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Titre : Le locus de résistance Ma des Prunus vis-à-vis des 
nématodes à galles : Originalité structurale et évolution dans la 
famille des NBS-LRRs chez les plantes 

 

Résumé  
 
Les nématodes à galles, Meloidogyne spp., sont des ravageurs extrêmement polyphages qui, à 

l’échelle mondiale, occasionnent de graves dommages aux plantes et tout spécialement aux 

espèces pérennes. La résistance génétique spécifique des plantes s’appuie principalement sur 

les gènes de la famille des récepteurs NBS-LRR (ou NLRs, regroupant les sous-familles des 

TNLs, CNLs et RNLs) qui sont des facteurs-clefs du contrôle des maladies et ravageurs. Chez 

les Prunus, le gène Ma du prunier et le gène RMja de l’amandier, tous deux localisés sur le 

chromosome 7, expriment différents spectres de résistance (R) vis-à-vis des nématodes à galles. 

Le gène Ma confère la résistance à toutes les espèces de Meloidogyne testées et montre une 

structure TNL particulière due à sa région C-terminale constituée de cinq domaines répétés, 

désignés domaines post-LRRs (PLs). Dans ce contexte, notre travail de thèse a caractérisé 

l’originalité et la distribution de ce domaine PL au sein des gènes NBS-LRRs chez les Prunus 

et les autres plantes terrestres et a identifié la relation génétique entre les gènes Ma et RMja. 

Nous avons tout d’abord étudié la fréquence, la distribution et les caractéristiques structurales 

des i) gènes TNLs et ii) des domaines PL dans le génome du pêcher, génome de référence des 

Rosaceae. Le domaine PL a été détecté dans deux tiers des 195 gènes TNL identifiés sur les 

huit chromosomes du pêcher. Nous avons pu utiliser la séquence consensus de 124 domaines 

PL pour définir des motifs spécifiques permettant d’augmenter significativement le nombre de 

domaines PL et de gènes TNLs associés détectés dans divers génomes de Dicotylédones. Par 

une approche d’exploration de divers génomes nous avons montré que les TNLs disposant de 

domaines PL multiples sont rares chez le pêcher et les autres plantes terrestres étudiées. Le 

modèle à cinq domaines répétés est probablement unique à Ma et à ses orthologues chez les 

Prunus et les genres étroitement apparentés des Rosaceae. Cette structure a vraisemblablement 

été héritée de leur ancêtre commun dans l’ordre des Rosales. Il ressort de nos travaux que le 

domaine PL, présent dans une large majorité des TNLs des Angiospermes, est spécifique de 

cette sous-famille de gènes. 

Nous avons ensuite recherché si les TNLs et leurs PLs associés étaient présents chez les 

Gymnospermes, en nous appuyant sur leurs représentants les plus importants économiquement, 
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les conifères. Jusqu’à présent, chez les espèces de ce groupe taxonomique, la constitution de 

l’arsenal de NBS-LRRs et des contingents de TNLs, CNLs et RNLs n’étaient pas claires en 

raison de la grande taille et de la complexité de leurs génomes. Afin d’éviter cet écueil, nous 

avons identifié et analysé plus de 3800 séquences NBS-LRR exprimées issus de 7 

transcriptomes de référence développés à partir de sept espèces de conifères. Aucun des motifs 

précédemment définis chez les Angiospermes n’a été retrouvé à partir de l’ensemble des 

peptides prédits et aucune signature solide n’a pu être définie dans les régions en aval des 

domaines LRR présents dans les séquences TNLs. Cependant, alors que nous avons trouvé des 

motifs PL complets dans l’Angiosperme ayant divergé précocement Amborella trichopoda, 

nous n’avons trouvé que des motifs partiels chez le Gymnosperme ancien Ginkgo biloba. Ces 

observations suggèrent une acquisition partielle précoce chez les plantes à graines et une 

expansion adaptative chez les plantes à fleurs. En complément, nous avons montré que les 

conifères, tout comme les Rosaceae, possèdent de nombreux RNLs et TNLs. En étendant notre 

étude à diverses plantes terrestres, nous avons mis en évidence un rapport moyen de 1:10 entre 

effectifs de RNLs et de TNLs.  

Nous avons finalement conduit une cartographie haute résolution et localisé avec précision le 

gène RMja chez l’amandier. En nous appuyant sur une banque BAC, RMja a été localisé dans 

le cluster de résistance Ma et l’orthologue de Ma est de très loin le meilleur candidat. Cette co-

localisation ouvre la voie à une comparaison du polymorphisme de séquence chez trois régions 

orthologues du locus Ma, dans le prunier (spectre R complet), l’amandier (spectre R incomplet) 

et le pêcher (spectre R nul). Nous avons mis en évidence que le cluster de TNLs contenant Ma 

contient des orthologues de ce gène qui ont une structure conservée unique. Nos résultats 

suggèrent que le polymorphisme des répétitions du domaine PL sous-tend des interactions 

différentielles de résistance vis-à-vis des nématodes à galles et un mécanisme d’immunité 

original chez les plantes pérennes. Dans ces processus immuns de reconnaissance ou de 

signalisation, d’autres composants tels que les RNLs et/ou récepteur lectine kinases pourraient 

être impliqués. Notre travail ouvre la voie à des approches comparative et fonctionnelle 

d’identification des déterminants moléculaires impliqués dans la résistance aux nématodes à 

galles chez les Prunus.  

 
Mots-clés : cartographie, domaine PL, évolution, gènes de résistance, interaction plante-

nématode, Meloidogyne, NBS-LRR, NLR, Prunus, TNL 
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Title: The Ma resistance locus to root-knot nematodes in Prunus: 
Structural originality and evolution within the NBS-LRR gene 
family in plants  
 

Abstract 
 
Root-knot nematodes (RKNs), Meloidogyne spp., are extremely polyphagous pests that 

severely challenge plants worldwide and especially perennials. The specific genetic resistance 

of plants mainly relies on genes of the family of NBS-LRR receptors (or NLRs grouping TNL, 

CNL and RNL subfamilies) that are pivotal factors for control of pests and pathogens. In Prunus 

spp., the Ma plum and RMja almond genes, both located on the chromosome 7, express different 

spectra for resistance (R) to RKNs. The Ma gene confers resistance to all RKNs tested and 

displays a peculiar TNL structure due to a C-terminal region designated post-LRR (PL) region 

and comprising five repeated domains. In this context, this thesis work has characterized the 

originality of this PL domain within Prunus and other land plants and has revealed the genetic 

relationship between the Ma and RMja genes. 

We first studied the frequency, distribution and structural characteristics of i) TNL genes and 

ii) their PL domains in the peach genome, the reference genome for Rosaceae. Among the 195 

predicted TNLs from the eight peach chromosomes, it was possible to retrieve the PL domains 

among two thirds of the genes. We could use consensus sequences defined on the basis of 124 

PL domains to design specific motifs, and we found that the use of these motifs significantly 

increased the numbers of PL domains and correlative TNL genes detected in diverse Dicot 

genomes. Based on PL signatures, a genome mining approach showed that TNL genes with 

multiple PL domains are rare in peach and the other plants that have been tested. The five-PL 

domain pattern is probably unique to Ma and its orthologues within Prunus and closely related 

genera from the Rosaceae and was probably inherited from their common ancestor in the order 

Rosales. We showed that the PL domain, present in the large majority of TNLs among 

Angiosperms, are specific to this gene subfamily. 

We then investigated whether TNLs and their associated PL domains were present in 

Gymnosperms through their most economically important representatives, the conifers. Indeed, 

the origin, evolution and distribution of NBS-LRR sequences and of the contingents of TNLs, 

CNLs and RNLs have been unclear in the species of this taxonomic group, partly due to their 

large and complex genomes. Consequently, we identified and analysed a resource of over 3800 
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expressed NBS-LRR sequences from reference transcriptomes of seven conifer species. None 

of the PL motifs previously defined in Angiosperms were detected from the entire dataset of 

predicted peptides. Conversely, we found complete PL motifs in the early diverged Angiosperm 

Amborella trichopoda, and a few partial ones in the ancient Gymnosperm Ginkgo biloba. These 

observations suggest an early partial acquisition in seed plants and an adaptive expansion in 

flowering plants. In complement, we showed that conifers and Rosaceae have numerous RNLs 

and TNLs. By enlarging our study to other land plant genomes, we uncovered an average ratio 

of 1:10 between RNLs and TNLs numbers. 

We finally carried out a high-resolution mapping and localised precisely the RMja gene in 

almond. Using a BAC library, RMja mapped to the Ma resistance cluster and the Ma orthologue 

is by far the best candidate. This co-localisation opens the way for comparison of sequence 

polymorphism within three orthologous regions of the Ma locus, i.e. plum (complete R 

spectrum), almond (incomplete R spectrum) and peach (null R spectrum). We showed that the 

Ma TNL cluster has evolved Ma orthologues with a unique conserved structure. Our results 

suggest that the polymorphism contained in the PL-domain repeats might underlie differential 

resistance interactions with RKNs and an original immune mechanism in woody perennials. In 

these immune processes for recognition and signalling, other components such as RNLs or 

receptor lectin kinases might be involved. This work paves the way for future comparative and 

functional approaches aiming to unravel the molecular determinants involved in the resistance 

to RKNs in Prunus.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: evolution, gene mapping, Meloidogyne, NBS-LRR, NLR, plant-nematode 

interaction, PL domain, Prunus, resistance genes, TNL 
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INTRODUCTION GENERALE 
 

Les plantes sont constamment agressées par de nombreux stress d’origine biotique engendrés 

par divers ravageurs ou agents pathogènes. Parmi les ravageurs figurent les nématodes, vers 

ronds microscopiques qui sont des parasites telluriques obligatoires. L’un des groupes les plus 

nuisibles comprend les nématodes à galles du genre Meloidogyne, parmi lesquels trois espèces 

principales, M. incognita, M. arenaria et M. javanica, originaires des régions chaudes de la 

planète, constituent une grave menace pour l’agriculture par leur capacité à se développer sur 

plus de 5500 plantes différentes (Goodey et al., 1965). A ces espèces majeures en expansion, 

notamment en raison du changement climatique et des échanges internationaux croissants, 

s’ajoutent des espèces émergentes invasives comme l’espèce tropicale M. enterolobii. 

Avec l’abandon progressif des molécules chimiques du fait de leur toxicité, la lutte contre les 

nématodes devra reposer désormais sur des méthodes alternatives respectueuses de 

l’environnement telles que les méthodes culturales, la lutte biologique ainsi que l’utilisation de 

plantes antagonistes et de variétés résistantes. Etant donnée la très grande polyphagie des 

nématodes à galles, les variétés résistantes sont particulièrement prometteuses car les autres 

alternatives sont difficiles à mettre en œuvre.  

La résistance naturelle trouve son origine dans l’immunité innée des plantes aux bio-agresseurs. 

En effet, celle-ci est portée au niveau cellulaire par des complexes protéiques capables de 

reconnaitre spécifiquement des molécules du « non-soi » produites par les agents pathogènes 

ou ravageurs, et de déclancher une réponse de la plante susceptible de moduler drastiquement 

l’issue de l’infection. Hormis les défenses physiques mises en jeu par la plante, on trouve deux 

grands types de récepteurs protéiques impliqués dans cette reconnaissance et induisant la 

réponse immune de la plante : les récepteurs membranaires, qui agissent le plus souvent par 

reconnaissance de molécules génériques produites par les bio-agresseurs, et les récepteurs 

cytoplasmiques, qui effectuent une surveillance plus ciblée et spécifique. Cette dernière 

catégorie est un constituant majeur de la réponse immune des plantes et est principalement 

représentée par la grande famille des gènes de résistance (gènes R) de type NBS-LRR 

(nucleotide-binding site – leucine-rich repeat). Avec l'essor du séquençage de nouvelle 

génération et la disponibilité de nombreux génomes et transcriptomes de plantes, des efforts 

conséquents ont été consacrés à la localisation et à l'identification des gènes R. 

Dans un contexte d’interaction continue entre la plante et ses bioagresseurs, tout 

particulièrement chez les plantes pérennes, la durabilité des gènes R est une composante 
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primordiale à évaluer. C’est notamment le cas chez les espèces pérennes fruitières à noyau du 

genre Prunus qui sont fortement touchées par les attaques des espèces prédominantes de 

Meloidogyne. Face à ces ravageurs, la stratégie de pyramidage de gènes R dans un même fond 

génétique est mise en œuvre afin d’éviter un contournement des résistances. Cette stratégie 

s’appuie sur les gènes Ma, RMja et RMia qui ont été identifiés, respectivement, chez le prunier 

myrobolan (P. cerasifera), l’amandier (P. dulcis) et le pêcher (P. persica), et qui portent des 

spectres de résistance différents. Le gène Ma appartenant à la famille des NBS-LRRs confère 

une résistance totale à l’ensemble des espèces de Meloidogyne testées à ce jour (7 espèces et 

plus de 30 isolats), résistance qui n’est affectée ni par une température élevée, ni par une 

pression forte d’inoculum. Cette résistance Ma à large spectre non contournée à ce jour est une 

ressource essentielle et la connaissance des bases moléculaires qui sous-tendent ses propriétés 

remarquables est un enjeu important.   

Ce travail de thèse se propose donc de caractériser l’originalité structurale et/ou fonctionnelle 
du gène Ma et de contribuer à identifier les déterminants mis en jeu dans le spectre de résistance 
aux nématodes à galles chez les plantes du genre Prunus. Les objectifs plus spécifiques de cette 
étude sont : 

 La caractérisation fine d’un nouveau domaine protéique qui détermine l’originalité 
structurale du gène Ma. 

 L’étude de la distribution de ce domaine au sein des plantes terrestres (Embryophytes) 
et dans l’évolution de la famille des NBS-LRRs. 

 La localisation et l’identification chez l’amandier du gène RMja porté par le même 
chromosome que Ma mais à spectre plus étroit. 

 Une contribution à l’identification des déterminants de la résistance portée par Ma ainsi 
que des partenaires moléculaires potentiellement impliqués dans la réponse de la plante 
à l’infection. 
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Chapitre 1  : CONTEXTE GENERAL  

1.1 La réponse immune des plantes : un 

système à double détente 

Les plantes doivent faire face à un éventail extrêmement large de menaces biotiques. La diversité des 

agents pathogènes au sens large ainsi que la pression continue qu’ils exercent sont autant de facteurs 

impactant les espèces végétales, notamment pérennes. Malgré tout, le succès de l’infection d’une plante 

par un pathogène (terme qui par commodité désignera pour nous aussi bien un agent pathogène qu’un 

ravageur), appelé aussi réaction compatible, reste un évènement rare. En complément des barrières 

physiques ou chimiques mises en place par les plantes, regroupées sous le terme de résistance non-hôte 

(Heath, 2000a), les plantes possèdent un système de défense inductible permettant de détecter le « non-

soi ». L’absence de cellules immunitaires spécialisées et d’un système adaptatif comme chez les 

animaux oblige les plantes à doter chaque cellule d’un système de reconnaissance et de défense 

(immunité innée) (Meunier & Broz, 2017). Celui-ci peut être décrit en deux processus interconnectés 

(Jones & Dangl, 2006). Un premier niveau de défense, nommé ‘Pathogen-associated molecular pattern 

(PAMP) Triggered Immunity’ ou PTI, implique le déclanchement de la réponse immune de la plante 

suite à la détection de molécules génériques associées aux pathogènes ou microbes tels que des 

flagellines, peptidoglycanes, lipopolysaccharides ou chitines (Zhang & Zhou, 2010). Cette 

reconnaissance s’opère via des récepteurs cellulaires majoritairement transmembranaires, comme les 

‘Receptor Lectin Kinases’ (RLKs) ou les ‘Receptor-Like Proteins’ (RLPs) qui déclencheront une 

cascade de signalisation intracellulaire, menée par des ‘Mitogen-Associated Protein Kinases’ (MAPKs) 

et aboutissant à la réponse immune de la plante (Ali et al., 2007) (Figure 1). En réponse à ce système, 

les pathogènes ont développé des molécules, ou effecteurs, capables de contourner, voire de désamorcer, 

ce premier niveau de défense cellulaire et de favoriser le développement du pathogène au sein de son 

hôte (Jones & Dangl, 2006).  

Parallèlement, les plantes possèdent un second processus de défense codé par un arsenal de gènes de 

résistance (gènes R) qui détectent, la présence de pathogènes spécifiques, et induisent la réponse de la 

plante. Cette réponse intracellulaire nommée ‘Effector Triggered Immunity’ ou ETI, impliquera la 

détection directe ou indirecte d’effecteurs également spécifiques (Chisholm et al., 2006). L’ETI pourra 

fortement stimuler les voies associées à la PTI (synthèse de dérivés oxygénés (ROS) et d’acide 

salicylique (SA), activation de cascades MAPK et de kinases dépendantes du Ca2+) mais aussi utiliser 

des mécanismes compensatoires permettant une meilleure résilience du système (Cui et al., 2017). Le 

déclanchement de cette réaction s’accompagne le plus souvent d’une réponse dite d’hypersensibilité 

(Hypersensitive Response ; HR) associée à une mort cellulaire programmée (Programmed Cell Death ; 
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PCD) localisée (Heath, 2000b). Les récepteurs intracellulaires impliqués dans l’ETI appartiennent à la 

grande famille de gènes NBS-LRR (‘Nucleotide-Binding Site – Leucine Rich Repeat’), nommés 

d’après les deux principaux domaines protéiques qui les composent. On trouvera également les termes 

de NB-LRRs ou de NLRs (pour NOD-Like Receptors) provenant de leur équivalent dans le règne 

animal. Nous utiliserons le terme de NBS-LRRs afin de différencier ces récepteurs chez les plantes des 

récepteurs NLR chez les animaux. 

 

 

 
 
Figure 1 - Représentation schématique des deux voies principales de défense, PTI et ETI, induites chez la 
plante pour faire face aux agents pathogènes.  
Adaptée de (Chisholm et al., 2006)  
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1.2 Les NBS-LRRs 

1.2.1 La structure des NBS-LRRs 

Le mécanisme général de l’ETI implique une reconnaissance exclusive directe ou indirecte du non-soi, 

une activation contrôlée et ponctuelle, et le déclanchement d’une voie de signalisation aboutissant à la 

réponse immune de la plante. En tant qu’acteurs majeurs de cette voie, les NBS-LRRs peuvent remplir 

toutes ces fonctions. Pour ce faire, ils s’appuient sur une structure très conservée et modulaire composée 

de divers domaines protéiques qui ont par ailleurs permis leur classification en trois sous-familles 

formant des clades indépendants (Shao et al., 2014). S’ajoutant au domaine LRR en position C-terminale 

et au domaine NBS en position centrale, c’est principalement la nature du domaine situé en position N-

terminale qui définit ces trois sous-familles. On trouve ainsi les ‘Toll-Interleukin-1 Receptors’ ((TIR)-

NBS-LRRs ou TNLs), les ‘Coiled-Coils’ ((CC)-NBS-LRRs ou CNLs) et les ‘Resistance to Powdery 

mildeW8s’ ((RPW8)-NBS-LRRs ou RNLs) (Meyers et al., 1999; Xiao et al., 2001). Pour comprendre 

le mode de fonctionnement de ces acteurs majeurs de la résilience végétale, il faut tout d’abord examiner 

les différents domaines protéiques qui les composent. 

