
Analyse	de	données	RADseq	sous	Galaxy	:	l'exemple	de	STACKS	
Yvan Le Bras, Projet e‐Biogenouest, CNRS UMR 6074 IRISA‐INRIA, Rennes 

Cyril Monjeaud, Projet GenoCloud, CNRS UMR 6074 IRISA‐INRIA, Rennes 

Avec  l'utilisation  de  ressources  réalisées  par  Julian  Catchen,  Institute  of  Ecology  and  Evolution, 
University of Oregon 

 
Le but de ces exercices est de familiariser les stagiaires avec l'utilisation des données générées par les 
séquenceurs de nouvelles générations à partir de RRL (Reduced Representation Libraries) comme les 
tags associés à des sites de  restriction  (RAD). Ces  librairies sont souvent utilisées dans  le cadre du 
génotypage par séquençage, et peuvent  fournir un  jeu dense de marqueurs SNP  (single nucleotide 
polymorphism) répartis le long du génome. Les stagiaires acquerront de l'expérience avec un pipeline 
d'analyse  nommé  STACKS,  créé  pour  l'analyse  de  ce  type  de  données.  Les  données  à  analyser 
proviendront d'un organisme  sans génome de  référence pour générer une cartographie génétique 
d'une part et identifier de potentielles signatures de sélection. Il est également possible d'utiliser un 
organisme avec génome de référence. 

Les participants vont apprendre à: 

1. Préparer les données brutes Illumina RAD pour leur analyse en enlevant les lectures de mauvaise 
qualité et pour démultiplexer un jeu d'échantillons barcodés. 

2. Aligner des séquences RAD contre un génome de référence 

3. Utiliser Stacks pour assembler  les  loci RAD, detecter des SNPs,  les génotypes et haplotypes pour 
chaque individu de deux populations. 

4. Calculer des statistiques en génétique des populations  

A la fin de cette formation, vous devriez savoir: 

5.  Manipuler  les  données  brutes  Illumina  de  RAD  pour  les  analyser  en  utilisant  une  variété  de 
différents paramètres. 

6. Aligner les tags RAD contre un génome de référence pour identifier des signatures potentielles de 
sélection. 

7. Etendre ce qui a été appris vers des problèmes plus complexes, les vôtres. 

Nous allons utiliser des  jeux de données proposés par  Julian dans ces  formations plus des  jeux de 
données   épinoche de  l'article d'Hohenlohe et al. 2010. Pour  le nettoyage et  l'analyse des données, 
nous nous reposerons principalement sur Galaxy, le pipeline STACKS et BWA. 

Les jeux de données seront tous produits via des séquenceurs de type Illumina GAII ou HiSeq2000. 

Les logiciels sont tous open source 



  � BWA (http://bio-bwa.sourceforge.net/) - BWA est  utilize  pour  aligner  des 
séquences contre un génome de reference. Nous l'utiliserons pour aligner les lectures RAD contre le 
génome de l'épinoche, puis pour analyser ces lectures via le pipeline Stacks. Si nous utilisons BWA ici, 
plusieurs autres algorithmes et  logiciels existent pour effectuer  cette  tâche  (comme Bowtie) et  ils 
peuvent  également  être  utilisés  pour  cette  partie.  Nous  avons  cependant  développé  un  outil 
spécialement pour STACKS sous Galaxy, basé sur BWA.   

  � Stacks (http://creskoloab.uoregon.edu/stacks/) –  il  s'agit  d'un  ensemble  de 
programmes open  source  interconnectés  initialement mis en place pour  l'assemblage de novo de 
séquences RAD en  loci et  cartes génétiques, aujourd'hui étendu pour être utilisé de manière plus 
flexible dans des études d'organismes présentant ou non un génome de référence. Le pipeline a un 
wrapper Perl permettant le lancement de l'ensemble des programmes. La modularité de STACKS lui 
permet d'être appliqué à différents types de scénarios. 

A noter que le pipeline STACKS utilisant un génome de référence suit les mêmes étapes. La principale 
différence  s'observe pendant  la phase de  construction des  loci. Ref_map  construit alors  les  loci à 
partir  du  génome  de  référence,  en  utilisant  les  résultats  de mapping  des  lectures  sur  ce  dernier 
(réalisé via Bowtie, BWA ou un autre logiciel de mapping). Cette étape se nomme alors pstacks et se 
déroule à la place de usctacks. cstacks et sstacks sont ensuite exécutés. 

 

Il  exécutera  chaque  composant  de  Stacks.  En  premier,  il  exécutera  (A‐F)  ustacks  sur  chacun  des 
échantillons,  construisant  les  loci  et  détectant  les  SNPs  à  chacun  d'entre  eux.  Les  séquences 
présentant  des  correspondances  exactes  sont  regroupées  en  piles  ("stacks")  (A).  Un  nombre  de 
lectures  trop  faible  dans  une  pile  pouvant  provenir  d'erreur  de  séquençage,  les  piles  uniques 
contenant moins de  lectures que  le seuil spécifié  (stack depth parameter) sont désassemblés et  les 
lectures mises  de  côté.  Les  lectures  finalement  conservées  dans  une  pile  sont  nommées  lectures 



primaires. Celles mises de côté en raison d'un nombre de lectures trop faible par pile sont nommées 
lectures secondaires.  

A  la fin de cette première étape de création de piles, ustacks calcule  la moyenne de profondeur de 
couverture et identifie les piles présentant une profondeur supérieure à 2 écarts types au‐dessus de 
la moyenne.  Toute  les  piles  dans  ce  cas  de  figure  (nommées  piles  bucheronnes),  ainsi  que  celles 
présentant une séquence proche au nucléotide près, sont exclues car souvent représentées par des 
éléments répétés (voir cas de figure des 5 piles grises reliées (C et D)). 

Ensuite,  des  sous‐ensembles  de  piles  sont  produits  (C),  lorsque  des  piles  sont  très  proches,  un 
nucléotide de différence.  Les piles de  chaque  sous‐ensemble peuvent alors être  réunis en un  seul 
locus, comme c'est le cas pour les piles 1 et 2 (D). Ensuite, les lectures qui étaient initialement mises 
de côté, car présentant une similarité  trop  faible avec  les séquences des piles  (polymorphisme sur 
plus  d'un  nucléotide)  (E),  sont  comparées  à  celles  constitutives  des  piles  pour  identifier  si  elles 
peuvent être  raccrocher à un unique polymorphisme  identifié dans  les étapes précédentes. Enfin, 
une séquence consensus est établie (F). En second, (G) cstacks sera exécuté pour créer un catalogue 
de tous les loci à partir des parents du croisement. Finalement, (H) sstacks s'exécutera pour évaluer 
la  concordance  entre  les  loci  de  chaque  descendant  et  le  catalogue  de  loci.  Le  pipeline  identifie 
ensuite les loci représentant des marqueurs cartographiables (exécution du module genotypes). 

 

En travaillant sur des données NGS, vous noterez probablement que toutes les données générées par 
le séquenceur ne sont pas de bonne qualité. En général,  il  faudra enlever  les séquences de  faibles 
qualités de vos jeux de données avant de les analyser. En même temps, la stringence de la filtration 
dépendra  de  l'application  finale.  En  général,  une  stringence  plus  forte  est  appliquée  pour  un 
assemblage  de  novo  comparé  à  l'utilisation  d'alignements  contre  un  génome  de  référence.  Par 
contre,  des  données  de  mauvaise  qualité  affecteront  presque  toujours  les  analyses  futures,  en 
produisant des faux positifs, comme par exemple la prédiction de faux SNP. 

  	



I. Analyse	RAD‐seq	sous	Galaxy	:	Détection	de	SNPs	

1. L'analyse	

Nous travaillerons sur  les données  issues de  l'archive pe_sample.tar.gz disponible sur  le site 
de  Stacks  (http://creskolab.uoregon.edu/stacks/pe_tutorial/pe_samples.tar.gz).  Sous  Galaxy, 
commencez par créer un nouvel historique (ex: "RAD 1 : SNP calling").  

