keyword search
s Hau functionalities
W e Qunar Camniitar wtlll]  cratietie I Activitioe 2023/12/06 ({Announcement | (DDBJ) (BicProject

Figure 21 : L’interface de la banque de données DDBJ.
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1.2.2. Les banques de données protéiques
La traduction des genes d’ADN donne des protéines ayant différentes fonctions, ces
biomolécules possedent 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 sequences protéiques accessible en ligne, fournie des
données robustes, completes sur les séquences protéiques et les annotations fonctionnelles.

Cette banque de données est réguliérement mise a jour et combine les données de deux bases
de données : Swiss-Prot et TrEMBL.

Le consortium UniProt est une collaboration entre I'Institut européen de bio-informatique (EBI),
I'institut suisse de bio-informatique (SIB). UniProt comprend de quatre composants principaux,
ou 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 a jour chaque trois semaines.
Les activités clés de cette banque de données comprennent :

> La conservation manuelle des séquences de protéines a l'aide d'une analyse
informatique.
L’archivage des séquences.
L'élaboration d'un site web UniProt intuitif et la mise a disposition d'informations

enrichissantes par le biais de réferences diffusées avec d'autres bases de données.
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v G labanqueuniprot-F X [ TheUniversalProtein X @ UniProt X % UniProtunebaseds X & CM-Banquesbiopdf X @ chapitre2Ressource X + - a8 X

€ > C 23 uniprot.org (S5 4 in) a Q g
e,

UmPro.t‘,- BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL Release 2024_01 | Statistics & & & Help

Find your protein

UniProtkB v Advanced | List ESEEl]

Examples: Insulin, APP, Human, P05067, organism_id:9606

=
S
-
a
=
®
s
w

UniProt is the world’s leading high-quality, comprehensive and freely accessible resource of protein sequence and functional information. Cite UniProt **

UniProt invites you to participate in a survey on the use and value of UniProt. Please click on the link provided to complete the survey [3 E

Proteins Species Protein Clt
UniProt Knowledgebase ‘Proteomes UniRef

We'd like to inform you that we have updated our Privacy Notice to comply with Europe’s new General Data Protection Regulation (GDPR) that applies since 25 May 2@
UniProt invites you to participa... &

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 a la
nomenclature des enzymes, les
réactions et les classifications

Enzymatiques.

PFAM https://www.ebi.ac.uk/interpro/ La base de données ‘InterPro’ est une
$InterPro ressource qui ,permet I'ar/yalyse
fonctionnelle des sequences 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

étre 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
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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. Lastructure 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 derniere est une fiche descriptive comportant toutes les informations
nécessaires sur la séquence génomique ou protéique recherchée de facon de présentation
différentes entre les banques de données, la recherche s’effectue en utilisant des mots clés en
anglais.

e Entrée de la banque ‘NUCLEOTIDE’ (GenBank)

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

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

Search-InterPrc X |B BRENDAEnzym X  [B) TheUniversal®r X BN Expasy-PROSIT X | PROSITE-anci X G PROSITE-Desc X ) Noitemsfound X  + - a X

& 3 € % ncbinimnihgov/nuccore/2term=Toumi+mohammed g% O o0 :

B= An official website of the United States government Here's how you know v

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide [Nucleotige M i } { Search |

Create alert Advanced Help

Species Summary ~ Sendto:~
Customize Search details

Toumi[All Fields] AND mohammed[All
Fields]

Molecule types @ No items found
Customize

Source databases

Customize

Sequence length Search See more
Custom range.

Release date .

N Recent activity
Custom range
Tum Off Clear

Revision date Q Toumi mohammed (0)
Custom range

Clear all See more.

Show additional filters

e e :
Il y aura I’apparition d’une entrée comporte un ensemble des mots (champs) qui ont les
significations suivantes les éléments suivants :

- Locus : code d’accession du géne 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 gene.

36


https://www.brenda-enzymes.org/

Banques de séquences biologiques

- Source : I’organisme source du géne, leur classification taxonomique.