1.2.1.1 Le domaine ‘Nucleotide Binding Site’ (NBS) 

Le domaine NBS, tout comme le domaine NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain) aussi 

appelé NACHT, chez les métazoaires, appartient à la famille des NTPases de type STAND (‘Signal 

Transduction ATPases with Numerous Domains’) (Leipe et al., 2004). Le NBS, aussi appelé NB-ARC 

pour Nucleotide Binding-human APAF-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor 1), plant R proteins, 

and nematode CED-4 (Cell DEath protein 4), a pour fonction principale de fixer et hydrolyser 

l’ADP/ATP (Tameling et al., 2002). Cette fonction induit réversiblement une modification de 

conformation des NBS-LRRs et permet de faire passer la protéine d’un stade actif à inactif et vice-versa 

afin d’assurer la transduction du signal. Cet équilibre entre les formes actives et inactives pourrait être 

un facteur déterminant du déclanchement de la réaction de défense. Ainsi tout élément intervenant pour 

favoriser le déplacement de l’équilibre vers la forme active de la protéine tendrait à promouvoir le 

déclanchement de la réponse immune (Zhang et al., 2017b). En plus d’une fonction de régulation, ce 

domaine possède également des propriétés d’oligomérisation.  

Ce domaine, placé en position centrale et composé d’environ 350 acides aminés, est constitué de 8 

motifs organisés en 3 sous-domaines (Meyers et al., 1999, 2003; van Ooijen et al., 2008). On trouve de 

la région N-terminale vers la région C-terminale (Figure 2):  
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† Le sous-domaine NB comprenant les motifs P-loop (aussi appelé kinase ou Walker A) fixant 

l’ATP/ADP (Takken et al., 2006), RNBS-A, Walker B (kinase 2) requis pour l’hydrolyse de 

l’ATP (revue dans (Hanson & Whiteheart, 2005), et le motif RNBS-B (kinase 3) interagissant 

avec la base purique.  

† Le sous-domaine ARC1 se compose du motif RNBS-C et du motif hydrophobe GLPL. 

† Le sous-domaine ARC2 contenant le motif RNBS-D et le motif MHD. La mutation des résidus 

H ou D dans ce dernier motif a la particularité de déclencher l’auto-activation chez de nombreux 

NBS-LRRs (Bendahmane et al., 2002), probablement en favorisant la fixation de l’ATP (forme 

active) au détriment de l’ADP (forme inactive) (Williams et al., 2011). 

 

Les motifs soulignés ci-dessus (P-loop, Walker B, RNBS-B et GLPL) sont conservés chez tous les NBS-

LRRs alors que les autres varient en fonction de la sous-famille considérée (Meyers et al., 2003). 

Certains de ces motifs sont impliqués dans des interactions intra-domaines, d’autres dans des 

interactions avec le domaine LRR afin de garantir la stabilité et une activation raisonnée de la protéine 

(Slootweg et al., 2013). Jusqu’à très récemment aucune structure 3D de NBS de plante n’avait été 

résolue et leur prédiction pouvait être approximée in silico via les modèles APAF-1 ou CED-4 (van der 

Biezen & Jones, 1998) comme illustré avec le domaine NBS de la protéine Ma ( 

 

Figure 2). La structure tridimensionnelle de ce domaine majeur commence à être mieux caractérisée 

chez les plantes (Steele et al., 2019; Wang et al., 2019a). 
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Figure 2 - Structure tridimensionnelle, prédite par le serveur i-tasser, du domaine NBS de la protéine Ma.  
Les différents sous-domaines et motifs d’un domaine NBS (en haut). Prédiction in silico du domaine NBS de Ma 
basé sur la structure de CED-4 (PDB: 2A5YB) avec les positions des différents motifs et de la molécule 
d’ATP/ADP (en bas). Les scores de prédiction sont indiqués dans l’encadré. Le C-score est le score de confiance 
pour estimer la qualité de la prédiction du modèle. Il se situe entre -5 et +2. Plus il est élevé, meilleure est la 
prédiction. Les TM-score et RMSD sont des standards pour mesurer la similarité structurelle entre deux structures. 
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1.2.1.2 Le domaine ‘Leucine-Rich Repeat’ (LRR) 

Ce domaine, présent chez d’autres familles de protéines comme les récepteur kinases, est localisé en 

position C-terminale chez les NBS-LRRs. Il est composé de répétitions de motifs polymorphes 

d’environ 25 résidus possédant des signatures du type LxxLxxLxxLxL (Kobe & Deisenhofer, 1994; 

Jones & Jones, 1997). Comme beaucoup de domaines versatiles impliquant des motifs répétés, le 

domaine LRR a depuis longtemps été associé à des fonctions d’interaction avec des ligands comme c’est 

le cas chez de nombreux récepteurs membranaires (Deisenhofer & Kobe, 1995). Plusieurs exemples ont 

montré l’implication du domaine LRR de protéines NBS-LRR (L6 et RPP1) dans des interactions 

directes avec des effecteurs (Dodds et al., 2006; Krasileva et al., 2010). Les nombreuses études 

structurelles relatives à ce domaine, notamment chez les récepteur kinases contenant un domaine LRR 

extracellulaire (Hohmann et al., 2017), ont révélé une structure tridimensionnelle caractéristique dite en 

forme de « fer à cheval » qui s’appuie sur une alternance de feuillets β et d’hélices α comme illustré 

avec la structure prédite du domaine LRR de la protéine Ma (Figure 3). Cette structure, théorisée sous 

la forme E4C5 (alternance d’environ 4 résidus par brins β et 5 résidus en structure coil) (Mondragón-

Palomino et al., 2002), contient des résidus impliqués dans des interactions intramoléculaires avec le 

domaine NBS maintenant la protéine en position inactive et une large partie exposée aux solvants, dans 

laquelle les résidus jouent un rôle prépondérant dans les interactions avec les ligands exogènes (Ade et 

al., 2007; Van Ooijen et al., 2008). Certains exemples montrent que la modification d’un seul résidu du 

domaine LRR peut compromettre la reconnaissance d’un effecteur ou améliorer le spectre de résistance 

conféré par un NBS-LRR (Bakker et al., 2014; Segretin et al., 2014). Par ailleurs la plasticité de ce 

domaine, destinée à accroitre ses capacités de reconnaissance, est en ligne avec la sélection positive 

(Darwinienne) à laquelle il est soumis. En effet, contrairement au domaine NBS soumis à une forte 

sélection négative (Ka/Ks <<1) en vue de conserver des motifs cruciaux, le domaine LRR présente 

fréquemment un ratio Ka/Ks>1 (Mondragón-Palomino et al., 2002). 
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Figure 3 - Structures tridimensionnelles, prédites par le serveur i-tasser, des domaines LRR et TIR de la 
protéine Ma. 
Les différents motifs et résidus impliqués dans les feuillets β et hélices α du domaine LRR sont identifiés en bleu 
foncé et vert, respectivement (en haut). Prédiction in silico du domaine LRR de Ma basée sur la structure du 
domaine LRR de la protéine LIC11098 (PDB :4U08). Prédiction in silico du domaine TIR de Ma basée sur la 
structure du domaine TIR de la protéine L6 (PDB :3OZIA) (en bas). La figure indique la position des interfaces 
DE et AE, identifiées comme importantes pour les processus de dimérisation (résidus des hélices αA et αE en gras 
et soulignés) et d’activation de l’immunité (Bernoux et al., 2011; Williams et al., 2014). Dans l’encadré, séquence 
du domaine TIR de Ma avec les résidus impliqués dans les différents motifs (en gris) et structures secondaires 
(soulignés). (*) indique l’emplacement de feuillets β présents chez L6 mais non prédits pour le domaine TIR de 
Ma. Les scores de prédiction sont indiqués dans les encadrés. Le C-score est le score de confiance pour estimer la 
qualité de la prédiction du modèle. Il se situe entre -5 et +2. Plus il est élevé, meilleure est la prédiction. Les TM-
scores et RMSDs sont des standards pour mesurer la similarité structurelle entre deux structures. 
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1.2.1.3  Le domaine ‘Toll/Interleukin-1 Receptor’ (TIR) 

Le domaine TIR fut identifié chez le gène N responsable de la résistance au Tobacco mosaic virus 

(TMV) chez Nicotiana tabacum par homologie avec les domaines cytoplasmiques des récepteurs Toll 

et Interleukine-1 (IL-1R) chez, respectivement, la drosophile et l’homme (Heguy et al., 1992; Whitham 

et al., 1994). Tout comme les IL-1R, le domaine TIR est susceptible de déclencher une cascade 

moléculaire induisant une réaction de défense. Ainsi, le domaine TIR seul des TNLs L6, RPS4 ou SNC1 

est capable d’induire une mort cellulaire après une dimérisation essentielle au processus (Bernoux et al., 

2011; Williams et al., 2014; Zhang et al., 2017a). Tout comme pour les domaines NBS et LRR, une 

étude conduite sur RPP1 a montré l’importance des interactions inter-domaines entre le domaine TIR et 

le domaine NBS. En effet celles-ci inhiberaient la dimérisation des NBS-LRRs et l’auto-activation 

synonyme de mort cellulaire spontanée (Schreiber et al., 2016). Dans la majorité des cas, ce domaine 

est composé d’une suite de résidus S ou T (en gras et soulignés en pointillés dans l’encadré (Figure 3) 

puis de résidus proline (en gras et soulignés deux fois dans l’encadré (Figure 3) dans sa partie la plus 

N-terminale, suivie de 3 à 5 motifs conservés (Meyers et al., 1999, 2003). Certains TNLs présenteront 

aussi, ou en lieu et place des résidus S/T, un peptide signal ou un domaine transmembranaire reflétant 

leur possible localisation dans la cellule. D’un point de vue structural, ce domaine est constitué de 

diverses interfaces secondaires formées par des hélices α (interfaces αA-αE et αD-αE) qui sont impliqués 

dans les fonctions de dimérisation (Figure 3). L’étude des structures 3D des domaines TIR des NBS-

LRRs L6, RPS4/RRS1, RPP1, SNC1 et RPV1 a permis d’identifier les interfaces et certains acides 

aminés cruciaux pour les processus de dimérisation et/ou d’auto-activation (Bernoux et al., 2011; 

Williams et al., 2014, 2016; Zhang et al., 2017a). Certains domaines TIR de TNLs atypiques comme 

RRS1, dont le TIR n’est pas capable d’activer la voie de signalisation par lui-même, possèdent des 

motifs moins conservés et une absence d’hélices αD1 et αD2 (Williams et al., 2014). 

1.2.1.4 Le domaine Coiled-Coil (CC) 

Ce domaine structurel possède une séquence très peu conservée et de taille variable (150-250 acides 

aminés) (Meyers et al .2003 ; Bai et al. 2002). Même si un motif EDVID a pu être identifié, les diverses 

signatures composant ce domaine semblent dépendantes de la taxonomie et/ou du mode de 

fonctionnement. Le CNL modèle Mi 1.2, responsable de la résistance aux nématodes à galles chez la 

tomate, possède deux sous-domaines dans sa partie N-terminale dont le premier régulerait négativement 

le domaine LRR inactivant ainsi les voies de transduction (Hwang & Williamson, 2003).  Comme le 

domaine TIR, certains exemples ont montré que le domaine CC peut être capable de se dimériser. 

Cependant le déclanchement d’une HR par la seule action d’un domaine CC semble être moins 

généralisé comme illustré chez les modèles Rx ou RPS5 qui en sont incapables. Une étude récente menée 

sur l’ensemble des domaines CC des CNLs chez Arabidopsis a mis en lumière trois groupes majeurs de 

séquences avec pour point commun quatre hélices α (H1a et b et H2a et b) impliquées dans les processus 
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de dimérisation. Cette étude a également mis en lumière les processus préférentiels d’hétérodimérisation 

dont font l’objet ces domaines, dans un réseau complexe, pour aboutir à différents phénotypes chez la 

plante (Wróblewski et al., 2018). Par ailleurs, le domaine CC pourrait également interagir directement 

avec des kinases cibles d’effecteurs comme les domaines CC des CNLs Prf et ZAR1 avec 

respectivement, les kinases Pto et ZED1 (Mucyn et al., 2006; Lewis et al., 2013). Les CC sont ainsi 

directement impliqués dans un rôle de surveillance d’éléments de la PTI, ciblés par des effecteurs.  

1.2.1.5 Le domaine RPW8 

Le domaine RPW8 ou ‘resistance to powdery mildew 8’ a été identifié chez les deux protéines 

d’Arabidopsis RPW8.1 et RPW8.2, conférant une résistance à large spectre à l’oïdium. De structure 

inconnue ce domaine semblerait posséder un module d’ancrage à la membrane plasmique (Xiao et al., 

2001). Le domaine RPW8 est à lui seul capable de déclencher la réponse de la plante. L’identification 

de ces deux protéines contenant uniquement ce domaine a permis par la suite d’identifier certains CNLs 

comme présentant en position N-terminale, une homologie avec le domaine RPW8. Jusqu’à récemment 

les études phylogénétiques consacrées aux NBS-LRRs et basées sur le domaine NBS, pointaient un 

clade de TNLs et plusieurs clades de CNLs. Il s’avère qu’un de ces clades de CNLs regroupait les RNLs, 

formant ainsi un groupe distinct (Shao et al., 2014). Encore aujourd’hui, certaines études continuent 

d’attribuer un lien entre domaines CC et RPW8 en nommant ces derniers CCR et ce malgré des 

structures, des séquences et des positions phylogénétiques distinctes (Wróblewski et al., 2018). Deux 

gènes modèles aux profils différents servent à illustrer la diversité observée chez les RNLs. Le gène 

ADR1 (‘activated disease resistance 1’) impliqué dans la tolérance à la sécheresse qui se retrouve chez 

toutes les plantes en peu d’exemplaires (Chini et al., 2004) et le gène NRG1 (‘N requirement gene 1’) 

qui a, quant à lui, été associé à la résistance au Tobacco mosaic virus (TMV) (Peart et al., 2005). Les 

séquences homologues à NRG1, en plus grand nombre, ne se retrouvent que dans certains groupes 

taxonomiques (Collier et al., 2011). 

1.2.1.6 Les domaines additionnels et les structures 

atypiques  

Chez certains groupes taxonomiques, on peut trouver en position N-terminale des NBS-LRRs, des 

domaines remplissant des fonctions d’activation de cascade moléculaire ou d’interaction avec l’ADN 

du type ‘BED zinc finger DNA-binding’, ‘hydrolase’, ‘kinase’ ou ‘Solanaceae’. On peut également 

identifier des domaines atypiques inclus à différentes positions dans les structures de NBS-LRRs et qui 

sont regroupés sous le terme de domaines intégrés (IDs). On pourra citer les domaines liés aux facteurs 

de transcription comme le domaine WRKY chez le TNL RRS1 d’Arabidopsis (Deslandes et al., 2002), 

liés aux oxydo-réductions comme le domaine HMA (‘heavy metal-associated’) chez les CNLs RGA5 

et Pik-1 du riz (Césari et al., 2014) ou encore le domaine kinase particulièrement bien représenté. Selon 
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les estimations, entre 3,5% (Kroj et al., 2016) et 10% des NBS-LRRs chez les plantes à fleurs 

possèderaient un ID dont la nature peut être très variable puisque 265 domaines différents ont pu être 

détectés (Sarris et al., 2016). Certains modèles particulièrement bien étudiés attribuent le plus souvent 

à ces IDs, une fonction de leurre pour tromper les effecteurs, qui, s’associant avec eux plutôt qu’avec 

leurs cibles privilégiées, provoqueront leur détection et donc une réponse de la plante. Il s’agit donc ici 

d’un accroissement des capacités de reconnaissance d’un NBS-LRR standard par acquisition d’une 

nouvelle diversité, quitte à perdre certaines fonctionnalités. En effet le domaine TIR de RRS1 ne peut 

induire par lui-même le déclanchement de la réaction de HR. Il doit s’appuyer sur l’intervention d’un 

autre NBS-LRR doté d’une structure plus conventionnelle, RPS4. Ce fonctionnement dit « en paire » 

permettra le déclanchement de la voie de signalisation (Le Roux et al., 2015). 

En plus de ces structures particulières, certains exemples de NBS-LRRs tronqués (ne possédant qu’un 

ou deux domaines canoniques) ont été identifiés comme importants dans divers processus de résistance 

comme RPW8.1 et RPW8.2 (formés du seul domaine RPW8), RBA1 (constitué du seul domaine TIR) 

et TN2 (structure en TIR-NBS). Ceci souligne l’importance d’étudier également ces candidats atypiques 

dit « tronqués ». 

Enfin les TNLs ont la particularité de disposer de résidus s’étendant bien au-delà du LRR et qui ne 

semblent pas être présents chez les CNLs ou les RNLs. Bien que des signatures caractéristiques aient 

été détectées chez Arabidopsis (Meyers et al., 2003), ces séquences comprenant environ 200 acides 

aminés sont restées identifiées comme une extension C-terminale située après le domaine LRR et 

éventuellement nommée « domaine C-terminal ». L’étude du gène Ma, responsable de la résistance aux 

Meloidogyne chez les Prunus a mis en lumière ces modules en nommant ces séquences, domaine Post-

LRR (PL) (Claverie et al., 2011). 

1.2.2 Les différents types de perception 

La composante qui nécessite le plus de diversité est la reconnaissance du non-soi. De nombreux 

processus sont mis en jeu par les NBS-LRRs pour percevoir les pathogènes (revue dans (Cesari, 2017)). 

Le mode de perception le plus simple est la reconnaissance directe. Ce type d’interaction entre un 

effecteur et un NBS-LRR représente bien le modèle « gene for gene » théorisé par Flor (Flor, 1955) et 

peut être illustré par les modèles L (TNLs chez le lin) / AvrL (effecteur du champignon pathogène 

Melampsora lini)  ou RPP1 (TNL chez Arabidopsis) / ATR1 (effecteur de l’oomycète 

Hyaloperonospora arabidopsis) (Dodds et al., 2006; Krasileva et al., 2010). Ce modèle favorise une 

coévolution hôte-pathogène et nécessite une diversité extrêmement importante pour répondre à 

l’immense diversité des effecteurs. Par conséquent, la reconnaissance directe n’est sans doute pas le 

mode de fonctionnement le plus répandu et reste probablement un mode opportuniste.  
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A l’inverse, le mode de reconnaissance indirecte permet à un nombre restreint de gènes R de détecter 

une grande variété d’effecteurs. Pour ce faire, des modifications apportées par différents effecteurs à 

une (des) protéine(s) dite(s) « de garde » permettent à une poignée de NBS-LRRs de percevoir la 

présence du pathogène (McHale et al., 2006; van der Hoorn & Kamoun, 2008). La protéine de garde 

RIN4 (‘RPM1-Interacting protein 4’) en est la parfaite illustration puisque différentes modifications 

apportées par plusieurs effecteurs sont surveillées par les CNLs RPM1 et RPS2 (Lee et al., 2015). En 

surveillant certains complexes clefs, les NBS-LRRs peuvent ainsi contrôler un ensemble d’attaques 

potentielles.  

Par ailleurs, et afin de préserver les cibles les plus importantes pour la cellule, des cibles alternatives 

trompant les effecteurs existent (van der Hoorn & Kamoun, 2008). Ces leurres ciblés par les effecteurs 

n’induisent pas d’actions particulières mais sont reconnus par des NBS-LRRs qui activeront la voie ETI. 

On trouve ainsi des protéines-leurres non fonctionnelles telles que les pseudo-kinases RKS1 et ZED1 

qui sont sous la surveillance du CNL ZAR1 (Figure 4). Une fois modifiées par les effecteurs bactériens 

AvrAC (Xanthomonas sp.) et HopZ1a (Pseudomonas syringae), ZAR1 détectera cette modification et 

déclenchera la réponse de la plante (Wang et al., 2015). Ces exemples illustrent l’intrication qui existe 

entre acteurs de la PTI et de l’ETI afin de produire une réponse aux menaces. 