Récupération  des  données  brutes  dans  Shared  data/data  libraries/1  Galaxy  teaching 
folder/2013_GenOuest2/genetic_map 

Vous y trouverez 3 archives : 

‐une contenant les 95 jeux de données de séquences : stacks_samples.tar.gz 

‐une regroupant les 2 jeux de données de séquences des parents : Parents.zip 

‐une regroupant les 93 jeux de données de séquences des descendants F1 : Progeny.zip 

Sélectionner  les 2 dernières archives  .zip  (Parents et Progeny), et cliquer sur  le bouton "GO" après 
avoir vérifié que l'action sélectionnée était bien "Import to current history". 

 

 

Vous vous retrouvez avec un historique contenant les deux archives au format zip. 

Les données ayant déjà été nettoyées et démultiplexées, il ne sera pas nécessaire d'exécuter STACKS 
: Process Radtags. 

Nous sommes maintenant près à exécuter le pipeline STACKS denovo.  



Exécuter  STACKS  :  de  novo  map  sur  les  individus  étudiés  (par  exemple  les  parents)  en  prenant 
comme  input  l'archive  .zip et en  spécifiant  l'usage  "Genetic map". Décocher  l'option  "create zip 

outputs" 

Vous  pouvez  préciser  certains  paramètres.  Ainsi,  en  sélectionnant  le  mode  Advanced  pour  le 
paramètre Stack assembly options, vous pouvez préciser: 

‐la profondeur minimum de  la pile  (‐m),  ici "Minimum number of  identical". Ce paramètre, passé à 
ustacks, contrôle  le nombre de  lectures avec une correspondance exacte devant être  trouvé pour 
créer  une  pile  chez  un  individu. Nous  pouvons  sélectionner  3,  une  pile  ne  sera  générée  chez  un 
individu  que  si  au  moins  3  lectures  correspondent  exactement.  Les  lectures  alors  utilisées  pour 
constituer ces piles sont qualifiées de lectures primaires. Les autres, qui ne correspondent donc pas 
exactement à des  lectures primaires et qui n'étaient pas assez nombreuses pour générer une pile, 
sont qualifiées de lectures secondaires. 

 

‐la distance maximum permise entre des piles pour qu'elles soient fusionnées en un  locus potentiel 
chez un  individu. Il s'agit du paramètre –M,  ici "Number of mismatches allowed between  loci when 
processing  a  single  individual".  Nous  préciserons  ici  une  distance  maximale  de  2  nucléotides.  En 
reprenant  le schéma ci‐dessous,  les piles 1 et 2 vont être fusionnées car représentent un seul  locus 
polymorphique (avec 2 allèles différents possédant une différence maximale correspondante au seuil 
fixé, ici 2), les piles 3 et X vont être associés à deux loci monomorphiques distincts, le gros paquet gris 
de  piles  représente  un  jeu  de  séquences  répétées  qui  présentent  trop  d'allèles  pour  être 
biologiquement corrects.  

 



‐le nombre maximal de différence  entre  loci du  catalogue.  Il  s'agit du paramètre  –n,  "specify  the 
number of mismatches allowed between  loci when building  the catalog"  ici. Ce paramètre permet 
notamment de pouvoir créer un locus de type homozygote dans le catalogue alors qu'il est en réalité 
hétérozygote. Ainsi, si par exemple on fixe la valeur à 2 et que la séquence du locus ne présente pas 
de polymorphisme au  sein de  chaque  individu mais présente plus de 2 nucléotides de différences 
entre chaque individu, alors chaque "version" du locus identifié générera un locus distinct des autres. 
Ce  paramètre  est  notamment  pratique  pour  conserver  les  loci  hétérozygotes  entre  parents  mais 
homozygote  chez  chacun  d'entre  eux.  Si  la  valeur  de  ce  paramètre  est  trop  importante,  cstacks 
risque  de  considérer  des  loci  distincts  en  un  seul  locus.  Si  cette  valeur  est  trop  faible,  cstacks 
générera potentiellement plus de loci qu'il n'y en a réellement. Nous pouvons fixer ce paramètre à 3. 

‐supprimer ou casser  les RAD‐tags  très  répétitifs.  Il  s'agit de  supprimer  les piles  "bûcheronnes" de 
l'analyse  et  briser  les  piles  modérément  surdimensionnées.  Nous  cocherons  ici  cette  option, 
correspondant au paramètre ‐t. 

D'une manière générale, utiliser des options plus  stringentes  (comme  la  suppression des RAD‐tags 
très répétitifs) va générer un nombre total de piles plus faible, augmentera le nombre de piles réunis 
(car manque des piles à n nucléotides près faisant le pont entre deux piles) et diminuera le nombre 
final de loci du catalogue. (car moins de similarité, plus de bruit de fond, entre les piles des individus). 

 

  Ne pas oublier de rafraîchir l'historique une fois le job terminé pour faire apparaître les jeux 
de données de sorties additionnels! 

2. Les	fichiers	de	sortie	

Soit  le  pipeline  lancé  sur  deux  individus,  "male"  et  "female".  Dans  les  fichiers  générés,  nous 
retrouvons: 

a) Un	premier	jeu	de	données	nommé	result.log	
Il permet notamment de vérifier le bon déroulement du job. 



	

Nous pouvons voir  tout d'abord  le script  lancé  (ici denovo_map.pl), ainsi que  la date et  l'heure de 
départ du  job  (ici  le 14  février 2014 à midi 37, bonne  saint Valentin  ;)  ). Ensuite, vient  la  ligne de 
commande lancée, /local/galaxy/stacks-1.09/bin/denovo_map.pl –p… 
S'en suit le listing des étapes effectuées fichier par fichier : 

 

Nous obtenons ainsi, pour le premier des 2 fichiers, le parent "female" : 

‐la ligne de commande correspondant au lancement de ustacks 

‐les paramètres renseignés lors de la soumission du job (Min depth of coverage, ….) 

‐le nombre total de  lectures présentant  la signature d'un site de restriction, qualifiées de RAD‐tags, 
chargées (ici 29517) ainsi que le nombre d'éléments insérés dans la carte de hachage de RAD‐tags (ici 
4922). 

‐le nombre de lectures avec des nucléotides modifiés 

‐la profondeur de couverture moyenne 

‐le nombre de stacks fusionnés car proches (ici 715 fusionnés en 450).  

‐le nombre de lectures restantes concordant avec les 450 stacks préalablement générés. Ici 4346. 

Sur les 29517 lectures d'origines "RAD tagguées", seules 20 n'ont pas été utilisées. Il y a donc 29497 
lectures finalement utilisées pour générer 450 stacks. 

Puis ustacks est exécuté sur le parent "male" 

Ensuite est exécuté cstacks.  



 

Là encore, un  rappel des paramètres utilisés est  fait. Trois  types de  fichiers différents générés par 
ustacks  sont utilisé par  individu, à  savoir  tags.tsv,  snps.tsv et alleles.tsv. Nous  reviendrons  sur  ces 
fichiers dans  les  sections  suivantes.  Le  catalogue de  loci est ensuite  créé à partir des échantillons 
parentaux.  Ici,  le  catalogue  créé  contient  462  loci  (voir  catalog.tags)  dont  449  provenant  de 
l'"individu de référence" (female) et pouvant être partagé avec le second individu (male). 

Enfin, sstacks est exécuté: 

 

Pour  chaque  individu,  sstacks  détermine  l'haplotype  à  chaque  locus  de  chacun  des  individus  du 
croisement.  Il va alors comparer  les stacks de chaque  individu  (female  : 449  loci / male  : 457  loci) 
avec le catalogue complet contenant 462 loci. Ces 462 loci sont ceux du fichier catalog.tags. 

En parcourant ce fichier, identifiez les loci spécifiques à chacun des individus et ceux partagés 



 

Ces  462  loci  représentent  les  444  de  l'individu  "female"  partagés  avec  l'individu  "male"  +  5  loci 
spécifiques  à  l'individu  "female"  +  13  loci  spécifique  à  l'individu  "male").  Ici,  678 haplotypes  sont 
trouvés au total pour l'individu "female", 732 pour "male".  

b) Les	fichiers	tags	
XXX.tags.tsv file: 

Column    Name                     Description 

1   Sql ID  This field will always be "0", however the MySQL database 

will assign an ID when it is loaded. 

