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Glossaire

Benchmarking : Evaluation comparative des performances d’outils informatiques.

Bloc de recombinaison : Région du génome ou les variants génétiques sont parfai-
tement co-hérités. Biologiquement, cela correspond a des segments situés entre deux
crossing-overs, de sorte que tous les sites a l'intérieur du bloc sont transmis comme une
seule unité au cours de la méiose.

Bulle (de variation) : Terme générique désignant un motif de divergence et de recon-
vergence dans un graphe.

Coalescence : Processus stochastique modélisant 1’histoire généalogique d’un échan-
tillon d’alléles en remontant le temps jusqu’a leur MRCA.

Eléments transposables : Séquences d’ADN répétées capables de se déplacer et de se
multiplier de maniere autonome au sein du génome.

Haplotype : Désigne, pour un individu donné, I'une des copies constitutives de son
génome (ou chromosome).

Hackathon : Evénement collaboratif intensif réunissant des développeurs et experts sur
une courte période pour concevoir et programmer rapidement des solutions informatiques.

Modele démo-génétique : Modele couplant la dynamique démographique des popu-
lations (e.g. variations de taille, migration) et les processus génétiques d’évolution des
génomes (e.g. mutation, recombinaison).

Panmixie : Etat d’une population au sein de laquelle les individus se reproduisent de
maniere totalement aléatoire.

Ploidie : Nombre d’haplotypes par cellule. Elle détermine si l'organisme est haploide
(une copie), diploide (deux copies) ou polyploide (plusieurs copies).

Reégle (Snakemake) : Unité fondamentale d'un workflow Snakemake décrivant une étape
de calcul, définit généralement les fichiers d’entrée, sortie et la commande nécessaire a la
transformation.

Scaffold (échafaudage) : Assemblage de plusieurs contigs ordonnés et orientés le long
d’un chromosome.

Snarl : Equivalent d’une bulle dans un graphe bi-orienté. Ce sous-graphe est délimité par
deux sommets frontieres, agissant comme un nceud source et un noeud puits, qui isolent
une région de variation complexe (incluant inversions ou cycles) du reste du graphe.

Tree-sequence (Séquence d’arbres) : Structure de données efficace codant I’histoire
évolutive complete d'un génome. Elle représente la succession des arbres généalogiques le
long de la séquence chromosomique.

Unitigs : Un chemin maximal et linéaire dans un graphe, dont les nceuds internes ne
présentent aucun embranchement (degré entrant et sortant égal a un), et qui peut étre
contracté en un unique noeud sans altérer la structure topologique du graphe.

Workflow : Séquence organisée et automatisée d’étapes ou d’analyses, ou la sortie d’une
étape sert d’entrée a une ou plusieurs étapes suivantes.

ix






Chapitre I. Introduction

| Introduction

1. L’Unité Mixte de Recherche Biogeco A’ INRAE

L’unité mixte de recherche (UMR) 1202 BioGeCo (Biodiversité, Génes et Communau-
tés) rassemble environ 115 chercheurs, techniciens et étudiants sous la double tutelle de
I"Université de Bordeaux et d’INRAE (Institut national de recherche pour l'agriculture,
I'alimentation et ’environnement). Ses effectifs sont répartis sur deux sites : I'un en pé-
riphérie de la forét des Landes, sur le campus forét/bois de Cestas-Pierroton, et Iautre
sur le campus de I'Université de Bordeaux a Pessac. L’unité est organisée en sept équipes
partageant un objectif : étudier la biodiversité, ses fonctions, sa structure et son évolution,
a différentes échelles du vivant, des génes aux populations! (fig. I.1).

CGénes m e [ dividus

Structure Fonction

Biodiversité
Evolution

Communautés m— I opulations
FIGURE I.1 — Les axes de recherche a BioGeCo

Mon équipe, E4E (Evolution dans les Ecosystémes Forestiers), se concentre sur I'étude
de I’évolution des écosystemes forestiers. Ses modeles d’études se distribuent en Europe et
en Guyane frangaise et incluent entre autres les foréts de pins maritimes (Pinus pinaster)
d’Europe du sud, les grandes chénaies frangaises et d’Europe (genre Quercus), les po-
pulations relictuelles d’ifs (Tazus baccata) distribuées dans toute I’Europe ou encore des
especes de la forét primaire guyanaise exploitées pour leur bois (e.g. Dicorynia sp.). Elle
est majoritairement composée de généticiens et d’écologues, parmi lesquels des pionniers
de la génétique évolutive des arbres tel qu’Antoine Kremer?, qui étudient 1’évolution de
la biodiversité a des échelles de temps écologiques mais également micro-évolutives plus
longues (différentiation des populations et des especes),

2. Variations structurales et diversité

Comprendre les mécanismes génétiques qui sous-tendent 'adaptation des organismes
a leur environnement constitue un enjeu central de la biologie évolutive. Cette compré-
hension repose entre autres sur I'étude de la diversité génétique, c’est-a-dire I’ensemble
des différences nucléiques observées entre individus d’une méme espece ou entre especes
proches. Historiquement, cette diversité a été principalement décrite a l’aide de poly-
morphismes nucléotidiques simples (SNP) et de microsatellites, des marqueurs largement
utilisés en génétique des populations. Toutefois, la variabilité génomique ne se limite pas
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Chapitre I. Introduction

a ces mutations ponctuelles. Elle inclut également des réarrangements chromosomiques
de grande ampleur, regroupés sous le terme de variations structurales (SV). Ces derniéres
englobent des insertions, des délétions, des inversions, des duplications ou encore des
translocations de segments génomiques (fig. 1.2). Longtemps restées en marge des ana-
lyses génomiques, les SV contribuent néanmoins fortement a la diversité des populations
et exercent une influence majeure sur le phénotype [1], notamment lorsqu’elles affectent
des génes ou leurs régions régulatrices. Leur prise en compte ouvre ainsi des perspectives
nouvelles pour l'identification des bases génomiques de I'adaptation, tout en posant des
défis méthodologiques importants.

Afin de mieux appréhender cette complexité structurale, un nouveau cadre conceptuel
s’est imposé ces dernieres années : la pangénomique. Initialement développée chez les
bactéries, cette approche est désormais étendue a I’ensemble du vivant. Elle vise a décrire
I'intégralité des séquences génétiques présentes au sein d’une population, d’une espéce
ou d'un groupe d’espéces apparentées (4, en intégrant aussi bien les SNP que les SV.
Plusieurs formalismes mathématiques ont été proposés pour représenter les pangénomes,
a l'instar des graphes de De Bruijn [2]. Cependant, ces modeles peinent a capturer les
réarrangements de grande taille et a représenter fidelement les régions répétées. Dans ce
contexte, les graphes de variation, ou pangenome variation graphs (PVG), se sont imposés
comme une représentation particulierement adaptée (fig. 1.2). Les nceuds y correspondent
a des segments de séquence, reliés par des arétes représentant les connexions possibles,
tandis que les chemins a travers le graphe décrivent les haplotypes individuels. Cette
structure permet de distinguer les régions communes a l’ensemble des individus et des
variants propres a certains haplotypes, facilitant ainsi la détection et I’étude des variations
structurales [3].

Insertion / Délétion (INS / DEL) Inversion (INV)
Alignement échantillon A ATTGCTA ATTATGC yee ATTGCTA o TTTGCCG o ATTATGC

linéaire des [ [ [N [

variants échantillon B ATTGCTA J TTTGCCG g ATTATGC Ly ATTGCTA g CGGCAAA g ATTATGC

X ) ATTGCTA ATTATGC ATTGCTA — ~— ATTATGC
Représentation
en graphe de
variation BREeeE
Polymorphisme mononucléotidique (SNP) Duplication en tandem (TDUP) Répétitions dispersées (DUP)
by ATTGCTA A ATTATGC e ATTGCTA ATTATGC A

[
A ATTGCTA [ | ATTATGC Ly ATTGCTA o ATTGCTA g ATTATGC Ly ATTGCTA o TTTGCCG g ATTATGC

RATICCTA S ATTATGC MS

FIGURE [.2 — Principaux types de variations structurales génomiques. Deux haplotypes (A
et B) sont représentés soit par un alignement linéaire (panneaux supérieurs bleus) soit sous forme d’un
graphe de variation (panneaux inférieurs rouges). Les blocs de méme couleur représentent des séquences
homologues. Les chemins de chaque haplotype sont définis par la succession d’arétes d’une couleur donnée.

ATTGCTA ATTATGC

La construction de PVG fiables repose toutefois sur une condition préalable essentielle :
la disponibilité d’assemblages génomiques de haute qualité. En raison de leur taille et de
leur complexité, les SV ne peuvent étre correctement identifiées qu’a partir de données
capables de couvrir intégralement les régions concernées. L’essor récent de la pangéno-
mique eucaryote est donc étroitement lié a I’avénement des technologies de séquencage a
lectures longues. Les approches a lectures courtes (<300 pb), longtemps privilégiées pour
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Chapitre I. Introduction

leur faible cotlit, montrent leurs limites dans I'analyse des régions répétées ou réarrangées.
A Dinverse, les plateformes PacBio HiFi et Oxford Nanopore Technologies (ONT) pro-
duisent des lectures d’environ 15 000 pb, et dans les cas extrémes des millions de bases [4].
Ces avancées technologiques ont nécessité un développement d’algorithmes d’assemblage
performants, capables de produire des génomes de haute qualité de maniere routiniere et,
dans certains cas, de séparer les haplotypes parentaux, c¢’est-a-dire les deux copies du gé-
nome héritées respectivement du pere et de la mere [5]. Ces progres sont particulierement
déterminants chez les plantes, dont les génomes, riches en éléments transposables (TE) et
en variations structurales, sont souvent plus labiles que ceux des vertébrés [6]. Toutefois,
la mise en ceuvre de ces algorithmes reste complexe, car elle implique la com-
binaison de multiples types de données, rendant le recours a des workflows
dédiés indispensable.

Gréace a la plus grande disponibilité d’assemblages de haute qualité, des outils tels que
PGGB (PanGenome Graph Builder) [7] ou minigraph-cactus [8] permettent aujourd’hui de
générer des PVG (fig. 1.3, A-B). Néanmoins, le recul vis-a-vis de ces méthodes récentes
demeure limité. Aucun cadre de benchmarking standardisé ne permet actuellement de
comparer la qualité des graphes obtenus. De plus, ’absence de simulateurs pour générer
des pangénomes synthétiques réalistes empéche une évaluation objective des performances
de ces méthodes. Ce manque de validation rigoureuse constitue un verrou mé-
thodologique majeur, auquel s’ajoutent des enjeux de reproductibilité, appe-
lant au développement de workflows standardisés et a I’adoption de bonnes
pratiques telles que la conteneurisation des outils bioinformatiques.

C’est dans ce contexte méthodologique et conceptuel que s’inscrit le projet Pangenoak,
coordonné par mon maitre d’apprentissage Ludovic Duvaux. Ce projet vise a exploiter
la pangénomique pour caractériser les variations structurales chez les chénes blancs eu-
ropéens, notamment le chéne pédonculé (Quercus robur) et le chéne sessile (Quercus
petraea). Ces especes appartiennent & un complexe d’une quinzaine d’especes interfer-
tiles, dont les génomes au fort polymorphisme partagé, compliquent l'identification de
marqueurs génétiques discriminants (mais voir [9]). L’étude des SV constitue ainsi une
approche complémentaire prometteuse permettant de capturer des réarrangements de
grande ampleur susceptibles d’améliorer la résolution phylogénétique, voire de porter des
genes adaptatifs (fig. 1.3, B). La détection de genes potentiellement adaptatifs, notamment
aux environnements chauds et secs, revét une importance particuliere dans un contexte
de changement climatique, alors que le dépérissement des chénes est déja observé en Eu-
rope [10].

Morphologie du pédoncule

A. .
[l [N | ‘
Chéne sessile

Chéne pédonculé

Chéne pubescent
NN L Tl
Chéne tauzin

. Abondance des poils

FIGURE 1.3 — Exemple fictif d’utilisation d’un PVG : A partir de ’alignement de quatre espéces de
chénes (A), le PVG (B) met en évidence deux variants structuraux. Une variation du nombre de copies
(noeud turquoise), liée & des éléments transposables, serait associée & un phénotype (e.g. 'abondance
des poils chez le chéne tauzin), tandis qu'une inversion chromosomique (jaune—vert) pourrait affecter la
morphologie du pédoncule (chéne pédonculé).
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Chapitre I. Introduction

3. Objectifs de mon travail

Mes travaux ont été réalisés dans le cadre du projet Pangenoak. Mon alternance avait
pour objectif de concevoir et de mettre en place des outils bioinformatiques adaptés a
la construction et a ’analyse de pangénomes, en réponse aux limites identifiées dans les
approches existantes. Ce travail s’est organisé autour de deux axes complémentaires : (i)
la production d’assemblages génomiques de haute qualité et (ii) le développement d’outils
de simulation innovants (fig. 1.4).

Le premier axe portait sur la production d’assemblages génomiques de qualité chro-
mosomique, indispensable a I’étude des variations structurales. Le passage a 1’échelle sur
de larges cohortes requiert de réduire toute intervention manuelle au strict minimum
et nécessite des workflows automatisés et reproductibles. Dans ce cadre, j’ai assuré la
maintenance et 1’évolution du programme asm4pg, afin d’en faire un outil de production
robuste, intégrant les avancées algorithmiques récentes et garantissant sa portabilité par
conteneurisation.