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

- Origin: la séquence du géne sous format GenBank.

v Search-InterPr. X [B BRENDAEnzym X  [B) TheUniversal?r X G Expasy-PROSIT X |- PROSTE-anoc. X M PROSITE - Desc

< > L C 23 ncbi.nim.nih.gov/nuccore/MT553101

GenBank ~ Sendto: »

Cyclocybe cylindracea strain MEST42 small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

GenBank: MT553101.1
FASTA Graphics

Goto: ™)

Locus NT553161 734 bp  DNA linear PLN @8-1UN-2020

DEFINITION Cyclocybe cylindracea strain MEST42 small subunit ribosomal RNA
gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85
ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2, complete
sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence.

ACCESSION  MT553101

VERSION MT553161.1

KEYWORDS

SOURCE Cyclocybe cylindracea

ORGANISM Cyclocybe cylindracea

Eukaryota; Fungi; Dikarya; Basidiomycota; Agaricomycotina;
Agaricomycetes; Agaricomycetidae; Agaricales; Agaricineae;
Bolbitiaceae; Cyclocybe.

REFERENCE 1 (bases 1 to 734)

AUTHORS ~ Toumi,M.E., Kebaili,F.F., Rebai,R., Perduca,M., Necib,Y. and

Pablo,A.

Department of Biochemistry and Molecular and Cellular Biology,

University of Mentouri Brothers, Bp, 325 Route de Ain El Bey,

Constantine 25017, Algeria

Unpublished

2 (bases 1 to 734)

Toumi,M.E., Kebaili,F.F., Rebai,R., Perduca,M., Necib,Y. and

Pablo.A.

TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS

Toumi,M.E., Kebaili,F.F., Rebai,R., Perduca,M., Necib,Y. and
Pablo,A.
Direct Submission
Submitted (@2-JUN-2020) Department of Biochemistry and Molecular
and Cellular Biology, University of MENTOURI Brothers, BP, 325
Route de Ain E1 Bey, Constantine, Constantine, Constantine 25017,
Algeria
##Assembly-Data-START#z
Sequencing Technology ::
##Assembly-Data-END##
Location/Qualifiers
1..734

AUTHORS

TITLE
JOURNAL

COMMENT
Sanger dideoxy sequencing

FEATURES
source

<1..>734
/note="contains small
transcribed spacer 1,

transcribed spacer 2

misc RNA
subunit ribosomal RNA, internal
5.85 ribosomal RNA, internal

and large subunit ribosomal RNA"

ORIGIN
1 tcttcttggt tccatttaga
61 cggaaggatc attactgaat
tgtgcaccge ctgtegtett
getttttett ttggectttg
tcgagtctat gettttacac
gtgtgcctat cttasacact
tgaagaacge agcgaaatge
421 tctttgaacg caccttgege
acattctcaa ccattggatt
aasggtcgge tccccttaaa
tasatcttac tttgcgeegt
tcccttgtgg acaacgataa
casatcaggt aggt

ggaagtasas
assactcggt
tatttctttt
ggteagtgtt
tatacaccat
stacaacttt
gataagtaat
tecttggtat
tgttttcgat
tgcattaget
ttttgacgtg
aatcccctct tcggaggget

gtcgtaacaa

gggcttgatg
ccacctgtge

gtttccgta
ctggetttct
accctttgta
ggggactgct gaccggetgt
tgttasacct tagaatgtta aaggctctac
cagcascgga tctcttgget ctegeatcga
gtgaattgca gaattcagtg astcatcgaa
tccgaggage atgectgttt gagtgtcatt
gesttggact tggggstaty tgccggccct
ggttgccect ctcgegtega cttggtgtga
gatgtctttt gggtggctge tttctaaccg
tttittgacc tctctgacct

getgaacctg
tttgaaggca
gecttgaacc
cttctacegt

X B Cyclocybe gyline X

+ e

&g X O

Change region shown

Customize view

Analyze this sequence
Run BLAST

Pick Primers
Highlight Sequence Features

Find in this Sequence

Related information
Taxonomy

LinkOut to external resources

SH1020338.09FU

Recent activity

[UNITE]

Tum Off Clear

B Cyclocybe cylindracea strain MEST42 small
subunit ribosomal RNA gene, partial Nucieotice

Q_ Toumi mohammed (0)

Nucleotide

See more..

See more.