2 Sample ID Each sample passed through Stacks gets a unique id for 

that sample. 

3 Stack ID  Each stack formed gets an ID. 

4 Chromosome If aligned to a reference genome using pstacks, otherwise 

it is blank. 

5 Basepair  If aligned to ref genome using pstacks. 

6 Strand  If aligned to ref genome using pstacks. 

7 Sequence Type Either 'consensus', 'primary' or 'secondary', see the 

Stacks paper for definitions of these terms. 

8 Sequence ID The individual sequence read that was merged into this 

stack. 

9 Sequence  The raw sequencing read. 

10 Deleveraged Flag  If "1", this stack was processed by the 

deleveraging algorithm and was broken down from a larger stack. 

11 Blacklisted Flag         If "1", this stack was still confounded depsite 

processing by the deleveraging algorithm. 

12 Lumberja ckstack Flag    If "1", this stack was set aside due to having an 

extreme depth of coverage. 

Notes: For the tags file, each stack will start in the file with a consensus sequence for the entire stack followed by 

the flags for that stack. Then, each individual read that was merged into that stack will follow. The next stack will 

start with another consensus sequence. 

Exemple du catalog.tags.tsv : 

 

Nous pouvons constater que l'identifiant "Sequence_ID" est constitué à partir des ID des individus et 
des piles correspondantes comme  suit  : "individu1_stackIDindividu1,  individu2_stackIDindividu2".  Il 
est  ainsi  directement  aisé  de  savoir  quels  SNPs  sont  détectés  sur  des  loci  séquencés  chez  nos  2 
individus. 

Pour un sample.tags.tsv : 



 

Primary vs secondary reads : 

 

Utiliser  les  fichiers  individu.tags.tsv  pour  retrouver  le  nombre  de  tags  par  individu.  Vous  serez 
probablement amenés à utiliser l'outil "count" 

 

c) Les	fichiers	alleles	
 

Column    Name                     Description 

1         Sql ID                   This field will always be "0", however the MySQL 

database will assign an ID when it is loaded. 

2         Sample ID 

3         Stack ID 

4         Haplotype                The haplotype, as constructed from the called 

SNPs at each locus. 

5         Percent                  Percentage of reads that have this haplotype 

6         Count                    Raw number of reads that have this haplotype 

 

Sample1.alleles.tsv à gauche et catalog.alleles.tsv à droite 



 
 

Sample2.alleles.tsv 

 
 

Nous pouvons alors constater que si le Stack_ID 5 présente un SNP dans le fichier catalog.alleles.tsv, 
il n'est retrouvé dans aucun des fichiers samples (1 ou 2)….. 

C'est parce que le Stack_ID du sample 1 ne correspond pas au Stack_ID du sample 2 qui lui‐même ne 
correspond pas au Stack_ID du catalog… 

Pour s'en rendre compte, il suffit de consulter les fichiers sample**.matches.tsv 

d) Les	fichiers	matches	
Column    Name                     Description 

1         Sql ID                   This field will always be "0", however the MySQL 

database will assign an ID when it is loaded. 

2         Batch ID 

3         Catalog ID 

4         Sample ID 

5         Stack ID 

6         Haplotype 

7         Stack Depth 

 



Sample1.tsv à gauche et sample2.alleles.tsv à droite 

 

Le Catalog_ID (= Stack_ID du catalog), reprend le Stack_ID de l'individu de "référence", ici sample 1, 
mais  la numérotation est bien différente de  celle du Stack_ID du  sample 2…. Ainsi, dans  le  fichier 
"catalog.alleles.tsv", le Stack_ID 3 correspond au Stack_ID 16 du sample 2! 

e) Les	fichiers	snps	
Column    Name                     Description 

1         Sql ID                   This field will always be "0", however the MySQL 

database will assign an ID when it is loaded. 

2         Sample ID 

3         Stack ID 

4         SNP Column 

5         Likelihood ratio         From the SNP-calling model. 

6         Rank_1                   Majority nucleotide. 

7         Rank_2                   Alternative nucleotide. 

 

Notes: If a stack has two SNPs called within it, then there will be two lines in this file listing each one. 

 

sample.snps.tsv à gauche et catalog.snps.tsv à droite 

 

Nous avons détecter des SNPs chez nos 2 individus et nous pouvons déterminer lesquels sont situés 
sur les même loci. 



3. Retour	à	l'analyse	

Extraire l'archive Parents.zip (outil Decompress an archive) et ne pas oublier de rafraîchir l'historique 
une fois le job terminé. Modifier, si besoin, le type des fichiers extraits en fastq. 

Relancer STACKS denovo en  spécifiant  l'usage  "Population". Au passage, vous pouvez voir que  les 
fichiers  nouvellement  décompressés    sont  directement  utilisables  en  entrée  de  l'outil  STACKS 
denovo. 

 

Que pouvez‐vous dire des fichiers snps générés par les 2 usages? Vous serez probablement amenés 
à utiliser l'outil "compare two datasets"  

Sélectionnez  les  snps  identifiés  chez  l'individu  femelle  présentant  un  score  (likelihood  ratio) 
meilleur  que  le  ¾  des  scores.  Vous  serez  probablement  amenés  à  utiliser  les  outils  "summary 
statistics" et "filter" 

 

Si besoin (normalement pas dans le cas de figure présent), convertir les espaces en tabulations pour 
un des fichiers .snps.tsv via l'outil Convert 

 

Il est aussi possible d'utiliser comme solution alternative, la modification directe du datatype à l'aide 
du petit crayon du dataset concerné. 



 

  Filtrer  le  fichier  tabulé  obtenu  par  la  valeur  du  Likelihood ratio. Plus  ce  score  est 
important, plus il est significatif : 
A  l'aide  de  l'outil  Summary  Statistics,  récupérer  les  valeurs  de  likelihood  ratio  (5ième  colonne  du 
fichier .snps.tsv tabulé) du premier et troisième quartile (25% et 75%).  

 
 
Ici,  les valeurs sont toujours négatives, et celle du premier quartile, pour  l'individu femelle, est de ‐
32.8659 (‐81.1918 avec la version 1.18 de Stacks ;)  )  
 



 
   
Nous  filtrerons  le  fichier  en  récupérant  uniquement  les  SNP  pour  lesquels  le  Likelihood  ratio  est 
inférieur à cette valeur (ici ‐32.87). 
 

 
 
Nous avons bien gardé ~25% des valeurs 



 
 
  	



II. Analyse	RAD‐seq	sous	Galaxy	:	La	cartographie	génétique	
Cet exercice utilise des données générées par  les développeurs de STACKS.  Ils ont développé une 
carte  génétique  pour  le  Lépisosté  tacheté  (Lepisosteus  oculatus)  (poisson  crocodile  parfois 
surnommé  brochet  crocodile)  et  présentent  ici  les  données  d'un  seul  groupe  de  liaison.  La  carte 
génétique  provient  d'un  croisement  de  type  pseudo‐test  cross  F1  entre  2  parents  et  93  de  leur 
descendants  F1.  Sont  conservés pour  l'exercice, uniquement des marqueurs  apparaissant dans un 
unique groupe de liaison, et les lectures brutes des "stacks" qui ont contribué à ce groupe de liaison. 
Les  fichiers  sont déjà nettoyés,  il ne  sera donc pas nécessaire d'utiliser  l'outil    "STACKS  : Process 
radtags Run the STACKS cleaning script" ici. 

Les 95 fichiers fasta de départ sont donc déjà démultiplexés et se présentent comme suit : 

 

Pour chaque séquence, on retrouve le barcode (ici TTAAT), et d'autres informations. 

Créer un nouvel historique et renommer le (ex : Tuto GenOuest 1 RAD seq : Genetic map). 