Le second axe, qui constitue le cceur de mon travail, visait a répondre a un verrou
méthodologique majeur du domaine : I'absence de référentiel permettant d’évaluer objec-
tivement les outils de construction de pangénomes. Pour y remédier, nous avons congu
un simulateur, MSpangepop, que j’ai ré-implanté entierement. Le workflow est capable
de générer des pangénomes synthétiques biologiquement réalistes dont la structure est
entierement maitrisée. Pour cela, il couple (i) la création, par des modeles de coalescence,
de généalogies réalistes sous des scénarios démo-génétiques avec (ii) un algorithme dédié
a la génération de PVG que j’ai développé de novo. MSpangepop permet ainsi d’établir
une base de référence controlée pour le benchmarking d’outils de pangénomiques les plus
avances.

Ces développements s’inscrivent dans une démarche de science ouverte et respectent
strictement les principes FAIR (Findable, Accessible, Interoperable, Reusable). En fournis-
sant a la communauté pangénomique des outils reproductibles et des cadres d’évaluation
controlés, ce travail pose les bases d’analyses pangénomiques plus fiables et ouvre la voie
a une exploitation rigoureuse des variations structurales a grande échelle.

Lectures longues Génomes Pangénomes Benchmarking
I E—— —
e > — === [

Simulation :

Assemblage : asm4pg MSpangepop

FIGURE 1.4 — Vue d’ensemble des objectifs de mon apprentissage. Le schéma illustre le flux
de traitement de données en pangénomique eucaryote. Les cadres rouges matérialisent mes deux axes de
développement : 1) L’optimisation du workflow d’assemblage ; 2) La mise en place d’un outil de création
d’une base de référence contrdlée pour le benchmarking des outils de pangénomique.
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| Principes, méthodes et données des
développements

1. Environnement informatique

Durant mon alternance, j’ai utilisé un poste de travail sous Ubuntu (GNU/Linux) pour
me connecter a deux clusters de calcul essentiels (HPCC, High Performance Computing
Cluster). Le premier, le CBiB °! (Centre de Bioinformatique de Bordeaux), m’a principa-
lement servi pour le stockage de jeux de données volumineux, grace a ses quotas larges.
Le second, le cluster Genotoul-Bioinfo basé a Toulouse, est une ferme de calcul massive
(environ 5 000 cceurs, 83 To de RAM et 7,5 Po d’espace disque 1), Je I’ai privilégié pour
les taches intensives ; sa puissance est idéale pour des calculs a grande échelle et il est de
plus tres utilisé par la communauté pangénomique. Sa version récente de SLURM (Simple
Linuz Utility for Resource Management) offre également une meilleure compatibilité avec
mes outils. Cet ordonnanceur m’a permis d’exécuter des calculs en parallele sur l'infra-
structure. J'ai utilisé aussi sur Genotoul-Bioinfo une instance de code-server [, un
environnement de développement intégré basé sur VScode, auquel j'accede depuis un na-
vigateur, me permettant de travailler efficacement malgré les ressources limitées de mon
poste local.

2. Pratique professionnelle

A) Veille bibliographique et technologique

Ma veille scientifique et technologique reposait sur une combinaison de pratiques com-
plémentaires. Les échanges directs avec la communauté constituaient ma principale source
d’information, a travers les réunions des réseaux pangénomiques et ma participation a un
journal club régulier & INRAE, qui me permettaient de suivre les avancées du domaine.
En parallele, je portais une attention particuliere aux outils et ressources développés
par la communauté, notamment via la consultation et la contribution a la page GitHub
awesome-pangenomes [11]. Cette veille était complétée par des médias de vulgarisation
tels que la newsletter Jebif ¥l ou le subreddit r/bioinformatics. Ces informations étaient
ensuite organisées au moyen d’outils de recherche et de suivi bibliographique. J'utilisais
Google Scholar pour les recherches par mots-clés et ResearchRabbit ) pour centraliser
les articles, que je consultais régulierement afin d’identifier de nouvelles publications en
lien avec la pangénomique, les variants structuraux et ’outil msprime.

B) Bonnes pratiques de programmation et développement logiciel

Dans un contexte ou les outils sont destinés a des biologistes et seront maintenus par
d’autres développeurs, j’ai adopté une démarche qualité alignée sur les principes FAIR
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(Findable, Accessible, Interoperable, Reusable). Pour mes développements en Python, j’ai
privilégié une architecture en Programmation Orientée Objet (POO), garantissant
une forte modularité et facilitant la réutilisation du code. L’écriture est réalisée via I’en-
vironnement code-server, qui me permet d’intégrer I’analyse statique et la vérification
de type pour prévenir les erreurs en amont de l'exécution. L’intégralité du projet est
versionnée sous Git, assurant une tracabilité complete des modifications et une gestion
collaborative efficace. Afin de garantir la robustesse et la reproductibilité des analyses,
j’ai mis en place des scripts d’intégration et déploiement continu (CI/CD). Hébergé sur
la ForgeINRAE ' ces processus exécutent automatiquement des tests et vérifient les dé-
pendances & chaque mise a jour (push). En parallele, pour assurer la portabilité de 1'outil
entre machines, j’ai recours a la conteneurisation. Cette encapsulation de I’environne-
ment logiciel fige les versions des outils et garantit une exécution identique quel que soit
I'infrastructure sous-jacente. En complément de ces outils, et a des fins de documentation
et d’optimisation, le modele de langage Claude Opus 4.5 a été ponctuellement utilisé
pour la relecture critique et ’amélioration de certains scripts.

Enfin, une attention particuliere a été portée a 1'utilisabilité pour des non-informaticiens.
L’ergonomie des scripts a été pensée pour limiter le nombre de parametres exposés, guidant
ainsi l'utilisateur dans la configuration de l'outil. J’ai également implanté un systeme de
journalisation verbeux et explicite. Congu pour étre lisible par un biologiste, ce systéme
permet de suivre les étapes de 'analyse en temps réel et, en cas d’échec, de diagnostiquer
I'origine du probleme sans nécessiter une intervention technique immeédiate.

C) Communication des travaux

La communication autour du projet reposait en grande partie sur des échanges oraux
majoritairement planifiés, intégrés a la démarche méthodologique du projet.
Ces sessions prenaient place dans différents contextes : discussion informelles, réunions
de projet, réunions d’équipe E4E, présentation du projet lors de séminaires, ateliers de
réseaux thématiques en pangénomique, congres tels que les JOBIM, Journées Ouvertes
en Biologie, Informatique et Mathématiques ') ainsi que lors de journées « hackathon »
dédiées au projet Pangenoak. Ces journées, impliquant mon encadrant et le doctorant du
projet Pangenoak, étaient totalement consacrées au projet et constituaient des moments
clés de travail collectif, centrées sur des discussions approfondies et concréetes autour du
code et des orientations conceptuelles. Les supports de présentation et documents étaient
élaborés de maniere collaborative a l’aide de Google Slides et Overleaf, facilitant les
échanges et les révisions. A Dissue de ces grandes phases de discussion, nous définissions
une liste de taches structurée, correspondant aux objectifs a atteindre pour I'itération sui-
vante. J'en estimais le temps de réalisation, puis engageais une phase de développement et
de tests. Les résultats obtenus étaient synthétisés dans un compte-rendu rédigé en IKIEX,
servant de base a I'analyse collective et a I'ajustement des objectifs. Ce fonctionnement
s’'inscrivait dans un cycle de travail itératif, particulierement adapté au développement
d’outils nouveaux, qui nécessite une réflexion continue plutot qu’un plan strictement pré-
établi. Enfin, le suivi asynchrone du projet était assuré via la ForgeINRAE. [.’accessi-
bilité permanente du code permettait a mon encadrant et aux collaborateurs de suivre
I’avancement, de proposer des améliorations ou des corrections sous forme d’issues, et
d’assurer un suivi précis de la résolution des problemes tout au long du développement.
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3. Méthodologie et Outils Communs

Le développement des deux outils sur lesquels je me suis concentré, Asmdpg 2 et
MSpangepop '3l est basé sur un ensemble de méthodes communes décrites ci-apres.

o

----- | sLuRM O Rege Thread
' Coeur 1 <Thread 2

'

'

' . —— Coeur 2

. .

' —@ Régle 1 —H | | @Régle 2 |

' \ SLURM -

PP A ey >

[ el | @Regle 2 |

FIGURE II.1 — Architecture de conteneurisation et de parallélisation des workflows :

Snakemake, installé dans un environnement Conda, orchestre I’exécution des scripts Python grace au
régles en utilisant des images Apptainer spécifiques (Image A, Image B). La parallélisation s’opére a
trois niveaux : multi-nceuds via SLURM (Nceud 1, Neoeud 2), multi-coeur au sein d’un noeud (Ceeur 1,
Coeur 2), et multi-exétron 14 (thread) au sein d’'un cceur (Thread 1, Thread 2).

A) Langages et paradigmes de programmation

Le coeur de mes développements a été réalisé en Python (v. 3.11.13), qui constituait
I'outil principal de ce travail. En tant que langage haut niveau, Python se distingue par
une syntaxe claire et un écosystéme de bibliotheques particulierement riche, le rendant tres
adapté au prototypage rapide en contexte de recherche. Il m’a permis de concevoir, tester
et faire évoluer rapidement de nouvelles fonctionnalités avant d’envisager d’éventuelles
optimisations. Un atout majeur de Python, dans le cadre de ce projet, réside dans son
support natif de la POO. Cette approche, fondée sur la structuration du code en « objets »
combinant données (attributs) et comportements (méthodes), m’a permis de définir des
abstractions logiques claires. Il en résulte un code plus modulaire, plus maintenable et
réutilisable, facilitant 1’évolution des outils développés.

En complément, le langage Bash a été utilisé comme matrice reliant ’ensemble des
scripts et les infrastructures HPCC, Bash permet d’automatiser les taches en ligne de
commande, d’orchestrer les différents scripts Python et de piloter les workflows, notam-
ment pour la soumission et le suivi des calculs.

B) Orchestration des workflows

Pour lier ces scripts en workflows robustes, j’ai utilis¢ Snakemake [12] (v. 8.4.7). Il
s’agit d'un systéme de gestion de flux de travail (workflow) basé sur Python, tres utilisé
en bioinformatique car il permet de définir des chaines d’analyse complexes de maniere
lisible et reproductible. Dans cette architecture, Snakemake invoque les différents scripts
Python. Les parametres sont transmis a ces scripts de maniere standardisée grace a la
librairie argparse, qui permet de parser (analyser) et de valider les arguments passés en
ligne de commande. L’utilisation de Snakemake offre des avantages de suivi cruciaux : il
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capture automatiquement les sorties standard et d’erreur de chaque régle (étapes, voir
glossaire) dans des fichiers journaux dédiés, assurant une tragabilité complete. Il per-
met également d’évaluer la consommation des ressources, telles que la mémoire vive et le
temps CPU, pour chaque étape. L’atout majeur de Snakemake est sa gestion native de
la parallélisation a plusieurs niveaux (fig. I1.1). Les regles du workflow sont exécutées
en fonction de leurs dépendances, mais Snakemake peut lancer des taches indépendantes
en parallele. Grace a son intégration avec SLURM, il peut distribuer ces taches sur diffé-
rents neeuds de calcul du cluster (multi-ceeur). Au sein d’'un méme neceud, il peut allouer
plusieurs coeurs de calculs & un outil ou exploiter le multi-exétron (multi-threading) de
Python pour accélérer les calculs, maximisant ainsi I’efficacité.

C) Conteneurisation et reproductibilité

Pour garantir la reproductibilité des analyses et la portabilité entre machines, 1’en-
semble des workflows a été conteneurisé. J'ai utilisé Apptainer [13], un outil de conte-
neurisation congu pour les HPCC, qui encapsule un outil et toutes ses dépendances (librai-
ries, versions) dans un seul fichier image immuable. J’ai adopté une utilisation granulaire :
plutot qu'une seule image monolithique, j’ai créé des images Apptainer distinctes pour
différents groupes d’outils. Cette séparation facilite grandement la maintenance et la mise
a jour des dépendances. Snakemake s’integre parfaitement a cette approche : il est pos-
sible de spécifier dans le workflow une image différente pour chaque reégle (fig. I11.1). Lors
de I'exécution, Snakemake télécharge l'image requise depuis un registre (dans notre cas,
la ForgeINRAE) et 'active automatiquement. Ce systéeme est couplé a la CI/CD : toute
mise a jour de la recette de construction d’une image sur Git déclenche une mise a jour
du registre pour les exécutions futures. Cette stratégie de conteneurisation est en outre
complétée par une seconde couche permettant de figer la version de Snakemake, 1’outil
étant lui-méme inclus dans un environnement Conda dédié. L’ensemble des dépendances
requises sur la machine hote est ainsi réduit au strict minimum : Apptainer et Conda.

4. Ressources pour les assemblages

asmépg est un workflow d’assemblage de novo de génomes, concu pour traiter les données
de séquencage a lectures longues. Son ambition premiere est de standardiser et de
simplifier la production de génomes de haute qualité, proches en contiguité d'un génome
de référence, tout en minimisant l'intervention de I'utilisateur. L’objectif est de permettre
a un biologiste de lancer, via une seule commande, 1’assemblage complet de nombreux
échantillons, une fonctionnalité indispensable aux projets de pangénomique.

