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Objectifs
• Préparer les données avant de faire l’analyse de 

variants
� Comprendre à quoi sert un alignement
� Réaliser un alignement
� Comprendre les biais qu’il peut y avoir dans un alignement

de lectures
� Corriger les biais
� Connaitre le format SAM/BAM
� Estimer l’efficacité de capture
� Calcule la couverture nucléotidique
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Analyse de données pour 
l’application de re-séquençage
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Plan
• Alignement

� Le format SAM/BAM
� Les régions posant problèmes
� BWA

• La couverture nucléotidique

• Estimation de l’efficacité de capture

• Raffinement des alignements

• Recalibration des bases
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ALIGNEMENT

20
/0

3/
20

17

6



Processus 20
/0

3/
20

17

7

Données brutes

Filtration et 
enlevement des 

données de 
mauvaise qualité

Alignement

Identification 
des duplicats

Réalignement
local

Recalibration 
de la qualité

des bases

Données prêtes
pour analyse
des variants

Fichier 
fastQ

Fichier 
fastQ

Fichier 
SAM/BAM

Statistiques

Fichier 
SAM/BAM

Fichier 
SAM/BAM

Fichier 
SAM/BAM

Fichier 
SAM/BAM



Alignement
• Trouver la position des lectures dans le génome de référence
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Génome de référence

Lecture

• Une seule position dans le 
génome de référence

• Plusieurs positions possibles 
(Répétition, régions dupliqués, 
pseudogènes…)
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Alignement de données NGS
• Défi NGS : 

� Aligner rapidement des millions de lectures courtes en 
utilisant le minimum de ressources informatiques

� Gestion des données pairées
� BLAST, Blat

• Outils NGS
� BWA (Li et al, 2009)
� Bowtie
� SOAP
� … (Rufallo et al, Bioinformatics,  2011) 

• Format SAM/BAM
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SAM/BAM format
• SAM : Sequence Alignment/Map

• Format d’alignement générique
� Avant SAM/BAM : 1 format de fichier par aligneur! 

• Convient aux reads courts et longs (Illumina, 
AB/Solid et Roche/454)

• Utilisé comme fichiers de sortie par le projet 1000 
génomes

• Fichier texte tabulé (SAM)

• Contient deux sections:
� Entête (optionnel)
� Alignement
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Entête
• Entête commence par @

• Se trouve au début du fichier

• Tag
� @HG : (version du format, …)
� @SQ : Liste des séquences de référence (une ligne par 

séquence de référence utilisée)
� @RG : group de lecture 
� @PG : nom du programme
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Alignement FLAG

• Utilisé pour filtrer un fichier SAM/BAM

• http://picard.sourceforge.net/explain-flags.html
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Alignement
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Alignement : CIGAR

• Comprendre l’alignement



Alignement :Tags additionnels 20
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<QNAME> <FLAG> <RNAME> <POS> <MAPQ> <CIGAR> 
<MRNM> <MPOS> <ISIZE> <SEQ> 
<QUAL>[<TAG>:<VTYPE>:<VALUE> [...]]



Le fichier BAM
• Le format de fichier BAM est la version 

compressée du fichier SAM. (Format compatible 
avec GZIP)

• Indexer les fichiers BAM (*.bam.bai) : 
� accélérer la recherche des alignements à une position donnée

• Ordonné par coordonnées chromosomiques
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Manipulation de fichiers SAM/BAM

• Manipulation de fichiers SAM/BAM avec les API (Application 
Programming Interface)
� Samtools (en C)
� Picard (en Java)
� Pysam (en python)
� …

• Attention: les différentes API ne proposent pas toutes les mêmes
fonctionnalités
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Samtools
• Permet de créer et d’indexer des fichiers BAM à

partir de fichier SAM

• Calculer des statistiques d’alignement

• Enlever les duplicats de PCR

• Fusionner des fichiers SAM/BAM

• Visualiser des alignement à partir des fichiers
BAM

• Détecter des SNP

• Détecter des petits indels
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Picard
• Modules complémentaires à Samtools

� Identifications de duplicats
� Ordonner des fichiers BAM
� Ajouter des informations de groupe de lecture

• Contient plus d’outils de conversion de format

• Pas de visualisation d’alignements possible

• Pas de détection de variants
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Manipulation des fichiers SAM
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SAM: un format universel



BWA
• Li H. and Durbin R. (2009) Fast and accurate short read

alignment with Burrows-Wheeler Transform. Bioinformatics, 
25:1754-60. [PMID: 19451168] 

• Rapide et peu gourmand en ressources
• Supporte l’alignement de lectures avec des insertions/délétions 

(indels)
• Supporte les séquençages simples (single end) et pairés (paired

end)
• Nécessite des données de bonne qualité
• Fonctionne avec un nombre limité d’erreurs (2 pour 32bp, 4 pour

100 bp, ...)
• Nécessite d’indexer les séquences de référence (accélérer la 

recherche)
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Partie pratique n°1
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Partie pratique n°2
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Partie pratique n°3
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Partie pratique n°4



QC : Alignement
• Pourcentage de lectures alignées sur le génome de 

référence
� Si trop faible: Contamination? Mauvais génome utilisé? 

Mauvaise qualité des lectures?
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Partie pratique n°5



Régions pouvant poser problème
• Régions de faibles compléxités (homopolymères)

• Régions dont les séquences sont représentées plus 
d’une fois dans le génome (répétitions…)
� Alignabilité

� dépend de la longueur des lectures
� meilleure si données pairées
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Alignabilité



Les régions répétées
• Les lectures s’alignant dans les régions répétées ne peuvent pas 

être gardées pour l’analyse (introduction de biais)
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Région répétée génome

Taille des 
fragment
s



Taille des 
fragment
s

Région répétée génome
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• Avantage des lectures pairées!