Comme les données sont les mêmes qu'utilisées dans la partie précédente, vous pouvez les rapatrier 
en  utilisant  l'option  "copy  datasets"  de  l'historique  (URL  d'origine  : 
http://creskolab.uoregon.edu/stacks/tut_gar.php,  les  données  : 
http://creskolab.uoregon.edu/stacks/tutorial/stacks_samples.tar.gz ). Vous récupérer ainsi 2 archives 
: 

‐une regroupant les 2 jeux de données de séquences des parents : Parents.zip 

‐une regroupant les 93 jeux de données de séquences des descendants F1 : Progeny.zip 

Nous sommes maintenant près à exécuter le pipeline STACKS denovo.  

Sélectionner l'outil "STACKS : De novo map Run the STACKS denovo_map.pl wrapper" 

Vous  pouvez  préciser  certains  paramètres.  Ainsi,  en  sélectionnant  le  mode  Advanced  pour  le 
paramètre Stack assembly options, vous pouvez préciser: 



‐la profondeur minimum de  la pile (‐m),  ici "Minimum number of  identical". Ce paramètre, passé à 
ustacks,  contrôle  le nombre de  lectures  correspondant exactement devant être  trouvé pour  créer 
une pile chez un  individu. Nous pouvons sélectionner 3, une pile ne sera générée chez un  individu 
que si au moins 3 lectures correspondent exactement. 

‐la profondeur minimum de la pile (‐P), ici "Minimum number of identical (progeny)". Ce paramètre, 
passé à ustacks, contrôle le nombre de lectures correspondant exactement devant être trouvé pour 
créer une pile chez un descendant. Nous pouvons sélectionner 3, une pile ne sera générée chez un 
descendant que si au moins 3 lectures correspondent exactement. 

‐la distance maximum permise entre des piles pour qu'elles soient fusionnées en un  locus potentiel 
chez un  individu. Il s'agit du paramètre –M,  ici "Number of mismatches allowed between  loci when 
processing a single individual". Nous préciserons ici une distance maximale de 2 nucléotides. 

‐le nombre maximal de différence entre tags. Ce paramètre permet notamment de pouvoir créer un 
locus de type homozygote dans le catalogue alors qu'il est en réalité hétérozygote. Ceci est pratique 
pour  conserver  les  loci hétérozygotes  entre parents mais homozygote.chez  chacun d'entre  eux.  Il 
s'agit du paramètre –n, "specify the number of mismatches allowed between loci when building the 
catalog" ici. Nous pouvons fixer ce paramètre à 3. 

‐supprimer ou casser  les RAD‐tags  très  répétitifs.  Il  s'agit de  supprimer  les piles  "bûcheronnes" de 
l'analyse  et  briser  les  piles  modérément  surdimensionnées.  Nous  cocherons  ici  cette  option, 
correspondant au paramètre ‐t. 

On choisira enfin le type de sortie : "compressed by categories" 

 

Dans le cas présent, 12 jeux de données sont générés dans l'historique : 



 

1. Un	 premier	 jeu	 de	 données	 nommé	 result.log,	 permettant	 de	
vérifier	le	bon	déroulement	du	job.	

 

Comme vu lors de la première partie, nous pouvons voir le script lancé (ici denovo_map.pl), ainsi que 
la  date  et  l'heure  de  départ  du  job.  Ensuite,  vient  la  ligne  de  commande  lancée, 
/local/galaxy/stacks-1.09/bin/denovo_map.pl –p… 

S'en suit le listing des étapes effectuées fichier par fichier : 



 

Nous obtenons ainsi pour le premier des 95 fichiers, le parent male : 

‐la ligne de commande correspondant au lancement de ustacks 

‐les paramètres renseignés lors de la soumission du job (Min depth of coverage, ….) 

‐le  nombre  total  de  lectures,  qualifiées  de  RAD‐tags,  chargées  (ici  33021)  ainsi  que  le  nombre 
d'éléments insérés dans la carte de hachage de RAD‐tags (ici 5129). 

‐le nombre de lectures avec des nucléotides modifiés 

‐la profondeur de couverture moyenne 

‐le nombre de stacks répétés supprimés (ici 45) 

‐le nombre de stacks fusionnés car proches (ici 758 fusionnés en 460).  

‐le nombre de lectures restantes concordant avec les 460 stacks préalablement générés. Ici 3973. 

Sur les 33021 lectures d'origines "RAD tagguées", seules 527 n'ont pas été utilisées. Il y a donc 32494 
lectures finalement utilisées pour générer 460 stacks. 

Ensuite est exécuté cstacks.  



 

Là encore, un rappel des paramètres utilisés est fait. Le catalogue de loci est ensuite créé à partir des 
échantillons parentaux. Ici, le catalogue créé contient 459 loci (voir catalog.tags) dont 426 provenant 
de l'"individu de référence" (male) et pouvant être partagé avec le second individu (female). 

Enfin, sstacks est exécuté: 

 

Pour  chaque  individu,  sstacks  détermine  l'haplotype  à  chaque  locus  de  chacun  des  individus  du 
croisement. Il va alors comparer les stacks de chaque individu avec le catalogue de 459 loci. Ici, 695 
haplotypes sont trouvés au total, tous vérifiés.  

Enfin, genotypes est exécuté. Il récupère les loci contenant les marqueurs identifiés chez les parents, 
puis y associe les haplotypes des descendants. Si le premier parent présente les haplotypes GA (ex : 
aatggtgtGgtccctcgtAc)  et AC  (ex  : aatggtgtAgtccctcgtCc),  et  le  second parent  l'haplotype GA  (ex  : 
aatggtgtGgtccctcgtAc), Stacks déclare un marqueur ab/aa pour ce  locus. Le programme genotypes 
associe alors GA à a, et AC à b chez  les parents puis scanne  les descendants afin d'identifier quels 
haplotypes sont présents pour chacun d'entre eux et enregistrer  les génotypes associés (soit ab ou 
aa dans le cas présent). 

 



 

Au  final,  452  loci,  marqueurs,  sont  conservés  pour  créer  le  fichier  génotype 
batch_1.genotypes_1.tsv.  459  loci  sont  répertoriés  dans  le  fichier  haplotype  observé 
batch_1.haplotypes_1.tsv.  denovo_map.pl  s'est  exécuté  en  moins  d'une  minute.  Les  42036 
génotypes potentiels sont enregistrés dans  le fichier batch_1.genotypes_1.txt. 452 marqueurs sont 
enregistrés dans le fichier batch_1markers.tsv….. 

Réexécuter denovo_map en spécifiant  l'option "compressed all outputs". Nous obtenons cette  fois 
deux  jeux  de  données  en  sortie,  un  fichier  de  log  identique  à  celui  généré  lors  de  la  précédente 
exécution  de  denovo_map  et  une  archive  nommée  total_output.zip  contenant  tous  les  jeux  de 
données de  sortie de denov_map. C'est  cette  archive qui  sera utilisée par  la  suite  comme  fichier 
d'entrée de l'outil "STACKS : genotypes Run the STACKS genotypes program". 

 

Exécuter  l'outil  "STACKS  : genotypes Run  the  STACKS genotypes program"  sur  le  jeu de données 
total_output.zip sans spécifier d'option. Cette nouvelle étape permet : 

1/de spécifier un type particuliers de carte (ex: F1, F2, Doubles Haploid, Back Cross, Cross Pollination)  

2/d'exporter les informations génotypiques dans différents formats spécifiques de programmes tiers 
de cartographie  (ex:  JoinMap, R/qtl).  Il  faut savoir que  le  format R/QTL pour un protocole F2 peut 
servir en entrée d'outils comme MapMaker ou Carthagène  

3/de spécifier un nombre minimum de descendants et/ou une couverture minimum dans la pile pour 
considérer un locus  



4/d'effectuer  des  corrections  automatiques.  Concernant  ce  dernier  point,  il  est  effectivement 
possible  de  demander  au  programme  genotypes  d'effectuer  des  corrections  automatiques  pour 
certaines  erreurs  comme  la  vérification  des  tags  homozygotes  dans  la  descendance  pour  assurer 
qu'un SNP n'est pas présent. En effet, si le modèle de détection de SNP ne peut pas identifier un site 
comme hétérozygote ou homozygote,  le site est provisoirement marqué comme homozygote pour 
faciliter  la  recherche,  par  sstacks,  de  concordances  avec  le  catalogue  de  loci.  Si  un  second  allèle 
identifié dans  le catalogue  (i.e., chez  les parents) est présent chez un des descendant à une  faible 
fréquence (<10 des lectures de la pile considérée), le programme genotypes corrige le génotype. De 
même,  il  supprimera un  génotype  identifié  comme homozygote  chez un  individu particuliers  si  le 
génotype au  locus est supporté par moins de 5  lectures. Les génotypes corrigés sont alors notés en 
majuscule.  Il  faut  savoir  que  l'utilisation  de  l'interface  web  de  Stacks  permet  de  modifier 
manuellement  les  génotypes.  Ceci  est  intéressant  notamment  lorsqu'un  allèle  est  sous  séquencé 
chez un individu. Il est alors impossible pour Stacks de le dissocier d'une erreur de séquençage, et ce 
génotype  sera  marqué  comme  homozygote.  Si  l'utilisateur  sait  que  l'allèle  alternatif  existe  (en 
observant les génotypes d'autres individus par exemple), il peut alors le corriger manuellement avant 
de réexécuter genotypes. 