 

 

Figure 4 - Deux systèmes de surveillance entre NBS-LRRs et protéines kinases illustrant les stratégies de 
leurre et de garde. 
(A) Réseau de surveillance entre le CNL ZAR1 et les kinases ZED1, PBL2 et RKS1. (B) Interaction entre le CNL 
Prf et la kinase Pto, codés par des gènes co-localisés dans le génome de la tomate. Les domaines CC, NBS et LRR 
sont représentés respectivement en gris, rose et bleu. Basé sur (Mucyn et al., 2006; Wang et al., 2015). 
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La stratégie de leurre est aussi une capacité acquise intrinsèque de certains NBS-LRRs ayant incorporé 

un domaine surnuméraire intégré (ID), comme évoqué en 1.2.1.6, mimant une cible potentielle 

d’effecteurs. Dans la plupart des cas, ces domaines sont non fonctionnels mais conservent les résidus 

essentiels permettant à l’effecteur de se fixer ou d’induire une modification qui sera postérieurement 

détectée. L’effecteur PopP2 de Ralstonia solanacearum a la capacité d’acétyler les facteurs de 

transcription de type WRKY entrainant leur dissociation avec l’ADN et en conséquence de réprimer 

l’immunité (Figure 5). Cependant, PopP2 va également acétyler le domaine WRKY intégré au TNL 

RRS1. RRS1 est alors associé à l’ADN via ce domaine mais également organisé en hétérodimère avec 

l’autre TNL RPS4. L’acétylation du domaine WRKY, qui joue ici le rôle de leurre, libérera le complexe 

RRS1/RPS4, ce qui déclenchera l’immunité dépendante de RPS4, RRS1 jouant un rôle de régulateur 

négatif de RPS4 (Le Roux et al., 2015). Cette stratégie fonctionnant en paire de NBS-LRRs, couple un 

NBS-LRR modifié, pourvu d’un domaine cible d’effecteur, dit « NBS-LRR sensor », à un deuxième 

NBS-LRR de structure conventionnelle que l’on peut qualifier de « NBS-LRR helper ». Ce mode de 

fonctionnement, incluant la régulation négative entre les deux NBS-LRRs, pourrait s’expliquer par le 

déséquilibre structurel provoqué par l’acquisition de ce nouveau domaine chez le « NBS-LRR sensor » 

ne permettant plus à la protéine de garantir une stabilité entre états d’inactivation et d’activation 

indispensable à la viabilité de la cellule. La fonction d’activation a donc été transférée au deuxième 

élément de la paire. Il est intéressant de noter que cette relation fonctionnelle s’accompagne d’une co-

localisation dans le génome où chaque couple de ‘TNL sensor / TNL helper’, en effectif d’au moins 8 

chez Arabidopsis, se positionne en anti-sens et à courte distance, et que chaque TNL d’une paire est très 

différent de l’autre (Narusaka et al., 2009).  

 

 



Chapitre 1 

Page | 36  
 

 

Figure 5 - Mécanisme de défense engagé par la paire de TNLs RPS4/RRS1 incluant une stratégie de leurre 
intégré. 
Les facteurs de transcription WRKY se fixent sur l’ADN. Adapté de (Le Roux et al., 2015). 

 

Par le jeu de la sélection, la liaison génétique est favorisée entre des facteurs impliqués dans une réponse 

commune à un pathogène ou s’inscrivant dans un processus lié. Ce phénomène de co-localisation est 

également identifié entre le CNL Prf qui se retrouve physiquement lié avec un cluster de récepteur 

kinases contenant la kinase Pto dans le génome de la tomate. Prf surveille Pto qui se trouve être ciblée 

par les effecteurs de Pseudomonas syringae. En retour, Prf est susceptible de déclencher la réponse 

immune de la plante (Figure 4) (Mucyn et al., 2006). Le champ des modes de perception et d’activation 

semble être très large et reste à explorer à l’image de ce qui a été décrit chez d’autres acteurs de la 

défense de plantes revue par (Kourelis & van der Hoorn, 2018). 

1.2.3 Les réseaux de NBS-LRRs et le ‘résistosome’ 

comme nouveaux paradigmes 

Récemment, l’idée d’une coopération plus large entre NBS-LRRs a été mise en évidence chez les 

Solanaceae (Rathjen & Dodds, 2017). En effet, un réseau composé de différents CNLs connus et 

agissant de concert pour induire une réponse chez cette famille botanique, a été identifié. Dans ce 

système des CNLs, conférant des résistances à divers pathogènes tels que Rpi-blb2 (oomycète 

Phytophthora infestans), Mi-1.2 (nématodes à galles, certains pucerons et aleurodes), Sw5b (virus 

TSWV), R8 (P. infestans), R1 (P. infestans), Prf (Pseudomonas syringae), ou Bs2 (Xanthomonas 

campestris), perçoivent la présence des pathogènes et activent d’autres CNLs appelés NRC-1 à NRC-4 



Chapitre 1 

Page | 37  
 

(‘NBS-LRR required for cell death’) qui déclencheront le programme de mort cellulaire (Wu et al., 

2017). Ces NRCs agissent avec une redondance fonctionnelle et sont restreints au clade des Astérides 

contenant notamment les Solanaceae. Cette étude montre que certains groupes taxonomiques ont pu 

développer des voies de signalisation particulières en spécialisant certains acteurs de l’ETI. 

D’autre part, Peart et ses collaborateurs ont montré que le TNL N coopère avec le RNL NRG-1 (‘N 

requirement gene 1’) en tabac pour conférer une résistance au ‘Tobacco mosaic virus’ (Peart et al., 

2005). Plus récemment, il a été montré que NRG-1 était aussi essentiel aux résistances médiées par les 

TNLs Roq1 (résistance à Xanthomonas spp.) et RPP1 (résistance à Pseudomonas) mais pas pour les 

résistances induites par les CNLs Bs2 et RPS2. Par ailleurs NRG-1 agirait en aval de ces TNLs percevant 

la menace et même en aval de la pierre angulaire activant la voie de signalisation associée aux TNLs, 

EDS1 (‘enhanced disease susceptibility 1’) (Qi et al., 2018). Curieusement le RNL ADR1 agirait comme 

régulateur positif sur les résistances médiées à la fois par des TNLs (RPP1, RPP4) mais aussi des CNLs 

(RPS2 et Rx2) (Bonardi et al., 2011). Là encore, ce type de fonctionnement est taxonomiquement 

restreint puisque à la fois les TNLs et les RNLs de type NRG1, ne se retrouvent que dans certains 

groupes phylétiques (Collier et al., 2011). Une étude fonctionnelle récente a mis en lumière une partie 

importante du réseau incluant les deux RNLs ADR1 et NRG1, agissant en aval de nombreux TNLs 

(Roq1, RRS1/RPS4, RPP1, RPP2, RPP4, WRR4A, N, CHS3/CSA1, SNC1 et CHS1/SOC3) et de 

quelques CNLs (RPM1, RPS2, Rx2), pour induire une réponse de la plante (Figure 6) (Castel et al., 

2019).  

 

Figure 6 - Réseau fonctionnel entre TNLs et RNLs dans le déclanchement de la réponse immune chez les 
plantes. 
Les RNLs NRG1 et ADR1 perçoivent, en aval, le signal déclenché par les CNLs, les TNLs et potentiellement 

EDS1. *Données contradictoires entre les deux études. Adapté de (Qi et al., 2018; Castel et al., 2019).  



Chapitre 1 

Page | 38  
 

Comme évoqué dans le paragraphe 1.2.1, plusieurs domaines sont impliqués dans la dimérisation des 

NBS-LRRs, notamment le domaine NBS, processus essentiel au déclanchement de la réponse immune 

de la plante. Chez les animaux, un processus plus large d’oligomérisation des protéines NACHT-LRR 

a été montré notamment avec NLRC4, une CARD-NACHT-LRR chez la souris. Le complexe formé, 

nommé ‘inflammasome’, regroupe entre autres 10 monomères de NLRC4. Se peut-il que de telles 

structures existent dans le système immun des plantes ? En se basant sur le complexe ZAR1-RKS1-

PBS2 (CNL-pseudo kinase-kinase leurre), les auteurs ont, dans un premier temps, réussi à révéler la 

structure du couple ZAR1-RKS1 montrant la seule implication du domaine LRR dans leur interaction 

(Wang et al., 2019b). En ajoutant la kinase PBS2 préalablement uridylylée par l’effecteur AvrAC, ils 

ont obtenu la formation du complexe ZAR1-RKS1-PBS2 uridylylé grâce à un changement de 

conformation enclenché par l’expulsion de l’ADP lié au domaine NBS de ZAR1 (Wang et al., 2019b). 

Enfin, l’ajout de dATP leur a permis de mettre en évidence par Cryo EM, un complexe pentamérique 

(Wang et al., 2019a). Dans ce pentamère, tous les domaines de ZAR1 sont impliqués dans de multiples 

interactions, et les régions N-terminales des cinq domaines CC se réorganisent pour former une structure 

en forme d’entonnoir (Wang et al., 2019a) qui pourrait créer des pores aux niveaux des membranes. Ces 

études majeures ont permis de lever le voile sur ce processus en confortant un peu plus les similitudes 

observées entre règnes animal et végétal. Il reste aujourd’hui à comprendre si les TNLs pourraient être 

engagés dans de telles structures sachant les différences qui existent entre leurs régions N- et C-

terminales et celles des CNLs. 

1.2.4 Les voies de signalisation et la localisation des 

NBS-LRRs 

Les voies de signalisation déclenchées par les NBS-LRRs sont différentes selon les sous-familles. Deux 

voies de défense initiées par les trois sous-familles coexistent au sein des plantes. En effet, TNLs et 

RNLs activeraient en aval une voie impliquant les mêmes facteurs (Xiao et al., 2005) alors que les CNLs 

agiraient sur d’autres composants. Ainsi le composant NDR1 (‘Non-race specific Disease Resistance-

1’) serait requis par de nombreux CNLs pour induire une réponse de la plante (Aarts et al., 1998). Cette 

protéine, présentant une similarité avec les intégrines, serait directement liée à l’initiation des cascades 

MAPK de la PTI mais serait également impliquée dans la perception de la menace (Knepper et al., 

2011).  

Les TNLs et RNLs dépendent eux aussi d’un composant crucial : EDS1 (‘enhanced disease 

susceptibility 1’). Tout comme NRD1, EDS1 est un régulateur positif de l’immunité basale. Cette lipase 

interagirait à la fois avec des TNLs (RPS4, SNC1 ou RPS6), des régulateurs négatifs de l’immunité 

(SRFR1) (Bhattacharjee et al., 2011) et des RNLs (NRG1) (Qi et al., 2018) mais également avec 

d’autres lipases (‘Phytoalexin deficient 4’ - PAD4 et ‘Senescence Associated Gene 101’ - SAG101) 
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(Wagner et al., 2013) (Figure 7). En s’associant soit à PAD4, soit à SAG101, EDS1 joue un rôle de 

connecteur entre les TNLs activés par la présence d’effecteurs et les voies de signalisation de la défense 

et de la mort cellulaire programmée. Le complexe EDS1/PAD4 promeut également l’expression des 

gènes permettant la synthèse de l’acide salicylique (SA) et l’accumulation de celui-ci induira 

l’expression de EDS1 et de PAD4 dans une boucle positive contribuant au phénomène de résistance 

(Cui et al., 2017). Il est intéressant de noter que, contrairement à EDS1 et PAD4, SAG101 est absent 

des mêmes groupes taxonomiques (Monocotylédones, certains Astérides) que les RNLs du type NRG1 

et que les TNLs (Wagner et al., 2013). Enfin un autre complexe a été identifié comme essentiel pour les 

NBS-LRRs en général. Ce complexe, composé de la protéine chaperonne HSP90 (‘Heat Shock Protein 

90kD) et de ses deux co-chaperonnes SGT1 (‘Suppressor of G2 allele of skp1’) et RAR1 (‘Required for 

Mla12 resistance’), contribuerait à la stabilisation, la maturation et l’activation des NBS-LRRs (Kadota 

et al., 2010). SGT1 serait également impliqué dans un large éventail de processus incluant la régulation 

et l’éventuel adressage des NBS-LRRs au protéasome.  

 

 
 
Figure 7 - Représentation schématique des voies de signalisation des NBS-LRRs. 
NDR1 (Non race-specific Disease Resistance), RAR1 (Required for Mla Resistance), SGT1 (Suppressor of G2 
allele of SKP1), EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility), PAD4 (PhytoAlexin Deficient 4), SAG101 (Senescence 
Associated Gene 101), NPR1 (Non expressor of PR genes 1); +/- : régulation positive/négative. Adapté de 
(Hammond-Kosack & Parker, 2003; Caldwell & Michelmore, 2009). 
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Les NBS-LRRs sont des récepteurs cytoplasmiques qui peuvent émettre un signal à partir de divers 

compartiments. Ainsi de nombreux NBS-LRRs possèdent des signaux d’adressage vers des organelles 

ou nécessitent une translocation essentielle à leur action. Certains NBS-LRRs peuvent être par exemple 

adressés à la membrane plasmique (comme le CNL RPM1) (Gao et al., 2011), au réticulum 

endoplasmique ou encore à l’appareil de Golgi (les TNLs RPP1 ou L6) (Michael Weaver et al., 2006; 

Takemoto et al., 2012). La double localisation nucléo-cytoplasmique est documentée pour de nombreux 

exemples tels N, Rx1, SNC1 ou RPS4 (Burch-Smith et al., 2007; Cheng et al., 2009; Slootweg et al., 

2010; Sohn et al., 2014). Dans la plupart de ces exemples, la reconnaissance de l’effecteur s’opère dans 

le cytosol puis la relocalisation et l’accumulation du NBS-LRR dans le noyau sont des étapes cruciales 

pour le déclanchement de la HR (Slootweg et al., 2010). L’étude des séquences permet de prédire leur 

localisation basale mais seules les études in planta ont permis de révéler précisément leur localisation 

en absence et en présence des pathogènes qu’ils contrôlent. 

1.2.5 Le niveau d’expression et la régulation des NBS-

LRRs 

La plupart des NBS-LRRs sont faiblement transcrits de façon constitutive. En présence d’un pathogène, 

ils peuvent alors être fortement induits très localement (McHale et al., 2006). Par exemple, le niveau 

d’expression du gène PsoRPM2 (‘Prunus sogdiana Resistance Protein to Meloidogyne incognita 2’) 

après inoculation avec le nématode à galles M. incognita conditionne directement le succès ou l’échec 

du processus de résistance à ce parasite (Zhu et al., 2017). Le niveau d’expression des NBS-LRRs peut 

également varier en fonction du tissu considéré. Nombre d’espèces d’Angiospermes semblent avoir un 

niveau d’expression des NBS-LRRs plus élevé dans les racines que dans les pousses alors que les 

Brassicaceae (Arabidopsis inclus) semblent avoir un ratio inversé reflétant une possible adaptation à la 

symbiose (Munch et al., 2018). Les facteurs de transcription jouent évidemment un rôle important dans 

le niveau d’expression des NBS-LRRs. La plupart des NBS-LRRs présentent dans leur région 

promotrice un enrichissement en sites de fixation pour facteurs de transcription de type « adaptation aux 

stress biotiques », « HSP (Heat Shock Protein) », « réponse au stress hydrique » ou « réponse à l’acide 

abscissique ».  

Par ailleurs, l’épissage alternatif est un élément prépondérant de la régulation post-transcriptionnelle 

dans la réponse qu’apportent les NBS-LRRs aux différents stress (Yang et al., 2014). Un nombre 

important de gènes de résistance sont concernés par ce phénomène et notamment les TNLs. En effet, les 

TNLs diffèrent des CNLs et RNLs par une structure exon/intron plus séquentielle avec fréquemment un 

exon codant pour un domaine (Figure 8), favorisant ainsi l’apparition de transcrits alternatifs par exons 

alternatifs ou par rétention d’introns (Mastrangelo et al., 2012) comme identifié chez N ou BS4 (Dinesh-

Kumar & Baker, 2000; Schornack et al., 2004). Ainsi le ratio entre le transcrit tronqué du gène N et son 
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transcrit pleine longueur se trouve modifié lors de l’infection et est essentiel au bon fonctionnement de 

la résistance (Jordan et al., 2002). Dans ce système la présence des deux isoformes est capitale afin de 

produire une résistance complète (Dinesh-Kumar & Baker, 2000).  Par ailleurs les pathogènes influent 

sur la production des différentes isoformes de NBS-LRRs. En effet, une étude menée chez 

Brachypodium distachyon après infection avec le Panicum mosaic virus a mis en lumière des 

phénomènes d’épissage alternatif, dus au virus, chez plus de 100 gènes impliqués dans l’immunité dont 

une dizaine de NBS-LRRs (Mandadi & Scholthof, 2015). La régulation de la quantité des différentes 

isoformes de NBS-LRRs est fortement influencée par le mécanisme de dégradation des ARNm non-

sens (NMD) (Rayson et al., 2012). L’altération de ce mécanisme a pour conséquence l’apparition d’une 

auto-immunité largement provoquée par la régulation aberrante des TNLs (Riehs-Kearnan et al., 2012). 

Les NBS-LRRs sont aussi régulés par les miRNA et siRNA qui cibleront préférentiellement les 

domaines/motifs conservés (motif P-loop du domaine NBS – voir paragraphe 1.2.1.1). Ces ARNs non-

codants interviendront dans le maintien du niveau basal d’expression des NBS-LRRs, le retour à la 

normale après la phase d’infection, mais aussi dans l’aide à l’installation des organismes symbiotiques 

en sous-régulant les NBS-LRRs (Zhai et al., 2011). Similairement, les niveaux protéiques de NBS-LRRs 

restent faibles à l’état basal et sous forte régulation post-traductionnelle. Pour être structurellement 

repliés correctement, les NBS-LRRs interagissent avec le complexe HRS (HSP90-SGT1-RAR1) évoqué 

en 1.2.4 (Kadota et al., 2010). Cette plaque tournante garantit leur repliement, la production de protéines 

stables inactives évitant les phénomènes d’auto-immunité néfastes pour la plante mais joue aussi un rôle 

dans la balance nucléocytoplasmique de ces protéines (Zhang et al., 2004). Les NBS-LRRs peuvent 

subir diverses modifications post-traductionnelles (acétylation, sumoylation) et être ubiquitinylés pour 

être dirigés vers le protéasome afin d’y être dégradés. La protéine ‘constitutive expresser of PR genes 

1’ (CPR1) joue un rôle essentiel dans le renouvellement des NBS-LRRs (Gou et al., 2012).  
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Figure 8 - Annotation structurale de différents TNLs caractérisés avec leur rôle identifié. 
Chaque exon codant pour un domaine protéique donné est identifié avec une couleur différente. Les introns sont 
indiqués avec une ligne bleue (séparant des exons codant pour des domaines protéiques différents) ou noire en ‘ʌ’ 
(séparant des exons codant pour un même domaine protéique). *indique les TNLs ne disposant pas de domaine 
PL (vert). 
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1.2.6 L’évolution des NBS-LRRs 

1.2.6.1 Aux origines des NBS-LRRs 

Les NBS-LRRs trouvent leur origine très tôt dans la lignée végétale. Une étude récente conduite sur des 

transcriptomes d’algues vertes (Charophytes ; Coleochaetales ; Streptophyte algae), ancêtres des plantes 

terrestres (Embryophytes), a mis en évidence des TNLs et CNLs tels qu’on les connaît chez les plantes 

dites évoluées (Gao et al., 2018). L’antériorité présupposée des CNLs sur les TNLs, suggérée 

notamment par leur structure plus séquentielle, reste aujourd’hui spéculative du fait que des séquences 

des deux sous-familles ont été identifiées chez les algues vertes. Avant cette étape et chez les organismes 

plus anciens tels que les bactéries et archéobactéries, les différents domaines (TIR, NBS, LRR) 

n’existaient que sous la forme de domaines indépendants (Yue et al., 2012). Ainsi, il semble que la 

fusion des domaines NBS-LRRs, se soit opérée avant la conquête terrestre des plantes (Figure 9). 