La version initiale du workflow ' bien que fonctionnel, reposait sur un écosysteme lo-
giciel datant de novembre 2022. L’ajout itératif de nouvelles fonctionnalités, avait entrainé
une complexité accrue du code. Cette complexité se manifestait par une duplication de
code significative entre les différentes modalités d’exécution. Une refactorisation était
donc nécessaire pour améliorer la robustesse, la lisibilité du workflow et pour y intégrer
les avancées méthodologiques les plus récentes.
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A-Asmd4pg) Nouveaux outils et fonctionnalités

A. e ¢ W W R I
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FIGURE II.2 — Etapes clés d’un assemblage de novo : (A) Les lectures longues (ex : PacBio HiFi)
sont assemblées en (B) contigs (séquences assemblées contigués). (C) Ces contigs sont ensuite phasés
par haplotypes, ordonnés et orientés a ’aide de données de proximité Hi-C pour former des scaffolds
(échafaudages). (D) Finalement, les scaffolds sont ordonnés et ancrés en pseudo-chromosomes (par ex.
avec RagTag).

Depuis 2022, le paysage des outils d’assemblage a été profondément renouvelé. L’as-
sembleur Hifiasm [5] s’est imposé comme l'outil de référence pour les données PacBio
HiFi. Il repose sur une approche par graphes d’assemblage phasés et excelle dans la
production d’assemblages a haute contiguité. Sa capacité la plus remarquable est de ré-
soudre nativement les haplotypes, du génome chez les organismes diploides, un processus
nommé phasage (fig. I1.2, D). Les versions récentes (nous utilisons la 0.24.0-r703) ont
non seulement réduit drastiquement les temps de calcul, mais ont aussi amélioré le mode
Hi-C, qui utilise les données de capture de conformation des chromosomes pour affiner le
phasage et la contiguité (fig. 11.2, C). Finalement, un nouveau module pour I'assemblage
des données ONT est apparu étendant encore plus les cas d’usages.

Dans cette méme logique, 'outil YaHS (Yet another Hi-C' Scaffolder) a été intégré.
YaHS est un outil dédié a I’échafaudage (scaffolding). Sa fonction est d’associer les
contigs produits par Hifiasm en utilisant les signaux de proximité issus des données Hi-C,
permettant ainsi la reconstruction de pseudo-chromosomes (fig. I1.2, D). Pour les cas
ou un génome de référence de haute qualité existe, RagTag [14] a été ajouté au workflow.
Cet outil réalise un scaffolding guidé par référence : il ordonne, oriente et raboute les
contigs de I'assemblage en les alignant sur la référence sans pour autant modifier les SV
présentes au sein des contigs.

Enfin, I’étape de contréle qualité (QC) a été considérablement enrichie. QUAST
(Quality Assessment Tool for Genome Assemblies) un outil tres utilisé par la communauté
est maintenant intégré au workflow et permet d’avoir une vision globale de la qualité de
plusieurs assemblages. J’ai également ajouté LTR_Finder, un outil permettant d’évaluer
la qualité des assemblages en calculant le LAI (LTR Assembly Index), un indicateur
robuste de la complétude des régions intergéniques complexes basé sur 'identification des
rétrotransposons a longues répétitions terminales (LTR).

Outre ces intégrations principales, I’ensemble des 12 nouveaux outils ajoutés au work-
flow peut étre consulté sur le répertoire d’asmdpg (voir ForgeINRAE)
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B-Asm4pg) Jeux de données de validation

Pour mesurer les performances des nouvelles versions d’asm4pg, un jeu de données
public de haute qualité a été utilisé. Il s’agit des données produites pour le chéne pédonculé
(Quercus robur) par le projet Darwin Tree of Life (DTOL) [15]. Ce jeu de données
de référence inclut a la fois des lectures PacBio HiFi et des données Hi-C, constituant un
benchmark idéal. L’outil a ensuite été utilisé sur un jeu de données plus large, généré par
I’'UMR, comprenant 26 autres haplotypes de diverses especes de chénes blancs européens.
A des fins de tests de robustesse et de généricité, des assemblages ont également été réalisés
sur des especes taxonomiquement éloignées (tab I1.1).

TABLE II.1 — Jeux de données utilisés pour la validation technique d’asmépg

Organisme Projet/ Echantillon Taille génome
Quercus robur dhQueRobu3.11 (DTOL [15]) ~820 Mpb
Homo sapiens HG002 (GIAB!) ~3.1 Gpb
Adalia bipunctata PRJEB45127 [16] (DTOL [15]) ~475 Mpb
Ganoderma boninense Données non publiées ~43 Mpb

5. Simulation de pangénomes

Segments  Links :
A. B. STATT | 1 4+2+
S2.GA L1454+

S3.CA

Graphical s4.G L2+3+
Fragment S5.7G L2+ 4+
Assembly  S6.A L3+4+
L4+5+
Paths L5+6 -
P +1+5+6+7 L6 - 7+
P +1+2+3+4+5+6+7 L5+6 +
P +1+2+4+5-6+7 L6 +7 +

FIGURE II.3 — Un variant emboité représenté au format GFA. (A) Représentation d'un variant
emboité par un PVG : une insertion (noeud 3) est incluse dans une insertion (nceuds 2 et 4) préalablement
présente entre les noeuds core 1 et 5. On remarque aussi une inversion, figurée par les liens rouges, au
niveau du neeud 6. (B) Représentation du PVG au format GFA a 'aide de trois types d’enregistrements :
les Segments décrivant les nceuds du graphe; les Liens (Links), définissant la topologie et les connexions
possibles entre segments; ainsi que des chemins (Paths), correspondant & des parcours particuliers du
graphe. Les +/- définissent le sens de lecture du nceud [16],

Le second volet de mon travail a porté sur le workflow MSpangepop '3/, un outil concu
pour la simulation de pangénomes en contexte de génétique des populations. A mon ar-
rivée, MSpangepop ¢était a 1'état de prototype. Le flux de travail initial reposait sur trois
étapes distinctes. Premierement, il s’agissait de simuler des individus au sein de popula-
tions. Deuxiémement, un fichier VCF (Variant Call Format, listant des variations dans
les génomes) était généré pour décrire les SV de ces individus. Troisiemement, ce VCF
était utilisé comme entrée pour les outils de construction pangénomiques standards, afin
de le convertir en un graphe de variation. Cette approche a rapidement montré ses limites.
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D’une part, le format VCF, en rapportant systématiquement les variations a un génome
de référence linéaire, s’est révélé structurellement inadapté pour représenter fidelement la
complexité des génomes, notamment les variants emboités (un variant survenant a I'inté-
rieur d’un autre, fig. I1.3.A). D’autre part, cette méthode nous rendait dépendants de ces
mémes outils de construction de graphes dont nous souhaitions, par ailleurs, évaluer les
performances. Leurs biais et leurs limites étant encore mal caractérisés, il était impossible
de savoir si les erreurs provenaient de la simulation ou de l'outil de construction. Pour
surmonter ces écueils, il est apparu nécessaire de s’abstraire totalement du format VCF et
des outils de construction intermédiaires. L’objectif a donc été redéfini : développer une
méthode de novo capable de convertir directement un ensemble de séquences génétiques
simulées en populations, incluant des SV, en un pangénome complet et « topologique-
ment exact », lui-méme représenté au format GFA 9 (Graphical Fragment Assembly, fig.
11.3.B). Cette approche, pour laquelle aucune méthode n’existait a notre connaissance, a
nécessité un travail exploratoire pour développer et valider ’algorithme de conversion.

A-MSpangepop) Simulation de données génétiques population-
nelles par coalescence

A. C. o

—_—_——————— e ——

i,

v 5]

1 2 Echantillons N;=6

FIGURE II.4 — Comparaison des deux paradigmes principaux de simulation de données
génétiques populationnelles.

(A) Modele démographique de divergence en isolement de deux populations : une population ancestrale
de taille efficace N, = 6 se scinde, au temps T exprimé en générations, en deux populations filles, bleue et
orange, de tailles efficaces respectives N et Ny = 6. Chaque population évolue ensuite indépendamment
sans migration.

(B) Approche prospective : la simulation fait évoluer ’ensemble des individus de la méta-population,
génération par génération, du passé vers le présent (fleche grise), y compris ceux n’ayant pas de descen-
dance actuelle (représentés en semi-transparence).

(C) Approche par coalescence : la simulation reconstruit uniquement la généalogie des individus échan-
tillonnés en remontant du présent vers le passé jusqu’au MRCA. Chaque nceud de Parbre (rond) représente
un événement de coalescence.

La premiere étape de la simulation consiste a générer des séquences génétiques popula-
tionnelles, i.e. présentant un gradient d’apparentement, selon un modele démo-génétique.
Parmi les différentes approches possibles, nous avons privilégié 'utilisation d’une méthode
basée sur la théorie de la coalescence formalisée par John Kingman au début des
années 1980 [17]. Cette approche, dite backward-in-time, modélise I’histoire généalogique
d’un échantillon de maniere rétrospective (fig. I1.4, C) : sous I'hypothese de panmizie,
les lignées échantillonnées convergent progressivement par fusions successives vers leur
Ancétre Commun le Plus Récent (Most Recent Common Ancestor, ou MRCA). Ce
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cadre fournit une description probabiliste efficace de la diversité génétique sans avoir a si-
muler toute la dynamique de la population. D’un point de vue computationnel, il présente
deux avantages majeurs : (1) seules les lignées des individus effectivement observés sont
considérées, (2) les probabilités conditionnelles de coalescence des lignées sont connues de
maniere analytique. Ces caractéristiques réduisent considérablement le temps de calcul des
simulations. A I'inverse, le modele forward-in-time (prospectif, fig. I1.4, B) simule explici-
tement ’évolution d’une population entiere du passé vers le présent et doit donc prendre
en compte l’ensemble des individus et des lignées, y compris celles qui disparaissent ou
ne sont pas échantillonnées, ce qui est extrémement demandeur pour des populations de
plusieurs centaines de milliers d’individus comme observé chez les arbres forestiers.

A. Tree Sequence 28

Mutations X
23 Echantillon 1
k’ Echantillon 2

0 3 5 2 1 4. 0 5 1 . Echantillon 4

Point de recombinaison

FIGURE I1.5 — Représentation de la recombinaison par la tree-sequence. La tree-sequence est
une structure de données qui encode efficacement 1’ensemble des généalogies locales le long d’un génome
recombiné. (A) La recombinaison, modélisée par le simulateur, segmente le génome en une collection
de topologies locales (une par bloc de recombinaison). Les arbres adjacents (Locus 1 et 2), séparés
par un unique événement de recombinaison (rouge), présentent des topologies trés similaires. Cette forte
autocorrélation reflete le déséquilibre de liaison (LD). A Dinverse, le Locus n, physiquement distant,
présente une topologie décorrélée, tendant vers 1’équilibre de liaison avec les deux précédents locus. Les
mutations (croix), marqueurs de 'histoire évolutive, sont superposées aux arbres proportionnellement &
la longueur des branches suivant une loi de Poisson. (B) Visualisation des lignées ancestrales le long du
génome pour 4 échantillons (d’aprés Deng et al. [18]). Les lignes rouges matérialisent les événements de
recombinaison qui modifient I'ascendance locale, faisant basculer un individu d’une branche généalogique
a une autre le long de la séquence. [19]

Nous avons sélectionné 'outil msprime [20] pour cette tache. Il s’agit d'un simulateur
de coalescence de référence, reconnu pour ses performances, dont I'innovation majeure est
la séquence d’arbres (tree-sequence) [19]. Cette structure stocke de maniére compacte
I’ensemble des arbres généalogiques le long d’un génome. Elle est indispensable pour mo-
déliser la recombinaison a ’échelle génomique : un phénomene biologique clé qui fait
que des positions adjacentes peuvent avoir des histoires généalogiques distinctes.
Par conséquent, il n’existe pas une phylogénie globale unique pour le génome, mais une
mosaique de topologies locales (i.e. généalogies) dépendant du paysage de recombi-
naison génomique populationnel. Cette complexité est plus coliteuse qu'un modele sans
recombinaison reposant sur une phylogénie unique, mais elle se préte naturellement a la
parallélisation des locus (voir glossaire), ce qui en limite 'impact computationnel.