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

oo

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

sans numeérotation.
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Search-InterPr- X [B BRENDAEnzym X [B) TheUniversalPr X &3 Expasy-PROSIT X | PROSITE-ancv X &N PROSITE- Desc

> I 23 ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT553101.12report=fasta

x B Cylogbegyline X+ _

B A O

Nucleotide Nucleotide v |||

Advanced

FASTA ~ Send to: v

Cyclocybe cylindracea strain MEST42 small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene,
partial sequence

GenBank: MT553101.1

GenBark  Graphics

>MT553101.1 Cyclocybe cylindracea strain MEST42 small subunit ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal transcribed
spacer 2, complete sequence; and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
TCTTCTTGGTTCCATTTAGAGGAAGTAAAAGT CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATC
ATTACTGAATAAAACTCGGTGGGCTTGATGCTGGCTTTCTTTTGAAGGCATGTGCACCGCCTGTCGTCTT
TATTTCTTTTCCACCTGTGCACCCTTTGTAGECTTGAACCGCTTTTTCTTTTGGCCTTTGGGTCAGTGTT
GGGGACTGCTGACCGECTGTCTTCTACCGTTCGAGTCTATGCTTTTACACTATACACCATTGTTAAACCT
TAGAATGTTAAAGGCTCTACGTGTGCCTATCT TAAACACTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCT
CTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAA
TCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACATTCTCAA
CCATTGGATTTGTTTTCGATGGGTTGGACTTGGGGGTGTGTGCCGGCCCTAAAGGTCGGCTCCCCTTAAA
TGCATTAGCTGGTTGCCCCTCTCGCGTCGACTTGGTGTGATAAATCTTACTTTGCGCCGTTTTTGACGTG
GATGTCTTTTGGGTGECTGCTTTCTAACCGTCCCTTGTGGACAACGATARAATCCCCTCTTCGGAGGGCT
TTTTTTGACCTCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGT

Help

Change region shown s

Customize view s

Analyze this sequence
Run BLAST

Pick Primers

Related information
Taxonomy

LinkOut to external resources

SH1020338.09FU
[UNITE]

Recent activity
Tum Off Clear

B Cyclocybe cylindracea strain MEST42 smal
subunit ribosomal RNA gene, partial Nucl

Q_ Toumi mohammed (0)

Figure 24 : Format FASTA d’une séquence nucléique

e Entrée de la banque EMBL

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

- Une fenétre est apparue, elle représente I’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 1’un des opeérateurs booléens (AND, OR,

NOT) au moment de recherche pour mieux cibler le résultat de requéte.
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v Search - InterPro X B BRENDAEnzymeDatabsse X  [B) The Universal Protein Reso. X & Expasy - PROSITE X @) EMBL-EBI homepage [EMEL X | + - a8 X

€ 5 C = ebiacuk gax O 00

# EMBL-EBI home X Services &% Research & Training @ Aboutus EMBL-EBI

EMBL's European Bioinformatics Institute

EMBL-EBI

Unleashing the potential of big data in biology

| Find a gene, protein or chemical All

Example searches: blast keratin bfl1 | About EBI Se:
Science searcl

Genomes & metagenomes
Nucleotide sequences
Protein sequences

| Small molecules

| Gene expression

T Gene-Disease Associations

Explore our research © Train with us ©

‘ Find data resources @ ‘

Diseases

Molecular interactions

Reactions & pathways

Protein families

Literature

Samples & ontologies
Search web content

EMBL-EBI People

EMBL-EBI web

Latest news ©

Exemple sur un résultat de recherche sur EMBL :
- Dans la case de recherche, nous écrivons la requéte suivante : *’Alkaline Phosphatase
AND homo sapiens”’.
- Enchoisissant “’Nucleotides sequences’’, puis on lance la recherche.