Reexécuter  l'outil "STACKS : genotypes Run the STACKS genotypes program" sur  le jeu de données 
total_output.zip en cochant cette fois l'option correction automatique. 

Comparer les fichiers batch.1.genotypes.1.tsv générés par les deux jobs. 

1. Les	fichiers	genotypes.tsv	

Une ligne par locus, une colonne par individu (aa, ab, AB si correction automatique, bb, bc, …) avec le 
genotype observé à chacun des loci. 

 

2. Les	fichiers	genotypes.txt	

Une ligne par individu et pour chaque individu, à chaque locus du catalogue, le génotype.  



 

3. Les	fichiers	haplotypes.tsv	

 

A  la  fin  de  cette  partie,  nous  obtenons  des  génotypages  d'individus  pouvant  être  utilisés  dans 
certains logiciels permettant de créer des cartes génétiques comme Carthagène ou Mapmaker 

  	



III. Analyse	RAD‐seq	sous	Galaxy	:	Construction	de	mini	contigs	à	
partir	de	séquences	pairées	

Il est possible d'assembler des mini‐contigs à partir de lectures pairées issues de RAD‐seq. Disposant 
ainsi  de  plusieurs  centaines  de  nucléotides  génomiques  situés  à  proximité  de  chaque  marqueur, 
l'ancrage de ces marqueurs à des librairies d'EST, et donc leur connexion à des gènes codant pour des 
protéines chez d'autres organismes, est facilité. 

L'outil  "STACKS  :  assemble  read  pairs  by  locus  Run  the  STACKS  sort_read_pairs.pl  and 
exec_velvet.pl wrappers" permet de rassembler les lectures pairées associées à chaque stack au sein 
d'un  fichier  fasta. Une  fois  un  fichier  fasta  généré  par  locus  du  catalogue, Velvet  est  utilisé  pour 
assembler les lectures de chaque fichier. 

Comme  le  fichier  fasta  doit  porter  dans  l'identifiant  de  la  séquence  l'identifiant  du  locus  du 
catalogue,  il est possible d'ajouter manuellement des séquences à un  locus. Ainsi, en plus des mini‐
contigs associés automatiquement aux loci par l'outil "STACKS : assemble read pairs by locus Run the 
STACKS sort_read_pairs.pl and exec_velvet.pl wrappers", nous pouvons ajouter manuellement des 
séquences  d'EST  disponibles,  ou  construites  de  novo  en  utilisant  des  données  de  RNA‐seq.  Cette 
étape peut être réalisée après avoir associé des séquences au catalogue de loci en utilisant Blast ou 
Bowtie. 

Créer un nouvel historique et renommer le (ex : Tuto GenOuest 2 RAD seq : Building mini‐contig from 
paired‐end sequences). 

Récupération  des  données  brutes  dans  Shared  data/data  libraries/1  Galaxy  teaching 
folder/2013_GenOuest2/mini‐contig  (URL  d'origine  : 
http://creskolab.uoregon.edu/stacks/pe_tut.php) . Vous y trouverez 

‐ une archive  contenant 4  jeux de données de  lectures pairées parentales  : pe_samples.zip. Cette 
archive est constituée de 4 fichiers fastq, 2 par parent (f0_female.1.fq, f0_female.2.fq, f0_male.1.fq 
et f0_male.2.fq). 

‐ un fichier texte "whitelist", reprenant les loci à considérer pour l'assemblage. Nous reviendrons sur 
ce point par la suite. 

Sélectionner  les 2  jeux de données,  et  cliquer  sur  le bouton  "GO"  après  avoir  vérifié que  l'action 
sélectionnée était bien "Import to current history". 



 

Vous débutez donc avec les deux jeux de données dans votre historique comme suit 

 

 Sélectionner l'outil "STACKS : De novo map Run the STACKS denovo_map.pl wrapper". 

Indiquez que vous souhaitez utiliser  la fonction "Genetic map" et que vous n'utilisez pas de fichiers 
de descendants. ("Use progeny files": No). 

STACKS ne gère pas  les données pairées. En effet,  si d'un côté du  fragment  le  séquençage  se  fera 
toujours au niveau du même site (correspondant au site de coupure de l'enzyme), de l'autre, ce n'est 
pas le cas. Du coup, une belle pile présentant une forte couverture sera déterminée dans le premier 
sens de  séquençage et pas dans  l'autre.  L'utilisation des  lectures pairées entrainant de nombreux 
biais, en tout cas, présentant un intérêt très limité lors de l'exécution de "STACKS : De novo map Run 
the STACKS denovo_map.pl wrapper",  il est conseillé de n'utiliser que  les  lectures provenant d'un 
seul  sens  de  séquençage.  Toutefois,  si  vous  disposez,  comme  c'est  le  cas  ici,  d'une  archive 
comprenant des lectures pairées (avec toute les paires au complet), et que vous ne voulez pas créer 



une  archive  particulière  (avec  uniquement  les  lectures  provenant  d'un  sens  de  séquençage)  pour 
"STACKS  : De novo map Run  the  STACKS denovo_map.pl wrapper"  et une  autre pour  "STACKS  : 
assemble  read  pairs  by  locus  Run  the  STACKS  sort_read_pairs.pl  and  exec_velvet.pl  wrappers", 
vous pouvez utiliser  l'option "Paired‐end fastq files". En cochant cette option  lors de  l'exécution de 
"STACKS : De novo map Run the STACKS denovo_map.pl wrapper", vous indiquez à l'outil de trier les 
fichiers  fastq  présents  dans  l'archive,  et  de  ne  s'exécuter  que  sur  les  premiers  jeux  de  données 
pairées,  donc  les  données  séquencées  en  forward. Ainsi,  la même  archive  pourra  être  utiliser  en 
entrée de  l'outil  "STACKS  : assemble  read pairs by  locus Run  the  STACKS  sort_read_pairs.pl and 
exec_velvet.pl wrappers". 

Vous  pouvez  préciser  certains  paramètres.  Ainsi,  en  sélectionnant  le  mode  Advanced  pour  le 
paramètre Stack assembly options, vous pouvez préciser: 

‐la profondeur minimum de  la pile  (‐m),  ici "Minimum number of  identical". Ce paramètre, passé à 
ustacks,  contrôle  le nombre de  lectures  correspondant exactement devant être  trouvé pour  créer 
une pile chez un  individu. Nous pouvons sélectionner 3, une pile ne sera générée chez un  individu 
que si au moins 3 lectures correspondent exactement. 

‐la distance maximum permise entre des piles pour qu'elles soient fusionnées en un  locus potentiel 
chez un  individu. Il s'agit du paramètre –M,  ici "Number of mismatches allowed between  loci when 
processing a single individual". Nous préciserons ici une distance maximale de 3 nucléotides. 

‐supprimer ou casser  les RAD‐tags  très  répétitifs.  Il  s'agit de  supprimer  les piles  "bûcheronnes" de 
l'analyse  et  briser  les  piles  modérément  surdimensionnées.  Nous  cocherons  ici  cette  option, 
correspondant au paramètre ‐t. 

