
Rapport de l'analyse bioinformatique élargie de l'ADN des corps tridactyles de Nasca 
__________________________________________________________________________ 
 
Remarque : La version mise à jour de ce rapport est disponible à l'adresse suivante : 
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Introduction  

Ce rapport détaille les résultats obtenus à partir de multiples analyses bioinformatiques 
qui élargissent les analyses et les rapports antérieurs réalisés indépendamment par 
d’autres groupes au Mexique, aux États-Unis et en Russie, aux données de 
séquençage massif obtenues à partir de l’ADN des corps tridactyles de Nasca. Ce 
rapport développe en particulier les analyses effectuées sur les données de 
séquençage du laboratoire CEN4GEN. (https://cen4gen.org/) 

Toutes les analyses ont été faites avec des logiciels open source développés par de 
grands groupes de bioinformatique et de génomique et sur demande et avec le 
consentement d'utiliser les données de l’équipe de Jaime Maussan. Les échantillons 
analysés pour ce rapport étaient ceux obtenus à partir du corps appelé Victoria 
étiqueté comme Ancient002 et Ancient004 dans les données de CEN4GEN qui 
proviennent de l’amplification par MDA de l’ADN obtenu par CEN4GEN à la fois du 
tissu du cou (Ancient002) ainsi que de l’ADN extrait du corps précédemment par 
Biotecmol (Ancient004), respectivement. 

Les principales analyses effectuées pour ce rapport sont les suivantes : 

1. Cartographie avec paramètres assouplis de l'ensemble complet des lectures 
originales des deux échantillons de Victoria au génome humain (version hg19). 

2. Cartographie du génome de la vigogne le plus complet disponible dans le 
NCBI des lectures totales de Victoria. 

3. Analyse itérative des proportions de lectures jointes par chevauchement 
(overlaps) sans coïncidences significatives à une sélection de génomes de la 
base de données de référence de la séquence d'ADN du NCBI. 

4. Analyse des "taxmaps" des proportions de lectures uniques sans 
correspondance significative avec les bases de données de référence et de 
référence des séquences d'ADN du NCBI. 

5. Recherche de la présence d'amorces (primers) universelles pour 
l'identification des vertébrés dans les données de séquençage. 

6. Recherche de la capacité codante dans les lectures qui se chevauchent. 

7. Résumé quantitatif des proportions de lectures observées dans la base de 
données des principales analyses. 
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Dans les sections suivantes, chacune des analyses effectuées est détaillée. 

Cartographie du génome humain (version GRCH37) avec paramètres assouplis de 
l'ensemble complet des lectures des deux échantillons de Victoria.  

Une nouvelle cartographie du génome humain a été réalisée à l'aide du logiciel bwa 
(Heng Li, 2013) de toutes les lectures complètes séquencées par CEN4GEN avec des 
paramètres plus souples, c'est-à-dire sans rejeter les cartographies de faible qualité, 
afin d'évaluer une marge plus large sur les échantillons de Victoria qui pourraient 
correspondre à l'ADN humain. Les résultats sont indiqués dans le tableau suivant pour 
le total des lectures obtenues pour chaque échantillon : 

Tableau 1 : Lectures totales cartographiées du génome humain à l'aide de bwa, sans 
restrictions sur la qualité de la cartographie et les paramètres par défaut. 

Cela montre que même en donnant une marge de cartographie plus large et souple, 
on ne parvient pas à cartographier le total des lectures sur le génome humain et que 
dans Ancient004, cela représente moins de 50% de la cartographie. Cependant, il 
convient de noter que l'augmentation de la marge de lecture cartographiée est 
largement dominée par les cartographies de mauvaise qualité, comme le montre le 
graphique suivant de la distribution des qualités dans les cartographies de données 
correspondant à la cartographie sous ce schéma de l'exemple Ancient002 : 

                 

              

 

_________________________________________________________________ 

page 3 de 13 



Rapport de l'analyse bioinformatique élargie de l'ADN des corps tridactyles de Nasca 
___________________________________________________________________ 

En outre, afin de confirmer les niveaux de cartographie du génome humain entre les 
échantillons de Victoria et le génome humain GRCH37, un re-cartographie du total des 
lectures de chaque échantillon a été effectuée à l'aide du logiciel Kart v2.4.5 (Hsin-
Nan Lin et Wen-Lian Hsu, 2017). ) pour pouvoir obtenir un résultat plus rapide et très 
proche de celui fourni par bwa mais avec une plus grande spécificité, y compris une 
plus grande restriction dans la qualité de la cartographie. 