 

 
Figure 9 - Origine et organisation structurelle des NBS-LRRs au cours de l’évolution des plantes. 
L’annotation fonctionnelle des NBS-LRRs pour chaque groupe taxonomique/espèce est indiquée avec les effectifs 
respectifs dans les encarts jaunes. Les références associées sont mentionnées dans le texte et/ou en Annexe 4. 
 

L’étude de génomes de plantes terrestres anciennes, telles que l’hépatique Marchantia polymorpha et 

les mousses Sphagnum fallax et Physcomitrella patens, a mis en lumière une diversité importante de 

NBS-LRRs. En plus des trois sous-familles (TNLs, RNLs et CNLs), des hydrolase-NBS-LRRs et des 

kinase-NBS-LRRs ont été identifiées en nombre important, indiquant une expansion des possibilités de 

défense essentiellement dans la fonction d’activation de la voie de défense. Cette diversification a pu 
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jouer un rôle important dans la colonisation du milieu terrestre (Xue et al., 2012; Gao et al., 2018). 

Ainsi, différentes stratégies comprenant divers récepteurs immuns semblent avoir été testées avant que 

les spermatophytes incluant Gymnospermes et Angiospermes ne basent l’essentiel de leur arsenal de 

défense sur les trois sous-familles principales, TNLs, RNLs et CNLs.  

L’apparition des NBS-LRRs pourrait avoir résulté d’une intégration de blocs préexistants remplissant 

chacun une fonction bien déterminée et initiée par une structure de type NTPase-TPR (Urbach & 

Ausubel, 2017). Ce résultat, associant un domaine d’activité nucléoside tri-phosphatase (NTPase) tels 

les domaines NBS (chez les plantes) et NACHT/NOD (chez les animaux) avec un domaine impliqué 

dans les interactions, constitué de répétitions TPR (‘TetratricoPeptide Repeat’), indique que les NBS-

LRRs et les NACHT-LRRs n’ont pas évolué à partir d’un ancêtre commun (Urbach & Ausubel, 2017). 

En effet, il s’agirait plutôt d’un phénomène d’évolution convergente entre les plantes et les animaux 

avec également l’ajout de domaines de signalisation N-terminaux différents chez les plantes (TIR, 

RPW8, …) et chez les animaux (CARD, BIR, PYD, …) (Meunier & Broz, 2017). L’objectif commun 

de ces assemblages est de pouvoir distinguer exclusivement les molécules du non-soi (rôle des domaines 

répétés), passer à un état d’activation pour une durée limitée (rôle des domaines NTPase) et déclencher 

une PCD ciblée (rôle des domaines activateurs) (Urbach & Ausubel, 2017). Par ailleurs, les autres 

composants de l’immunité tels que les récepteur lectine kinases ainsi que les éléments caractéristiques 

de la voie de signalisation des NBS-LRRs (NDR1, HSP90, EDS1, PAD4, SAG101, SGT1, RAR1 et 

WRKY) ont également déjà été mis en place avant la séparation procaryotes/eucaryotes (Yue et al., 

2012).    

1.2.6.2 Distribution des NBS-LRRs à travers les génomes 

de plantes  

Pour répondre aux défis imposés par les pathogènes, les plantes terrestres disposent d’un nombre 

important de NBS-LRRs approchant fréquemment 1% de l’ensemble des gènes prédits pour un génome 

donné. Dès le début des années 2000, les NBS-LRRs ont fait l’objet de travaux de recensement et de 

classification afin de les identifier et de mieux comprendre leur évolution (Meyers et al. 2003). Depuis, 

des dizaines d’études ont annoté cette famille de gènes à travers de nombreux génomes d’Angiospermes. 

A l’image du nombre global de gènes codant des protéines au sein d’un génome donné, le nombre de 

NBS-LRRs n’est pas proportionnel à la taille des génomes, ni à leur ploïdie (Levy & Feldman, 2002; 

Borrelli et al., 2018). Ainsi, on observe une différence modérée entre les espèces à petits génomes (ex : 

A. thaliana ou le peuplier) et les « giga-génomes » de certaines Monocotylédones et des Gymnospermes 

(Figure 10). Même si des variations existent entre les groupes taxonomiques, les effectifs de NBS-LRRs 

se situent dans une fourchette large entre quelques unités et un millier par génome (Figure 10). Quelques 

espèces font cependant exception, comme le pommier ou le blé commun, illustrés par, respectivement, 

les points bleu et jaune les plus élevés (Figure 10), qui ont connu une expansion massive de cette famille. 
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Par ailleurs, le nombre de NBS-LRRs contenus dans les génomes de plantes ne semble pas corrélé au 

degré d’évolution de l’organisme considéré puisque même chez les bryophytes on peut détecter des 

séquences de cette famille de gènes en effectifs comparables (243 et 123 chez, respectivement, S. fallax 

et P. patens) à ce que l’on retrouve chez les Angiospermes évoluées (Xue et al., 2012).  

 

 
Figure 10 - Relation entre le nombre de NBS-LRRs pour une espèce donnée et la taille de son génome. 
Les Bryophytes et plantes archaïques sont représentées en vert, les Angiospermes Dicotylédones en bleu, les 
Monocotylédones en jaune et les Gymnospermes en rouge. Les effectifs et leurs références sont détaillés dans 
l’Annexe 4. 
 

Il est à noter que le dénombrement de cette famille au sein d’une même espèce peut montrer des 

différences significatives en fonction des études. Certaines espèces d’intérêt fondamental et/ou évolutif, 

analysées au cours d’études indépendantes, ont livré des effectifs variables et ceci même chez l’espèce 

modèle A. thaliana (Meyers et al., 2003; Guo et al., 2011; Hofberger et al., 2014; Gao et al., 2018) 

(Figure 11A). Des facteurs tels que (i) le choix du matériel biologique utilisé pour le séquençage 

(différents clones), (ii) le type de données analysées (transcriptomes/génomes complets ou partiels), (iii) 

les caractéristiques des données (complexité des génomes, qualité des assemblages), (iv) la 

méthodologie de détection et d’annotation (prédictions de gènes), sont en mesure d’expliquer de tels 

biais. L’inclusion ou non de séquences tronquées (contenant seulement un ou deux domaines 

caractéristiques des NBS-LRRs) peut également contribuer à ces variations. Des études ciblées ont 

montré que des séquences contenant un ou deux domaines seulement pouvaient jouer un rôle 
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particulièrement important : c’est le cas par exemple de RPW8.1 et RPW8.2, constitués du seul domaine 

RPW8, qui confèrent une résistance à l’oïdium (Xiao et al., 2001), de RBA1 qui ne comporte qu’un 

domaine TIR et qui est capable de reconnaitre l’effecteur bactérien de type III, HopBA1, et d’induire 

une mort cellulaire (Nishimura et al., 2017) ou encore de TN2 associant seulement un domaine TIR et 

un domaine NBS impliqués dans la surveillance de cibles potentielles d’effecteurs (Zhao et al., 2015). 

Ces résultats encouragent donc à réaliser des études les plus exhaustives possibles et par conséquent 

d’intégrer ces séquences tronquées. 

 

 

 
Figure 11 - Variation dans les estimations de NBS-LRRs et distribution des NBS-LRRs dans divers génomes 
de plantes. 
(A) Estimation des effectifs de NBS-LRRs d’une espèce donnée en fonction des études. (B) Pourcentage de NBS-
LRRs organisés en cluster pour un génome donné. Les effectifs et leurs références sont détaillés dans l’Annexe 4. 
 
 
Ces études ont mis également en lumière des ratios extrêmement variables entre TNLs et CNLs selon 

les génomes de plantes considérés. Certains groupes phylétiques ont une répartition équilibrée ou 

légèrement en faveur des TNLs (Brassicaceae ou Rosaceae), d’autres une prépondérance des CNLs 

(Solanaceae) jusqu’au cas extrême des groupes ne disposant plus de TNLs (Monocotylédones) (Annexe 

4).  

Hormis l’intérêt évolutif d’étudier la distribution génomique des NBS-LRRs, la cartographie de ces 

gènes est d’un intérêt majeur pour les sélectionneurs et pour l’utilisation effective de ces sources de 

résistance en arboriculture, sylviculture et agriculture en général. Globalement, la répartition des NBS-
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LRRs n’est pas homogène à travers les différents chromosomes d’un génome (Meyers et al., 2003). 

Même si certains NBS-LRRs se retrouvent isolés (singletons), ils sont essentiellement organisés en 

clusters de taille variable, certains clusters pouvant contenir plusieurs dizaines de NBS-LRRs 

(Baumgarten et al., 2003). Les cytochromes P450 ou les RLKs sont d’autres exemples de grandes 

familles disposant d’une distribution génomique similaire (Schuler & Werck-Reichhart, 2003; Shiu & 

Bleecker, 2003). Ce taux de ‘clustérisation’ des NBS-LRRs reste assez élevé chez de nombreuses 

espèces (Figure 11B) mais son évaluation précise reste largement dépendante de la qualité des 

assemblages et de l’annotation des génomes. On peut noter une similarité importante entre les séquences 

de gènes appartenant à un même cluster. Ceci a pour conséquence, le plus souvent, d’associer le 

positionnement de ces séquences dans la phylogénie et leur localisation physique dans le génome. La 

théorie de mort et naissance des NBS-LRRs (Michelmore et al., 1998) prévoit que le transfert d’un 

NBS-LRR peut s’effectuer à longue distance par duplication segmentale ou crossing-over et que ce 

NBS-LRR va éventuellement se dupliquer en tandem en cas d’expansion adaptative et former un néo-

cluster. Différents mécanismes sont à l’origine de ces expansions et contractions des effectifs et de la 

diversité des NBS-LRRs. 

1.2.6.3 Expansions et contractions des NBS-LRRs 

La famille des NBS-LRRs est extrêmement dynamique. Son expansion chez certaines espèces comme 

le pommier (Malus domestica) s’explique probablement par (i) une duplication globale récente de son 

génome en comparaison avec ses cousins les Prunus, puis sans doute par des duplications locales par 

rapport au poirier (Pyrus x bretschneideri), une espèce encore plus proche (Jia et al., 2015). La sélection 

imposée notamment par la domestication d’espèces telles que le pommier ou le poirier ou par 

l’exposition à une grande variété de pathogènes pourrait expliquer la rétention d’un nombre important 

de NBS-LRRs (Jia et al., 2015). Hormis les duplications de génomes entiers, différents modes de 

duplications sont identifiés comme responsables de l’expansion de cette famille (Baumgarten et al., 

2003). On trouve des duplications en tandem, ectopiques ou segmentales en fonction de l’échelle à 

laquelle s’effectue la duplication (Figure 12) (Leister, 2004). Deux études menées chez trois génomes 

de légumineuses et trois Solanacées ont montré que la majorité des duplications de NBS-LRRs s’opèrent 

à courte distance (duplication locale en tandem) puis, dans une moindre mesure, par duplication 

ectopique et, plus rarement, par duplication segmentale (Shao et al., 2014; Qian et al., 2017). 

Ces processus peuvent avoir des conséquences directes sur le phénotype. Ils peuvent être générateurs 

de diversité par réarrangement de domaines et notamment du domaine LRR mais aussi par intégration 

de nouveaux domaines (Figure 13). La proximité physique des clusters de NBS-LRRs avec d’autres 

protéines liées aux voies de défense combinée avec le processus de duplication locale des NBS-LRRs 

favorise l’intégration de domaines liés aux mécanismes de défense comme les domaines kinase, WRKY, 

HMA, WD40, BED zinc finger… 
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Figure 12 - Mécanismes génétiques intervenant dans l’évolution des gènes de résistance de type NBS-LRR. 
(A) et (B) Les trois types de duplications se produisant chez les NBS-LRRs d’un point de vue spatial (A) et évolutif 
(B). (C) La recombinaison chez les NBS-LRRs : créatrice de diversité mais aussi responsable de pertes de gènes. 
Adapté de (Leister, 2004; Shao et al., 2014; Cardoso-Moreira et al., 2016)  
 
Ces duplications partielles ou complètes sont génératrices de diversité mais aussi de pseudogénisation 

(apparition de décalage de cadre de lecture et de codons stop prématures par exemple) (Figure 13). 
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Figure 13 - Quelques conséquences possibles sur le phénotype exprimé par les plantes suite aux mécanismes 
génétiques mis en jeu par les NBS-LRRs. 
 
L’isolement d’un NBS-LRR issu de recombinaison (singleton) favorisera une nouvelle spécificité de 

résistance du fait qu’il n’est pas soumis à des échanges inter-géniques favorisant l’homogénéisation 

(Figure 12C). Ceci se réalise d’autant plus facilement que la plante en retire un avantage adaptatif en 

réponse à un stress donné. En contrepartie ces gènes ou clusters peuvent être perdus, par divers 

mécanismes génétiques (crossing-over inégal, réparation homologue ou non-homologue) pour des 

raisons de sélection ou de surexpression néfaste pour la plante (Luo et al., 2012). Par leur mobilité, les 

éléments transposables jouent également un rôle important dans le processus de « mort » des NBS-LRRs 

en s’insérant fréquemment dans les régions régulatrices ou directement dans un NBS-LRR provoquant 

une pseudogénisation (Duval et al., 2014). Ainsi ces divers mécanismes peuvent conduire au gain et à 

la perte rapide de centaines de NBS-LRRs entre deux espèces proches et leur ancêtre commun. C’est le 

cas notamment chez le haricot (Phaseolus vulgaris) et le soja (Glycine max) qui ont divergé il y a 19 

Ma (Shao et al., 2014). De même, bien que les deux espèces du genre Oryza, O. japonica et O. indica, 

n’aient divergé que depuis 0.1 Ma, 34% de leurs loci NBS-LRR ne sont déjà plus présents que dans 

l’une d’elles (Wei et al., 2012; Luo et al., 2012).  

Au final, la modularité, le dynamisme génétique, les effectifs ainsi que l’étendue de leur réseau font des 

NBS-LRRs une pierre angulaire de la réponse des plantes aux différents stress (biotiques et abiotiques) 

exerçant une pression constante sur les plantes. Parmi ces menaces biotiques, les nématodes parasites 

des plantes représentent un groupe de pathogènes particulièrement diversifié et agressif. 
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1.3 Les nématodes 

Les nématodes (phylum Nematoda) sont des vers ronds non segmentés ayant colonisé la plupart des 

milieux. La majorité d’entre eux sont parasites et représentent une part importante du règne animal et 

une diversité qui est largement sous-évaluée, avec plus de 26 000 espèces connues (Hugot et al., 2001). 

Ce groupe taxonomique possède son organisme modèle de référence (C. elegans) ainsi que des 

représentants parasitant la plupart des espèces du règne animal jusqu’aux plus évoluées, mais aussi du 

règne végétal, dits nématodes phytoparasites. 

1.3.1 Les nématodes phytoparasites 

Les nématodes phytoparasites causent des pertes massives pour l’agriculture mondiale. Celles-ci, sont 

estimées à plus 150 milliards de dollars par an (Nicol et al., 2011; Singh et al., 2015). Certaines espèces 

sont également impliquées dans des interactions avec d’autres agents pathogènes tels que les virus 

(Demangeat et al., 2010), les bactéries (Rubio-Cabetas et al., 2001) ou les insectes (Mota et al., 2006) 

accentuant l’impact des nématodes phytoparasites. 

Environ 4100 espèces de nématodes phytoparasites sont actuellement décrites (Decraemer & Hunt, 

2006) et appartiennent majoritairement aux ordres Tylenchida et Dorylaimida (Figure 14). Plusieurs 

stratégies de parasitisme, qui ciblent le plus souvent le système racinaire, peuvent être décrites selon la 

localisation et la mobilité du nématode lors de son interaction avec la plante. Les ectoparasites 

demeurent à l’extérieur des tissus végétaux et resteront mobiles pour ponctionner les cellules à l’aide de 

leur stylet. Ce groupe comprend notamment les nématodes vecteurs de virus (genres Xiphinema, 

Longidorus et Trichodorus) qui peuvent transmettre à la plante une charge virale lors de leur nutrition. 

Les semi-endoparasites sont partiellement engagés dans les tissus végétaux avec une ponte se produisant 

à l’extérieur de la plante (Tylenchulus semipenetrans). Enfin, les endoparasites réalisent la majeure 

partie de leur cycle de vie à l’intérieur des tissus végétaux. Parmi ceux-ci on trouve les migrateurs, 

comme les espèces du genre Pratylenchus, et les sédentaires tels que les nématodes à kyste (Globodera 

spp. et Heterodera spp.) et les nématodes à galles du genre Meloidogyne.  
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Figure 14 - Représentation schématique du phylum Nematoda et position des nématodes à galles du genre 
Meloidogyne. 
Parmi les 12 clades, ceux contenant les nématodes phytoparasites sont indiqués en vert et illustrés  avec quelques 
genres majeurs (adapté à partir de (Quist et al., 2015)). Les traits de vie et reproductifs des Meloidogyne sont 
indiqués pour les trois clades principaux (I à III). Adapté de (Holterman et al., 2009) 
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1.3.2 Les nématodes à galles du genre Meloidogyne 

Les espèces endoparasites de nématodes sont les espèces les plus nuisibles à l’agriculture à l’échelle de 

la planète. Parmi celles-ci, les nématodes à galles du genre Meloidogyne se placent en tête par leur 

impact économique et l’intérêt scientifique qui leur est porté (Jones et al., 2013). La distribution 

mondiale des nématodes à galles et leur grande polyphagie expliquent en grande partie cette importance. 

Dès 1965, plus de 5500 espèces de plantes susceptibles d’être parasitées par ce groupe de nématodes 

avaient été répertoriées (Goodey et al., 1965). La plupart des espèces végétales cultivées sont en fait 

touchées par ces parasites. A ce jour 98 espèces appartenant au genre Meloidogyne sont décrites (Jones 

et al., 2013) parmi lesquelles quatre espèces, M. incognita, M. arenaria, M. javanica et M. hapla (Figure 

14) sont responsables à elles seules de 90% des dégâts engendrés par ces nématodes au niveau mondial 

(Barker et al., 1985). M. incognita, dont le génome a été séquencé en 2008 (Abad et al., 2008), est 

l’espèce modèle du genre. Avec les modifications climatiques et les échanges commerciaux accrus, des 

espèces décrites plus récemment telles que M. enterolobii, M. floridensis et M. ethiopica sont en 

émergence. Les nématodes à galles contiennent également les espèces de quarantaine, M. chitwoodi et 

M. fallax, uniquement présentes dans les régions septentrionales sur les espèces annuelles.  

1.3.3 Le cycle de vie et l’anatomie des Meloidogyne 

En plus de leur polyphagie, des paramètres inhérents à leur cycle de vie sont déterminants pour expliquer 

l’impact de ces parasites. En effet, à 25-28°C, ce cycle peut être complété en moins d’un mois chez M. 

incognita. A l’issue de son cycle, chaque femelle est capable de produire environ un millier d’œufs 

(Castagnone-Sereno et al., 2013) qui sont inclus dans une masse gélatineuse disposée à la surface de la 

racine ou dans la racine elle-même (Figure 12). Lorsque les conditions environnementales sont 

favorables, chaque œuf libère directement une larve de 2ème stade (J2) car la mue J1-J2 a lieu dans 

l’enveloppe de l’œuf. Ces J2s sont filiformes et mobiles dans le sol (phase exophyte) et, attirées par les 

exsudats racinaires, elles pénètrent à l’intérieur de leur hôte. Cette pénétration a lieu préférentiellement 

au niveau de l’apex des racines en croissance (début de la phase endophyte). Une fois à l’intérieur, les 

larves migrent entre les cellules en direction de l’extrémité apicale de la racine grâce à l’utilisation 

d’enzymes de dégradation (étape 1 – Figure 15). Après avoir atteint la zone méristématique terminale, 

les J2s effectuent un demi-tour pour remonter le long du cylindre central et trouver un site favorable 

dans celui-ci (étapes 2 et 3 – Figure 15). Les larves vont alors se fixer définitivement (étape 4 – Figure 

15) et induire leur site nourricier constitué de cellules géantes (Khallouk et al., 2011). Le nématode 

injecte des molécules majoritairement produites dans ses glandes œsophagiennes (deux glandes sub-

ventrales et une glande dorsale) via son stylet. Elles induisent des modifications des parois (migration) 

puis des cellules du site nourricier (fixation) de son hôte. En effet par cette action du nématode, la 

machinerie cellulaire végétale est activée et génère, à la suite de divisions nucléaires sans cytodiérèse, 
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des cellules géantes, multi-nucléées, et particulièrement enrichies en nutriments qui favorisent son 

développement et aboutissent à la formation de galles. Dans ce processus, les Meloidogyne détournent 

amplement le métabolisme cellulaire à leur profit pour s’alimenter. Les larves J2 se développent et 

évoluent en stades juvéniles 3 (J3) puis 4 (J4). La mue de ces J4s aboutit au stade adulte femelle 

pyriforme (Figure 15). Ces femelles produisent alors une masse d’œufs qui, une fois libérés, démarrent 

un nouveau cycle (Abad et al., 2008). Des mâles sont présents et leur effectif est d’autant plus élevé que 

les larves J2 sont confrontées à des conditions défavorables de développement (très forte densité rendant 

difficile la nutrition ou mauvais état des racines nourricières de la plante hôte). Les mâles restent 

filiformes, ne s’alimentent pas et quittent la racine. Les variations du sex-ratio reflètent une adaptation 

aux conditions du milieu (Triantaphyllou, 1973).  