On choisira enfin  le  type de sortie  : "compressed all outputs" pour générer une archive contenant 
tous les résultats du job. 



 

Dans l'archive générée, nous trouvons plusieurs jeux de données: 

‐ f0_male.2.snps.tsv : répertorie tous les snps identifiés chez l'individu considéré, ici 50 353 SNPs. 

‐  f0_male.2.tags.tsv  : présente  le détail de  tous  les  loci RAD  identifiés  chez  l'individu  considéré.  Il 
montre la séquence consensus pour un locus et les piles de lectures constitutives. 

‐ f0_male.2.alleles.tsv : répertorie les haplotypes identifiés à chaque locus. 

‐  f0_male.2.matches.tsv  :  répertorie  les haplotypes vérifiés et se  référant aux  loci du catalogue.  Ici 
292 499 haplotypes sont répertoriés. Il s'agit du dernier fichier généré. 

Trois fichiers répertorient  le même type d'information (loci, SNPs et allèles) mais à  l'échelle de tous 
les échantillons. 

‐ batch_1.catalog.tags.tsv : qui présente les 382 005 loci enregistrés dans le catalogue. 

‐ batch_1.catalog.snps.tsv : qui présente les 72 466 SNPs enregistrés dans le catalogue. 

‐ batch_1.catalog.alleles.tsv : qui présente les 146 753 allèles enregistrés dans le catalogue. 

‐ batch_1.haplotypes_1.tsv : qui présente les 381 735 haplotypes enregistrés dans le catalogue 

‐ batch_1.genotypes_1.tsv : vide car pas de descendants indiqués. 

‐ batch_1.genotypes_1.txt : vide car pas de descendants indiqués. 

‐ batch_1.markers.tsv : vide car pas de descendants indiqués. 



En attendant que le job se termine (~50min), vous pouvez débuter la partie génomique des pop. 

Sélectionner  l'outil "STACKS : assemble read pairs by  locus Run the STACKS sort_read_pairs.pl and 
exec_velvet.pl wrappers". 

 

Indiquez : 

‐ l'archive générée par l'outil "STACKS : De novo map Run the STACKS denovo_map.pl wrapper". Ici 
"4: total_output.zip with STACKS : De novo map on data 1". 

‐ l'archive regroupant les 4 fichiers de lectures "1: pe_samples.zip". 

‐ Si besoin, une liste des loci à assembler. Ici "2: StacksWhitelist.txt". Cette liste peut correspondre à 
l'ensemble des loci du catalogue de loci présentant des SNPs. Pour la créer, vous pouvez par exemple 
utiliser  l'outil  "Cut  columns  from a  table" pour  récupérer  la  troisième  colonne du  jeu de données 
"batch_1.catalog.snps.tsv"  (qui  répertorie  tous  les  loci  présentant  des  SNPs  dans  le  catalogue  de 
loci) généré par "STACKS  : De novo map Run the STACKS denovo_map.pl wrapper", puis exécuter 
l'outil  "remove_tab_dupes  Finds  duplicates  in  tab  format  files"  sur  la  colonne  coupée  afin  de 
disposer d'une whitelist sans redondance. 

Nous ne spécifierons pas de nombre ou taille minimum de lectures pour assembler un locus. 

 



IV. Analyse	RAD‐seq	sous	Galaxy	:	La	génomique	des	populations	
 

Nous allons travailler à partir des données de la publication d'Hohenlohe et al. 2010.  

 

La  génétique  des  populations  est  une  très  vieille  discipline  riche  en  théories  mathématiques,  et 
utilisant différentes approches statistiques permettant l'inférence de paramètres à partir de données 
génétiques. Ces statistiques se retrouvent à travers la détermination de la diversité nucléotidique (π), 
ou de coefficients de differentiation (i.e. Fst), ainsi que les mesures de covariances génétique comme 
le déséquilibre de liaison (D and D’). Cependant, à cause de limitations méthodologiques notamment, 
la majorité  des  travaux  théoriques,  statistiques  et  empiriques  en  génétique  des  populations  s'est 
concentré sur un nombre restreint de loci. Avec l'avènement des NGS, des dizaines ou centaines de 
milliers  de  marqueurs  génétiques  peuvent  désormais  être  examinés  sur  de  nombreux  individus, 
permettant à  la discipline nommée génomique des population de devenir une réalité. Une nouvelle 
activité très excitante en génomique des populations réside dans le fait d'identifier des signatures de 
sélection dans les populations sauvages. Aujourd'hui, on travaillera sur des données de RAD à partir 
d'échantillonnage océanique et d'eau douce de populations d'épinoches. 

Sous Galaxy, commencez par créer un nouvel historique (ex: "RAD 1 : SNP calling").  



Les  données  seront  récupérées  via  l'outil  EBI SRA ENA SRA  de  la  section Get Data.  Les  numéros 
d'accession  des  6  jeux  de  données  vont  de  SRR034310  à  SRR034316  (attention,  le  moteur  de 
recherche est sensible à la casse ;( ). Nous chargerons ici le jeux de données SRR034310 en cliquant 
sur (Fastq files (galaxy)) 

 

Récupération des informations concernant les barcodes et les populations liées à SRR034310 
dans  Shared  data/data  libraries/1  Galaxy  teaching  folder/2013_GenOuest2/population 
Genomics/Hohenlohe 2010 

Deux possibilités ensuite. 

 Si  l'archive  utilisée  n'est  pas  au  format  fastq.gz,  elle  doit  être  décompressée  avant 
utilisation dans Process_radtags 

 



 

 

 Si  l'archive vient de SRA, elle doit probablement être au format fastq.gz. Dans ce cas,  il 
suffit de spécifier le format comme indiqué ici : 

 

L'outil STACKS  : Process Radtags produit un  fichier de  log. Examinez  le et  répondez aux questions 
suivantes: 

  Combien de lectures brutes étaient présentes ? 

  Combien ont été retenues? 

  Sur celles non retenues, quelles étaient les raisons? 



  Que vous apprennent ce résultat au sujet de l'analyse de données et du design de barcodes 
en général? 

Vous pourrez effectuer plusieurs exécution de STACKS : Process Radtags en jouant sur le score seuil 
affecté à une fenêtre glissante et en ajoutant les barcodes mentionnés dans le log précédent. 

  Quel est l'effet de l'augmentation du seuil du score? 

Vous  pourrez  également  jouer  sur  l'ensemble  des  paramètres  de  STACKS  :  Process  Radtags  en 
spécifiant  notamment  une  mauvaise  enzyme  de  restriction,  en  faisant  varier  le  score  seuil  de  la 
fenêtre glissante 

Afin de générer un fichier de type population map possédant et mappant  les bonnes  informations, 
nous proposons l'utilisation de l'outil STACKS : Prepare population map file. 

   

Il prend en entrée  les fichiers fastq demultiplexés (organisés ou non dans une archive) ainsi 
qu'un  fichier  permettant  de  lier  les  barcodes  aux  populations,  ici 
Details_Barcode_Population_SRR034310.txt présentant exactement  2 colonnes, la première colonne 
contenant  les barcodes,  la seconde  le nom de  la population. Pour faire ce fichier,  il est possible de 
partir d'un jeu de donnée contenant plusieurs colonnes et d'utiliser l'outil Galaxy cut pour ne garder 
que  les 2 colonnes nécessaires et placées dans  le bon ordre  (voir ci‐dessous). Dans  le cas présent, 
vérifier le format de votre fichier "Details…" pour savoir si cette manipulation est nécessaire. 



 

 

   

Nous obtenons finalement un fichier de type Stacks "population map" : 

 

Nous pouvons à présent exécuter STACKS : de novo map sur les individus étudiés. Il est possible de 
charger des fichiers FastQ ou directement l'archive "all_files.zip" générée par l'outil STACKS : Process 
Radtags comme c'est le cas ici. Il faudra alors préciser un fichier de type STACKS "population map" si 
l'analyse se fait sur plusieurs populations  

Vous  pouvez  préciser  certains  paramètres.  Ainsi,  en  sélectionnant  le  mode  Advanced  pour  le 
paramètre Stack assembly options, vous pouvez préciser: 



‐la profondeur minimum de  la pile  (‐m),  ici "Minimum number of  identical". Ce paramètre, passé à 
ustacks,  contrôle  le nombre de  lectures  correspondant exactement devant être  trouvé pour  créer 
une pile chez un  individu. Nous pouvons sélectionner 3, une pile ne sera générée chez un  individu 
que si au moins 3 lectures correspondent exactement. 