Les résultats ont été les suivants : 

Tableau 2: nombre total de lectures cartographiées sur le génome GRCH37 des échantillons de 
Victoria à l’aide du logiciel Kart avec les paramètres par défaut. 

Ceci confirme les rapports précédents indiquant une faible coïncidence avec le 
génome humain des résultats de séquençage des échantillons de Victoria lorsqu’on 
envisage des cartographies avec des filtres de qualité plus exigeants, comme le 
montre le graphique suivant de la distribution des qualités dans les cartographies des 
données correspondant à ce schéma de cartographie avec le niveau de restriction de 
qualité le plus élevé pour l'exemple Ancient002 : 

              
Figure 2 : Distribution des qualités cartographiques des lectures totales de l'Ancient002 dans le 

résultat de Kart sans restriction de qualités et paramètres par défaut. 
 
Les analyses de la distribution de qualité montrées pour la cartographie ont été 
réalisées avec le logiciel Alfred v0.1.17 (Tobias Rausch, Markus Hsi-Yang Fritz, Jan 
O Korbel, Vladimir Benes,2018) sur les fichiers bam classés et indexés de chaque 
cartographie. 
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Cartographie du génome de la vigogne le plus complet disponible sur la NCBI des lectures 
totales de Victoria. 
 
Pour évaluer la possibilité que les échantillons de Victoria proviennent de parties du 
corps d'une vigogne, la cartographie du total des lectures séquencées des deux 
échantillons de Victoria a été évaluée en comparaison avec l'assemblage du génome 
le plus complet proche de la vigogne disponible dans la base de données refseq de 
NCBI, qui était le Vicugna pacos ou alpaga (Ensemble GCF_000164845.2). Pour cette 
analyse, le logiciel Kart v2.4.5 (Hsin-Nan Lin et Wen-Lian Hsu, 2017) a été utilisé afin 
d'obtenir un résultat plus rapide et très proche de celui fourni par bwa. 
 
Les résultats sont présentés dans le tableau suivant : 
 

 
Tableau 3: Lectures totales cartographiées sur l’assemblage de vigogne GCF_000164845.2 des 

échantillons de Victoria à l’aide du logiciel Kart avec les paramètres par défaut. 
 

Cela montre que les pourcentages de coïncidence avec le génome de la vigogne 
seraient minimes pour les échantillons analysés de Victoria et ne semblent pas être 
significatifs. 
 
De plus, pour confirmer ces niveaux de coïncidence entre les lectures et le génome 
de la vigogne, une analyse a été réalisée par coïncidence de kmeros à l'aide du logiciel 
"Seal" de BBtools dans sa version 38-25 (Bushnell B. sourceforge.net/projects / bbmap 
/), mis au point par le Joint Genome Institute du US Department of Energy, pour 
comparer le nombre de sous-séquences de taille 31 (kmeros) existant entre le génome 
de la vigogne et les lectures complètes des données de séquençage de Victoria.  
Les résultats obtenus sont les suivants : 
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Tableau 4: lectures totales avec coïncidences dans au moins un kmero avec l’assemblage Vigogne 
GCF_ 000164845,2 des échantillons de Victoria à l’aide du logiciel Seal avec les paramètres forbidn = 

t, ambigu = premier, Rskip = 1 et les autres paramètres par défaut. 
 

Cartographie Analyse itérative des proportions de lectures unies par overlaps 
(chevauchement) sans correspondance significative avec une sélection de génomes de la 
base de données refseq de séquences d'ADN de NCBI.  
 