B-MSpangepop) Manipulation des arbres et des graphes
Pour réaliser la conversion de la tree-sequence en un graphe de variation, MSpangepop

doit manipuler deux structures de données fondamentales dont les propriétés sont tres
spécifiques : I’arbre de coalescence et le graphe bi-orienté.
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FIGURE II.6 — Structures de données fondamentales pour la conversion des arbres de
coalescence en PVG. (A) Arbre de coalescence (issu de msprime ). La racine (13) représente le MRCA
et les feuilles (0-5) les échantillons actuels. Le chemin orange illustre le parcours préfixe qui visite les
neeuds en respectant la chronologie des lignées. (B) Graphe Orienté Acyclique (DAG). Représentation
classique ot les arétes ont un sens unique. Cette structure permet de modéliser certains types de variations
dans des bulles (voir glossaire) mais peine & modéliser les inversions ou les duplications en tandem sans
artificiellement dupliquer les nceuds. (C) Graphe bi-orienté. Contrairement au DAG, les arétes connectent
des extrémités spécifiques des nceuds (représentés ici par les cotés des carrés). Cette flexibilité permet
de créer des cycles et de traverser un noeud dans les deux sens. On peut représenter tous les types de
variations dans des snarls (voir glossaire) avec cette structure de données. (B-C adaptés de Paten et al.
2018 [21])

L’arbre de coalescence (ou généalogie, fig. I1.6) issu de msprime est un arbre ultra-
métrique (toutes les feuilles sont équidistantes de la racine) et orienté temporellement :
les feuilles représentent le « présent » (¢ = 0) et la racine est le MRCA [20]. Les lon-
gueurs de branches sont proportionnelles au temps (en générations). Les nceuds internes
représentent les événements de coalescence, ou deux lignées ancestrales fusionnent. Enfin,
les mutations sont superposées a posteriori sur cet arbre, placées le long des branches
selon un taux de mutation suivant une loi de Poisson. Pour exploiter cette structure tem-
porelle, nous utilisons une traversée d’arbre préfixe 7] (ou parcours en profondeur).
En parcourant I’arbre de la racine vers les feuilles, nous pouvons lire tous les événements
(mutations) affectant une lignée dans 1'ordre chronologique de leur apparition (fig. I1.6 A).
Cette traversée ordonnée sert de base a la construction itérative du graphe de variations.

Le graphe de variations, la structure cible, posseéde également des propriétés particu-
lieres. Les nceuds représentent des séquences d’ADN, qui sont intrinsequement direction-
nelles (orientées 5" vers 3'). Une lecture inverse de cette séquence (3’ vers 5’) correspond a
une inversion génomique, que nous devons impérativement modéliser. Par conséquent,
le graphe posséde deux niveaux d’orientation. D’une part, il est globalement orienté d’un
bout a l'autre du chromosome, formant un Graphe Orienté Acyclique (Directed Acyclic
Graph, ou DAG). D’autre part, chaque noeud posséde une orientation interne, permettant
de le traverser dans le sens 5 — 3’ ou 3’ — 5. Cette structure de données est appelée un
graphe bi-orienté (fig. I1.6 C). Le format GFA, est spécifiquement con¢u pour encoder
ce type de graphe. Cette double orientation, bien que biologiquement nécessaire, ajoute
une complexité algorithmique significative, notamment pour la représentation correcte
des variants emboités [21].
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C-MSpangepop) Paramétrage des simulations

L’ensemble des simulations repose sur une séquence ancestrale commune, fournie au
format FASTA, qui constitue le patron initial de la simulation. Cette séquence représente
I’état du génome avant toute divergence entre les échantillons. A partir de cette séquence
de référence, MSpangepop simule I’évolution des génomes dans un cadre démo-génétique
décrivant a la fois les caractéristiques du génome et 1'histoire évolutive des populations
considérées (fig. I1.4 A). Ce cadre, encodé selon le format standardisé demes, garantit que
les généalogies coalescent jusqu’au MRCA. Le génome y est caractérisé par son taux de
recombinaison (7) et son taux de mutation (i), tandis que les populations sont définies par
leurs tailles efficaces (IV,) ainsi que les événements démographiques, tels que les scissions
de populations, les variations de taille ou les flux migratoires, qui vont les impacter. Les
séquences ainsi obtenues peuvent ensuite étre fagonnées grace a des distributions de va-
riants permettant de modéliser différents niveaux de complexité structurale. On peut, par
exemple, générer des jeux de données simples n’incluant qu’un nombre restreint d’inver-
sions & des fins de benchmarking. A Pinverse, on peut également simuler des pangénomes
réalistes en reproduisant des distributions de tailles et de fréquences observées dans la
littérature pour chaque type de SV. Les variants considérés dans nos simulations sont
listés ci-dessous :

— Insertion (INS) : ajout de nucléotides dans la séquence d’ADN ;
— Délétion (DEL) : perte de nucléotides dans la séquence d’ADN;

— Inversion (INV) : remplacement d'un segment d’ADN par son complément in-
verse, modifiant le sens de lecture (ex. : TTAG — CTAA);

— Duplication en tandem (TDUP) : répétition d'un segment d’ADN immédiate-
ment adjacente a la séquence originale ;

— Polymorphisme nucléotidique simple (SNP) : substitution d’une seule base.

D-MSpangepop) Ressources utilisées pour le benchmarking

Dans le cadre des tests de développement et de validation, nous avons sélectionné des
jeux de données présentant un coflit computationnel limité tout en conservant un niveau
de réalisme biologique satisfaisant. La séquence ancestrale utilisée correspond au génome
de la bactérie Staphylococcus aureus [22], d’'une taille d’environ 5 Mbp. Bien que de petite
taille, ce génome permet de reproduire des scénarios complexes tout en maintenant des
temps de calcul raisonnables. Afin de générer un paysage de variants plausibles, nous
avons appliqué les distributions de tailles et de fréquences observées chez I'humain par
Sudmant et al. (2015) [23]. Les modeles démo-génétiques utilisés ont été définis de maniere
ad hoc au cas par cas et sont décrits en chapitre III.

Lucien Piat, Master 2 informatique BIMS 2024-2026 - URN 14



Chapitre III. Résultats et Discussions

| Résultats et Discussions

1. Maintien et amélioration d’asm4pg

A-Asmdpg) Simplification de 'utilisation et refonte du code

Mes objectifs étaient de simplifier 1'utilisation d’asm4pg ['? et de garantir une chaine
de traitement robuste, y compris dans des cas d’utilisation complexes. Dans cette op-
tique, mon premier axe de travail a porté sur la facilité d’exécution. Initialement, le
workflow comportait deux étapes distinctes a exécuter : un pré-traitement des données
(décompression, conversion) suivi de I’assemblage proprement dit. Ces deux étapes ont
été fusionnées par souci de simplification. J’ai également développé des scripts Bash ca-
pables de déterminer automatiquement 1’algorithme de décompression a appliquer et les
conversions a réaliser pour obtenir les fichiers FASTA requis par les outils en aval. Cela
permet de diminuer le nombre d’interactions utilisateur.

FIGURE III.1 — Stratégie de refactorisation pour réduire la duplication de code. (Gauche)
Dans le workflow initial, la regle B existe en deux versions pour gérer deux modes d’exécution. La regle
C, bien qu’identique, doit étre dupliquée pour satisfaire les dépendances de Snakemake. (Droite) Dans le
nouveau workflow, un script d’exécution conditionnels gere dynamiquement la regle B, ce qui affranchit
le workflow de la duplication de code pour les regles B et C.

Mon second axe de travail visait a garantir la robustesse du workflow et a faciliter
les mises a jour. Pour ce faire, j’ai réalisé une refactorisation du code. Environ la moitié
du workflow était dupliquée pour gérer différents modes d’exécution (par exemple, des
parametres de filtre stricts ou relachés). J'ai remplacé cette duplication par des scripts
d’exécution conditionnels qui gerent tous les cas de figure de fagon unifiée. Associé a
des profils de configuration pour chaque HPCC, le workflow complet (gestion de I'envi-
ronnement, pré-traitement, assemblage) s’exécute désormais via une commande unique :
sbatch asmdpg run. La stratégie de refactorisation est illustrée par la Figure III.1.

Elément Version initiale Version mise 4 jour Evolution
Lignes de code 1726 1105 -35%
Reégles Snakemake 48 20 -58%

TABLE III.1 — Comparaison du code entre les versions d’Asm4pg.
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La table 1 quantifie I'impact de cette réécriture : le nombre de regles du workflow a
été réduit de 58%. Cette optimisation structurelle n’a pas été réalisée au détriment des
capacités de 'outil, mais a au contraire permis de préparer I'augmentation de ses fonc-
tionnalités, présentées dans la section suivante. Cette refactorisation était d’autant plus
essentielle que le workflow gére désormais 4 modes (un mode par défaut et trois alterna-
tifs) et 6 scripts conditionnels, générant pres de 160 combinaisons d’exécution distinctes.
Conserver 'approche initiale par duplication de code aurait rendu la maintenance du
workflow intenable. La nouvelle architecture a été validée par des tests ciblés ou j’ai cou-
vert une dizaine des cas d’exécution classiques, ce qui a permis de résoudre les instabilités
liées aux combinaisons de parametres complexes définies par 1'utilisateur.

B-Asm4pg) Mises a jour et nouvelles fonctionnalités

Afin de moderniser asmdpg, j'ai procédé aux mises a jour des programmes existants
et ai intégré de nouveaux outils améliorant notablement le scaffolding et le QC des as-
semblages (fig. II1.2). J’ai également totalement réécrit la documentation afin d’y inté-
grer ces changements ['2. Parmi les mises & jour essentielles, le passage de I’assembleur
Hifiasm 5| delav0.16.1 (2021) alav0.24.0-r703 (2025) est central. La nouvelle ver-
sion integre des améliorations algorithmiques majeures, notamment pour la gestion native
des données Hi-C et ONT. D’autre part, le workflow a été enrichi de 8 nouveaux outils
(pré-traitement, assemblage et QC) et du nouveau mode d’exécution Hi-C (fig. 111.2),
cette technologie fournissant une information de localité améliore drastiquement le scaf-
folding. Pour ce mode, j’ai intégré I’enchainement suivant : Hifiasm assemble les lectures
longues en contigs, fastp filtre les lectures Hi-C qui sont ensuite alignées sur les contigs
par bwa mem. Finalement, YaHS (0.4.3) utilise cet alignement pour ordonner les contigs
en pseudo-chromosomes. Ce mode, produisant des génomes d’excellente qualité, a été
utilisé pour assembler la référence du projet Pangenoak.

C-Asm4pg) Test du workflow

Pour valider 'outil en conditions réelles, nous avons sélectionné le génome du Chéne
pédonculé (Quercus robur) comme cas d’étude pour tester le mode Hi-C. Cet organisme
combine deux défis majeurs pour ’assemblage : une forte hétérozygotie et un génome riche
en éléments transposables (~50%). Les 4,5 millions de lectures HiFi représentant environ
20 Gb de données, soit une couverture de ~ 80x, ont été assemblées par Hifiasm en 9
heures (avec 20 cceurs et 250 Gb de mémoire). La taille de I'assemblage obtenu (0,830
Gb) est cohérente avec la littérature et les prédictions de Genometools. Nous avons
également assemblé le génome en mode par défaut afin d’évaluer 'apport du mode Hi-C.
La contiguité s’améliore avec le mode Hi-C puisque le L90 (nombre minimal de séquences
nécessaires pour représenter 90% de la taille du génome) passe de 18 contigs a 12 scaffolds
pour I’'Haplotype 1, et de 21 a 11 pour I'Haplotype 2. En parallele, le nombre total de
séquences a été réduit : I’'Haplotype 2 passant de 274 contigs a 112 scaffolds et I’'Haplotype
1 passant de 1 086 contigs a 877 scaffolds (tab I11.2).
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FIGURE II1.2 — Schéma fonctionnel du workflow Asmdpg (v2.0). La figure illustre I’architecture
mise & jour, organisée en trois modules : traitement des entrées (vert), assemblage (violet) et controle
qualité (jaune). Les modes d’exécution alternatifs sont encadrés en orange. Les options sont en bleu et les
sorties du workflow en marron. Pour le nouveau mode Hi-C, les lectures longues sont converties au format
FASTA (A), puis assemblées en contigs par hifiasm. Paralleélement, fastp (C) prétraite les lectures
Hi-C. Les lectures Hi-C traitées sont ensuite alignées par bwa mem sur les contigs (D). Finalement, YaHS
(E) utilise cet alignement pour réaliser le scaffolding, produisant ’assemblage final qui partira en contrdle
qualité (F).
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Haplotype 1 Haplotype 2
Métrique Hifiasm  + Hi-C  Hifiasm  + Hi-C
Scaffolds 1 086 877 274 112
Taille totale (Gb) 0.849 0.849 0.804 0.810
N50 (Mb) 55 62 35 68
L90 18 12 21 11
Score LAT 22.81 22.78 24.72 23.58

TABLE II1.2 — Impact du scaffolding Hi-C sur les métriques d’assemblage de Quercus
robur. Le tableau présente les métriques de contiguité et de qualité. Par rapport a 1’assemblage initial
(Hifiasm), 'étape de scaffolding (+ Hi-C) se traduit par une augmentation de la valeur de N50 (longueur
telle que 50% de 1’assemblage est contenu dans des séquences de cette taille ou plus) et une diminution
du L90, tandis que les scores de complétude des répétitions (LAI) et la taille totale demeurent stables.

D-Asm4pg) Analyse des performances et positionnement

La modernisation d’asmdpg a transformé le workflow en un outil de production ro-
buste, permettant de générer de maniere automatisée des assemblages de haute qualité.
Le mode par défaut permet déja d’obtenir, chez le chéne pédonculé, des assemblages
d’excellente qualité, avec un L90 inférieur a 24 et un N50 compris entre 35 et 55 Mb
(tab IIL.2). Ce résultat témoigne d’une excellente contiguité : il signifie que 90% du gé-
nome est contenu dans des contigs correspondant des chromosomes entiers. Le nombre
élevé de scaffolds s’explique lui par la présence de nombreuses lectures orphelines, par
exemple issues de contaminations, non rattachables aux autres contigs et attribuées par
convention a I'haplotype 1. Cela explique la forte différence observée entre haplotypes et
rend le nombre de scaffolds peu pertinent pour évaluer la qualité des assemblages a notre
échelle. En mode Hi-C, la contiguité est encore meilleure avec un L90 proche du nombre
de chromosomes (n = 12) et notamment une valeur de N50 doublée pour 1'haplotype
2 (68 versus 35). De plus, la taille cumulée des douze plus grands scaffolds avoisine les
800 Mb, une valeur tres proche de la taille totale du génome estimée par GenomeScope .
Ce type d’assemblage a ’échelle chromosomique fournit un cadre idéal aux approches de
pangénomique, la contiguité observée permettant de limiter la complexité des graphes et
d’assurer la précision des alignements multiples.

