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Les étapes incontournables de 
l’analyse bioinformatique
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Etape 1:

Le contrôle de la qualité des 

séquences

Etape 2:

L’alignement des séquences sur un 

(ou des) génome(s) de référence* 
* s’ils sont connus

Etape 3:

La visualisation des alignements

Etape 4:

Analyses spécifiques (recherche 

de gènes DE, de variants, etc.)

Le choix des logiciels (et des valeurs de paramètres) dépend de la technologie 

de séquençage, de l’organisme étudié et de la question scientifique posée …
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Fichier FASTQ et qualité des reads
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Séquence 

nucléotidique

Score 

qualité

Une sequence est nommée “Read” :

“FASTQ format is a text-based format for storing both a biological sequence (usually 

nucleotide sequence) and its corresponding quality scores. Both the sequence letter and 

quality score are each encoded with a single ASCII character for brevity” ( Wikipedia : 

https://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format )

Signification : Probabilité d’une 

erreur de séquençage

→ Score qualité entre 0 

et 40

Caractère 

ASCII

Plusieurs millions

!! 1 Go !! 

https://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format
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Etape 1:

Le contrôle de la qualité des 

séquences

Exemple de logiciel : FASTQC
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

5 777 032 séquences

(100 bases)

7 007 145 séquences

(100 bases)

Position des bases (0 à 100)

S
co

re
 q

ua
lit

é

Position des bases (0 à 100)

S
co

re
 q

ua
lit

é

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/


Autres éléments à contrôler
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Autres éléments à contrôler
(dépendent du type de données étudiées)
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Biais classique en RNAseq. 

Il n’y a pas d’action à effectuer.



Autres éléments à contrôler 
(dépendent du type de données étudiées)
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Présence de séquences des « adaptateurs » Illumina. 

Utilisation possible d’un autre logiciel (ex. cutadapt) 

pour supprimer ces séquences.



Pour aller plus loin
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➢ Tutoriel vidéo (11 minutes) : 

http://www.youtube.com/watch?v=bz93ReOv87Y

➢ Exemple de séquences 

de bonne qualité :

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/f

astqc/good_sequence_short_fastqc.html

➢ Exemple de séquences 

de mauvaise qualité :

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/

fastqc/bad_sequence_fastqc.html

http://www.youtube.com/watch?v=bz93ReOv87Y
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/good_sequence_short_fastqc.html
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/good_sequence_short_fastqc.html
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/bad_sequence_fastqc.html
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/bad_sequence_fastqc.html
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Problématique
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D’où viennent ces sequences ?

Courtes séquences, 

écrites dans un fichier 

FASTQ

Génome de référence

Solution unique

Régions dupliquées du génomes ?

Pas de résultat !

Superposition



Un problème difficile !
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Les sequences génomiques 

sont longues …

• O. tauri : 12.106 bp

• Drosophila : 120.106 bp

• Human : 3.109 bp

• Yeasts : 10 to 20.106 bp

… par rapport à la longueur 

des reads

50 to 250 bases 
(en fonction de la technologie de séquençage)

1 / 100 000

à
1 / 1 000 000 000

X 5 à 10 millions

➢ Des algorithmes ont été développés (Bowtie, STAR, etc.) pour trouver 

une “bonne” solution (qui n’est pas nécessairement “la” meilleure).

Stratégie simple 0.1 s → 138 h → 6 j

Position du meilleur 

alignement ?



1/27/2025 G. Lelandais 14

Etape 2:

L’alignement des séquences sur un 

génome de référence

Exemples de logiciels : 

BOWTIE, BOWTIE2, STAR, etc.

Fichier FASTQ (après filtrage 

des séquences si nécessaire)

Fichier FASTA (génome de référence)

BOWTIE, STAR, etc.

SAMTOOLS

Fichier SAM (résultats des alignements 

des séquences sur le génome de référence)

Logiciel SAMTOOLS (éventuellement)
http://samtools.sourceforge.net/

Fichier BAM (version binaire et 

compressée du fichier SAM)

http://samtools.sourceforge.net/


Fichiers SAM et BAM, quelle 
différence ?
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Fichier SAM (5.4 Go) Fichier BAM (1.3 Go)

→ Fichier texte (nous pouvons le lire) → Version binaire du SAM (pour les ordinateurs)

La même information est contenue 

dans les deux fichiers. 