• Les lectures s’alignant dans les régions répétées ne peuvent pas 
être gardées pour l’analyse (introduction de biais)



Les lectures issues de régions répétées
• Comment les détecter?

� BWA donne une qualité d’alignement de 0 à des lectures 
s’alignant à plus d’une position

� En utilisant les flags des fichiers SAM
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/0

3/
20

17

38

• Lectures dupliquées : 
� Séquences ayant la même séquence nucléotidique
� Alignées sur le même chromosome avec la même position de début et de fin 

d’alignement et dans le même sens de lecture
� Ont le même CIGAR
� Cause : 

� PCR pendant la préparation de la librairie (duplicats moléculaire)
� Même cluster lu deux fois (duplicats optiques)



Source: 
GATK
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Les lectures dupliquées



Les lectures dupliquées 20
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génome

• Lectures dupliquées : 
� Avantage des lectures pairées
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génome

• Lectures dupliquées : 
� Avantage des lectures pairées
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Partie pratique n°7
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Partie pratique n°8



Estimation de la 
couverture
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Couverture nucléotidique
• Nombre de lectures présentes à une position 

donnée

• Meilleure sera la couverture, meilleure sera la 
détection des variants (Encore plus vrai pour les 
variants hétérozygotes)
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Couverture minimale pour la détection des 
hétérozygotes 20
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doi:10.1371/journal.pone.0025531.t001
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Partie pratique n°9



Estimation de l’efficacité
de capture
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Efficacité de capture
• Comment évaluer l’efficacité de capture?

� Nombre de lectures tombant dans les régions que l’on a 
cherché à capturer

• Besoin d’un fichier avec les coordonnées
chromosomiques des régions que l’on a cherché à
capturer (fichier au format BED)
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Le format BED
• Fichier texte tabulé

• Minimum de 3 colonnes
� Col 1 : Chromosome
� Col 2 : Position de début de la région
� Col 3 : position de fin de la région
� Col 4 : Nom de la région (optionnel)
� Col 5 : Score (optionnel)
� Col 6 : Orientation (optionnel)
� … jusqu’à 12 colonnes
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Et comme pour SAM il y a SAMtools…
• Pour les fichiers BED il y a… BEDtools

� Calculer l’intersection entre deux fichiers BED
� Calculer le nombre de lecture par annotation génomique

(exon, intron, …)
� …

• (BEDtools peut également gérer les fichiers BAM)
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Partie pratique n°10



• Le fichier de sortie est de la forme : 
� Col 1 : chromosome
� Col 2 : début de la région
� Col 3 : fin de la région
� Col 4 : Nombre de lecture dans la région
� Col 5 : Taille de la région
� Col 6 : Nombre de nucléotide couvert dans la région
� Col 7 : Pourcentage de bases couvertes

• Question :
� Est ce que toutes les régions sont couvertes?
� Combien de lectures sont capturées dans la région?
� Quel est le taux d’efficacité de la capture?

20
/0

3/
20

17

55



Format de fichier
• Il existe un grand nombre de format de fichiers pour 

stocker des données génomiques

• http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQformat.html

• Conversion d’un fichier avec un grand nombre 
d’informations vers un fichier contenant la quantité 
d’information nécessaire
� Gain de place

• Pour convertir d’un format vers un autre, il faut que le 
fichier d’origine contienne les informations nécessaires
� Ex : Bam -> BED (Perte d’information)
� Ex : BED -> BAM (Information manquante)
� Ex : Fastq -> BED (Il faut aligner les séquences!)
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Raffinement des 
alignements
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Réalignement autour des indels
• Problème d’alignement : 

� Dans les régions de faibles complexités
� Autour des indels

• Ces mesappariements détectés comme des variants 
peuvent biaiser les modèles statistiques utilisées
lors de la détection des variants
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Réalignement autour des indels
• 3 différents type de régions sont ciblées par le 

réalignement des indels
� Les indels connus (1000 génomes, dbSNP…)
� Les indels détectés dans les échantillons analysés (en 

utilisant le CIGAR)
� Sites avec des indels supposés
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Comment ça marche
• 1. Trouver la meilleur séquence consensus dans une région

donnée (la région inclue un maximum d’un indel)

• 2. Le score de la séquence consensus est égal à la somme des 
qualités des bases ayant un mesappariement
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• 3. Si le score du consensus est meilleur que celui de l’alignement
originel alors le nouvel alignement est conservé. 
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IGV
• Navigateur de Génomes

• Développé par le Broad Institute

• Le meilleur pour la visualisation de données de 
reséquençage
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IGV
• Génome à charger : hg19 (Genomes/Load from server)

• Fichier à charger (File/Load from File): 
� CRN-107_RG.bam (avant réalignement local)
� CRN-107.realigned.bam (après réalignement local)

• Pour visualiser un fichier Bam il faut avoir son fichier
bai (index) correspondant

• chr4:122,766,732-122,766,861
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Recalibration de la qualité
des bases
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Recalibration des qualités des 
bases
• A quoi ça sert?

� Corriger les biais d’assignement des scores de qualités des 
séquenceurs

• Comment ça marche?
� Les outils scannent les lectures alignées et cherchent les 

positions qui sont des mesappariements (nucléotides
différents du génome)

� Si les mesappariements ne sont pas des variants connus alors
l’outil considère que c’est une erreur de séquençage

� Calcul de statistiques sur tous les mesappariements détectés
et sur leur contexte dans la lecture (dinucléotide, position 
dans la lecture…)

� Correction de la valeur de qualité pour qu’elle corresponde à
la qualité observée
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