Toutefois, il convient de situer asm4pg dans le paysage actuel des assembleurs dis-
ponibles. Des initiatives majeures, telles que le Vertebrate Genomes Project (VGP), ont
développé des workflows reposant sur des solutions similaires [24]. La comparaison des
outils met en évidence une convergence méthodologique entre asmdpg et le workflow du
VGP. En effet, 9 des 17 logiciels utilisés pour 'assemblage sont communs aux deux solu-
tions et les 4 outils spécifiques a chaque workflow reposent sur des principes fonctionnels
similaires. Toutefois, la solution du VGP se limite a ’étape d’assemblage, le contrdle qua-
lité étant assuré par le workflow du DTOL [15], une solution hautement optimisée mais
non publiée. asmdpg se distingue également par sa capacité a traiter de maniere unifiée
des données hétérogenes (HiFi, Hi-C, ONT), réduisant les besoins de traitements ad hoc.
Contrairement aux standards souvent orientés vertébrés, il a également été congu pour
répondre aux défis des génomes végétaux via l'intégration d’outils comme LTR_Finder.
Enfin et surtout, asmdpg respecte strictement les bonnes pratiques de programmation
décrites plus haut et offre une portabilité élevée grace a la conteneurisation complete
des outils et a la modularité du workflow Snakemake. Cette architecture permet un dé-
ploiement fiable sur tout type de cluster de calcul, y compris en ’absence d’une instance
Galazy, plateforme web dont la dépendance constitue un prérequis du workflow VGP.
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2. Développement de MSpangepop

L’objectif principal en développant MSpangepop!!'®! était de créer un simulateur de
pangénomes satisfaisant quatre propriétés fondamentales :

1. La prise en compte de scénarios démographiques permettant de modéliser de
maniere réaliste les relations d’apparentement entre individus.

2. La représentation fidele du paysage de recombinaison permettant de modéliser
I’hétérogénéité généalogique du génome.

3. La possibilité de modéliser des variants complexes emboités ou chevauchants.

4. La génération native de graphes de pangénome (4.1) au format GFA (4.2).

Le projet a connu plusieurs itérations majeures, avec des changements structurels pro-
fonds et des réorientations méthodologiques successives. Apres stabilisation du cahier des
charges et identification claire des limitations techniques, j’ai développé une architecture
de workflow modulaire servant de base solide pour les extensions futures. Cette section
détaille la structure et I'implantation de cet outil.

A-MSpangepop) Architecture du simulateur de pangénomes

Propriétés 1 et 2 : modeles démo-génétiques et paysage de recombinaison

Afin de satisfaire aux propriétés 1 et 2, nous utilisons le programme msprime qui
simule par coalescence des séquences de généalogies le long du génome conformément &
un modele démo-génétique donné (fig. I1.4) [25]. La rapidité d’exécution et le réalisme des
simulations reposent sur un ensemble de parametres clés, que I'on peut regrouper en deux
catégories principales : (i) les parameétres démographiques et (ii) les parameétres
d’échantillonnage et génomiques.

Les parametres démographiques spécifient ’histoire évolutive des populations considérées.
Ils incluent notamment :
— le nombre de populations, noté i ;
— la taille efficace de chaque population, NNV, ;, qui détermine l'intensité de la dérive
génétique ;
— des événements démographiques comme la migration, la scission de populations ou
les changements de taille des populations dans le temps (e.g. goulot d’étranglement).

Les parametres d’échantillonnage et génomiques définissent quant a eux les caractéris-
tiques des données simulées et le cadre moléculaire sous-jacent. Ils comprennent :

— le nombre d’individus échantillonnés, et par conséquent le nombre de lignées simu-
lées, noté n;

— la longueur du génome simulé, L ;

— le taux de mutation par paire de bases et par génération, u;

— le taux de recombinaison par paire de bases et par génération, r.
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Ce dernier terme intervient notamment dans le taux de recombinaison populationnel
p = 4N .Lr directement responsable du nombre de recombinaisons, et donc de généalo-
gies, le long des génomes. Historiquement, ce nombre était le facteur limitant des simu-
lations de coalescence puisque 1'algorithme classique de Hudson, implanté dans ms [26],
présentait une complexité quadratique par rapport au taux de recombinaison (O(p?)).
L’utilisation de la structure de données tree-sequence (fig. 11.5) par msprime, permettant
le partage des structures invariantes entre généalogies successives, réduit la complexité
algorithmique pour la rendre quasi linéaire par rapport a p et a n [20]. Toutefois, la
simulation de génomes entiers implique mécaniquement un grand nombre d’événements
de recombinaison, proportionnellement a L. Afin de limiter 'impact computationnel de
cette contrainte, notre architecture exploite I'indépendance biologique des chromosomes
en considérant leur évolution comme autonome. Les simulations sont ainsi parallélisées
chromosome par chromosome, chacun ayant sa propre tree-sequence, ce qui permet de
modéliser fidelement la recombinaison tout en optimisant le temps d’exécution global.

Le workflow Snakemake orchestre I’ensemble du processus de simulation population-
nelle. Il récupere le génome servant de séquence ancestrale au format FASTA , indexe la
taille de chaque chromosome (fournissant ainsi L), puis lance une simulation msprime
distincte pour chacun. Le modele démographique et les parametres d’échantillonnage ad-
ditionnels sont définis par I'utilisateur dans un fichier au format JSON, dynamiquement
traduit en parametres msprime. Ce format est tres simple a traiter en Python, permet-
tant la sérialisation de structures complexes. Pour faciliter les analyses statistiques en
aval, j’ai implanté un systeme de réplicats permettant de lancer de multiples simulations
avec des parametres fixes ou tirés aléatoirement dans des intervalles définis. Enfin, I'en-
semble du processus peut étre initialisé par une graine aléatoire (seed) pour éliminer
les composantes stochastiques et garantir la reproductibilité.

Propriété 3 : modélisation de variants complexes

Une fois les arbres généalogiques obtenus par simulation pour chaque chromosome,
une traversée préfixe de chaque arbre permet d’obtenir la liste des mutations ordonnées
chronologiquement (fig. 11.6.A). Cette approche simple et rapide, présentant une com-
plexité en O(N) ou N est le nombre de nceuds, garantit qu'une mutation survenue a un
temps plus ancien soit toujours traitée avant une mutation plus récente. L’algorithme
que j’ai implanté pour cette traversée est récursif; les dimensions des arbres simulés ne
posant jamais de probléme de dépassement de la pile d’exécution (stack overflow). La
traversée retourne pour chaque arbre une liste de mutations, leurs positions sur 'arbre et
sur le chromosome. Cette liste est enregistrée dans un fichier JSON intermédiaire appelé
« Traversée ». Si cette structure de données, organisée en liste chronologique, entraine
une perte des relations explicites de parenté au sein des arbres, elle facilite par ailleurs
les traitements ultérieurs des lignées, notamment car la liste des descendants affectés par
chaque mutation a été sauvegardée pendant la traversée permettant d’identifier instan-
tanément ’ensemble des individus qui sont affectés par un variant. Chaque traversée est
ensuite analysée de maniere parallele, toutes les mutations présentes sur un locus ¢ étant
traitées par un thread avant d’étre unies au niveau chromosomique.

Pour convertir les mutations en variants génétiques concrets, nous leur attribuons un
type de variation, une position et une taille en itérant sur la liste et en tirant aléatoirement
tous les parametres a partir de distributions définies a priori en suivant I’Algorithme 1.
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Algorithme 1 Conversion des mutations en variants et propagation des coordonnées
1: pour tout locus ¢ faire

2 M « Liste des mutations sur ¢ triée par temps (ancien — récent)

3 pour toute mutation m € M faire

4: [im, Jm] < m.intervalle {Intervalle génomique du locus dans son état courant}
5: 7 < TirerType(Pariants)
6
7
8
9

p < TirerPosition(i,,, j,,) {Position relative dans l'intervalle courant}
k < TirerTaille(r, distribution,)

{Propagation des changements de coordonnées}

pour toute mutation m,,.,; apres m dans M faire

10 : Mettre a jour m,,.,;.intervalle en fonction du type 7 et de la taille k
11 : fin pour

12: fin pour

13 : fin pour

L’aspect crucial de cet algorithme est la mise a jour dynamique des intervalles
de définition des locus. Lorsqu’'un variant de taille k£ est introduit a la position p, I'in-
tervalle [i, j] du locus change pour toutes les mutations qui surviendront ultérieurement
(c’est-a~dire les mutations plus récentes dans la liste M). Cette propagation garantit la
cohérence topologique des variants emboités. En effet, si une partie du matériel géné-
tique est supprimée au temps ancien (i.e. délétion), aucune mutation ne pourra survenir
sur les bases perdues au temps récent. Inversement, si de nouvelles bases apparaissent
(i.e. insertion), elles constituent une nouvelle cible pour les variations futures, permettant
nativement de générer des variants emboités. Cependant, elle induit un cofit algorith-
mique important. Puisque chaque modification de coordonnées doit étre répercutée sur
I’ensemble des mutations suivantes dans la liste, le traitement d’une lignée comportant m,
mutations entraine une complexité locale en O(m?). A DPéchelle du génome, la complexité
globale reste donc bornée par O(m?) dans le pire des cas.

Propriété 4.1 : construction du graphe pangénome

Graph (locus)
Node
end_node -> Node
start_node -> Node base
GraphEnsemble paths: (Path)
>—
graphs: [Graph] add_Qel(p, k) :
add_ins(p, k) Path (lineage)
add_inv(p, k) ‘\
add_tdup(p, k) edges: [Edge]
add_snp(p) e Y Edge
invert(a, b) <@ nodel -> Node
loop(a, b) node2 -> Node
paste(a, nodes) nodel side -> bool
swap(a, node) node2 side -> bool

FIGURE II1.3 — Diagramme UML simplifié de MSpangepop : illustre la hiérarchie des objets : les
fleches symbolisent les relations de composition (relation contenant-contenu). Le compartiment inférieur
de chaque bloc détaille les méthodes principales et leurs arguments.
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Une fois calculée, la « Traversée », enrichie des informations de variants, sert de liste
d’instructions pour l'algorithme de construction de graphe que j’ai implanté de movo.
Afin de simplifier le développement incrémental et favoriser une forte modularité, cette
implantation a été réalisée selon une approche orientée objet sous forme d’une bibliotheque
Python nommée MSpangepop (fig. I11.3). Celle-ci est structurée autour de plusieurs classes
principales :

— les Nodes (Noeuds) : I’élément atomique de notre structure. Dans notre approche,
chaque nceud contient une seule base d’ADN. Cette structure est dite chopped
ou hachée;

— les Edges : arétes du graphe, qui sont bi-orientées (fig. 11.6). Elles ne relient
pas directement deux nceuds, mais leurs extrémités, notées 5’ (ou False) et 3’
(ou True). Une aréte orientée dans le sens de la lecture reliant les nocuds A et
B correspond ainsi a une connexion entre 'extrémité 3’ de A et 'extrémité 5’ de
B; elle est représentée par Edge (A*, True, B*, False) . Cette représentation est
analogue a celle utilisée par BCALM 2 [2] pour les graphes de De Bruijn bi-orientés

— les Paths (Chemins) : ils représentent les haplotypes des individus simulés. Un
Path est une liste ordonnée d’arétes (Edges ). Les différents chemins partagent les
mémes objets Nodes lorsque les haplotypes respectifs partagent les mémes alleles
ce qui permet d’économiser la mémoire ;

— les Graphs (Graphe) : Représente le sous-graphe pour un locus donné. Il contient
une référence aux chemins (Paths) de tous les individus ;

— le GraphEnsemble : Représente un chromosome complet. C’est une collection
ordonnée de Graph (un par locus), qui gere la connectivité entre les sous-graphes
successifs.

Une étape d’initialisation crée et utilise ces objets afin de mettre en place la struc-
ture fondamentale du graphe de variation, comme détaillé dans 1’Algorithme 2 : pour
chaque locus, cette procédure construit un sous-graphe dans lequel tous les individus par-
tagent initialement un chemin unique correspondant a la séquence ancestrale. Les noeuds
sont alors reliés de maniere strictement linéaire, formant une structure en « collier de
perles » (fig. I11.4.B). La charge computationnelle du processus est répartie sur de mul-
tiples threads, chacun gérant un lot de sous-graphes.