 
 
Figure 15 - Cycle de vie de Meloidogyne incognita sur racines de Prunus cerasifera. 
La phase exophyte est illustrée en vert et la phase endophyte en bleu. La larve juvénile mobile de stade 2 (J2) 
migre en 4 étapes : elle pénètre au niveau de l’apex pour descendre (1) vers son extrémité et effectuer un demi-
tour (2) avant de remonter le long du cylindre central (3) et d’atteindre l’emplacement du futur site nourricier (4). 
Les stades juvéniles 3 (J3) et 4 (J4) fixés sont visibles en coupe racinaire avec les cellules géantes. Représentation 
adaptée de (Abad et al., 2008; Khallouk et al., 2011). 
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1.3.4 La reproduction et l’adaptation des Meloidogyne  

Parmi les nématodes à galles, on trouve des espèces parthénogénétiques mitotiques strictes (=clonales) 

dont les trois plus importantes sont, M. incognita, M. arenaria et M. javanica (Figure 14). 

Etonnamment, ce mode de reproduction qui pourrait être considéré comme peu générateur de diversité, 

ne semble pas s’opposer à l’adaptation à une large gamme d’hôte, une distribution géographique étendue 

ou à une capacité à contourner diverses sources de résistances végétales (Castagnone-Sereno & Danchin, 

2014). Une étude menée sur M. incognita a montré que la majeure partie du génome est composée de 

paires de segments homologues mais très divergents qui ont probablement évolué indépendamment en 

l'absence de recombinaison sexuée, ce qui pourrait conférer à ce génome une plasticité que son mode 

de reproduction tend à exclure (Abad et al., 2008; Castagnone-Sereno & Danchin, 2014).  

A l’inverse, une espèce diploïde telle que M. hapla qui pourtant se reproduit par parthénogenèse 

méiotique (en absence de mâles) ou sexuée, modes qui génèrent une diversité génétique plus élevée 

(Thomas et al., 2012), présente une répartition géographique et une gamme d’hôte plus restreinte que 

les espèces précédemment citées.  

Enfin on trouve également chez les nématodes à galles, des espèces amphimictiques telles que M. 

carolinensis ou M. megalyta qui complètent l’éventail des possibilités de mode de reproduction.  

Par ailleurs un autre mécanisme évolutif, indépendant du mode de reproduction, a contribué à 

l’adaptation de ces nématodes aux plantes. Il s’agit d’évènements de transferts horizontaux de gènes 

codant notamment pour des enzymes de dégradation de la paroi végétale, survenus probablement entre 

des champignons et bactéries et l’ancêtre commun du groupe des Tylenchida (Danchin et al., 2010).   

1.3.5 Les effecteurs de nématodes : manipulateurs de 

cellules 

Afin de pouvoir parasiter et manipuler les cellules de leurs hôtes, les Meloidogyne s’appuient sur 

l’utilisation de molécules sécrétées appelées effecteurs. Ces effecteurs présentent une diversité 

importante reflétant la grande variabilité des cibles et des fonctions qui sont visées. Les effecteurs de 

nématodes phytoparasites, et particulièrement des nématodes à galles, font l’objet depuis plusieurs 

années d’efforts importants d’identification et de caractérisation fonctionnelle. Les effecteurs sécrétés 

dans la cellule hôte agissent de façon redondante et coopérative afin de (1) faciliter l’invasion, (2) contrer 

les défenses de la plante en ciblant les composants de la réponse immune de la plante, le trafic de 

vésicules ou la signalisation hormonale et (3) favoriser la croissance et le développement du parasite en 

manipulant les fonctions cellulaires de la plante (Abad & Williamson, 2010). Les effecteurs sont 

produits dans divers compartiments sécrétoires du nématode parmi lesquels les trois glandes 

œsophagiennes sont de première importance. Leurs activités respectives semblent liées au stade de 
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l’infection : schématiquement les deux glandes sub-ventrales agissent dans les phases précoces et la 

glande dorsale plus tardivement pour la maintenance parasitaire dans le temps. Les premiers effecteurs 

identifiés chez Meloidogyne impliquaient des fonctions de dégradation de la paroi cellulaire (cellulases) 

(Rosso et al., 1999), puis des familles telles que les calréticulines et 14-3-3 ont été identifiées (Jaubert 

et al., 2002, 2004). Plus récemment et avec le développement de technologies haut-débit plusieurs 

centaines de protéines sécrétées ont été identifiées dans le genre Meloidogyne (revue par (Truong et al., 

2015)) et ont permis une estimation du ‘secrétome’ de M. incognita à environ 500 protéines (Bellafiore 

et al., 2008). Parmi toutes ces protéines sécrétées, seul un nombre restreint présente des domaines 

protéiques connus. Cependant leur localisation ainsi que des données de silencing ou de sur-expression 

en plante ont permis de suggérer dans quel processus ils pouvaient être impliqués (revue par (Truong et 

al., 2015)). Parmi les effecteurs les mieux caractérisés on retrouve Mi-CRT, une calréticuline ciblant la 

paroi cellulaire (apoplasme) des cellules géantes. L’effecteur Mi-EFF1 est lui retrouvé 

préférentiellement dans les noyaux des cellules géantes et semble être produit uniquement dans les 

stades fixés de M. incognita. Plus récemment, des effecteurs contenant des domaines lectine de type C, 

capables de lier des sucres en présence de calcium, ont été identifiés comme importants pour le 

parasitisme notamment en modulant la réponse immune de la plante (Danchin et al., 2013). L’effecteur 

Mj-FAR-1 chez M. javanica semble promouvoir l’induction des galles et la formation des cellules 

géantes du site nourricier chez la tomate et ainsi permettre le développement complet du nématode 

(Iberkleid et al., 2013). Même si l’on commence à disposer d’une image moins parcellaire des processus 

dans lesquels sont impliqués ces effecteurs, le défi reste d’identifier précisément leurs cibles. Nombre 

d’entre elles ont déjà été identifiées chez des pathogènes moins évolués tel que le modèle bactérien P. 

syringae sur A. thaliana qui illustre bien la diversité des actions combinées réalisées par les effecteurs 

(clivage, protection, phosphorylation, ou uridylylation de protéines hôtes) (Lee et al., 2015). En 

revanche les couples cibles/effecteurs identifiés chez les nématodes tels que elf18/Mi-CRT, scarecrow-

like TF/16D10 ou TIP2/8D05 sont beaucoup plus rares (Huang et al., 2006; Jaouannet et al., 2013; Xue 

et al., 2013). 

Ainsi de nombreux effecteurs sont engagés dans le parasitisme d’une grande diversité d’espèces 

végétales. Parmi celles-ci, on trouve les espèces pérennes du genre Prunus d’une grande importance 

économique et que leur statut de plante ligneuse ne préserve pas des attaques des Meloidogyne. 
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1.4 Le genre Prunus 

En arboriculture, les variétés tout comme les porte-greffes sont impactés de façon récurrente par les 

pathogènes des cultures. Les différentes espèces du genre Prunus qui, au niveau mondial, revêtent un 

intérêt majeur en matière d’ornement mais surtout en matière de production fruitière, ne dérogent pas à 

ce constat. 

1.4.1 Classification et positionnement des Prunus 

Le genre Prunus L. (Rosaceae) compte environ 200 espèces (Chin et al., 2014) dont les productions 

fruitières les plus importantes économiquement sont les pêches, prunes, amandes, abricots et cerises. 

Les Prunus font partie des 30 cultures mondiales les plus importantes en valeurs cumulées de surfaces 

cultivées comme de volumes de production (Tableau 1). 

 
 

Production en milliers de tonnes en 2016  
Monde Afrique Amérique Asie Europe Océanie 1ers producteurs 

Pêches / Nectarines 24976 860 2159 17499 4373 84 Chine - 14469 
Prunes / Prunelles 12051 399 963 8033 2636 20 Chine - 6676 
Abricots 3881 514 102 2409 844 12 Turquie - 730 
Cerises / griottes 3696 21 585 1502 1568 20 Turquie - 792 
Amandes 3214 278 2035 510 318 73 USA - 2003  

 Surfaces cultivées en milliers d'hectares en 2016  
Monde Afrique Amérique Asie Europe Océanie 1ères surfaces 

cultivées 
Prunes / Prunelles 2651 55 82 2120 391 3 Chine - 1961 
Amandes 1866 454 389 350 652 21 Espagne - 545 
Pêches / Nectarines 1640 77 159 1133 259 12 Chine - 839 
Cerises / griottes 654 7 86 243 315 3 Turquie - 107 
Abricots 568 72 8 380 99 9 Turquie - 124 

 
Tableau 1 - Productions et surfaces fruitières cultivées mondiales des principales espèces de Prunus. 
Données FAO – 2016. 
 
 

Les espèces du genre Prunus sont des Angiospermes Dicotylédones appartenant au clade des Rosidae, 

à l’ordre des Rosales et à la famille des Rosaceae (Figure 16). Au sein des Rosaceae, le genre Prunus 

n’est pas définitivement positionné mais côtoie de nombreux genres d’intérêt agronomique comme le 

pommier (Malus), le poirier (Pyrus), ou le fraisier (Fragaria) (Potter et al., 2007) (Figure 16). 

Différentes études basées sur l’ADN plastidial et nucléaire ribosomique (ITS) montrent que, 

contrairement aux Rosaceae, le genre Prunus est un groupe monophylétique (Chin et al., 2014). Son 
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nombre de chromosomes de base est égal à 8 (2n=2x=16) mais la ploïdie de certaines espèces peut varier 

jusqu’à 2n=22x= 176 chez P. laurocerasus (Watkins, 1976).  

 

La classification établie par (Rehder, 1940), admise par de nombreuses études (revue par (Chin et al., 

2014)), divise le genre Prunus en cinq sous-genres :  

† Les Amygdalus qui comprennent notamment des espèces diploïdes comme le pêcher (Prunus 

persica) et l’amandier (P. dulcis) et les espèces sauvages (P. davidiana et P. mira) 

† Les Prunophora ou Prunus senso stricto regroupant les pruniers hexaploïdes (P.domestica, P. 

insititia), tétraploïdes (P. spinosa), ou diploïdes (P. cerasifera, P. salicina) mais aussi les 

abricotiers (P. armeniaca, P. mume, P. brigantina) 

† Les Cerasus avec les merisiers (P. avium) et le cerisier acide (P. cerasus)  

† Les Laurocerasus et (v) les Padus. 

Une liste non exhaustive des différentes espèces de Prunus est présentée en Figure 16. 
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Figure 16 - Position des Prunus dans la classification simplifiée des plantes terrestres et leurs routes 
évolutives. 
Classification combinée simplifiée des plantes terrestres basée sur (Lu et al., 2014) pour les Gymnospermes, (APG 
IV et al., 2016) pour les Angiospermes, (Potter et al., 2007) pour les Rosaceae et (Chin et al., 2014) pour les 
Prunus. L’encadré illustre les routes putatives de migration suivies par différentes lignées de Prunus à partir de 
l’aire d’origine hypothétique (Asie orientale). Les lignées de pruniers eurasiens et américains sont représentées 
respectivement en mauve et bleu, les amandiers en vert et les pêchers en rose – basé sur (Chin et al., 2014).  
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1.4.2 Aire d’origine 

Les Rosaceae ont probablement évolué à partir du continent nord-américain il y a 90 millions d’années 

(Ma) (pendant la période du Crétacé) (Crepet et al., 2004; Potter et al., 2007). Des proto-Prunus ont 

vraisemblablement été dispersés depuis l’actuelle région de Colombie britannique vers l’Asie orientale 

via la bande terrestre de Béring. Le genre Prunus actuel serait apparu il y a environ 61 Ma (tôt dans la 

période Eocène) en Asie orientale. L’Eurasie héberge les plus vieux fossiles d’endocarpes de Prunus 

(55 Ma - P. wutuensis) et le maximum de diversité observée dans ce genre, ce qui est en accord avec 

leur aire putative d’origine (Chin et al., 2014) (Figure 16). Des événements de dispersion et de 

spéciation expliqueraient la distribution actuelle du genre à partir de cette aire. Le sous-genre 

Amygdalus (pêchers et amandiers) s’est disséminé de l’Asie orientale vers l’Asie occidentale il y a 49 

Ma, précédant une diversification et une évolution séparée par le relief himalayen en Asie occidentale 

(Moyen-Orient) pour les amandiers et en Asie orientale pour les pêchers (Watkins, 1976). Les pruniers 

européens (P. spinosa, P. cerasifera et P. domestica) ont pour leur part migré à partir de l’Asie orientale 

plus récemment (31 Ma) (Chin et al., 2014) (Figure 16). Aujourd’hui l’aire de répartition du prunier 

myrobolan (P. cerasifera) s’étend de l’Asie centrale au sud de l’Europe, avec un pic de concentration 

et de diversité autour de la Mer Caspienne (Crimée, Krymsk, Géorgie, Arménie, Iran) (Eremin, 1978). 

1.4.3 Intra et inter-compatibilités  

La production des fruits à noyau est basée sur l’emploi de variétés présentant les caractéristiques 

nutritives/gustatives sélectionnées, greffées sur des porte-greffes leur fournissant vigueur et adaptation 

aux conditions telluriques. Les porte-greffes font l’objet d’une sélection et les améliorateurs peuvent 

s’appuyer sur les capacités d’hybridation et de compatibilité au greffage interspécifiques que possèdent 

la plupart des Prunus. Par ailleurs, l’hybridation interspécifique se produit également à l’état naturel 

notamment entre pêchers et amandiers (Amygdalus) ou entre espèces différentes de pruniers 

(Prunophora). 

Certains facteurs freinent les possibilités offertes aux sélectionneurs et améliorateurs. Ainsi les 

amandiers, cerisiers et certains pruniers sont autostériles par auto-incompatibilité gamétophytique ou 

parfois par stérilité mâle. Les croisements intraspécifiques et le fort niveau d’hétérozygotie permettent 

toutefois d’exploiter une variabilité importante. Ceci est particulièrement vrai pour les pruniers 

myrobolans d’un point de vue adaptatif et morphologique. A l’inverse, les pêchers et certaines variétés 

de pruniers et d’abricotiers sont des autogames préférentiels, ce qui induit une diversité génétique 

moindre. Les programmes de sélection des porte-greffes s’intéressent aux capacités de vigueur, de 

résilience face aux conditions telluriques abiotiques (sécheresse, asphyxie ou calcaire) et biotiques 

(maladies et ravageurs du sol). Vis-à-vis de ces derniers facteurs, les nématodes à galles sont un enjeu 

majeur. Dans la perspective d’obtenir des porte-greffes polyvalents, les capacités de certains Prunus 
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comme le prunier myrobolan à se croiser facilement avec des pêchers, amandiers ou abricotiers 

permettent d’envisager de cumuler un maximum de caractères favorables et d’assurer notamment une 

aptitude plus diversifiée au greffage (Dosba et al., 1994).  

1.4.4 Données génomiques 

Chez les Rosaceae d’intérêt agronomique et ornemental, les génomes de diverses espèces de Fragaria, 

Malus, Pyrus, Rosa et Prunus, ont été obtenus et sont accessibles sur la plateforme ‘Genome Database 

for Rosaceae’ (GDR ; https://www.rosaceae.org/) (Jung et al., 2019). Chez les Prunus, le génome du 

pêcher (P. persica cv. ‘Lovell’) fut le premier à être séquencé (Verde et al., 2013). De par sa taille 

relativement modeste (265 Mb), les nombreux transcriptomes disponibles et les efforts de re-séquençage 

profond (version 2.0.a.1 (Verde et al., 2013)), il est le génome de référence pour les Rosaceae et dispose 

d’un assemblage de très bonne qualité. Par ailleurs le pêcher, étant autogame préférentiel et faisant 

l’objet d’une sélection importante, est fortement homozygote. Contrairement à d’autres Rosaceae des 

genres Malus ou Pyrus, le pêcher n’a pas subi de récente duplication de génome, ce qui en fait une pierre 

angulaire pour les études évolutives (Jia et al., 2015). Plus récemment d’autres génomes du genre ont 

été assemblés : l’abricotier du japon (P. mume (Zhang et al., 2012)), le merisier (P. avium (Shirasawa 

et al., 2017)), un cerisier ornemental (P. yedoensis (Baek et al., 2018)), l’amandier (P. dulcis (Pere Arús 

& Tyler Alioto, com. pers., 2019)) et le prunier domestique (P. domestica (Zhebentyayeva et al., 2019)). 

La diversité de ces ressources et la synténie existant chez les Prunus ont permis une progression rapide 

vers la découverte et la caractérisation des sources de résistance exploitable pour lutter contre les 

nématodes à galles. 

1.5 Prunus – Meloidogyne : modèle pour 

l’interaction plante pérenne ligneuse-

nématode à galles 

1.5.1 Réaction compatible 

Dans la cadre de la réaction compatible entre le nématode à galles et sa plante-hôte, la larve J2 induit au 

niveau du cylindre central l’apparition de cellules géantes. Ces cellules géantes (entre 5 et 7) de ploïdie 

pouvant être supérieure à 64 (Huang & Maggenti, 1969) présentent un cytoplasme extrêmement riche 

en organites, synonyme de métabolisme hyperactif. D’un point de vue macroscopique ces symptômes 

se traduisent par l’apparition de galles sur les racines. Les Prunus infectés par les nématodes à galles 

présentent des caractéristiques similaires, tant au niveau cellulaire qu’au niveau des symptômes 
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externes, à celles décrites chez la tomate qui est un excellent hôte (Khallouk et al., 2011). En effet, chez 

les Prunus, les galles peuvent aussi atteindre des tailles étonnamment importantes malgré la lignification 

des tissus racinaires. Ces déformations provoquent une perturbation de la circulation de la sève brute et 

élaborée ainsi que de l’absorption de l’eau et des nutriments. Les conséquences en sont essentiellement 

un retard de croissance (diamètre du collet, hauteur des arbres, poids de la partie aérienne) (Duval et al., 

2019), une moindre résistance à la sécheresse, un jaunissement et une perte des feuilles et une baisse de 

production de fruits (Figure 17). 

1.5.2 La lutte contre les nématodes à galles en verger 

Les traits de vie des nématodes à galles (endoparasitisme, polyphagie, multiplication exponentielle, …) 

en font des ravageurs extrêmement difficiles à contrôler. Les nématicides chimiques sont les molécules 

les plus toxiques utilisées en agriculture et la plupart d’entre elles ont été retirées du marché en Europe. 