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

v Search - InterPro X B BRENDAEnzymeDatabase X  [B) The Universal ProteinResov X & Expasy - PROSITE X @) Phosphatase Alkalineand h X |+ - 8 X

€ > C | % ebiac isearch, i query= 20Alkaline%20and%20] ize=15 =ebi_index g ax O oo

Phosphatase Alkaline and human

Examples: VAV_HUMAN, tp53, Sulston. Advanced search

Dh het

Search results for Phosy Alkaline and hi

Showing 45 results out of 274 in All results - Nucleotide sequences

Give us feedback on these results

Filter your results N Create RSS feed

Source
All results (19,329)
Nucleotide sequences (271)
ENA Study (35)

[] Nucleotide sequences (271 results)

Source: Sequence (ID: X53750)

Sequence (5) [J X53750
Study {Read;‘;«nalyms) (14) H.sapiens alkaline phosphatase gzne exon 4 and 5
Read (Experiment) (214)
GWAS Catalog (3) Cross references: Samples & ontologies (1)
. Formats: in EMBLformat in EMBL-SVA in FASTA format
Organisms
Muimacaciaacion s

Pour obtenir le résultat de recherche, nous devons cliquer sur le code <°X53750°°, ensuite, il

faudra aller a droite et cliquer sur EMBL :
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v Search-InterPro X B BRENDAEnzymeDst X [B) TheUnversalProtern X G Expasy-PROSTE X (1 ENABrowser X ebiacuklenabrowss X+ - a x

€ 3 C % ebiacuk/ena/browser/view/X53750 Baxt O 00 :
X53750 View @ a
Examples: Txxon:8808, BNOO00SS, PRIEB402

Home | Submit v | Search v | Rulespace | About v | Support v

Sequence: X53750.1 )

H.sapiens alkaline phosphatase gene exon 4 and 5

2 View: EMBL  FASTA

& Download:  EMBL  FASTA

= Navigation: Show
Organism: Homo sapiens (human) @ Publications: Show
Mol Type: genomic DNA B secunce VEions: Vige
Topology: linear
Base Count: 1795
Dataclass: STD
Tax Division: HUM
Accession: X53750
Keywords: alkaline phosphatase
Chromosome: 1
Md5 Checksum: 04374265 1afe8ba3c4212003c75148
Dev Stage: fefal
Map: p34-p36.1
Tissue Type: liver
Show Less

Dans I’entrée la banque de données EMBL, les code a deux lettres, situés dans la partie gauche

sont dénommés, Etiquettes, ces dernieres 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 I’entrée de la banque GenBank).
XX : ligne vide

DE : définition.

OS : organisme source.

OC : organisme classification.

FT : caractéristiques de la séquence

SQ : séquence du geéne.

40



Banques de séquences biologiques

Search - InterPro X B BRENDAEnzymeDat X ) TheUniversalProtein X G Expasy-PROSITE X ENA Browser

> c 23 ebi.ac.uk/ena/browser/api/embl/X53750.12lineLimit=1000

X53750; SV 1; linear; genomic DNA; STD; HUM; 1795 BP.
X537580;

13-APR-1992 (Rel. 31, Created)
14-NOV-2006 (Rel. 89, Last updated, Version 2)

H.sapiens alkaline phosphatase gene exon 4 and 5
alkaline phosphatase.

Homo sapiens (human)

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; Mammalia;
Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini; Catarrhini; Hominidae;
Homo.

[1]
1-1795
Hsu H.H.T.;

H
Submitted (©5-JUL-1990) to the INSDC.

Hsu H.H.T., University of Kansas Medical Centre, Pathology Department, 39th
and Rainbow Blvd, Kansas City Kansas 661083, U S A.

[2]
Hsu H.H.T.;

TTha mankial cmnmancine AL himan mancnaciLia (hana Tiuanm Lidnac) aTlbalina

Search - InterPro X B BRENDAEnzymeDst X  [B) The UniversalProter X [ Expasy - PROSITE x ENA Browser

> C 25 ebi.ac.uk/ena/browser/api/embl/X53750.12lineLimit=1000

1..+1795

/organism="Homo sapiens"
/chromosome="1"
/map="p34-p36.1"
/mol_type="genomic DNA"
/dev_stage="fetal"
/clone_lib="Charon 4A phages"
/clone="CPSTC4M1"
/tissue_type="liver"
/db_xref="taxon:9606"
7..181