Pour explorer les types de génomes connus auxquels les lectures séquencées 
pourraient appartenir, sans les cartographier ou faire un BLAST de tous les génomes 
connus de toutes ces lectures séquencées, car cela prendrait beaucoup de temps et 
ne serait pas viable en temps et en capacité de calcul disponible, nous avons 
commencé par extraire les lectures qui pouvaient être reliées par overlaps 
(chevauchement), avec le logiciel PEAR v0.9.6 (Zhang, Kobert, Flouri et Stamatakis, 
2014) puis avec ces lectures de plus petit volume mais de plus grande longitude, nous 
avons procédé à une technique de comparaison par “sketching” (esquisser, dessiner) 
et en recherchant les kmeros, avec les logiciels "sendketch" et "seal" des ensembles 
BBtools dans la version 38-25. Le logiciel "sendketch" permet de rechercher la 
similarité entre de grandes quantités de lectures et la base de données est rendue 
plus rapide et plus facile qu'avec des techniques d'alignement telles que les 
"mappages" (cartographies) ou le BLAST, tandis que "seal" permet de rechercher 
n'importe quelle sous-séquence de 31 bases (kmeros de 31) contenue dans un 
génome. En utilisant "sendketch", les génomes et types d'organismes susceptibles de 
ressembler aux lectures séquencées reliées par overlaps (chevauchement) ont été 
identifiés et une fois que les génomes présentant de plus grandes coïncidences ont 
été identifiés, un groupe de génomes du type ayant donné le plus grand nombre de 
correspondances dans "sendketch" a été téléchargé. Ensuite les lectures, par rapport 
à ces génomes, ont été comparées pour rechercher celles qui présentaient une 
similarité dans au moins un kmero de 31 et celles qui ne possédaient pas de kmero 
de 31 ont été sélectionnées pour une nouvelle série de recherches avec "sendketch" 
et une comparaison avec "seal", etc. De manière itérative, cela a été fait pour tous les 
types de génomes qui correspondaient le plus avec "sendketch" pour les lectures sans 
la présence de kmeros 31, du type de génome détecté lors de l'itération précédente 
jusqu'à atteindre les génomes de type protozoaires. Pour les génomes de micro-
organismes, tous les génomes disponibles dans refseq ont été téléchargés, tandis que 
pour les génomes d’animaux, seuls les génomes indiqués par "sendketch" et d’autres, 
suggérés par divers participants à l’analyse, ont été téléchargés. 

Ci-dessous une figure avec un diagramme de la procédure : 
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Figure 3: stratégie de filtrage itérative développée pour trouver des similitudes entre les lectures 

uniques d'union par overlaps et 37,877 de plusieurs types de génomes refSeq. 
 
Suivant cette stratégie, les lectures superposées (overlaps) de chaque échantillon ont 
été comparées à 37 877 séquences de génomes au total et les résultats sont 
présentés ci-dessous dans un tableau avec les nombres et pourcentages de lectures 
ayant une similarité significative, selon le logiciel "seal", résultant de cette comparaison 
utilisant la technique itérative de recherche avec "sendsketch" suivie par la 
comparaison avec "seal". 
 
Le tableau montre les types de génomes dans l'ordre dans lequel ils ont été comparés 
aux résultats superposés. 
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Tableau 5: nombres et pourcentages de lectures présentant une similarité significative dans au moins une 

cellule de 31 bases renvoyée par le logiciel "seal" par rapport à une sélection de génomes de refseq. 
 

Note : La liste complète des séquences utilisées pour chaque type d'organisme se 
trouve dans le lien suivant : 
 
https://drive.google.com/file/d/15r-
tKv94UgHGtQd9owHGWO3bqeZEIdpV/view?usp=sh aring. 
 
Cela montre qu'en passant à travers un filtre qui inclut un grand seuil de génomes et 
de types d'organismes connus, on ne trouve pas 100 % de l'origine génomique des 
lectures superposées (overlaps) obtenues à partir des échantillons de Victoria. En 
particulier, environ 27,00 % et 55,48 % des lectures superposées (overlaps) des 
échantillons Ancient002 et Ancient004, respectivement, ne peuvent être associés à  
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à aucun type d'organisme de tous types d'organismes et d'espèces accumulés dans 
cette analyse. 
 
Analyse par "taxmaps" des p[roportions de lectures totales uniques sans correspondances 
significatives avec les taxonomies et les séquences d'ADN des bases de données refseq 
et nt des séquences d'ADN de NCBI. 
 