L’intégration des variants se fait ensuite locus par locus. Pour ce faire, les méthodes de
la bibliotheque MSpangepop operent directement sur les sous-graphes en suivant ’ordre
chronologique défini par la traversée (alg. 3). Dans cette architecture, la classe Graph agit
comme un orchestrateur. Elle traduit les positions génomiques du variant en identifiants
de noeuds du graphe (nceud de départ nggs et nceud de fin ne,q), identifie les lignées
porteuses de la mutation, puis délegue ’application effective de la modification aux objets
Path concernés. Chaque lignée maintient ainsi son propre chemin a travers les nceuds
partagés, permettant des modifications indépendantes tout en conservant une structure
globale cohérente. Les modifications topologiques réelles sont implantées au sein de la
classe Path qui dispose d’un vaste ensemble de méthodes capables d’altérer la liste des
arétes pour matérialiser les variations génomiques. Ce module central gere 1’ensemble des
cas topologiques, notamment les variants complexes ou imbriqués (e.g. duplication au
sein d’une inversion), tout en garantissant la connectivité du chemin. Cette complexité
algorithmique a nécessité de prendre en compte de nombreuses configurations afin de
s’assurer de la robustesse du processus (fig. I11.4 pour des exemples simples). Néanmoins,
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Algorithme 2 Initialisation du graphe de variation global

1: pour tout locus ¢ avec intervalle [z, j] faire

2:  Créer un sous-graphe G vide

3 neeud_ précédent <— null

4 pour position p de ¢ a j faire

5: neeud <— Neeud(base[p]) {Création du noeud pour la base}
6 -

7

8

9

si nceud__précédent # null alors
Créer aréte (nceud_ précédent — nceud) {Liaison 3’ vers 5’}
fin si
: neeud_ précédent < nceud
10: fin pour

11: chemin ancestral < séquence d’arétes créées
12: pour tout individu k faire
13: G.chemins[k| < chemin_ancestral {Partage du chemin initial}

14: fin pour
15 : fin pour

la diversité des configurations étant difficile & anticiper exhaustivement, un algorithme de
secours intervient en cas d’imprévu : si un variant compromet la connectivité du sous-
graphe, la modification est annulée et consignée dans un journal. Ce mécanisme garantit
un fonctionnement fiable y compris lors de la génération de millions de sous-graphes. En
conséquence, la complexité temporelle par sous-graphe, correspondant a l'initialisation du
graphe (alg. 2) et a 'application des variants (alg. 3), est O(n - (Lioeus + Viocus)) avec Lipcus
la longueur du locus, Vigeus le nombre de variants et n le nombre d’individus. Le parametre
le plus critique est n : pour des valeurs modérées, la complexité reste quasi linéaire dans
des scénarios biologiques ou n = Vipeus < Liocus- A Téchelle du pangénome complet, la
complexité globale correspond a la somme de ce cotit sur I’ensemble des locus, soulignant
I'importance critique du taux de recombinaison populationnel p.

Algorithme 3 Application des variants sur les chemins d’un sous-graphe
1: pour tout locus ¢ avec un sous-graphe G faire

2 pour tout variant v défini par (type 7, position p, longueur k) faire
3 C < identifier_chemins_ affectés(descendants)

4 pour tout chemin ¢ € C faire

5: essayer :
6
7
8
9

(ng,np) < convertir_position(c, p, k) {Conversion index — positions sur c}
c.M;(nq,ny) {Application de la modification sur le chemin}
Valider la connectivité du graphe
: si échec : Annuler 'opération et journaliser ’erreur
10 : fin pour
11: fin pour
12 : fin pour

Propriété 4.2 : Sauvegarde au format GFA

Une fois la topologie locale résolue pour chaque locus, ’enjeu est d’assembler les sous-
graphes en un pangénome chromosomique complet. Pour limiter ’empreinte mémoire,
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A. B. C.

1
3 Cq P,
2 - Cy
o CaCsTins P3 Ks
a4 B C

E. ®
CoTnv P2 K3

Py

FIGURE III.4 — Illustration de ’application séquentielle des variants sur les chemins du
graphe. (A) La « Traversée » de Parbre généalogique dicte l'ordre de traitement des mutations 1 & 3
pour les trois haplotypes (c4, g, cc), ancestralement identiques (B) et partageant donc le méme chemin
unique. (C) Une insertion ancestrale (mutation 1) de taille k5 est ajoutée a la position ps. Elle crée de
nouveaux noeuds (turquoises) et modifie les chemins c4 et ¢g. (D) Une mutation ponctuelle (mutation
2) survient spécifiquement sur la lignée A créant un SNP avec la lignée B. Notons que la position p;
est relative au chemin ¢4 précédemment modifié, créant ainsi des variants emboités. (E) Une inversion
(mutation 3) affecte la lignée C. Aucun nouveau noeud n’est créé; seules les arétes sont altérées, créant
une boucle topologique (chemin bleu) sur les noeuds existants.

chaque sous-graphe est initialement stocké dans un fichier temporaire. L’assemblage final
du chromosome s’opére ensuite par une concaténation de proche en proche : le dernier
noeud d’un locus est connecté au premier du suivant. Cette approche modulaire impose une
contrainte stricte : les positions aux extrémités de chaque locus doivent étre préservées de
toute mutation afin de garantir une jonction parfaite et la connectivité globale du graphe.

H&{?@.—&g}@.

F1GURE III.5 — La compression du graphe (ou unchopping). (A) Le graphe initial en version
chopped, chaque noeud représente une base. (B) Le graphe final unchopped, les séquences linéaires (unitigs)
ont été fusionnées.

Le graphe brut ainsi assemblé est toujours sous forme dite chopped. Cette granularité
extréme génere un volume de données massif, rendant la sérialisation au format GFA
critique. Pour répondre a ce défi, j’ai implanté une stratégie d’écriture parallélisée : les
définitions de nceuds (lignes S) et la reconstruction des chemins et arétes (lignes P et L)
sont gérées par des processus distincts. Les données sont agrégées en mémoire tampon
avant d’étre écrites sur le disque en une opération séquentielle unique. Cette méthode
optimise les entrées/sorties (I/O) et permet d’attribuer les identifiants numériques finaux
uniquement lors de I'export, allégeant considérablement la consommation mémoire durant
le traitement. En parallele, un fichier FASTA contenant les séquences des haplotypes
simulés est également généré. Le GFA chopped généré nécessite ensuite d’étre compressé
en fusionnant les chaines linéaires de nceuds (i.e. unitigs) en nceuds uniques afin de réduire
drastiquement la complexité du graphe (fig. IT11.5). Cette étape de post-traitement, appelée
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unchopping, est complexe a réaliser pour des graphes bi-orientés. Afin de simplifier le
traitement, nous utilisons l'outil VG (Variation Graph toolkit), qui propose la commande
vg mod --unchop. Implantée en C++, elle utilise un algorithme glouton pour identifier
et fusionner les régions linéaires du graphe. Elle réduit la taille du fichier GFA d’environ
99,7% et préserve intégralement la topologie. C’est cette étape d’unchopping qui est la plus
gourmande de notre workflow en temps de calcul, sa complexité en O(P x N) impliquant,
pour un graphe de 10'° noeuds (N) et 5 chemins (P), un temps d’exécution de ordre de
2 a 4 heures (voir code source).

B-MSpangepop) Outils d’analyse des données simulées

Afin de faciliter 'analyse des simulations et du pangénome généré, le workflow integre
des scripts produisant de nombreuses figures et fichiers de journalisation, parmi lesquels
deux sorties principales sont présentées ci-dessous.

La visualisation directe d’une tree-sequence contenant plusieurs centaines d’arbres dis-
tincts étant impraticable, un module de visualisation basé sur la méthode STEAC (Spe-
cies Tree Estimation using Average Coalescence) a été développé. Cette approche consiste
a calculer, pour chaque paire d’individus, I’age moyen de coalescence a travers I’ensemble
des locus, produisant ainsi une matrice de distances génétiques moyennes. Cette matrice
permet ensuite de reconstruire un arbre de consensus représentatif de 1’histoire évolu-
tive globale. Cette fonctionnalité n’étant pas disponible nativement dans la bibliotheque
msprime, l'algorithme a été implanté en Python. Ce développement permet a la fois de
produire des visualisations synthétiques, comme celle présentée en Figure II1.6.B, et de
fournir une méthode simple et robuste pour résumer une tree-sequence complexe.

En complément des visualisations, MSpangepop génere un fichier de journalisation ex-
haustif (log) recensant I’ensemble des mutations introduites lors de la simulation. Chaque
entrée précise le type de mutation, sa position génomique, le locus concerné ainsi que
les lignées affectées. Ce registre constitue une référence tres utile pour I'évaluation de la
sensibilité et de la précision des outils de détection des variants opérant sur des graphes de
pangénomes. L’objectif de ces outils est d’identifier les variations génétiques d'un individu
donné par rapport a I’ensemble des chemins représentés dans le graphe.

C-MSpangepop) Preuve de concept : simulation d’un pangénome
de Staphylococcus aureus

Afin de tester MSpangepop dans un contexte biologique réaliste, j’ai réalisé une simu-
lation basée sur le génome de Staphylococcus aureus (~3 Mpb). Le scénario démographique
retenu modélise une divergence simple entre deux populations 1 et 2 pouvant correspondre
a un repiquage de bactéries (fig. I11.6.A). Les parametres utilisés sont les suivants :

— taux de mutation (p) : 1 x 1078;

— taux de recombinaison (r) : 1 x 107%;

— tailles efficaces des populations (N;) : N; = 5000 et Ny = 500 individus ;

— temps de divergence (7T') : T = 3000 générations;

— échantillonnage (n;) : ny = 18 et ny = 6 soit un total de 24 individus haploides.
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Modele démographique Arbre moyen (STEAC)
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FIGURE III.6 — Modélisation démographique et généalogie moyenne du pangénome si-
mulé de Staphylococcus aureus. (A) Scénario démographique. La population 2 (bleue) est issue d’un
événement de divergence (e.g. repiquage) depuis la population 1 (rouge) au temps 7' = 3000 générations.
(B) Arbre STEAC calculé a partir de 'ensemble des locus de la simulation. Les lignées des populations
1 et 2 sont représentées en rouge et bleu, respectivement.

Temps en generations

t=3000

Present Pop A Pop B

A Vissue de la simulation, nous obtenons un pangénome fragmenté en 240 arbres généa-
logiques (locus), portant un total de 2 603 mutations. D’un point de vue démographique,
I'analyse STEAC de ces locus (fig. II1.6.B) montre, comme attendu, que les individus de
la population 2 (lignées bleues) coalescent beaucoup plus rapidement que ceux de la Po-
pulation 1 (lignées rouges). Cela s’explique par sa plus faible taille efficace Ny qui accélere
la dérive génétique et la fixation des alléles. Parallelement, le tri de lignées ancestrales de
la population 1 est pour le moment incomplet, la faisant apparaitre polyphylétique (i.e.
constituée de plusieurs lignées évolutives).

FIGURE III.7 — Visualisation du graphe de pangénome avec Bandage. Les nceuds sont colorés
selon leur spécificité populationnelle : les blocs noirs correspondent au génome coeur partagé par les deux
populations, les blocs rouges sont spécifiques a la Population 1 et les bleus a la Population 2.

Le pangénome simulé étant de petite taille, nous pouvons le visualiser entierement
grace au logiciel Bandage (fig. I11.7). La visualisation obtenue révele une structure to-
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pologique complexe et réaliste ou on distingue clairement des régions conservées (noeuds
core) et des bulles de variations spécifiques a chaque population. Plus notable encore,
la présence de variations emboitées et de structures denses témoignent de la capacité de
I'outil a simuler des variants complexes. Cette complexité structurelle est comparable a
celle observée dans des pangénomes biologiques réels.

D-MSpangepop) Benchmarking d’un outil de détection de va-
riants

Afin de valider la pertinence de MSpangepop comme générateur de données de ré-
férence, j'ai réalisé le benchmarking de INVPG annot [27], un outil de détection des in-
versions a partir de PVG. Le fonctionnement de cet outil se décompose en trois étapes
clés :

— Déconstruction : projection du graphe sur un chemin de référence linéaire grace a
l'outil externe vg deconstruct [28], produisant une représentation du pangénome
sous forme d’un fichier VCF ;

— Identification des inversions explicites : repérage, dans le fichier VCF, des
inversions explicitement décrites et correspondant a des événements directement
encodés dans la topologie du graphe (path explicit).

— Récupération des inversions non explicites : alignement sur le graphe des
variants restants (Alignment-rescue) pour détecter les inversions non explicitement
encodées suite a d’éventuelles erreurs de construction du PVG (e.g. une inversion
de grande taille incorrectement représentée comme une insertion).

A: +1,+2,-3,+4,+5
B: +1, -4, -3, -2,45

'4

FIGURE III.8 — Topologie d’une inversion imbriquée illustrant une bulle difficile & ca-
ractériser. L’outil de de détection de variants identifie correctement la bulle de variation globale entre
les noeuds 1 et 5 (délimitée par les fleches violettes), mais échoue a résoudre la structure interne. Sur
le plan généalogique, ce cas est complexe : le chemin A (noir) porte une inversion locale du noeud 3
(+2, —3,+4), tandis que le chemin B (rouge) porte une inversion majeure couvrant l’ensemble du seg-
ment 2-4 (+1,—4,—3,—2,+5). En conséquence, bien que les deux haplotypes traversent le nceud 3 dans
la méme orientation (inversée), les nceuds adjacents 2 et 4 sont opposés 1'un & lautre, créant un variant
emboité non réductible par les approches linéaires standard.