La recherche s’est orientée vers des méthodes alternatives telles que les rotations culturales, l’utilisation 

de plantes à effet antagoniste ou la lutte biologique (organismes prédateurs). Ces méthodes, qui ont 

montré des résultats très contrastés chez les espèces annuelles et/ou maraîchères (Djian-caporalino et 

al., 2019), paraissent peu adaptées au contexte de l’arboriculture fruitière. De ce fait chez les Prunus 

comme chez d’autres espèces pérennes, la résistance (R) variétale issue de sources naturelles reste la 

meilleure alternative. Les facteurs génétiques de résistance (facteurs R) étant relativement rares chez les 

plantes, leur utilisation doit être raisonnée (Djian-Caporalino et al., 2014) afin d’en optimiser la 

durabilité. Vis-à-vis des Meloidogyne, des cas de contournement du gène de résistance Mi1-2 de la 

tomate ont été observés très tôt (Prot, 1984; Castagnone-Sereno et al., 1994; Kaloshian et al., 1996)). 

Les arbres présents en verger pendant de nombreuses années sont particulièrement exposés au risque 

d’apparition de lignées virulentes de ces nématodes (Saucet et al., 2016). L’étude approfondie de ces 

facteurs R et des possibilités permettant d’améliorer leur durabilité, tel le cumul de plusieurs sources de 

résistance dans un même clone (pyramidage), revêt donc un intérêt crucial dans une approche de gestion 

de ces ravageurs à long terme.     

1.5.3 Réaction incompatible Prunus - Meloidogyne 

La notion de réaction incompatible entre le parasite et son hôte renvoie à la présence d’un gène de 

résistance chez l’hôte et à celle d’un gène d’avirulence correspondant chez le pathogène. Ainsi, certains 

clones de Prunus possèdent des facteurs génétiques ou gènes R induisant une résistance qui empêche le 

développement des Meloidogyne. En présence du gène Ma du prunier myrobolan P. cerasifera P. 2175, 

les larves mobiles J2 pénètrent dans la racine selon le même itinéraire de migration que celui décrit dans 

l’interaction compatible entre le nématode et un prunier myrobolan sensible, comme le clone P. 

cerasifera P. 2032, mais échouent dans l’établissement du site nourricier, ce qui entraîne leur mort par 
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incapacité de se nourrir normalement (Voisin et al., 1999). En réponse la plante induit une réaction de 

type hypersensible (HR-like) qui se traduit par la mort cellulaire des cellules entourant la partie 

antérieure du nématode (Khallouk et al., 2011). Les polyphénols sécrétés (Figure 17) suggèrent la 

présence de lignine, de callose ou de protéines de dégradation et de défense. Une étude comparée de la 

dynamique de pénétration et développement de M. arenaria sur P.2175/P.2032 précise cela en montrant 

que, jusqu’à 2 jours post-inoculation, il n’y a aucune différence de comportement du nématode entre 

pruniers sensible et résistant. En revanche, après 4 jours, les plants résistants sont indemnes de larves 

fixées J3 et ont un effectif de J2 endophytes en diminution (Voisin et al., 1999). Le plant résistant, 

indemne de galles mais subissant des nécroses d’hypersensibilité, réagit également en induisant 

l’apparition de nouveaux apex racinaires latéraux en amont des zones de migration du nématode 

(Khallouk et al., 2011). C’est à partir de cette période entre 2 et 4 jours post-inoculation que le processus 

de résistance s’exprime. Chez les Prunus, la résistance aux Meloidogyne est conférée par quelques gènes 

majeurs caractérisés par des spectres d’action différents.   
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Figure 17 - L’interaction Meloidogyne-Prunus. 
(A) Retard de croissance de plants de Prunus sensibles dans une parcelle au Maroc contenant un mélange des 
espèces M. incognita, M. javanica et M. arenaria (D. Esmenjaud, com. pers.). (B) Illustration des réactions 
compatible et incompatible induites respectivement sur Prunus sensible (S, gène Ma absent, à gauche) et résistant 
(R, gène Ma présent, à droite). (C) Coupe racinaire colorée au bleu de toluidine réalisée sur apex racinaire de 
Prunus résistant Ma, 3 jours après inoculation avec M. incognita. On observe notamment une larve J2 bloquée au 
stade filiforme au niveau du cylindre central. (D) Coupe racinaire non colorée observée sous UV réalisée sur racine 
résistante Ma après inoculation avec M. incognita. La réponse locale HR-like de la plante est visible en brun-
orangé autour de la larve J2. (Photos C et D extraites de (Khallouk et al., 2011)). 

J2 
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1.5.4 Les gènes de résistance aux Meloidogyne chez 

les Prunus 

Les premières sources de résistance aux nématodes à galles ont été identifiées dans des cultivars 

asiatiques de pêchers (P. persica) dans les années 60 (Sharpe et al., 1969). Plus tard, cette résistance 

sera attribuée à la présence d’un gène dominant, RMia, conférant une résistance totale aux espèces M. 

incognita et M. arenaria (Claverie et al., 2004a; Esmenjaud et al., 2009). Ce gène n’a pas d’effet ou un 

effet très limité (population dépendant) sur M. javanica (Nyczepir & Esmenjaud, 2007; Duval et al., 

2019). Il est localisé sur le groupe de liaison 2 (LG2) et appartient très probablement à la sous-famille 

des TNLs (Duval et al., 2014). Un pêcher chinois (P. kansuensis) abrite également sur le LG2, un gène 

de résistance à M. incognita nommé PkMi (Cao et al., 2014). Cependant son action vis-à-vis des autres 

Meloidogyne ainsi que sa relation avec le gène RMia sont inconnues. 

Au sein du sous-genre Amygdalus, les accessions ‘Alnem’ d’amandier (P. dulcis) portent le gène majeur 

dominant RMja conférant une résistance totale à M. javanica (Kochba & Spiegel-Roy, 1975). 

Contrairement aux gènes de résistance des pêchers précédemment évoqués, le gène RMja, localisé sur 

le LG7, ne confère aucune résistance à M. incognita. Les gènes de résistance des sources pêchers et 

amandiers ne sont donc pas liées (Van Ghelder et al., 2010). 

Plusieurs résistances ont également été identifiées chez les pruniers. Détecté chez le prunier myrobolan 

(P. cerasifera), le gène Ma a fait l’objet de nombreux travaux ces dernières années car il est le plus 

prometteur. Il confère une résistance totale à plus de 30 espèces et isolats de Meloidogyne (Esmenjaud 

et al., 1994, 1997; Duval et al., 2019). Localisé sur le LG7, Ma a été le deuxième gène de résistance des 

plantes aux Meloidogyne cloné (Claverie et al., 2011) après le gène Mi-1.2 de la tomate (Milligan et al., 

1998). Il appartient à la sous-famille des TNLs mais avec une structure originale qui sera analysée de 

façon plus approfondie. A ce jour aucune espèce de Meloidogyne n’a contourné l’action du gène Ma. 

Un autre gène, Rjap, identifié chez le prunier japonais (P. salicina) présente également un spectre de 

résistance large et une localisation sur le LG7 (Claverie et al., 2004b). Même si aucun marquage fin n’a 

été réalisé sur ce dernier, il est très probable qu’il soit l’orthologue du gène Ma. Enfin un prunier 

myrobolan sauvage chinois (P. sogdiana) porte le gène PsoRPM2 induisant une résistance à M. 

incognita (Zhu et al., 2017). Les différents spectres de résistance et les caractéristiques des gènes 

majeurs identifiés chez les Prunus vis-à-vis des espèces de Meloidogyne sont résumés sur la Figure 18. 
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Figure 18 - Spectres (A) et caractéristiques (B) de la résistance conférée par les gènes identifiés vis-à-vis des 
Meloidogyne chez les Prunus. 
‘R’ Résistant, ‘S’ Sensible, ‘-‘ inconnu. Le gène Mi-1.2 de la tomate est utilisé comme gène de référence externe. 
Pratylenchus vulnus est utilisé comme représentant d’un genre externe aux Meloidogyne. Les références 
bibliographiques sont données dans le texte. 
 

 

 

(A)

(B)

- ouiEffet de la température Non - - - -

LG7 LG6

Virulents Non - - Non - - oui

Localisation (Linkage Group) LG7 LG7 - LG2 LG2

S -

Type de gène TNL TNL TNL TNL TNL - CNL

Pratylenchus 
vulnus

S S - S -

R S

M. hapla R - - - - - S

M. enterolobii R - - S -

- -

M. ethiopica R - - R - R -

M. hispanica R - - R -

S S

M. incognita R R R R R S R

M. floridensis R R - S -

R R

M. arenaria R R - R - R R

M. javanica R R - S -

Lycopersicum
 peruvianum

Ma Rjap PsoRPM2 RMia PkMi RMja Mi-1.2

Prunus cerasifera

P. salicina

P. sogdiana

P. persica

P. kansuensis

P. dulcis
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1.5.5 Le gène Ma : un gène particulier 

1.5.5.1 Propriétés biologiques 

Le gène Ma confère une résistance totale vis-à-vis des espèces de nématodes à galles testées. Il est 

actuellement le gène qui a le spectre le plus large vis-à-vis des Meloidogyne, notamment par rapport au 

gène de référence Mi-1.2 (ou Mi) de la tomate (Figure 18A) (Milligan et al., 1998). Le gène Ma est à 

dominance complète (aucune différence entre homozygotes et hétérozygotes) et son activité n’est pas 

affectée par les hautes températures (Esmenjaud et al., 1997), contrairement au gène Mi-1.2 (Dropkin, 

1969). A la différence de ce dernier également (Castagnone-Sereno et al., 1994), Ma n’est à ce jour 

contourné par aucune espèce de nématodes à galles et sa durabilité a notamment été montrée vis-à-vis 

de M. incognita sur une durée de 4 ans (Khallouk et al., 2013) (Figure 18B). Il agit très probablement 

lors d’une étape critique de la relation plante-nématode à galles, comme l’instauration du site nourricier, 

et permet le déclanchement d’une réponse forte et adaptée. 

1.5.5.2 Caractéristiques structurales 

Le gène Ma est un TNL constitué de 9 exons séparés par des introns de taille variable (Figure 8 et 

Figure 19). Les quatre premiers exons codent respectivement pour les domaines protéiques TIR, NBS, 

NLL, LRR, l’exon dit « NLL » (NBS-LRR Linker) codant pour une séquence faisant le lien entre les 

structures très différentes des domaines NBS et LRR. Les cinq derniers exons codent pour cinq modules, 

séparés par des introns contenant des microsatellites (Claverie et al., 2011). Les similarités relevées 

entre ces cinq modules indiquent qu’il s’agit de cinq exons répétés codant pour cinq modules d’environ 

200-250 acides aminés et présentant une homologie avec les signatures décrites en position C-terminale 

chez les TNLs d’Arabidopsis (Meyers et al., 2003). Cette particularité, au moins pour les TNLs clonés, 

fait du gène Ma un TNL deux fois plus grand que les TNLs dits classiques. Le clonage du gène avec sa 

région promotrice (15 kb) a permis de valider ce gène par transformation d’un clone sensible. Il produit 

un transcrit de 6147 pb (sans les UTRs) et une protéine prédite de 2048 aa (Figure 19) (Claverie et al., 

2011).  
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Figure 19 - Annotation fonctionnelle de la protéine prédite Ma et de quelques TNLs de référence. 
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1.5.6 Ouverture 

L’étude du gène Ma chez le prunier myrobolan a révélé des propriétés biologiques et des caractéristiques 

remarquables soulevant ainsi de nombreuses questions. Le gène Ma est-il vraiment atypique ? Cette 

structure est-elle présente chez d’autres Prunus et plus largement chez d’autres groupes taxonomiques ? 

Pourrait-elle être liée à la propriété de résistance aux nématodes à galles et, dans ce cas, quels seraient 

les déterminants impliqués dans la résistance ? 

Plus largement, la nature et les caractéristiques du module nommé domaine Post-LRR (PL) de par sa 

localisation, restent inconnues. Ce module est-il un composant indispensable au bon fonctionnement 

des TNLs? A-t-il été conservé au cours de l’évolution des plantes et quel pourrait être son rôle ? Toutes 

ces questions appellent des réponses qui permettraient de mieux comprendre le fonctionnement des 

TNLs dans le processus de résistance.  

 

Afin de fournir des éléments de réponse aux questions soulevées ci-dessus, ce travail de thèse développe 

les quatre parties suivantes : 

 

† Les TNLs dans le génome du pêcher et la caractérisation du domaine PL. En prenant 

comme modèle d’étude le génome du pêcher, nous annoterons, au sein de la famille des NBS-

LRRs, les récepteurs immuns de la sous-famille des TNLs et caractériserons structurellement le 

domaine PL. Nous préciserons également la distribution du domaine PL à plus grande échelle 

en exploitant un large éventail de données génomiques. Cette étape nous permettra de savoir si 

la particularité structurelle du gène Ma liée au domaine PL est originale (i) chez les Prunus et 

(ii) plus largement chez d’autres plantes (Angiospermes). D’un point de vue évolutif, nous 

chercherons à savoir à quel moment est apparue et comment s’est développée cette structure et 

proposerons une hypothèse sur son origine.  

 

† Les NBS-LRRs chez les conifères et les traits évolutifs de cette famille chez les plantes 

terrestres. Afin de valoriser l’expertise acquise dans l’annotation des TNLs et PLs associés aux 

espèces pérennes du genre Prunus, nous élargirons nos travaux aux NBS-LRRs présents chez 

d’autres plantes pérennes en abordant notamment l’étude de cette famille dans le groupe 

taxonomique des conifères, représentants majeurs des Gymnospermes. Nous étudierons la 

distribution des deux sous-familles majeures détectées chez les conifères, à savoir les TNLs et 

les RNLs, chez les Gymnospermes mais également chez les autres plantes terrestres. 

 

† Caractérisation du gène RMja chez l’amandier. Du fait de leur localisation sur le même 

chromosome, nous préciserons tout d’abord la relation génétique entre le gène Ma du prunier et 
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le gène RMja de l’amandier. Cette première étape comprend l’identification de la séquence 

complète de la région impliquée dans la résistance aux nématodes à galles chez l’amandier. Elle 

nous permettra de développer une étude comparative entre ces deux gènes dont le spectre de 

résistance est sensiblement différent. D’un point de vue agronomique, la relation génétique entre 

ces deux gènes a une influence sur une stratégie impliquant leur pyramidage dans un même 

porte-greffe afin de conférer une résistance durable aux nématodes à galles.  

 

† Données complémentaires relatives aux mécanismes et déterminants de la résistance 

conférée par le gène Ma. Dans cette dernière partie, nous présenterons nos premiers résultats 

sur les données d’expression du gène Ma et sur les données de diversité de ses allèles et 

orthologues. Ces éléments contribueront, d’une part, à une meilleure compréhension du mode 

de fonctionnement de Ma vis-à-vis des nématodes à galles et, d’autre part, à la localisation des 

régions impliquées dans la résistance et in fine dans sa spécificité. Ils sont aussi susceptibles 

d’apporter des pistes de réflexion sur les partenaires potentiels impliqués dans la réponse 

déclenchée par les TNLs et sur le rôle du domaine PL dans cette réponse. 
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Chapitre 2  : MATERIEL ET METHODES 

2.1 Matériel végétal 

Le matériel végétal de cette étude recouvre essentiellement des variétés de diverses espèces de 

Prunus dont certaines sont utilisées comme porte–greffes. Il comprend notamment diverses 

accessions de prunier myrobolan et prunier japonais conservées dans la collection de l’INRA 

GAFL d’Avignon et qui avaient été phénotypées vis-à-vis des Meloidogyne puis conservées à 

l’UMR ISA (J. L. Poëssel et D. Esmenjaud, com. pers.) (Claverie et al., 2004a,b). La variété P. 

persica cv. ‘Lovell’ utilisée pour le séquençage du génome, sera considérée comme témoin 

sensible pêcher. Les accessions de pruniers myrobolans (P. cerasifera), ‘P. 2175’, ‘P. 1079’ et 

‘P. 2032’ (= variété ‘Myrabi’), seront utilisées respectivement comme porteur hétérozygote du 

gène Ma, porteur homozygote du gène Ma et comme clone sensible dépourvu du gène Ma. Le 

prunier japonais P. salicina cv. ‘J222’ sera utilisé comme porteur du gène Rjap. Enfin, les 

amandiers P. dulcis cv ‘Alnem 1’ (= ‘R1107’) et ‘Lauranne’ ont été utilisés respectivement 

comme porteur homozygote du gène RMja et comme clone sensible hétérozygote dépourvu du 

gène RMja. Pour le marquage fin du gène RMja, des individus hétérozygotes F1 (RMja/rmja1 

et RMja/rmja2) issus du croisement [Alnem 1 x Lauranne] ont été autofécondés en serre et les 

amandes F2 ainsi générées ont été collectés et placées sur milieu de culture pour germination. 

Environ 1500 individus ont été obtenus pour être phénotypés et génotypés. L’ensemble de ces 

clones sont cultivés en serre en condition hors-gel et les clones P. cerasifera P. 2175, P. 2032 

et P. dulcis Alnem 1 sont également cultivés in vitro. 

L’étude concernant les répertoires de NBS-LRRs exprimés chez les conifères a été réalisée sur 

différents tissus issus de sept espèces nord-américaines : l’épinette blanche (Picea glauca), 

l’épinette noire (Picea mariana), le pin blanc (Pinus strobus), le pin gris (Pinus banksiana), le 

sapin baumier (Abies balsamea), le mélèze laricin (Larix laricina) et le thuya occidental (Thuya 

occidentalis). Les plants cultivés en serre âgés de 4 ans ont subi un traitement de stress du type 

sècheresse. Durant ce traitement de 14 jours, la moitié des plants a été arrosée normalement et 

l’autre moitié a été privée d’arrosage.   
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2.2 Matériel animal 

Le phénotypage des individus du croisement F2 d’amandier en ségrégation pour le gène RMja 

a été effectué en utilisant un isolat de l’espèce M. javanica.  Cet isolat a été obtenu par élevage 

d’une masse d’œufs extraite de la population M. javanica “Higuera” initialement prélevée à 

Cabrils (Catalogne, Espagne). Cet isolat a été maintenu en collection sur la tomate Lycopersicon 

esculentum cv. ‘St. Pierre’. L’identité de l’espèce de nématode à galles a été vérifiée par 

électrophorèse estérasique selon la méthode décrite par (Janati et al., 1982). 

2.3 Extractions d’acides nucléiques 

Les protocoles d’extraction d’ADN et d’ARN sur le matériel végétal de type Prunus ont été optimisés 

pour s’affranchir des contaminants fortement présents chez ces modèles et diminuant la qualité et la 

quantité des acides nucléiques obtenus. Les tissus foliaires sont préférentiellement prélevés le matin afin 

d’éviter l’accumulation de sucres présents dans les tissus qui affectent la qualité des extractions. Environ 

100 - 130 mg de jeunes feuilles (d’aspect encore légèrement translucide) ou d’apex racinaires blancs (le 

moins lignifiés possible) constituent un échantillon optimisé contenant un minimum de contaminants 

(lignine, polyphénols, …). Chaque échantillon prélevé est congelé dans l’azote liquide, et soit 

immédiatement utilisé pour en extraire l’ADN ou l’ARN, soit stocké à -80°C.  