/number=4

926..1101

/number=5

source

exon

exon

Sequence 1795 BP; 395 A; 516 C; 532 G; 352 T; @ other;

ctgcagacgt acaacaccaa tgcccaggtc cctgacageg ccggcaccge caccgectac 60
ctgtgtgggg tgaaggccaa tgagggcacc gtgggggtaa gecgecagecac tgagegttcec 120
cggtgcaaca ccacccaggg gaacgaggtc acctccatcc tgegetggge caaggacget 180
ggtgagtcgg gggagcagtg gggagcaggg ccagettegt ggectgteca ggetcagtcet 240
ttctgactgt gtcatgggaa ggggctagaa aaggcttctc tgtggggetc ccagectctga 300
tatgctggga gtctgtaata tccatgggat tccttccgtg acaggggaag ctgagggttt 360
ggggttcact cagtggtggg ttctggtccc agttcatttc tctgagtcga ttcttcattt 420
gactataaac gggtggaacg tagcccctca taggttgtgt gagaggagaa gtcagccagg 480
ctagcctgtg ggtgcagtcc atgccacgec ccttececctee tcagaattgg gagcccagec 540
tgtgeccccca gaagetttag ggtcagggee aaggccaaaa cacaggtgac aaggccaaca 600
tacaggtgac agagccacag tccacttgag atccctcagg ggtcctgtgg gegecttgat 660

ebiacuk/ena/brows: X i =

B QA% O

ebiacuk/ena/browse X + = a

Bax O 00
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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 sequences. Néanmoins, Comparer des
séquences biologiques ainsi que leur alignement nécessite la mise en ceuvre 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

a I'échelle moléculaire pour établir une étude phylogénétique des espéces.

En effet, il existe différents type d’alignement :

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

déterminer a quel point deux séquences sont similaires.

e Alignement multiple : alignement appliqueé a plusieurs séquences a la fois. Il permet
de rechercher des motifs conservés, de prédire des structures, de réaliser des études
phylogénétiques.

e Alignement local : comparer deux séquences seulement sur une partie (blocs) de leur
longueur. Il permet de comparer une chaine inconnue avec une série de chaines

connues.

e Alignement paire : correspond a la comparaison de deux séquences seulement.

Un alignement repose essentiellement sur une entité numérique appelée le score (s) qu’on
attribue a chaque paire de nucléotides des deux séquences a 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 a la somme des scores élémentaires (S)

S = Zsi

=1
Exemple :
SéquenceSIG| Al ATl - GG| CI[C|G
L= I
Séquence S2AG| Al - Tl T G| C| -| G
Score élémentaire(s) L | 1) 0| 1 O 01| 4 O[O

Donc le score global de cette comparaison est égal a 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 facon entiere et
aboutissent a une comparaison globale de la premiére séquence avec la deuxiéme.
2.1.1. Dotplot
Le dotplot est I'une des méthodes les plus anciennes pour comparer deux séquences
Le principe de cette méthode est basé sur la comparaison de fenétres de longueur fixe que I'on
déplace le long des séquences.
Les diagonales représentent chacun une séquence et lui-méme montre une comparaison de ces
deux séquences par un score calculé pour chaque position de la séquence. Si une fenétre de taille
fixe sur une sequence (un axe) correspond a l'autre séquence, un point est dessine sur le plan.

La ressemblance des séquences est "lue" dans les diagonales.
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Dotplot

Sequence 1

TATCGAAGTA
[ ]

T e o
A ) °® o °
T o o o
T e ° ° One possible alignment
Jequencee | S " TATCGAAGTA
A - - -
T o . TATTCATGTA
G ", e o
T e o _ o
v A ° ‘e ® o

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

Dotlet JS

SEQUENCE 1 SAVED SEQUENCES Wiindow size Scoring matric
15 Identity

Sequence 2

Sequence 2:

[5) Sav= Seauen o=

Sequence 1

pp

Sequence 2

Il suffit d’insérer les deux séquences pour obtenir le résultat suivant :
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Drosophila melanogaster
7/

{1529 x 1504] # Score st (1:M, 1:M) : 1 Seql:l

'RG'\“GI'.'Q!-' ISLSLGLVLATMNKVAPQACPAQCSCSGS
KAAPSRTT|RMPPPFRLQLRELILPILLLLRHDAVHAE

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 grace a
I’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 a séquence optimale par 1’algorithme ci-dessous. Nous commencons a
parcourir la derniére ligne, puis la derniere colonne de la matrice, et pour chaque ligne colonne

apres colonne (en partant de la derniere). L expression de cet algorithme est :