Afin d'évaluer avec la plus large marge possible la coïncidence par similarité entre les 
lectures séquencées pour Victoria et toutes les séquences d'ADN enregistrées dans 
NCBI ainsi que leurs niveaux taxonomiques respectifs possibles, les lectures sans 
doublons de chaque échantillon de Victoria ont été prises, c'est-à-dire, à partir des 
lectures totales, celles qui étaient redondantes et qui étaient très semblables à 
d'autres, de façon à avoir un ensemble de lectures sans redondance entre elles. Ceci 
a été fait séparément pour les lectures " forward" (avant) et “reverse” (arrière) de 
chaque ensemble de lectures jumelées. De cet ensemble de lectures, sans doublons, 
on a utilisé la lecture correspondante pour rechercher la proportion de l'ADN séquencé 
avec coïncidence par similitude avec la base de données la plus complète disponible 
aujourd'hui qui est celle formée par les bases de données nt et refseq ajoutée à NCBI. 
Cette recherche a été effectuée en générant une recherche à partir de toutes les 
séquences enregistrées dans les bases de données "nt" et "Refseq" de NCBI telles 
qu'implémentées dans l'index du logiciel taxmaps v 0.2.1 (Corvelo, Clarke, Robine & 
Zody, 2018). Ce logiciel a été utilisé pour la recherche par rapport à l'index 
susmentionné avec les lectures "forward" de l'ensemble des données sans doublons 
de chaque échantillon et avec les paramètres -e 0,2 et -m s et le reste des paramètres 
par défaut pour éliminer les lectures de faible complexité ou avec la présence de bases 
indéterminées. Les résultats sont les suivants : 
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Figure 4: Diagrammes de distribution des proportions des lectures présentant une similitude significative avec la 
base de données nt et refseq du NCBI et sans celle-ci (couleur rouge foncé) pour chaque échantillon. 

Dans la partie rouge intense (section non classée) de chaque figure, le pourcentage 
de lectures uniques sans similarité significative avec les bases de données Refseq est  
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Dans la partie rouge vif (section non classifiée) de chaque figure, le pourcentage de 
lectures uniques sans similitude significative avec les bases de données Refseq et "nt" 
qui figureraient dans les données des lectures de séquençage de Victoria est indiqué. 
Cela montre qu'il y a plus de 50% de lectures de séquençage, non redondantes et 
sans présence de bases indéterminées ni de faibles niveaux de complexité, qui ne 
ressemblent en rien aux bases de données "nt" et "refseq" de NCBI. Ce résultat 
confirme également les niveaux élevés de pourcentages de séquences non classifiées 
obtenus lors d'analyses précédentes effectuées à "Abraxas" sur des lectures se 
chevauchant (superposées, overlaps). 

Recherche de la présence d'amorces (primers) universelles pour l'identification 
des vertébrés dans les données de séquençage. 

Pour évaluer la possibilité d'identifier des espèces spécifiques de vertébrés présents 
dans les échantillons séquencés qui pourraient être déterminés de manière spécifique 
au moyen des données de séquençage, la présence d'amorces (primers) universelles 
pour la détection d'espèces de vertébrés a été recherchée dans les lectures complètes 
de chaque échantillon. Ces amorces (primers) sont extraites de la publication “Two 
universal primer sets for species identification among vertebrates” ("Deux ensembles 
universels "primer" d'identification des espèces chez les vertébrés") (Kitano T, Umetsu 
K, Tian W, Osawa M., 2007 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16845543 ). La 
recherche de la présence de ces séquences universelles a été effectuée avec le 
logiciel "seal" de l'ensemble bbtools (Bushnell B. sourceforge.net/projects/bbmap/) 
avec les paramètres ambiguous= first, rskip = 1, K = 21 et minkmerhits. = 2 en utilisant 
comme entrée les lectures appariées de chaque échantillon de Victoria. 

Les résultats obtenus ont renvoyé 72 lectures pour Ancient 004 et 80 lectures pour 
Ancient002 avec des coïncidences pour la présence des séquences universelles pour 
les vertébrés. Cependant, lors d'une recherche avec le BLAST dans la base de 
données nt filtrée uniquement pour les vertébrés (taxid: 7742) de ces lectures, elles 
correspondent toutes uniquement à l'homme. La présente analyse ne détecte pas la 
présence d'autres espèces de vertébrés. 