2.3.1 Extraction d’ADN de Prunus 

Les échantillons sont broyés à l’aide d’un broyeur à bille (2 minutes – 30 Hz) dans 400 μl de tampon 

d’extraction (fraîchement préparé ou en rajoutant le métabisulfite au dernier moment) (Sorbitol 0.35M ; 

Tris 0.1M ; EDTA 5mM ; métabisulfite de sodium 4g/L ; pH 7.5) par tube. Une fois broyés, 400 μl de 

tampon de lyse (Tris 0.2M ; EDTA 0.05M ; NaCl 2M ; CTAB 2%) et 160 μl de Sarkosyl (5%) ont été 

ajoutés à chaque tube et les tubes ont été mélangés par inversion puis au vortex. Les échantillons sont 

incubés 20 à 30 min à 65°C sous agitation. 660 μl de chloroforme/isoamyl alcool (24 :1) froid (4°C) 

sont ajoutés par échantillon et agités jusqu’à l’obtention d’une émulsion. Les échantillons sont ensuite 

centrifugés 5 min à 15 000 rpm à 4°C. Le surnageant est homogénéisé avec 2 μl de RNAse A (10 mg/ml) 

et incubé 30 min à 37°C. 480 μl d’isopropanol froid sont ajoutés et les échantillons sont laissés durant 

la nuit à –20°C. Les échantillons sont centrifugés à 4°C pendant 10 min à 15 000 rpm. Les culots sont 

lavés au moins deux fois à l’éthanol 70% froid (4°C) préparé avec de l’eau ultra-pure. Les culots sont 

décollés par tapotement pour les rincer. Après séchage, ils sont repris dans 100 μl d’eau ultra-pure stérile 

chauffée à 37°C. 
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2.3.2 Extraction d’ARN totaux de Prunus 

100 à 150 mg de tissus (racines ou feuilles) sont broyés dans l’azote liquide puis repris dans 800 μl de 

tampon d’extraction (CTAB 2.5% ;PVPP 2% ; Tris-HCl pH8 100mM ;EDTA 25mM ; NaCl 2M ; β-

mercaptoethanol 3%) et incubés à 65°C pendant 30 minutes. 800 μl de chloroforme/isoamyl alcool 

(24 :1) sont ajoutés et centrifugés (8 min – 13000 rpm). Le surnageant est repris avec le même volume 

de phénol saturé en tris HCl (pH acide)/chloroforme/isoamyl alcool (25 :24 :1) et laissé sur glace 10 

minutes puis les échantillons sont centrifugés (8 min – 13000 rpm). Le surnageant est repris avec le 

même volume de chloroforme/isoamyl alcool (24 :1) et centrifugé (8 min – 13000 rpm). Le surnageant 

est repris avec le même volume de NaCl 5M et 1 volume d’isopropanol pour être laissé la nuit à -20°C. 

Les échantillons sont centrifugés 20 minutes à 13000 rpm puis les culots sont lavés deux fois à l’éthanol 

70%. Les culots sont séchés puis repris dans 44 μl d’eau ultra-pure stérile RNAse free.  

Les 44 μl d’ARN sont ajoutés à 5 μl de tampon 10X TURBO DNAse Buffer et 1 μl de TURBO DNAse 

puis incubés à 37°C pendant 30 minutes (kit TURBO DNA-free). 5 μl de tampon d’inactivation de la 

DNAse sont rajoutés et incubés pendant 5 minutes à température ambiante. Après centrifugation les 

ARNs purifiés sont dosés au nanodrop et déposés sur gels. Seuls les ARNs purs sans contamination 

d’ADN génomique et présentant des ratios A 260/280 et A 260/230 compris entre 1.9 et 2.2 seront 

conservés pour la synthèse des ADN complémentaires. 

2.3.3 Synthèse des ADN complémentaires (ADNc) et 

clonage pour séquençage  

La synthèse des ADNc est effectuée avec le kit ‘Maxima H Minus First’, en ajoutant 1 μl 

d’amorce spécifique ou d’‘oligo dT’, 1 μl de ‘dNTP mix’ et 13 μl d’ARN total DNA free. 4 μl de tampon 

‘5X RT Buffer’ et 1 μl d’enzyme ‘Maxima H Minus’ sont ensuite rajoutés pour un volume total de 20 

μl ; le tout est ensuite mis à incuber 30 minutes à 50°C puis 5 minutes à 85°C pour inactiver l’enzyme. 

Les ADNc sont stockés au congélateur -80°C pour une utilisation en PCR ou clonage. 

Afin d’obtenir les séquences de fragments amplifiés par PCR avec les amorces SCAR à partir d’ADN 

génomique ou d’ADNc, les produits PCR sont soit directement séquencés en Sanger soit clonés avant 

séquençage en Sanger. Dans ce dernier cas les produits PCR sont analysés sur gel d’agarose (0,8%-2,5% 

TAE) et extraits en utilisant le kit ‘Qiagen QIAquick Gel Extraction Kit’ en suivant les instructions du 

fournisseur sans modifications. Les bandes purifiées sont clonées en vecteur plasmidique avec le kit 

‘pGEM-T vector systems’ en suivant le protocole du fournisseur sans modification. Les fragments 

fraîchement clonés sont utilisés pour transformer des bactéries thermo-compétentes DH5α en utilisant 

les consignes et les réactifs du kit ‘Invitrogen™ Library Efficiency™ DH5α Competent Cells’. Les 

colonies bactériennes blanches récupérées après une nuit à 37°C sont analysées par PCR avec les 
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amorces spécifiques ou amorces des bras du vecteur (amorces universelles T7/SP6) pour vérification et 

remises en culture. La culture bactérienne est récupérée pour réaliser une extraction des plasmides avec 

le kit ‘Qiagen, QIAprep Spin Miniprep Kit’ en suivant les instructions du fournisseur. Les plasmides 

purifiés sont ensuite séquencés en Sanger avec les amorces T7 et SP6 pour une lecture de la séquence 

dans les deux sens (fragments >0,5 kb).  

2.4 Expression du gène Ma  

A partir de jeunes plants de P. 2175 cultivés en condition in vitro, une vingtaine de clones ont été 

transférés pour moitié en boite de Pétri sur milieu gélosé (condition in vitro) et l’autre moitié a été 

acclimatée en conteneur avec du sol préalablement stérilisé (condition in vivo). Pour chacune des 

conditions, 5 plants ont été utilisés comme témoins non inoculés et 5 autres ont été inoculés avec environ 

200 individus de M. incognita au stade infestant J2. Après 3 jours, les racines et les feuilles ont été 

prélevées (entre 100 et 200 mg en poids frais) pour en extraire l’ARN qui est dosé au nanodrop et dilué 

pour obtenir des échantillons d’ARN homogènes à 100 ηg.μl-1. L’ADN complémentaire synthétisé est 

utilisé en PCR quantitative avec le kit 5x HOT Pol EvaGreen HRM Mix 9ROX en suivant les 

spécifications du fournisseur, sur Agilent AriaMx Real-Time PCR System. 

2.5 Génotypage 

Le génotypage de la descendance d’amandier en ségrégation F2 [Alnem 1 x Lauranne] a été réalisé 

essentiellement grâce à des marqueurs de type microsatellites (SSRs) et SCAR. La liste des marqueurs 

utilisés est disponible en Annexe 1. Ces marqueurs se sont avérés utilisables entre les différentes espèces 

de Prunus : dans ce genre, les premières cartes génétiques construites pour le croisement amandier x 

pêcher [Texas x Earlygold] ont servi de cartes de référence pour les différentes espèces des sous-genres 

Amygdalus et Prunophora (Joobeur et al., 1999) (Aranzana et al., 2003). Cette propriété a permis, en 

plus des marqueurs déjà existants, d’utiliser le génome du pêcher ‘Prunus persica genome assembly 

v2.0’ pour définir de nouveaux marqueurs afin de génotyper la descendance F2 d’amandier. Les 

microsatellites ont été marqués par des fluorochromes en 5’ et, après amplification PCR (kit MyTaq 

DNA polymerase), ont été analysés sur un séquenceur 3130xl Genetic analyzer. Les marqueurs SCAR 

ont été amplifiés en utilisant le kit MyTaq DNA polymerase selon les indications du fournisseur avec 

35 cycles (94°C-30 sec ; Tm-30 sec ; 72°C -1kb/min), analysés sur gel d’agarose 1.5% et les produits 

PCR ont été vérifiés en séquençage Sanger. 
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2.6 Phénotypage 

Le phénotypage de 1448 individus d’amandier issus de semis de la descendance F2 en ségrégation 

[Alnem 1 x Lauranne] a été réalisé en serre pendant la période végétative en deux lots. Un premier lot 

de 541 plants a été testé entre mars et octobre 2016 et un deuxième lot de 907 individus a été testé entre 

mars et octobre 2017. Les individus ont été plantés par deux en pots de 5 litres. L’inoculum de M. 

javanica a été produit en parallèle dans des godets de tomates (S. lycopersicum cv. ‘Saint Pierre’) 

inoculées au stade 5 feuilles et cultivées pendant 2 mois. Après ces deux mois la partie aérienne des 

tomates a été supprimée. Dans chaque pot contenant deux plants d’amandier, le contenu d’un godet (sol 

contaminé et système racinaire infesté) a été incorporé. Cette méthodologie permet d’appliquer aux 

plants une pression d’inoculum élevée et continue grâce à la libération séquentielle de milliers de J2s de 

M. javanica. Après 6 mois, les plants ont été extraits de leur conteneur et leur système racinaire lavé et 

examiné. Chaque plant est noté résistant (R) en cas d’absence totale de galles ou sensible (S) en cas de 

présence de galles. Globalement, la notation s’effectue aisément du fait de l’effet fort du gène RMja, les 

plants sensibles portant des symptômes très marqués alors que les porteurs du gène en sont totalement 

indemnes.  

2.7 Analyse de séquences 

De nombreuses interfaces ont été utilisées pour analyser les séquences d’acides nucléiques et d’acides 

aminés générées ou extraites à partir de diverses bases de données (voir paragraphe suivant). 

La prédiction et l’annotation structurelle des gènes ont été réalisées avec FGENESH en utilisant les 

paramètres spécifiques de recherche de gènes dans les espèces Populus trichocarpa et Prunus persica. 

Les fichiers de sortie génèrent ainsi le découpage intron/exon, les sites de début et de fin de transcription 

ainsi que les séquences prédites des transcrits et des protéines associées. 

Les alignements de séquences (acides nucléiques et aminés) ont été réalisés avec CLUSTAL OMEGA 

ou MUSCLE pour les alignements comprenant plus de 20 séquences. Les alignements plus fins ont été 

réalisés avec T-Coffee. Les alignements sont réalisés avec les paramètres par défaut (gap penalty & 

extension) et sont examinés manuellement afin de valider les alignements proposés.  

Les recherches de séquences par similarité ont été effectuées par BLAST. BLASTP a été principalement 

utilisé avec comme ‘Query’ divers NBS-LRRs de référence : les domaines TIR des TNLs N (Q40392.1), 

Ma (CAR94514.1) et RPS4 (CAB50708.1) ; les domaines NBS des TNLs N, Ma et RPS4, du CNL 

Gpa2 (AAF04603.1) ; les RNLs ADR1(BAF00531.1) et NRG1 (AAY54606.1) ; les domaines RPW8 

des RNLs (ADR1, NRG1, RPW8.1 (ACJ05907.1) et RPW8.2 (ACJ72031.1)). Les séquences avec une 

e-value <10-5 ont été analysées en annotation fonctionnelle pour vérifier la présence des domaines 

considérés. La recherche des domaines PL s’est effectuée par BLASTP avec comme ‘Query’ les motifs 
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définis dans notre étude et avec des e-value <30. La stringence de la recherche a été volontairement 

diminuée en raison de la taille et de la conservation restreinte des motifs du domaine PL. Les séquences 

obtenues ont été alignées pour validation manuelle. Alternativement les outils FIMO et MAST (MEME 

suite) ont été utilisés pour effectuer la recherche de motifs PL à travers des jeux de données protéiques. 

Les motifs protéiques ont été identifiés en utilisant MEME avec les paramètres par défaut à l’exception 

(i) de la distribution des sites paramétrée sur ‘any number of repetition’, (ii) du nombre de motifs 

paramétré à 10, (iii) de la taille des motifs définie entre 5 et 30 acides aminés (min-max). Seuls les 

motifs non chevauchants et présents dans une majorité des séquences ont été retenus. 

L’annotation fonctionnelle (identification des domaines protéiques) des nombreuses séquences retenues 

est une étape cruciale de l’étude. Elle s’est donc appuyée sur plusieurs plateformes : dans un premier 

temps une recherche multi-séquences a été effectuée avec les interfaces Pfam (e-value <1), HMMscan 

(e-values 0.01 (model) et 0.03 (Hit)) et SUPERFAMILY. Les entrées Pfam sélectionnées sont 

: NB-ARC (PF00931), TIR (PF01582), RPW8 (PF05659) et LRR 1 à 6, 8, 9, et LRRNT 

(PF00560, PF07723, PF07725, PF12799, PF13306, PF13516, PF13855, PF14580 et PF01462, 

respectivement).  

Les arbres phylogénétiques ont été construits avec MEGA7 ou l’interface ‘phylogeny.fr’ en 

utilisant la méthode de maximum de vraisemblance (ML) PhyML program (v3.1/3.0 aLRT). 

Les modèles de substitution WAG (Whelan and Goldman) et JTT (Jones- Taylor-Thornton) ont 

été sélectionnés et la fiabilité des branches a été supportée par valeur de bootstrap ou en utilisant 

le test aLRT (SH-Like). Les arbres phylogénétiques obtenus ont été dessinés en utilisant 

Dendroscope3. 

La liste détaillée des différents outils informatiques utilisés est présentée en Annexe 2. 

2.8 Données additionnelles et bases de 

données 

L’étude a fait appel à de nombreux protéomes, transcriptomes et génomes de plantes regroupés 

sur diverses plateformes. Lorsque l’outil BLAST était mis à disposition sur ces plateformes, 

celui-ci a été utilisé pour rechercher les différentes séquences d’intérêt. Alternativement, les 

données de transcriptomes ou de peptides prédits ont été téléchargées afin d’utiliser le BLAST 

en local. La liste détaillée des bases de données utilisées et les versions des jeux de données 

testés sont présentées en Annexe 3. 
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Chapitre 3  : LES TNLs DANS LE GENOME 

DU PECHER ET LA CARACTERISATION 

DU DOMAINE POST-LRR 

3.1 Introduction 

Chez le prunier myrobolan (P. cerasifera), le gène Ma possède une caractéristique biologique 

remarquable en raison de la résistance complète qu’il confère vis-à-vis de toutes les espèces de 

nématodes à galles testées. Il est annoté comme un gène de type TNL possédant une extension atypique 

en position C-terminale constituée de 5 exons répétés de tailles comprises entre 537 bp et 789 bp 

(Claverie et al., 2011). Ces cinq exons codent pour cinq domaines présentant des similarités avec 

certaines signatures précédemment identifiées chez des TNLs connus (Gassmann et al., 1999; Dodds et 

al., 2001) et au sein des TNLs d’A. thaliana (Meyers et al., 2003).  

Afin de caractériser l’originalité de la structure du gène Ma et plus largement de ce domaine, nommé 

domaine Post-LRR ou PL du fait de sa position, nous avons dans un premier temps annoté 

structurellement et fonctionnellement l’ensemble du répertoire des TNLs dans le génome du pêcher 

(génome modèle pour les Prunus) dans sa version 1.0 puis dans sa version la plus récente (v2.0). Nous 

avons ainsi identifié, positionné et caractérisé 195 séquences de type TNL et confirmé que ces gènes 

possèdent une distribution majoritairement organisée en clusters. En examinant la région C-terminale 

des TNLs, nous avons mis en évidence en aval des domaines LRR, la présence d'un domaine codé le 

plus souvent par un exon indépendant de celui codant le domaine LRR et caractérisé par trois motifs 

conservés ainsi que par une structure secondaire prédite exclusivement constituée de feuillets β. Le 

premier motif contient notamment un résidu proline extrêmement conservé probablement important 

dans la configuration qu’il donne au motif. Ce motif contient également deux acides aminés aromatiques 

consécutifs tryptophane-phénylalanine (WF) (ou majoritairement YF chez Arabidopsis) qui, de par leur 

chaine latérale pourraient être impliqués dans des liaisons intra ou extra-moléculaires. La deuxième 

signature identifiée séparée du premier motif par un brin β, est elle-même incluse dans un brin β et 

contient principalement des résidus hydrophobes. En dehors de ces résidus, une glycine et une cystéine 

se retrouvent très conservées. Enfin le dernier motif situé à l’extrémité C-terminale du domaine PL 

contient une cystéine et une glycine (CG) conservées (Annexe 6). 

A travers la caractérisation fine du domaine PL, dont on pensait avant cette étude qu’il n’était qu’une 

extension du domaine LRR, nous avons montré que le domaine PL est retrouvé dans les deux tiers 

environ des TNLs chez le pêcher.  
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Dans un deuxième temps, l’utilisation plus large des signatures identifiées a montré qu’une proportion 

assez proche était observée dans les autres génomes de Dicotylédones testés. La recherche du domaine 

PL à travers divers protéomes indique également que ce domaine n’est présent que chez les TNLs.  

Enfin, nos résultats indiquent que les TNLs présentant des domaines PL dupliqués restent marginaux 

(6% des TNLs chez le pêcher). En outre, nous avons montré que la présence de ce domaine en cinq 

copies chez le gène Ma représente une caractéristique très probablement unique chez les Angiospermes. 

3.2 Article publié dans BMC Genomics 

Van Ghelder, C. and Esmenjaud, D. (2016) TNL genes in peach: insights into the post-LRR 

domain. BMC Genomics 17:317. Doi: 10.1186/s12864-016-2635-0. 

 
NB: les données additionnelles liées à cet article sont disponibles aux adresses suivantes: 

https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-016-2635-0#Sec24 

https://datadryad.org/resource/doi:10.5061/dryad.dp20h 

http://www.ebi.ac.uk/ena/data/view/LT555556-LT555568 
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Chapitre 4  : LES NBS-LRRs CHEZ LES 

CONIFERES ET TRAITS EVOLUTIFS DE 

CETTE FAMILLE MULTIGENIQUE CHEZ 

LES PLANTES TERRESTRES 

4.1 Introduction 

Au cours de ces vingt dernières années, de nombreuses études ont caractérisé la famille des NBS-LRRs 

chez divers génomes de plantes, essentiellement des Angiospermes, et plus récemment chez quelques 

organismes archaïques (algues vertes, Bryophytes, …) (Shao et al., 2016; Gao et al., 2018). L’expertise 

acquise concernant l’annotation des TNLs à l’échelle du génome du pêcher a ouvert la voie à un 

élargissement de nos travaux à d’autres plantes pérennes. Ainsi, après avoir fait le point sur le domaine 

PL et ses TNLs associés chez les Angiospermes, nous avons choisi d’étudier les NBS-LRRs chez un 

groupe taxonomique très différent, prépondérant dans les écosystèmes forestiers et pour lequel très peu 

de données relatives à cette famille multigénique sont disponibles : les conifères (Gymnospermes). En 

effet, il s’agit d’un groupe important écologiquement et économiquement mais dont les données 

génomiques disponibles sont parcellaires du fait de la taille et de la complexité des génomes qu’il 

contient.  

Pour ce faire, nous avons analysé les transcriptomes de référence de sept espèces de conifères. L’accès 

à ces données de qualité nous a permis d’identifier et d’annoter plus de 3800 séquences de NBS-LRRs. 

Cette nouvelle ressource revêt une grande importance pour les chercheurs travaillant sur la résistance 

des plantes de par la rareté des séquences disponibles au sein de ce groupe taxonomique.  