S(i+ 1,j+ 1)+ s(i,j)
S(i,j) = Max s(i+ 1,))
s(i,j+ 1)

La similarité entre deux séquences est égale a la valeur S(1,1) et I'alignement est un graphe
d'origine S(1,1) et parcourt la matrice croissante i et j pour trouver le voisin maximum de
I'élément.
Dans I’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 a position S1 horizontale et S2 a

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

entre deux nucléotides et la valeur 0 au cas contraire.

o|lr|o|lr|r|olo|ol—|p
ofr|o|r|rr|lolo|o||>
olololololololklol>
olololololr|lrlolold
olblolklrlololole|®
o|r|o|r|r|r|o|lolr|p
Flo|lr|o|lolo|olo|o|n
plolklololololololO
olblolklrlololole|®
Flo|lr|o|lolo|olo|o|n

eliolieliolIo]kslt=IPdIq)

-Dans la deuxiéme étape, nous calculons la matrice transformée dans laquelle la 1ére ligne et la

1ére colonne seront initialisées a zéro :

G|A[A|T[G|G|C|C|G|C
0/]0({0]0]J0(0]|0]0[0]0O

O|OO[O|O[H[H|>|®
o|lo|o|o|o|o|o|lo|lolo

-L’étape suivante correspond a I’exécution de 1’algorithme de Needleman Wunsch pour remplir

les cases, on obtient alors le tableau suivant :

G AA TG G g G G

0 g g0g g g g g g O

G o 1113y 13 13 13 1 3 1
AOQ Y 2 2 242 2 2 2 22 2 2
mTaqg 13 223 3 3 3 3 3 3
Mo 1 223 3 3 3 3 3 3
G qQ 1 2 2 3 4 4 4 4 4 4
G g 1 22 3 4 9 9 5 5 9
aq 3 42 2 3 4 59 9 6 g 6
G o 4 22 3 4 5 g 6 6 6
aq 3y 4 242 3 4 9 9 74 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).

GIAATG GC|IC|G|C

Q0| 0 0 @ 0 qO0(0|0 |0
G|l 14 413 3y 1111
AlQ1l| 2 24 24 2 22(2|2|2
T OQ1( 2 23 3 3F3|3|[3|3
TI01| 2 4 3 3 33(3|3]3
G| O1| 2 2 3 4 44(4|4 |4
G|l Oo1| 2 24 3 4 §5(5[5]5
ClQ1| 4 2 3 4 56|6|6 |6
G| Q1| 2 242 3 4 56(6|6]|6
ClOo1]| 24 2 3 4 56 |7|7|8

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

Séquence Sl G| Al AAIT| G| gC|C| g {C

LA AL DL

SéquenceS2 Gl Al {T| TG| GC| -| G G C

*

» Lescore global de cet alignement est de 9.

» Le pourcentage de I’identité entre les deux séquences S1 et S2 est égal & 75%

*  (%id = (9/12) *100= 75%)
D’aprés 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'a ce moment-1a, la séquence S2 a subi une mutation par
délétion dans laquelle le nucléotide A a été perdu au cours de 1’évolution pour 1’adaptation. En
méme temps, il est conservé dans la séquence S1 (a la 3*™ position), de méme, 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 5™ et 1°™ position.

2.1.3. L’alignement des séquences protéiques

En effet, les systemes nucléiques bases sur I'identité ne conviennent pas dans le cas des systemes

protéiques. Cela est d0 au fait que certains acides aminés peuvent étre remplacés par d’autres
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acides aminés (notamment en raison de leurs propriétés physico-chimiques) sans modifier le
réle 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 méme charge - hydrophiles /
hydrophobes - type de groupement latéral : polaire (groupe 1), polaire non chargé (groupe 1),
chargé (groupe I11).

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).

e Lamatrice PAM 250
Crée par Margareth Dayhoff en 1970. Elle provient d’un alignement a la main de 3000 protéines

regroupées en 71 familles avec un total de 1600 mutations et les séquences d'une méme famille
ont au maximum 15% de différence, afin de déterminer les mutations les plus fréquentes d’un
acide aminé a un autre.