Recherche de la capacité de codants dans les lectures qui se superposent (overlaps). 

En raison de l’absence de séquences présentant une similarité significative dans les 
bases de données d’ADN connues pour une grande partie des lectures séquencées, 
il a été évalué si ces lectures pouvaient contenir des séquences codantes et donc faire 
partie de nouveaux gènes inconnus dans les bases de données actuelles. Pour 
évaluer ceci de manière indépendante à la comparaison par similarité de séquence, 
nous avons procédé à l’ensemble de lectures précédemment obtenues, jointes par 
chevauchement (overlaps) qui n'a pas donné de coïncidence avec aucune des 37.877 
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références dans le filtre itératif de chaque échantillon et de cet ensemble les 
séquences redondantes ont été éliminées en utilisant le logiciel "seal" comme cela a 
été fait pour le logiciel taxmaps avec les lectures totales. Cet ensemble de lectures 
jointes par chevauchement (overlaps) sans doublons a été utilisé comme entrée pour 
le logiciel FragGeneScan (Mina Rho, Haixu Tang, et Yuzhen Ye. 2010), qui permet 
d'estimer en utilisant des modèles cachés de Markov qui prennent en compte la 
possibilité d'erreurs de lecture et l'utilisation des codons pour estimer la présence des 
fragments codants de gènes directement des lectures en séquence de masse même 
avec des lectures ayant un taux d'erreurs considérable. 

Les résultats obtenus de FragGeneScan ont été traités par des calculs développés en 
code R pour obtenir le potentiel de codage de l'ensemble de lectures, défini comme le 
quotient de lectures avec des régions de codage sans interruptions, marquées "*" par 
FragGeneScan, parmi le total des lectures uniques. 

En fonction du seuil de taille de la région de codage, différents potentiels de codage 
possibles ont été obtenus. En prenant un seuil d’au moins 150 bases dans la région 
codante, ou 50 acides aminés, sans que cela couvre toute la lecture, nous avons un 
potentiel de codage de 23,66% pour Ancient002 et de 56,99% pour Ancient004. 
Cependant, pour être plus strict dans la possibilité que la lecture fasse partie d'un 
gène, il convient de prendre un seuil qui couvre la taille totale de la lecture et sous ce 
seuil et pour des lectures d'au moins 150 bases des lectures d'ensemble unies par 
chevauchement (overlaps), un potentiel codant inférieur a été obtenu pour les deux 
échantillons, mais reste considérable.  

Cette analyse montre un potentiel considérable codant de l'ADN pour les lectures 
superposées qui se chevauchent (overlaps) sans duplication des deux ensembles de 
lectures des échantillons séquencés, en particulier pour les lectures superposées 
(overlaps) sans doublons de Ancient002 avec un pourcentage d'environ 6% et 25,7% 
des lectures avec capacité codante et pour Ancient004 de 18,15% et 58,03%. 

Résumé quantitatif des proportions de lectures observées dans les analyses 
principales.  

Enfin, les proportions observées pour les lectures incluses dans les résultats 
précédemment décrits pour chaque échantillon ont été compilées dans la figure 
suivante pour démontrer le nombre élevé de lectures analysées et la proportion élevée 
de lectures entrant dans les catégories pertinentes de chaque analyse, telles que les 
lectures en double sans correspondance dans les bases de données NCBI pour  
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taxmaps ainsi que pour bbtools dans la base de données refseq ou le nombre total de 
lectures résultant de l'union par chevauchement (overlaps). 

 

Figure 5: Quantités observées pour les lectures présentes dans les résultats des analyses décrites dans ce 
rapport pour chaque échantillon. Les lectures uniques cartographiées pour l'homme ont été obtenues en utilisant 
Kart et ses paramètres par défaut les lectures uniques. Les lectures uniques sans correspondances dans NCBI 
par les taxmaps ont été estimées en multipliant la proportion indiquée par les taxmaps dans les chiffres indiqués 

par le total des lectures uniques de chaque échantillon. 
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