‐la distance maximum permise entre des piles pour qu'elles soient fusionnées en un  locus potentiel 
chez un  individu. Il s'agit du paramètre –M,  ici "Number of mismatches allowed between  loci when 
processing a single individual". Nous préciserons ici une distance maximale de 2 nucléotides. 

‐le nombre maximal de différence entre tags. Ce paramètre permet notamment de pouvoir créer un 
locus de type homozygote dans le catalogue alors qu'il est en réalité hétérozygote. Ceci est pratique 
pour  conserver  les  loci hétérozygotes  entre parents mais homozygote.chez  chacun d'entre  eux.  Il 
s'agit du paramètre –n, "specify the number of mismatches allowed between loci when building the 
catalog" ici. Nous pouvons fixer ce paramètre à 3. 

‐supprimer ou casser  les RAD‐tags  très  répétitifs.  Il  s'agit de  supprimer  les piles  "bûcheronnes" de 
l'analyse  et  briser  les  piles  modérément  surdimensionnées.  Nous  cocherons  ici  cette  option, 
correspondant au paramètre ‐t. 

On choisira enfin le type de sortie : "compressed all outputs" 

 

Une  fois  le  job  terminé, nous pouvons consulter  les  fichiers  "result.log" et  "catalog.*"  (* couvrant 
trois  types de  fichiers déjà mentionnés dans  la première partie consacrée à  la détection de SNP, à 
savoir snps, alleles et tags). 



 

Afin de  spécifier plus d'options et de pouvoir  filtrer  les  résultats,  il est possible de  ré  exécuter  le 
dernier  module  de  Stacks  :  de  novo  map,  à  savoir  populations  sur  l'archive  "total_output.zip" 
générée dans l'étape précédente. 

 

Il existe différentes options avancées. Il est notamment possible de préciser : 

File output options : 

‐VCF 



‐Genepop 

‐Structure 

‐FASTA 

‐PHASE/fastPHASE 

‐Beagle 

‐PLINK 

‐Phylip 

Kernel‐smoothing algorithm options : 

‐le lissage des informations obtenues en moyennant les valeurs dans une fenêtre de taille en paires 
de base définie. si un génome de reference est utilisé 

Genomic output options : 

‐l'export  de  chaque  position  nucléotidique  (polymorphe  ou  non)  de  tous  les  individus  d'une 
population dans un fichier. Il faudra alors préciser l'enzyme de restriction utilisée 

Population advanced options : 

‐l'utilisation  d'une  whitelist.  Dans  ce  cas,  un  fichier  text  constitué  d'une  colonne  reprenant  les 
Stack_ID à considérer pour l'analyse sera donné en entrée. 

‐l'utilisation  d'une  blacklist.  Dans  ce  cas,  un  fichier  text  constitué  d'une  colonne  reprenant  les 
Stack_ID à ne pas considérer pour l'analyse sera donné en entrée. 

‐le pourcentage minimum d'individus par population pour pouvoir considérer le locus dans l'analyse 

‐le nombre minimum de populations dans lesquels le locus doit être présent pour le considérer dans 
l'analyse 

‐la profondeur minimum d'un "stack" par individu à un locus donné 

‐une fréquence d'allèle alternatif / minoritaire minimum pour calculer un Fst au locus considéré 

‐un type de correction à appliquer aux valeurs de Fst 

‐un seuil de p‐valeur pour conserver les valeurs de Fst 

‐d'effectuer un  ré‐échantillonnage par bootstrap en précisant  la précision et  le nombre. Attention, 
cela n'est applicable qu'à des données  initialement mappées  contre un  génome de  référence  (via 
l'utilisation de l'outil Reference_map). 

 

 



 

 

Plusieurs types de fichiers sont générés : 

1. Le	fichier	result.log	

Il reprend les informations concernant les loci incompatible au sein de chacune des populations puis 
entre les populations.  

NB : Pour consulter la sortie standard dans laquelle l'outil a écrit lors du déroulement du job, il faut 
cliquer sur le "i" d'un des jeux de données généré par l'outil puis sur "stdout". 

 

2. Le	fichier	batch_X.sumstats.tsv	

Batch ID                        The batch identifier for this data set. 

Locus ID                        Catalog locus identifier. 

Chromosome                      If aligned to a reference genome. 



Basepair                        If aligned to a reference genome. This is the 

alignment of the whole catalog locus. The exact basepair reported is aligned to the 

location of the RAD site (depending on whether alignment is to the positive or 

negative strand). 

Column                          The nucleotide site within the catalog locus. 

Population ID                   The ID supplied to the populations program, as 

written in the population map file. 

P Nucleotide                    The most frequent allele at this position in this 

population. 

Q Nucleotide                    The alternative allele. 

Number of Individuals           Number of individuals sampled in this population at 

this site. 

P                               Frequency of most frequent allele. 

Observed Heterozygosity         The proportion of individuals that are 

heterozygotes in this population. 

Observed Homozygosity           The proportion of individuals that are homozygotes 

in this population. 

Expected Heterozygosity         Heterozygosity expected under Hardy-Weinberg 

equilibrium. 

Expected Homozygosity           Homozygosity expected under Hardy-Weinberg 

equilibrium. 

pi                              An estimate of nucleotide diversity. 

Smoothed pi                     A weighted average of p depending on the 

surrounding 3s of sequence in both directions. 

Smoothed pi P-value             If bootstrap resampling is enabled, a p-value 

ranking the significance of p within this population. 

FIS                             The inbreeding coefficient of an individual (I) 

relative to the subpopulation (S). 

Smoothed FIS                    A weighted average of FIS depending on the 

surrounding 3s of sequence in both directions. 

Smoothed FIS P-value            If bootstrap resampling is enabled, a p-value 

ranking the significance of FIS within this population. 

Private allele                  True (1) or false (0), depending on if this allele 

is only occurs in this population. 

 

 

Accompagné du fichier sumstats_summary.tsv (disposé en 2 parties pour faciliter la visualisation) : 



 

 

3. Le	fichier	batch_X.fst_Y‐Z.tsv	

Batch ID                        The batch identifier for this data set. 

Locus ID                        Catalog locus identifier. 

Population ID 1                 The ID supplied to the populations program, as 

written in the population map file. 

Population ID 2                 The ID supplied to the populations program, as 

written in the population map file. 

Chromosome                      If aligned to a reference genome. 

Basepair                        If aligned to a reference genome. This is the 

alignment of the whole catalog locus. The exact basepair reported is aligned to the 

location of the RAD site (depending on whether alignment is to the positive or 

negative strand). 

Column                          The nucleotide site within the catalog locus. 

Overall pi                      An estimate of nucleotide diversity across the two 

populations. 

FST                             A measure of population differentiation. 

FET p-value                     P-value describing if the FST measure is 

statistically significant according to Fisher's Exact Test. 

Odds Ratio                      Fisher's Exact Test odds ratio 

CI High                         Fisher's Exact Test confidence interval. 

CI Low                          Fisher's Exact Test confidence interval. 

LOD Score                       Logarithm of odds score. 

Expected Heterozygosity         Heterozygosity expected under Hardy-Weinberg 

equilibrium. 

Expected Homozygosity           Homozygosity expected under Hardy-Weinberg 

equilibrium. 

Corrected FST                   FST with either the FET p-value, or a window-size 

or genome size Bonferroni correction. 

Smoothed FST                    A weighted average of FST depending on the 

surrounding 3s of sequence in both directions. 

Smoothed FST P-value            If bootstrap resampling is enabled, a p-value 

ranking the significance of FST within this pair of populations. 