La matrice obtenue, PAML, (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-méme. 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 I'évolution des protéines.
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Figure 26 :

La matrice PAM 250

e Lamatrice 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 proteines. Ces auteurs ont utilisé plus d'une centaine de familles de protéines
pour un nombre total de blocs supérieur a 2000. Les hypotheses de calcul de la matrice sont identiques a
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 derniére 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.
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BLOSUM 62 scoring matrix
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Figure 27 : La matrice BLOSUM 62

Dans I’exemple suivant, nous allons appliquer I'algorithme de Needleman et Wunsch pour
aligner deux séquences protéiques :
Soit la sequence S1 : EVLVMDHLF et la séquence S2 : DLLVERLF

La premiere étape correspond a construction de matrice initiale en utilisant la PAM 250

EVIL[M M D HL| F
D 3-2(-4|-2 -3 -4 1-4| -§
L -32 2 4 -4 -2 2
L{ -3 -4 -2 2
V| -2 -2 -2 -1
B 4-2(-3] -2 -2 3 1-3| -5
R -1 -2|-3| -2 1 2-3| -4
U -32(6| 2 4 -4 -26| -1
H -71-6|-2| -6 -4 -7 -3-2| O

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

derniére colonne et de la derniere ligne :
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il il Edinlinilv)

-7 -6-2|-6

On obtient la matrice transformée suivante :

i el Pl N0 | Kl Al )
1
N
N
N
IN

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

plus petit.

BEV| |V

M

35 -2 | -4-2

-3

=

-3132 | 30[ 26

24

14

13

-326 | 30| 24

24

14

13

-2 24| 22124

22

16

13

415| 14 15

15

20

18

-1115| 12113

17

16

17

6 11| 1511

13

al Il ol Edimdimdiv)

S5-11 -1

0

La quatrieme étape : alignement de deux séquences

Séquence S1| HV

L V

*

Séquence S2| DL

Le score global de cet alignement est : s= 182
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D’aprés ’alignement précédent, on peut relever 4 identités et 4 substitutions (similarités).
La substitution observée a la premiére position d’alignement, représente un remplacement de

I’acide aminé E par D par necessité adaptive. Le méme constat pour les autres substitutions.

Remarque :
La matrice BLOSUM est devenue une matrice de référence, plus que PAM, notamment
BLOSUMG2 qui était utilisé avant BLAST.
Les programme BLAST, héberge 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 requéte (query sequence) et chacune des séquences
d'une banque de données (Nucleotide, UniProtKB, PDB).

Pour pouvoir effectuer cette tache 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
oligomere (oligopeptide pour les bases de données de proteines, oligonucléotides pour les
séquences nucléiques) d'une taille donnée.

Quand la recherche est lancée, le BLAST commence par analyser la séquence requéte 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.

e L’utilisation du programme Blast
Nous pouvons utiliser ce programme directement en consultant le portail NCBI

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

- Lesétapes 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.

T bNCBIIBI.ASTIbIas!n MR
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1 : Séquence a étudier
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Job Title
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Database
>
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[C] models (Mo ] Environmental sample sequences

N

Enter an Enfrez query to imit search .g;

Program Selection

& Highly similar sequences (megablast)
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Search database Nucleotide collection (nr/nf) using Megablast (Optimize for highly simila
[ SN

it insérer la séquence requéte.
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Apreés avoir lancé I’alignement, nous obtiendrons les résultats illustrés dans le tableau suivant :

Tableau 2 : Récapitulation des résultats de BLAST

Résultats Description

Les traits de couleur

Distrbution of 100 Blast His on the Query Sequence & correspondent & un
Wouse over o s the deie cik o show algomens | alignement entre la

Query

Color ey fo alignment scores

@ 4040 80-200

I

»200

—
[
<=
=2
<
=
<

—_—
o
L=
_
<N
=]

séquence soumise et
une séquence de la
banque.

La couleur correspond
au score.