J’ai simulé via MSpangepop un graphe contenant exclusivement des inversions, avec
un total de 55 événements distincts répartis entre deux haplotypes. L’analyse du graphe
par INVPG annot a permis de détecter 48 inversions avec le mode path explicit et 0 avec
le mode Alignment-rescue. Cette absence de détection par la procédure de « rattrapage »
(rescue) est attendue dans notre contexte. En effet, MSpangepop construit le graphe di-
rectement a partir de la généalogie et des mutations simulées, sans passer par les étapes
d’alignement ou d’assemblage sujettes aux erreurs. La topologie du graphe est donc théo-
riquement parfaite, rendant les inversions explicitement lisibles dans les chemins (paths).
Concernant les sept inversions non détectées par INVPG annot, une inspection manuelle
a confirmé que toutes correspondaient a des variants complexes : des inversions emboi-
tées (une inversion au sein d'une autre, fig. I11.8) ou chevauchantes. A 'inverse, toutes
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les inversions isolées ont été parfaitement identifiées. Ce comportement s’explique par
une limitation intrinseque de 1’étape de déconstruction du graphe par vg deconstruct
(détection initiale des variants) qui ne permet pas une résolution récursive des bulles
complexes, I'algorithme s’arrétant au premier niveau de variation (la bulle externe), mas-
quant ainsi les événements internes. Cette interprétation nous a été confirmée par les
auteurs d’INVPG annot : bien que vg deconstruct puisse signaler la présence d’une
région complexe inversée, il ne peut actuellement pas détailler son contenu exact. Ces
discussions ont mis en lumiere la nécessité de mettre au point un outil plus approprié que
vg deconstruct afin de détecter correctement les variants structuraux imbriqués.

E-MSpangepop) Analyse comparative des outils de construction
de graphes

A ce jour, deux outils principaux permettent de produire des PVG & partir de grands
génomes eucaryotes : PGGB [7] et Minigraph-Cactus (MC) [8]. PGGB adopte une ap-
proche sans référence : il réalise un alignement tous-contre-tous avec wfmash a partir
duquel seqwish construit le graphe exact. Une derniere étape, assurée par smoothxg,
permet d’affiner la topologie pour réduire sa complexité via un alignement d’ordre partiel
(POA). MC adopte lui une approche guidée par référence. Elle combine Minigraph pour
construire un squelette de variants structuraux par alignement itératif sur la référence et
Cactus pour aligner finement les séquences et intégrer les petits variants. Ces différences
d’approche conduisent a des topologies de graphes distinctes pour un méme jeu de don-
nées. De plus, bien que largement utilisés, ces outils sont encore en développement actif,
ce qui nuit a leur stabilité et donc a la qualité de leurs résultats. Leur évaluation reste
toutefois difficile en raison de ’absence de jeux de données de référence. Ainsi, I’évaluation
de ces outils repose habituellement sur la détection des variants, une méthode indirecte
et biaisée, qui ne permet pas de juger de la fidélité topologique absolue du graphe. Pour
pallier ce manque de standard de référence, nous avons utilisé MSpangepop pour générer
des graphes topologiquement « parfaits », dérivés directement de la généalogie simulée,
afin de les comparer aux reconstructions effectuées par PGGB et MC.

Méthodologie de comparaison

MSpangepop

17 x 30

rs-pancat-compare

F1cURE I11.9 — Plan expérimental de benchmarking : simulation, reconstruction et calcul
de la distance d’édition.

Mon analyse repose sur le plan expérimental suivant (fig. I11.9) :

1. Simulation des graphes : Génération de 510 graphes avec MSpangepop, basés sur
le génome de Staphylococcus aureus, répartis en 17 modalités expérimentales (30
réplicats chacune) faisant varier diversité génétique, types de variants majoritaires
et nombre d’haplotypes inclus dans le graphe;

2. Reconstruction : A partir des séquences FASTA simulées, reconstruction des
graphes via PGGB et MC (1 020 graphes reconstruits).
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3. Comparaison : Evaluation de la Distance d’Edition de Graphe (GED, Graph
Edit Distance) entre les graphes simulés (référence) et les graphes reconstruits a
'aide de l'outil rs-pancat-compare [29]. Cette métrique quantifie le nombre mini-
mal d’opérations élémentaires (insertion, suppression ou substitution de nceuds/arétes)
nécessaires pour transformer un graphe en un autre.

Cette analyse a nécessité environ 4 200 heures CPU de calcul sur un HPCC, soit un

équivalent carbone approximatif d'un trajet de 70 km en voiture thermique (évaluation
par le HPCC Génotoul 7).

Impact de la diversité génétique (6)

L’impact de la diversité génétique populationnelle a été évalué pour des valeurs de
6 € {0,2-107°,2-107%,2-1073,1 - 1072}. Comme anticipé, la distance d’é¢dition de
graphe (GED) montre une corrélation positive avec 6 (fig. I11.10), reflétant la difficulté
croissante des algorithmes a déterminer les homologies de séquences dans un contexte de
forte divergence.

A Effets de la diversité B
. . t MC > PGGB
3e+06 le+05 WPGGB > MC
B MC
B PGGB
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e+06 -3e+05
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Diversité 6
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F1GURE II1.10 — Impact de la diversité génétique (¢) sur la qualité de reconstruction des
graphes. A : Distribution de la GED pour MC (orange) et PGGB (vert) en fonction de 6. La différence entre
les deux outils a été testée a l'aide d’un test de Wilcoxon apparié (bilatéral). B : Différence moyenne de
GED entre les deux méthodes (A = MC—PGGB). Une valeur positive indique une meilleure performance
de PGGB, tandis qu’'une valeur négative indique une meilleure performance de MC.

Les différences observées entre PGGB et MC sont toujours significatives (test de Wil-
coxon apparié, p < 0.05) mais 'analyse révele deux régimes distincts (fig. I11.10.A). Pour
des valeurs de diversité faibles & modérées (f < 2-1073), la distance d’édition reste limitée
avec une augmentation progressive en fonction de 6 et des performances marginalement
meilleures pour PGGB (fig. I111.10.B). Une rupture de tendance est observée au seuil de
0 = 1072, ot la distance d’édition augmente brusquement de deux ordres de grandeur
pour les deux méthodes. Ce décrochage marque probablement la limite des heuristiques
d’alignement face a la saturation des mutations. Il est intéressant de noter que MC a de
meilleures performances pour cette forte valeur de 6 . Cet avantage est toutefois atténué
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par une tres forte variance, suggérant que, bien que 'approche guidée par référence
de MC offre un meilleur ancrage que 'approche tous-contre-tous de PGGB, sa stabilité de
reconstruction reste précaire dans ces conditions extrémes.

Sensibilité aux types de variants

A Effet du type de SV B
° * 1 MC > PGGB
UPGGB > MC
B mMC _
150000 g poGe p=1.9e-09 40000
)
G}
o
[ a
'8 '
g Ewooo
8100000 e
5 p=3.7e-09 5
= 320000
3 €
o
° ]
g p=1.9e-09 5
s
% 50000 Ewooo
a [a]
p=1.9e-09
* + I ——
0 e —— —_— @\‘e Q\\‘z @gz e\\“z,
N
¢ & & &
DEL élevé INS élevé INV élevé TDUP élevé N A L

Type de SV prédominant (50%)

Test de Wilcoxon apparié (two-sided)

FIGURE III.11 — Comparaison de la distance d’édition selon le type de variant majoritaire.
Pour chaque modalité, la classe de variants dominante représente 50% des variants structurels (SV). Les

conventions graphiques (couleurs, tests statistiques et calcul du différentiel A) sont identiques a celles de
la Figure II1.10.

Nous avons ensuite testé I'impact des différents types de variants en enrichissant a
tour de role leurs proportions respectives a 50% du total des variants simulés. Dans ce
contexte, PGGB montre de meilleurs résultats et une variabilité bien plus faible entre
types de variants (fig. II1.11). Cette analyse révele également que les deux outils ont plus
de difficultés pour reconstruire les inversions et les duplications en tandem que les
autres variants. Cette limitation s’explique par la nature topologique commune de ces
deux classes. Contrairement aux insertions ou délétions, les duplications et les inversions
impliquent la réutilisation de noeuds existants dans le graphe, soit par un passage répété
pour une duplication (boucle), soit par un parcours en sens inverse pour une inversion. Or,
si la paramétrisation (e.g. une fenétre glissante trop courte) et/ou les limites des aligneurs
empéchent ’évaluation correcte de I’homologie allélique, tout ou partie de ’allele alternatif
est interprété comme séquence non homologue et est encodé sous forme d’une insertion
factice. Cela empéche un second passage des chemins par les nceuds déja existants. Cette

linéarisation erronée augmente artificiellement la complexité du graphe et donc la distance
d’édition (fig. 111.12).

Pour vérifier cette hypothese de linéarisation, nous avons comptabilisé le nombre to-
tal de nceuds générés par chaque méthode sur ’ensemble des 510 graphes. Les résultats
confirment notre interprétation : tandis que les graphes simulés contiennent 4 582048
noeuds, ceux produits par PGGB en comptent 4 822568, soit une augmentation modeste
de 5%. En revanche, MC génere 10997911 nceuds, représentant une inflation de 140%
par rapport a la référence simulée. Cette différence substantielle reflete directement la

Lucien Piat, Master 2 informatique BIMS 2024-2026 - URN 30



Chapitre III. Résultats et Discussions

A. B.

[

FIGURE II1.12 — Tllustration de la linéarisation erronée des variants complexes. (A) Graphe
simulé : les variants (duplication en tandem et inversion) sont correctement encodés par une réutilisation
des nceuds existants, les deux chemins (bleu et rouge) partageant les segments homologues. (B) Graphe
reconstruit : les mémes variants sont encodés par la création de noeuds supplémentaires, dupliquant une
portion de séquence déja présente dans le graphe. Bien que les séquences génétiques parcourues soient
identiques dans les deux cas, la topologie du graphe reconstruit (B) est artificiellement complexifiée.

tendance de MC a linéariser les variants topologiquement complexes : chaque inversion ou
duplication incorrectement résolue se traduit par la création de noeuds redondants enco-
dant une insertion factice plutét que par la réutilisation des nceuds existants (fig. 111.12).
Ces observations corroborent la supériorité de PGGB pour la reconstruction fidele des
structures non linéaires.

Effet conjoint de la diversité et de la taille d’échantillon

Effet de 0 selon n

Méthode

MC
PGGB

104

[=))

=107/ Distance 8

Ratio (Distance 6
w

0 .I II II I

Nombre de séquences (n)

FI1GURE II1.13 — Effet conjoint de la taille de I’échantillon (n) et de la diversité (¢) sur la
qualité de reconstruction. La hauteur des barres représente le ratio Ry(n), défini comme le rapport
entre la distance d’édition a haute diversité ( = 1072) et celle a basse diversité (§ = 10~%), pour MC
(orange) et PGGB (vert). Un ratio élevé indique une sensibilité accrue de la méthode & 'augmentation de
la diversité génétique. Les courbes en pointillés illustrent les tendances respectives de PGGB et MC.

Enfin, nous avons analysé l'interaction entre la diversité 6 et le nombre d’individus n
pour (0,n) € {1073,107*} x {2,6,12,24}. La distance d’édition augmentant mécanique-
ment avec le nombre d’haplotypes n, nous avons introduit un ratio normalisé afin d’isoler
leffet de la diversité a n fixé :

GED(n, Opaus = 1073)

Bo(m) = GED . o = 109
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Nous observons que ce ratio se stabilise entre 7 et 9 lorsque n augmente, indiquant que
leffet relatif de la diversité devient indépendant de la taille de 'échantillon (fig. I11.13).
Ainsi, une augmentation d’un facteur 10 de la diversité (entre Op,s et Opayy) entraine une
augmentation de distance d’édition d'un facteur plus faible, de 'ordre de 7 a 9. Cette
relation met en évidence une réponse forte mais non strictement proportionnelle de la
complexité du graphe a la diversité génétique. L’effet de la taille de I’échantillon n révele
cependant des comportements différents entre PGGB et MC. On s’attendrait a ce que Ry(n)
soit constant pour chaque outil si la distance d’édition était strictement indépendante
de la taille de I’échantillon. Or, nous observons des dynamiques opposées : pour PGGB,
I'impact relatif de la diversité diminue lorsque n augmente, tandis qu’il augmente pour MC.
Cette divergence illustre les différences algorithmiques fondamentales entre les deux outils.
PGGB, grace a son approche tous-contre-tous, bénéficie de I'augmentation du nombre de
génomes : la redondance d’information permet de consolider les alignements et de générer
un consensus plus robuste, atténuant Ueffet de la diversité. A U'inverse, approche itérative
de MC accumule séquentiellement la complexité, chaque génome ajouté dans un contexte
de forte diversité augmentant les ambiguités du squelette existant et donc la fréquence
des erreurs de reconstruction.

F-MSpangepop) Analyse critique et positionnement

L’absence de jeux de données de référence constitue un verrou méthodologique majeur
pour le développement d’algorithmes de pangénomique. Les résultats préliminaires obser-
vés avec MSpangepop s’alignent avec la logique interne des algorithmes testés, validant
la cohérence de notre approche de benchmarking. Ce besoin de validation est confirmé
par I’émergence récente de travaux similaires. Un workflow publié en décembre 2025 par
Kopalli et al. [30] poursuit le méme objectif d’évaluation des outils. Toutefois, cette ap-
proche présente des limitations significatives que MSpangepop a précisément été congu
pour surmonter : absence de modélisation explicite de la recombinaison, spectre restreint
de variants structuraux (notamment I'absence d’inversions), et surtout une dépendance
aux outils de construction de graphes existants pour générer le PVG de référence. Cet
écueil limite la portée de leurs conclusions puisqu’il devient impossible de déterminer si
les différences observées entre le graphe de référence et les PVG reconstruits proviennent
d’erreurs dans la référence ou dans les PVG reconstruits. Cette publication met ainsi en
évidence l'intérét d’approches alternatives fondées sur des simulations démo-génétiques et
sur la construction directe de graphes de référence, telles que celles mises en ceuvre dans
MSpangepop .