Pour aller plus loin
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➢ Les outils disponibles sont nombreux !

➢ Des études comparent les

performances des outils. Stabilité des

résultats en fonctions des paramètres

choisis ? Temps de calculs ? Etc.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23758764/

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/23758764/
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Etape 3:

La visualisation des alignements

Exemple de logiciel : IGV
https://www.broadinstitute.org/igv/home

Fichier GFF/GTF (positions des éléments 

génomiques d’intérêts)

Fichiers BAM (version binaire et 

compressée du fichier SAM)

Fichier FASTA (génome de référence 

téléchargé depuis NCBI)

La visualisation est une étape très 

importante dans un projet « omique »

https://www.broadinstitute.org/igv/home


Le format GFF
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https://www.ensembl.org/info/website/upload/gff.html ; https://en.wikipedia.org/wiki/General_feature_format

Fichier composé de 9 colonnes, indiquant les positions génomiques de début et de fin

d’éléments génomiques d’intérêts (ici les gènes).

https://www.ensembl.org/info/website/upload/gff.html
https://en.wikipedia.org/wiki/General_feature_format


Exemple visualisation
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HCA.3

(Cond 1)

HCA.9

(Cond 2)

Gène

Zone de recherche par nom de gène
Choix du chromosome

Coloration des reads

en fonction du brin

Informations issues du 

fichier GFF

Informations issues 

des fichiers BAM

Construction de banque 

« directionnelle »



« IGV Desktop » ou « IGV Web » ? 
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Travail sur son ordinateur « en local » Travail sur un serveur « en ligne »



Ressources utiles
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➢ Tutoriels vidéos : 

https://www.youtube.com/@IGVtutorials/playlists

Travail sur un serveur « online » Travail sur son ordinateur « en local »

https://www.youtube.com/@IGVtutorials/playlists
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Différentiel d’expression ?
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HCA.3

(Cond 1)

HCA.9

(Cond 2)

Gène

Zone de recherche par nom de gène
Choix du chromosome

Informations issues du 

fichier GFF

Informations issues 

des fichiers BAM

Construction de banque 

« directionnelle »

≠ ?
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Etape 4 (pour le RNAseq) :

Identification des gènes 

différentiellement exprimés

Gène

?

Gène Gène

Expression = 4 Expression = 3 Expression = 0

• Les séquences positionnées au niveau des gènes sont comptées (une annotation du

génome est donc nécessaire → Fichier GFF/GTF).

Exemple de programme : HTSeq count
https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.9.1/counting.html

• L’activité transcriptionnelle des gènes est supposée proportionnelle au nombre de

séquences alignées.

https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.9.1/counting.html
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Etape 4 (pour le RNAseq) :

Identification des gènes 

différentiellement exprimés

• Compilés dans un unique fichier, nommé « table de comptage » :



1/27/2025 G. Lelandais 28

Etape 4 (pour le RNAseq) :

Identification des gènes 

différentiellement exprimés

Exemple du package R : « DESeq2 »
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html

Gène

Cond 2

Cond 1

# seq = 4

# seq = 8

LogFC = Log2(8/4) = 1

Calcul d’un LogFC

Une normalisation est nécessaire …

Correction statistique

Données brutes Données normalisées

Gènes induits

Gènes réprimés

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
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Etape 4 (pour le RNAseq) :

Identification des gènes 

différentiellement exprimés

Faible expression Forte expression

Induction

Repression

Gène sélectionné

Gène sélectionné

Exemple du package R : « DESeq2 »
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html


Pour résumer
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27142620/

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27142620/


Ressource utile
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https://ressources.france-bioinformatique.fr/sites/default/files/formats.pdf

FASTA, FASTQ, BED, GTF, GFF, SAM, 

BAM, BAI, WIG, BedGraph, BigWig, 

Pileup, VCF. 

https://ressources.france-bioinformatique.fr/sites/default/files/formats.pdf


Ou trouver des données ?
• La banque de données SRA est incontournable 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/docs/
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• Les données sont
trouvées via un
moteur de recherche,

• Les données sont
décrites via une page
Web détaillée,

• Les données sont
accessibles via de
multiples liens.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX11036531[accn] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/docs/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/SRX11036531%5baccn
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