La longueur
correspond a lataille de

658 658 4% 2005 9744% 24241859 OX

602 602 3% 0001 100.00% 14468000 OX

602 120 3% 0001 100.00% 49731725 OX

534 584 3% 0004 10000% 37834398

3% 0004 100.00% 55376203 OX

584 584 3% 0004 100.00% 23098918 O

565 565 3% 0014 10000% 37479866 OX

— I'alignement.
-—
-
P ]
e |
P S— e —
e ———————————————
e
-_—
——————————
e |
Ici  chaque ligne
Sequgnusprodu(ingsimjﬁcama]jgnmms Download ¥ Select columns ¥ ShOWE ] Correspond é. tralt
o coloré de la
LJ selectall 0se , ;
Scntic Name s o e ) [ i rEpres.entatlon
5 Scav.'e ch'e Cover mv"e ICE'M °z ACCessi graphlque
178 1788 M 00 10000% % M On trouve dans ce
505 505 28% f1e137 10000% 273 -
tableau, plusieurs

parameétres pour juger
la  crédibilité  de
I’alignement, tels que,
le % d’identité, I'E-
value et le score total.
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>Jgb|ADN04687.1
qb|ADN04688. 1
qb|ADN04690.1

RNA polymerase beta I subunit [Panax ginseng]

P16 more sequence titles

Length=186

Score =

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1
17
61
n
121
137

338 bits (866),

EGRFRETMLGKRVDYSGRSVIVVGPSLSLHRCGLPREIAIELFQTFVIRGLIRQHLASNI
EGRFRET+LGKRVDYSGRSVIVVGPSLSLHRCGLPREIAIELFQTFVIRGLIRQHLASNI
EGRFRETLLGKRVDYSGRSVIVVGPSLSLHRCGLPREIAIELFQTFVIRGLIRQHLASNI

GVAKSKIREKEPIVWGILQEVMRGHPILLNRAPTLHRLGIQAFQPILVEGRAICLHPLVR
GVAKSKIREKEPIVW ILQEVM+GHP+LLNRAPTLHRLGIQAFQP+LVEGRAICLHPLVR
GVAKSKIREKEPIVWEILQEVMQGHPVLLNRAPTLHRLGIQAFQPVLVEGRAICLHPLVR

KGFNADFDGDQMAVHVPLSLEAQAEARLLMFSHMNLLSPAIGDPISVPTQ 170
KGFNADFDGDQMAVHVPLSLEAQAEARLLMFSHMNLLSPAIGDPISVPTQ
KGFNADFDGDQMAVHVPLSLEAQAEARLLMFSHMNLLSPAIGDPISVPTQ 186

> Jab|ACB88372.1| RNA polymerase C [Populus alba]
Length=167

Score =
Identities = 167/167 (100%), Positives = 167/167 (100%), Gaps = 0/167 (0%)

Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

5

1
65
61
125
121

338 bits (866),

RETMLGKRVDYSGRSVIVVGPSLSLHRCGLPREIAIELFQTFVIRGLIRQHLASNIGVAK
RETMLGKRVDYSGRSVIVVGPSLSLHRCGLPREIAIELFQTFVIRGLIRQHLASNIGVAK
RETMLGKRVDYSGRSVIVVGPSLSLHRCGLPREIAIELFQTFVIRGLIRQHLASNIGVAK

SKIREKEPIVWGILQEVMRGHPILLNRAPTLHRLGIQAFQPILVEGRAICLHPLVRRGEN
SKIREKEPIVWGILQEVMRGHPILLNRAPTLHRLGIQAFQPILVEGRAICLHPLVRKGEN
SKIREKEPIVWGILQEVMRGHPILLNRAPTLHRLGIQAFQPILVEGRAICLHPLVRKGEN

ADFDGDQMAVHVPLSLEAQAEARLLMFSHMNLLSPAIGDPISVPTQE 171
ADFDGDQMAVHVPLSLEAQAEARLLMFSHMNLLSPAIGDPISVPTQE
ADFDGDQMAVHVPLSLEAQAEARLLMFSHMNLLSPAIGDPISVPTQE 167

RNA polymerase beta I subunit [Panax japonicus var. bipinnatifidus)
RNA polymerase beta I subunit [Panax japonicus var. bipinnatifidus)

Expect = 2e-91, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 165/170 (97%), Positives = 169/170 (99%), Gaps = 0/170 (0%)

60
76
120
136

Expect = 2e-91, Method: Compositional matrix adjust.

64
60
124
120

-Query : la séquence
soumise (requéte)
-Subject : la séquence
de la base

de donneées

-Les parametres
propres a chaque
alignement : (score, E-
value, % d'identité et
nombre de Gaps.
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