Notre comparaison de PGGB et MC grice a une référence connue (i.e. simulée), nous a
permis de mieux appréhender le comportement de ces deux outils. L’approche sans réfé-
rence de PGGB est plus pertinente pour les échantillons avec une forte diversité génétique
(tant que @ n’atteint pas des valeurs extrémes). En effet, cet outil apparait structurel-
lement plus robuste face a la complexité topologique et bénéficie de I'ajout de génomes
(effet consensus), tandis que MC montre une sensibilité accrue a I'accumulation séquen-
tielle d’erreurs lorsque la taille de I’échantillon augmente. Cependant, notre analyse pointe
une faiblesse commune aux deux approches : la difficulté a résoudre les variants topolo-
giquement complexes comme les inversions et les duplications. Nos résultats suggerent
que les algorithmes actuels tendent a linéariser ces événements (les transformant en inser-
tions factices) lorsqu’ils échouent & établir I’homologie exacte. Ce constat met en lumiere
un paradoxe actuel du domaine : bien que nous construisions des objets non-linéaires
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(graphes), les méthodes de détection de variants et d’analyse (souvent basées sur la pro-
jection linéaire ou la décomposition locale) peinent encore a capturer la complexité native
des réarrangements génomiques imbriqués.

Bien que MSpangepop marque une avancée, notre analyse repose sur ’hypothese forte
que le graphe généré constitue une représentation « parfaite » du pangénome. Cette hypo-
these, bien que raisonnable dans notre cadre contrélé, demeure partiellement arbitraire.
En effet, la pangénomique ne dispose pas encore de standard de représentation unique :
pour un méme jeu de données, plusieurs topologies de graphes peuvent étre considérées
comme biologiquement valides selon les choix de modélisation (granularité des nceuds,
traitement des régions répétées). Un des atouts de MSpangepop est qu’en cas de fixation
de standards de représentation, son implantation se basant sur des objets permettra de
les adopter aisément. En attendant, cette absence de consensus complique l'interpréta-
tion des distances d’édition en termes absolus. A ce titre, la Distance d’Edition de
Graphe (GED), bien qu’informative, ne caractérise pas finement les différences topo-
logiques locales. L’intégration future de métriques complémentaires, telles que le ratio
de divergence mesurant la proportion de points de jonction (breakpoints) non parta-
gés entre graphes simulé et reconstruit permettrait d’affiner I’évaluation de la qualité des
reconstructions sur une échelle normalisée.

Une limite de MSpangepop, plus difficile a surmonter, réside dans le mécanisme d’in-
sertion des variants qui reste contraint par le formalisme des modeles de coalescence
avec recombinaison (msprime ) sur lesquels se basent actuellement nos simulations démo-
génétiques. La définition des locus (blocs de recombinaison) n’est pas un processus itératif
au cours des générations mais une étape préliminaire au calcul des généalogies. Ces blocs
étant figés, les variants structuraux (délétions, inversions) ne peuvent en pratique pas
chevaucher plusieurs locus & un instant ¢ bien que cela soit biologiquement possible. Dans
la version actuelle, la portée de ces variants est donc contrainte a l'intervalle [z, j| du locus
considéré qui peut étre tres court en cas de p tres fort (e.g. comme observé chez Drosophila
melanogaster, Mytilus sp., Heliconius sp. ou Quercus sp.).

Finalement, au regard de la complexité des algorithmes et des tests de performance
réalisés, nous estimons que la simulation de grands PVG, y compris pour des especes a
grands génomes telles que le mais, demeure accessible sur des HPCC académiques, dans
la limite d’un millier d’individus par graphe. Au-dela de ce seuil, une refonte de I’architec-
ture, ou des stratégies de sous-échantillonnage, seront vraisemblablement requises pour
maintenir des temps de calcul acceptables.
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| Conclusions et perspectives

L’étude des variations structurales constitue un enjeu majeur pour comprendre les
bases génomiques de ’adaptation des especes a leur environnement, particulierement chez
les organismes non modeles comme les arbres forestiers. C’est dans ce cadre que s’inscrit
mon alternance, qui avait pour objectif de lever deux verrous méthodologiques : la produc-
tion automatisée d’assemblages génomiques de haute qualité et 'absence de données de
référence permettant d’évaluer objectivement les outils de construction de pangénomes.
Afin que les solutions développées soient non seulement performantes mais également
réutilisables et comparables, le projet s’est inscrit dans une démarche de science ouverte,
en accord avec les principes FAIR. Les deux outils développés sont ainsi publiquement
disponibles sur la ForgeINRAE et GitHub, et ont été entierement conteneurisés et docu-
mentés.

Le premier axe de mon travail a porté sur la modernisation et la fiabilisation du
workflow d’assemblage asmdpg. La refactorisation majeure du code, réduisant de 58% le
nombre de regles Snakemake, a participé a la création d'un outil de production robuste
et maintenable. L’intégration des standards actuels, notamment Hifiasm et YaHS pour
le scaffolding Hi-C, a abouti a une chaine de traitement capable de produire des assem-
blages de qualité chromosomique avec une intervention humaine minimale, garantissant
ainsi I'alimentation des projets de pangénomique en données de haute qualité. Au sein
du projet Pangenoak, asmdpg a permis l'assemblage de 27 haplotypes issus de diverses
especes de chénes blancs européens, incluant Quercus robur, (). petraea et (). pubescens.
La qualité des assemblages obtenus a été validée par les métriques de contiguité et de com-
plétude par rapport aux génomes déja publiés. L’outil est également employé par d’autres
groupes a INRAE (UMR BFP, AGAP), notamment pour des génomes d’arbres fruitiers et
la vigne, ainsi que par des membres du CIRAD pour des champignons haploides. Toute-
fois, le workflow demeure limité aux génomes haploides et diploides, excluant pour I’heure
les organismes polyploides dont le traitement nécessiterait des adaptations substantielles.
Hifiasm ayant été initialement cong¢u pour les génomes humains, sa capacité a produire
des assemblages polyploides repose actuellement sur des développements ad hoc plutot que
sur une fonctionnalité intégrée. L’évolution rapide de cet assembleur laisse néanmoins es-
pérer une simplification future de ce traitement, qui faciliterait son intégration dans notre
workflow. Au-dela de cette limitation, les perspectives d’évolution sont nombreuses : I'in-
tégration de modules dédiés a I'identification des centromeres et des génomes organellaires
(chloroplaste, mitochondrie), 'ajout d’étapes de polissage supplémentaires via des outils
tels que Verkko-fillet, ainsi que le développement d’une suite de tests automatisés, en-
core réalisés manuellement malgré la densification croissante des cas d’usage, constituent
autant de pistes d’amélioration. La maintenance des versions les plus récentes des outils,
en particulier Hifiasm, demeurera une priorité, de méme que la rédaction d’un article
scientifique visant & entériner une version stable et a permettre aux utilisateurs de citer
formellement 1’outil.

Le second axe a abouti au développement de novo du simulateur MSpangepop. Cet
outil répond a un besoin critique de la communauté pangénomique : fournir une « vérité
terrain » indépendante des biais d’assemblage. En couplant génétique des populations
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et théorie des graphes, MSpangepop permet désormais de générer des pangénomes syn-
thétiques réalistes respectant un cahier des charges strict : (i) simulation de scénarios
démographiques complexes via l'intégration native de msprime, (ii) modélisation fine
de la recombinaison grace a l’exploitation de la structure de tree-sequence, (iii) généra-
tion de variations structurales complexes, notamment les variants emboités, grace a une
approche algorithmique de « Traversée » chronologique, (iv) gestion rigoureuse des topo-
logies de graphes bi-orientés via une bibliotheque d’objets Python dédiée, (v) et export
direct d’un fichier GFA « parfait » utilisable immédiatement pour le benchmarking. L’ap-
plication concrete a la comparaison PGGB / MC a notamment permis de montrer la plus
grande robustesse du premier face a des valeurs de 6 croissantes. Ces résultats confirment
qu’il est préférable de s’appuyer sur une référence dont la topologie est mathématiquement
maitrisée afin d’évaluer les outils de construction de graphes. MSpangepop est désormais
disponible en version v0.1.0. Les nombreuses communications menées aupres d’utilisa-
teurs potentiels, notamment lors du Symposium Pangénomique des JOBIM, au sein du
réseau GET-A-PAN, du groupe de travail dédié a INRAE et de 'ANR PanQuest, ont
suscité un intérét marqué pour le simulateur. Plusieurs équipes l'utilisent déja ou ont
exprimé leur intention de l'employer pour évaluer leurs propres outils, et leurs retours
d’expérience ont déja contribué a enrichir MSpangepop. Les discussions avec les dévelop-
peurs d’INVPG annot, de ’équipe INRIA GenScale, ont notamment permis d’identifier
des limitations dans la détection des variants emboités par vg deconstruct, ouvrant la
voie a de futures améliorations méthodologiques. Ces échanges avec GenScale ont permis
d’initier une collaboration portant sur la construction de métriques d’évaluation de la
qualité des graphes de pangénomes. L’architecture actuelle de MSpangepop présente ce-
pendant une limitation intrinseque : lorsque le nombre d’individus simulés devient élevé,
la complexité algorithmique explosera et impliquera le développement de nouvelles stra-
tégies, notamment via la programmation dynamique, afin de garantir des temps de calcul
raisonnables. Plusieurs axes d’amélioration ont par ailleurs été identifiés pour les versions
futures : la gestion des variants chevauchant les points de recombinaison, actuellement
contraints aux frontieres des locus, permettrait de modéliser des réarrangements plus réa-
listes ; I'intégration d'une carte de mutation hétérogene le long du génome améliorerait
le réalisme biologique en simulant régions conservées (e.g. régions codantes) et points
chauds de mutations (e.g. télomeres, centromeres); la prise en compte de bibliotheques
d’éléments transposables pour générer des insertions permettrait de simuler la dynamique
de ces SV largement étudiés ; enfin, ’ajout de translocations inter-chromosomiques élargi-
rait le spectre des réarrangements possibles, les chromosomes étant pour l'instant traités
de maniere indépendante.

Sur le plan personnel, cette alternance a été 'occasion de découvrir et d’approfondir
deux domaines qui ont suscité chez moi un vif intérét : 'algorithmique appliquée aux
structures de données complexes et la génétique des populations. Le développement de
MSpangepop m’a confronté a des défis stimulants, tels que la manipulation de graphes bi-
orientés ou la modélisation du processus de coalescence, me confirmant dans ma volonté de
poursuivre en these dans cette voie. Cette expérience m’a également permis de développer
des compétences en gestion de projets sur infrastructures HPCC. Les outils développés
constituent aujourd’hui un socle solide pour le projet Pangenoak et, plus largement, une
contribution utile pour la communauté travaillant sur les variations structurales.
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Résumé

Les variants structuraux tels que les insertions, délétions, inversions et duplications
constituent une part majeure de la diversité génétique et ont un fort impact sur I’adapta-
tion des especes a leur environnement. Ces réarrangements restent néanmoins sous-étudiés
en raison de leur complexité intrinseque. L’émergence récente des graphes de variation
pangénomiques offre un cadre prometteur pour intégrer ’ensemble des variants au sein
d’une représentation unifiée capturant la diversité génomique complete d’un groupe d’in-
dividus. Toutefois, le manque de workflows d’assemblage clé en main freine I'application
de la pangénomique aux especes non modeles. De plus, 'absence de données de réfé-
rence a topologie connue empéche toute évaluation objective des outils de construction,
créant un paradoxe méthodologique ou ’on construit des graphes sans pouvoir en vérifier
I'exactitude.

Dans le cadre du projet Pangenoak sur les chénes blancs européens, j’ai modernisé le
workflow d’assemblage asm4dpg afin d’en faciliter 1'usage par les biologistes. J'y ai égale-
ment intégré des étapes de scaffolding Hi-C ainsi que des assembleurs de derniere généra-
tion, permettant la production de génomes de qualité chromosomique. Afin de répondre
au besoin de données de référence réalistes, j’ai développé MSpangepop, un simulateur
générant des pangénomes au format GFA en couplant simulations démo-génétiques par
coalescence et construction de graphes bi-orientés supportant les variants emboités. Son
application au benchmarking de PGGB et Minigraph-Cactus (MC) met en évidence des
réponses contrastées a la diversité génétique : PGGB préserve les topologies complexes
lorsque celle-ci est élevée, contrairement a MC. En liant structures de données de coales-
cence et graphes de variation, MSpangepop est le premier outil permettant des simulations
évolutivement réalistes de pangénomes, ouvrant la voie a une exploitation plus fiable des
variants structuraux.

Mots-clés : Variation structurale du génome ; Pangénomique ; Coalescence ; Assemblage

de génomes; Graphes de variation

Mots-clés des acquis techniques : Python; Snakemake; Conteneurisation; Calcul
haute performance
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