 



 

 

4. Les	fichiers	de	sortie	optionnels	

Dans la capture d'écran précédente sont par exemple présentés des jeux de données au format : 

‐ VCF, pour être vue par exemple sur des visualisateurs de génome comme  IGV ou Trackster  (outil 
embarqué dans Galaxy) 

‐ structure, pour servir de fichier d'entrée du logiciel Structure 

5. Utilisation	d'un	génome	de	référence	

Après avoir récupéré  l'archive générée précédemment par STACKS  : Process Radtags,  le fichier à 2 
colonnes contenant les informations de population, et avoir téléchargé un génome de référence via 
l'UCSC (Stickelback gold, sequence), la première étape consiste à aligner les lectures démultipléxées 
sur le génome. Pour cela, nous utiliserons BWA à travers un outil spécialement réalisé pour STACKS : 
Map with BWA for STACKS. 

 



La spécificité de cet outil est de pouvoir générer une archive contenant  les fichiers d'alignement au 
format SAM portant le même nom que dans le fichier "population map". 

Afin de générer un fichier de type population map possédant et mappant  les bonnes  informations, 
nous proposons  l'utilisation de  l'outil STACKS : Prepare population map file for STACKS denovomap and 

refmap.  Il prend en entrée  les fichiers fastq demultiplexés (organisés ou non dans une archive) ainsi 
qu'un  fichier  permettant  de  lier  les  barcodes  aux  populations,  ici 
Details_Barcode_Population_SRR034310.txt présentant exactement  2 colonnes, la première colonne 
contenant les barcodes, la seconde le nom de la population.  

Nous  pouvons  ensuite  exécuter  STACKS  :  Prepare  population  map  file  en  utilisant  le  fichier  à  2 
colonne généré à l'étape précédente pour donner la relation individu / population. 

 

 



 

 

Références : 
 
http://evomics.org/learning/genomics/stacks/ : Cours de Julian sur Evomics. Voir en 
particuliers les références mentionnées. Je les reprends ici pour information : 
 

Core readings for the lecture and workshop 

Amores, A., et al. 2011. Genome evolution and meiotic maps by massively parallel DNA 

sequencing. Genetics 188:799-808. 

Broman, K. W. 2010. Genetic map construction with R/qtl. Univ. Wisc. Technical Report #214. 

Catchen, J. M. et al. 2011. Stacks: building and genotyping loci de novo from short-read 

sequences. G3: Genes, Genomes and Genetics 1; 171-182. 

Davey, J. W., et al. 2011. Genome-wide genetic marker discovery and genotyping using next-

generation sequencing. Nature Reviews Genetics 12:499-510. 

Etter, P. D., et al. 2011. SNP Discovery and Genotyping for Evolutionary Genetics using RAD 

sequencing. in Molecular Methods in Evolutionary Genetics, Rockman, M., and Orgonogozo, V., 

eds. (in press). 

Ekblom, R., and J. Galindo. 2010. Applications of next generation sequencing in molecular 

ecology of non-model organisms. Heredity 107:1-15. 

Hohenlohe, P. A. et al. 2010. Population genomics of parallel adaptation in threespine stickleback 

using sequenced RAD tags. PLoS Genetics 6. 1-23. 



NGS population genomics background, concepts and statistical considerations 

Broman, K. W., et al. 2003. R/qtl: QTL mapping in experimental crosses. Bioinformatics 19:889-

890. 

Broman, K. W., and S. Sen. 2009. A Guide to QTL Mapping with R/qtl. Springer. 

Gompert, Z., and C. A. Buerkle. 2011a. A hierarchical Bayesian model for next-generation 

population genomics. Genetics 187:903-917. 

Gompert, Z., and C. A. Buerkle. 2011b. Bayesian estimation of genomic clines. Molecular 

Ecology 20:2111-2127. 

Lynch, M. 2009. Estimation of allele frequencies from high-coverage genome-sequencing 

projects. Genetics 182:295-301. 

Nielsen, R., et al. 2005. Genomic scans for selective sweeps using SNP data. Genome Research 

15:1566-1575. 

Hohenlohe, P. A., et al. 2010. Using population genomics to detect selection in natural 

populations: Key concepts and methodological considerations. International Journal of Plant 

Sciences 171:1059-1071. 

Stapley, J., et al. 2010. Adaptation genomics: the next generation. Trends in Ecology and 

Evolution 25:705-712. 

Luikart, G.,et al. 2003. The power and promise of population genomics: from genotyping to 

genome typing. Nature Reviews Genetics 4:981-994. 

Nielsen, R., et al. 2011. Genotype and SNP calling from next-generation sequencing data. Nature 

Reviews Genetics 12:443-451. 

Genetic mapping using RRL and RAD sequencing 

Altshuler, D., et al. 2000. An SNP map of the human genome generated by reduced 

representation shotgun sequencing. Nature 407:513-516. 

Baxter, S. W., et al. 2011. Linkage mapping and comparative genomics using next-generation 

RAD sequencing of a non-model organism. PLoS ONE 6:e19315. 

Chutimanitsakun, Y., et al. 2011. Construction and application for QTL analysis of a Restriction 

Site Associated DNA (RAD) linkage map in barley. BMC Genomics 12: 1-13. 

Gore, M. A., et al. 2009. A first-generation haplotype map of maize. Science 326:1115-1117. 



RAD-seq genotyping methodology 

Baird, N. A., et al. 2008. Rapid SNP discovery and genetic mapping using sequenced RAD 

markers. PLoS ONE 3:e3376. 

Emerson, K. J., et al. 2010. Resolving postglacial phylogeography using high-throughput 

sequencing. Proceedings of the National Academy of Sciences 107:16196-16200. 

Etter, P. D., et al. 2011. Local De Novo Assembly of RAD Paired-End Contigs Using Short 

Sequencing Reads. PLoS ONE 6:e18561 

Hohenlohe, P. A., et al. 2011. Next-generation RAD sequencing identifies thousands of SNPs for 

assessing hybridization between rainbow and westslope cutthroat trout. Molecular Ecology 

Resources 11 Suppl 1:117-122. 

Miller, M. R., et al. 2007. Rapid and cost-effective polymorphism identification and genotyping 

using restriction site associated DNA (RAD) markers. Genome Research 17:240-248. 

Willing, E. M., et al. 2011. Paired-end RAD-seq for de novo assembly and marker design without 

available reference. Bioinformatics 27:2187-2193. 

Other reduced representation library (RRL) methodologies 

Andolfatto, P., et al. 2011. Multiplexed shotgun genotyping for rapid and efficient genetic 

mapping. Genome Research 21:610-617. 

Elshire, R. J., et al. 2011. A Robust, Simple Genotyping-by-Sequencing (GBS) Approach for High 

Diversity Species. PLoS ONE 6:e19379. 

Rigola, D., et al. 2009. High-Throughput Detection of Induced Mutations and Natural Variation 

Using KeyPoint™ Technology. PLoS ONE 4:e4761. 

van Orsouw, N. J., et al. 2007. Complexity reduction of polymorphic sequences (CRoPS): a novel 

approach for large-scale polymorphism discovery in complex genomes. PLoS ONE 2:e1172. 

van Tassell, C. P., et al. 2008. SNP discovery and allele frequency estimation by deep 

sequencing of reduced representation libraries. Nature Methods 5:247-252. 

Useful links 

1. Quality scores 

1. http://en.wikipedia.org/wiki/FASTQ_format 

2. http://en.wikipedia.org/wiki/Phred_quality_score 

3. http://www.phrap.com/phred/ 

4. http://www.illumina.com/truseq/quality_101/quality_scores.ilmn 

2. Basic Unix, R and PERL commands 



1. http://mally.stanford.edu/~sr/computing/basic-unix.html 

2. http://korflab.ucdavis.edu/Unix_and_Perl/ 

3. http://www.r-project.org/ 

4. http://cran.r-project.org/doc/manuals/R-intro.html 

5. http://manuals.bioinformatics.ucr.edu/home/programming-in-r 

3. Stacks download and tutorials 

1. http://creskolab.uoregon.edu/stacks/ 

4. Great site for information on next gen sequencing 

1. http://seqanswers.com/ 

 
 

 