Nous avons ainsi pu établir que le répertoire de NBS-LRRs chez toutes les espèces de conifères testées 

était large et varié, avec une prépondérance des TNLs et un nombre important de RNLs. Cette 

caractéristique également mentionnée chez les Rosaceae, nous a conduit à évaluer les effectifs de ces 

deux sous-familles chez divers génomes de plantes. Nous avons montré qu’une relation numérique 

existait entre RNLs et TNLs selon un ratio approximatif de 1 : 10. Ce résultat, s’ajoutant à de récentes 

études fonctionnelles (Qi et al., 2018; Castel et al., 2019), indique que les RNLs sont des partenaires 

privilégiés dans le déclanchement de la réponse immune associée aux TNLs. Par ailleurs, notre étude a 

révélé une grande diversité chez les RNLs constitués de quatre groupes dont un est surexprimé 

précocement en réponse au déficit en eau. Nous avons également noté qu’un déficit en eau prononcé 

chez les conifères avait pour effet de sous-réguler un grand nombre de NBS-LRRs et notamment de 

TNLs. Enfin, notre annotation fonctionnelle des TNLs a révélé une absence des motifs que nous avions 



Chapitre 4 

Page | 101  
 

précédemment identifiés dans le domaine PL des Angiospermes. Par ailleurs, aucune autre signature C-

terminale claire n’a pu être identifiée chez les TNLs de conifères. L’absence de domaines PL chez les 

conifères ainsi que chez des plantes archaïques indique que ce domaine est probablement apparu tôt 

chez les plantes à graines mais n’a connu une expansion adaptative que chez les Angiospermes et plus 

précisément chez les Dicotylédones (Figure 20).  
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Figure 20 - Distribution des TNLs chez 56 génomes et transcriptomes du règne végétal. 
L’histogramme en bleu représente les effectifs de TNLs. En orange, la part (%) que représentent les TNLs par 
rapport au nombre total de NBS-LRRs par espèce. Le panneau latéral droit illustre le pourcentage de TNLs 
disposant d’un domaine PL. Les valeurs et références associées sont indiquées en Annexe 4. La relation 
phylogénétique entre les différentes espèces a été établie avec l’outil ‘Taxonomy Common Tree’ du NCBI, 
disponible à l’adresse : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/CommonTree/wwwcmt.cgi.  
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4.2 Article publié dans Scientific Reports 

Van Ghelder, C. Parent G.J., Rigault, P., Prunier, J., Giguère, I., Caron, S., Stival Sena, J., 

Deslauriers, A., Bousquet, J., Esmenjaud, D. and MacKay, J. (2019) The large repertoire of 

conifer NLR resistance genes includes drought responsive and highly diversified RNLs. 

Scientific Reports 9 :11614. doi: 10.1038/s41598-019-47950-7. 

 

NB : Dans cet article, pour répondre à la demande d’un des reviewers, les termes « NBS-LRR » et « domaine 

NBS » ont été remplacés, respectivement, par « NLR » et « domaine NB-ARC ». 

Les données additionnelles liées à cet article sont disponibles à l’adresse suivante : 

https://www.nature.com/articles/s41598-019-47950-7#Sec22 
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Chapitre 5  : CARACTERISATION DU GENE 

RMja CHEZ L’AMANDIER 

5.1 Introduction 

Le gène Ma présent chez le prunier myrobolan (P. cerasifera) possède un spectre qui contrôle toutes les 

espèces testées à ce jour. Les deux autres gènes identifiés chez les Prunus ont un spectre plus étroit. 

Ainsi le gène RMja de l’amandier (P. dulcis) contrôle l’espèce majeure M. javanica mais ne confère pas 

de résistance à une autre espèce majeure, M. incognita, alors que le gène RMia chez le pêcher (P. 

persica) contrôle M. incognita mais ne contrôle pas M. javanica. L’accès à cette variabilité de spectre 

dans le genre Prunus permet d’envisager à terme l’étude des déterminants qui sont responsables de cette 

‘spécificité’ de résistance vis-à-vis des nématodes à galles. Si les gènes TNL à spectre variable qui nous 

intéressent ont une même origine et donc appartiennent à un même cluster (gènes paralogues ou, mieux, 

orthologues), une approche comparative des déterminants mis en jeu peut être conduite. Du fait que, 

parmi les gènes des Prunus, Ma et RMja sont sur le même groupe de liaison (LG7) (Van Ghelder et al., 

2010), une étude préalable de leur relation génétique a donc été conduite. Nous avons pour cela travaillé 

à la localisation fine de RMja chez l'amandier (P. dulcis). Ce travail s’est appuyé sur le fait, d’une part, 

que l’amandier est très proche du pêcher, espèce de référence dont le génome séquencé est de très bonne 

qualité, mais est également proche du prunier myrobolan (P. cerasifera), porteur de Ma et, d’autre part, 

que la forte synténie entre ces espèces permet une utilisation interspécifique de leurs marqueurs 

moléculaires. 

Afin de nous permettre d’entreprendre cette cartographie à haute résolution du gène RMja, nos 

partenaires de l’INRA d’Avignon ont créé une descendance F2 d’amandier d’environ 1500 individus 

issus d’un croisement entre P. dulcis cv. ‘Alnem 1’, porteur homozygote du gène RMja (RMja/RMja), 

et P. dulcis cv. ‘Lauranne’, sensible (rmja/rmja) à M. javanica. Une première descendance d’environ 

900 plants âgés de 6 mois a été inoculée avec une population de M. javanica au printemps 2016. Nous 

avons réalisé le phénotypage en analysant les symptômes sur l’ensemble de ces plants en fin d’année 

2016. Parallèlement nous avons développé des marqueurs moléculaires de type SSR et SNP en utilisant 

le génome du pêcher et avons génotypé ces individus. Cette première campagne nous a permis de 

produire un marqueur très proche du gène RMja puisqu’un seul individu recombinant a été identifié 

pour celui-ci. Afin de renforcer cette cartographie, nous avons testé avec une approche similaire les 600 

autres individus entre le printemps et l’automne 2017. Cette deuxième phase d’expérimentation nous a 

permis de définir un nouveau marqueur situé de l’autre côté du gène et présentant également un seul 

individu recombinant. La stratégie de cartographie haute-résolution du gène RMja est illustrée en Figure 
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21.

 
 
Figure 21 - Logigramme décrivant la stratégie de localisation et identification du gène RMja chez 
l’amandier P. dulcis cv. ‘Alnem 1’. 



Chapitre 5 

Page | 122  
 

 
Les résultats combinés des deux phases montrent que le gène RMja, inclus entre ces deux marqueurs, 

est localisé dans un intervalle de moins de 100 kb sur le génome du pêcher. Cette fenêtre encadre un 

cluster de 4 TNLs chez le pêcher parmi lesquels se trouve l’orthologue du gène Ma. Le séquençage des 

génomes des clones parentaux résistant ‘Alnem1’ et sensible ‘Lauranne’ et leur alignement sur le 

génome du pêcher nous ont ensuite permis de révéler la présence de 3 gènes seulement dans le cluster 

en question chez l’amandier, dont deux ont une structure altérée. Afin d’obtenir une séquence fiable de 

la zone contenant le gène RMja chez l’amandier, nous avons généré, dans un premier temps, une banque 

BAC du clone ‘Alnem 1’ avec nos partenaires du CNRGV de Toulouse. Grâce à nos marqueurs, nous 

avons sélectionné deux clones BAC contenant la zone d’intérêt et réalisé leur séquençage avec une 

technologie produisant de longs fragments (« long reads »). Leur séquence assemblée, couvrant 336 kb 

du génome de l’amandier, contient le gène RMja. Dans un deuxième temps, une analyse bio-

informatique couplée à des données d’expression nous a permis de conclure que le gène RMja est très 

probablement l’orthologue du gène Ma chez l’amandier. Dans ce cas, le gène RMja présente une 

architecture très similaire à celle de Ma avec cependant des différences marquées localisées 

principalement dans les domaines PLs qui pourraient expliquer la divergence de spectre de résistance 

entre les deux gènes. Plus largement, la comparaison des séquences couvrant le cluster de TNLs chez 

l’amandier avec celles disponibles chez le pêcher (génome) et chez le prunier (séquences BAC issues 

de son clonage dans notre laboratoire ; (Claverie et al., 2011)) nous ont permis d’aborder l’évolution de 

ce cluster de TNLs. Nous avons ainsi pu mettre en lumière les mécanismes génétiques ayant conduit au 

façonnage des structures particulières présentes dans ce cluster. 

5.2 Article publié dans Frontiers in Plant 

Science 

Van Ghelder, C., Esmenjaud, D., Callot, C., Dubois, E., Mazier, M. and Duval, H. (2018) Ma 

Orthologous Genes in Prunus spp. Shed Light on a Noteworthy NBS-LRR Cluster 

Conferring Differential Resistance to Root-Knot Nematodes. Frontiers in Plant Science. 

9:1269. Doi: 10.3389/fpls.2018.01269. 

 

NB : les données additionnelles liées à cet article sont disponibles à l’adresse suivante: 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2018.01269/full#supplementary-material 
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Chapitre 6 : DONNEES COMPLEMENTAIRES 

RELATIVES AUX MECANISMES ET 

DETERMINANTS DE LA RESISTANCE 

CONFEREE PAR LE GENE MA  

6.1 Introduction 

Le locus RMja /Ma offre une opportunité de comprendre les mécanismes et les déterminants guidant un 

processus de résistance particulièrement robuste vis-à-vis des nématodes à galles. En effet, l’étude des 

séquences du gène Ma chez le prunier myrobolan (P. cerasifera) et de ses orthologues chez l’amandier 

(P. dulcis) et le pêcher (P. persica) a montré une grande conservation dans leur structure canonique de 

type TNL mais également dans la structure originale que représentent les cinq domaines PL répétés 

malgré des phénotypes très différents. L’identification des transcrits et l’exploitation de données 

d’expression de Ma ainsi que de ses allèles et orthologues, issus de différents clones et/ou espèces, 

associés à leurs phénotypes respectifs vis-à-vis des nématodes à galles, peuvent contribuer à une 

meilleure compréhension des facteurs impliqués dans la résistance. Hormis le polymorphisme de 

séquence et la présence d’éventuelles isoformes, le niveau d’expression peut également jouer un rôle 

sur l’établissement de la résistance.  

Dans ce paragraphe nous traiterons des résultats qui n’ont pu être intégrés aux articles présentés 

précédemment mais apportent un complément d’information et ouvrent des perspectives de recherches 

et travaux futurs dans cette thématique. 

6.2 Données d’expression du gène Ma chez le 

clone P.2175 (P. cerasifera) et en 

système hétérologue 

Clone P.2175.  Une étude préliminaire consacrée à l’étude de l’expression du gène Ma a été réalisée 

chez le prunier myrobolan P. 2175. Une vingtaine de jeunes plants issus d’in vitro ont été transférés 

pour moitié en boites de Pétri sur milieu gélosé (condition in vitro) et pour moitié en pots contenant du 

sol préalablement stérilisé (condition in vivo). Pour chacune des conditions, 5 plants ont été utilisés 

comme témoins non inoculés et 5 autres ont été inoculés avec environ 200 individus de l’espèce M. 
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incognita au stade infestant J2. Après 3 jours, racines et feuilles ont été prélevées pour en extraire l’ARN 

et synthétiser l’ADN complémentaire pour une analyse en PCR quantitative (qPCR).  

Nos résultats montrent que le gène Ma est exprimé de façon constitutive dans les deux conditions de 

culture et aussi bien en racines (Figure 22A) qu’en feuilles (témoin positif ; T+). L’expérimentation 

complète en condition in vitro, bien que plus lourde, semble être plus reproductible. Ceci s’explique par 

un meilleur contrôle des facteurs de l’environnement mais surtout par un meilleur état physiologique 

des racines. En effet les racines cultivées dans du sol initient plus précocement qu’en condition in vitro, 

une lignification des tissus et synthétisent des composants réduisant l’efficacité des extractions d’acides 

nucléiques particulièrement délicate chez les Prunus. L’expression du gène Ma chez les plants non 

inoculés (expression basale) semble être relativement élevée pour un NBS-LRR (Figure 22B) et 

mériterait d’être comparée à l’expression d’autres NBS-LRRs chez ce clone. En effet les Ct mesurés 

pour Ma (Ct= 27.41 ; σ =1.06), bien que plus élevés que ceux mesurés pour l’actine (Ct= 23.97 ; σ 

=1.10), indiquent que les transcrits sont aisément détectables. Par ailleurs, la quantification relative entre 

témoins et plants inoculés ne semble pas indiquer d’expression différentielle. Après trois jours, le « Fold 

Change » (FC) mesuré n’est pas significativement différent de 1, quelle que soit la condition de culture 

(Figure 22C). Ce temps de trois jours a été choisi du fait (i) que les J2 pénètrent dans les racines dès 

les premières heures de l’infestation et (ii) qu’avant 2 jours aucune différence phénotypique dans le 

processus d’infestation n’est relevée entre plants résistants porteurs du gène Ma et plants sensibles non 

porteurs du gène. Ces éléments suggèrent qu’une différence d’expression du gène Ma pourrait être mise 

en évidence au-delà de 2 jours. Bien que préliminaires, ces travaux soulignent le caractère constitutif et 

le niveau significatif de transcription du gène Ma, ce qui laisse à penser que le gène assure un niveau de 

surveillance élevé au sein de la cellule.  Ces premiers résultats ouvrent la voie à une étude plus large qui 

devra approfondir les données de cinétique d’expression sur des plants obtenus en condition in vitro en 

prenant en compte (i) des temps post-inoculation plus longs, (ii) un nombre plus élevé de réplicats et de 

contrôles (autres gènes du même type) et (iii) des plants de prunier myrobolan sensibles afin d’établir 

un éventuel différentiel entre plants R et S. 
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Figure 22 - Expression du gène Ma chez le prunier myrobolan P.2175 et en système hétérologue chez la 
tomate. 
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(A) Amplification des marqueurs utilisés en qPCR (actine, ACT235000 : 129 bp et Ma, QCT3 : 129 bp) sur ADNc 
issus de racines inoculées avec M. incognita et non inoculées. (B) Moyenne des Ct observés sur les échantillons 
non inoculés. (C) ‘Fold change’ (=2-∆∆Ct) observé 3 jours après inoculation en conditions in vitro et in vivo. (D) 
Construction incluant le gène Ma, utilisée pour transformer des tomates sensibles aux Meloidogyne. (E) Effectifs 
des lignées de tomates (variété WVA106) transformées avec Ma et phénotypées vis-à-vis de M. incognita. 
L’expression du gène Ma est vérifiée pour chacune des 8 lignées sur feuilles et racines (1F/1R à 8F/8R) avec le 
marqueur spécifique CT3 (701 bp). 
 

Système hétérologue. La création de tomates transformées avec le gène Ma a été réalisé par nos 

collègues de l’INRA d’Avignon (GAFL). Le gène Ma avec sa région promotrice, représentant un insert 

d’environ 15 kb, a été utilisé avec un vecteur classique Gateway™ pour réaliser les transformations avec 

Agrobacterium tumefaciens (Figure 22D). Huit lignées stables, représentant 8 évènements de 

transformation indépendants contenant une seule insertion chacune, ont été produites. Environ 20 plants 

par lignée, ainsi que deux variétés sensibles de tomates non transformées (‘WVA106’ utilisée pour les 

transformations et ‘ St Pierre’) et une variété résistante portant le gène Mi-1.2 (‘Piersol’), ont ensuite été 

testées par notre laboratoire vis-à-vis de M. incognita (Figure 22E). Après deux mois, aucune des 

lignées testées n’a présenté de phénotype résistant à ce nématode. L’expression du gène a été vérifiée 

par un marqueur spécifique (CT3) à la fois sur feuilles et racines (Figure 22E). Similairement à son 

expression dans son fond prunier, le transcrit du gène Ma a pu être détecté aisément dans ces deux 

organes et de façon constitutive (Figure 22E).  

De nombreuses hypothèses peuvent expliquer ce résultat comme l’absence ou la mauvaise association 

de la protéine Ma avec des partenaires moléculaires essentiels en amont ou aval de la cascade 

moléculaire. Du fait que la détection de la protéine Ma n’a pas été encore réalisée, une élimination post-

traductionnelle est également possible. L’éloignement entre ces deux groupes taxonomiques (familles 

des Solanaceae pour la tomate et des Rosaceae pour les Prunus) peut aussi être un obstacle important.  

Au cours de notre étude concernant la distribution des sous-familles de NBS-LRRs à travers les plantes, 

nous avons pu constater que la tomate ne possède qu’une trentaine de TNLs et que ceux-ci ne 

représentent que 12% environ du répertoire de NBS-LRRs chez cette dernière (Qian et al., 2017). A 

l’inverse les Prunus possèdent près de 200 TNLs représentant environ 50% des effectifs des NBS-LRRs 

totaux (Jia et al., 2015). Cette tendance, également partagée au niveau de leurs familles botaniques 

respectives (Solanaceae vs Rosaceae), a très certainement influencé la quantité et la diversité des 

partenaires privilégiés impliqués dans la voie de signalisation des TNLs (EDS1, PAD4, …). De même, 

le contingent de RNLs est également réduit : 19 unités chez le pêcher contre 3 chez la tomate (Chapitre 

4.2). Ces différentes pistes pourraient être intéressantes à explorer afin de mieux comprendre les 

mécanismes mis en jeu et contribuer à terme à la possibilité de s’affranchir de cette restriction 

taxonomique pour le transfert de la résistance.  
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6.3 Exploitation de la diversité du prunier 

myrobolan 

Nous avons également initié une approche comparative visant à analyser les variations des séquences 

exprimées de Ma chez diverses espèces de Prunus mais surtout chez le prunier myrobolan au sein d’une 

collection de variétés établie en serre à l’ISA. Ces variétés ont été précédemment phénotypées pour leur 

résistance vis-à-vis des nématodes à galles (présence d’un allèle R ou S de Ma). Elles ont pour origine 

différentes régions d’Europe et du Moyen-Orient et incluent la zone environnant la Mer Noire, proche 

de l’ère native présumée de cette espèce et donc susceptible d’abriter un niveau élevé de diversité 

(Figure 23). Hormis ces variétés et le transcrit du gène RMja désormais connu, nous pourrons également 

nous appuyer sur l’espèce proche prunier japonais (P. salicina) dont l’accession ‘J222’ porte le gène 

Rjap, probablement orthologue du gène Ma et conférant une résistance à toutes les espèces de 

Meloidogyne testées. L’étude de cette diversité allélique devrait nous aider à identifier plus précisément 

les régions du gène indispensables au processus de résistance aux Meloidogyne.  

 
 

 

 

 
 
Figure 23 – Carte illustrant la diversité géographique de la collection de pruniers myrobolans phénotypés 
vis-à-vis de Meloidogyne spp. 
La carte indique également l’origine de P. salicina cv. ‘J222’ (Chine), porteur du gène Rjap, et P. dulcis cv. ‘Alnem 
1’ (Israël) porteur du gène RMja, tous deux très probablement orthologues du gène Ma. Les clones de phénotype 
résistant sont en bleu ; ceux de phénotype sensible sont en rose. La collection contient également 4 autres variétés 
à l’origine inconnue (pissardi-B17, P.1254, P31 P. cerasifera x P. salicina, Korolkowii-B13). Image Google map 
©. 
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Nous avons choisi de ne pas utiliser les séquences génomiques. En effet la taille du gène (>10 kb), la 
présence de séquences microsatellites dans les introns et la possible absence d’expression de certains 
allèles S, nous ont conduit à travailler sur les transcrits de ces allèles. La priorité étant d’obtenir des 
séquences fiables spécifiques de ce locus et de reconstituer le ou les allèles exprimés, des fragments 
d’environ 1kb amplifiés par marqueurs spécifiques et ensuite clonés ont été séquencés dans les deux 
sens (Figure 24). Les difficultés techniques les plus importantes résidaient dans la possibilité que 
certains marqueurs soient trop spécifiques de l’allèle Ma1 cloné et séquencé (pas d’amplification) ou 
ne le soient pas assez (amplification de paralogues présents dans le cluster de Ma).  
 

 
 
Figure 24 - Méthodologie d’analyse de la diversité allélique du gène Ma. 
Les caractéristiques typiques des allèles au niveau génomique et trancriptomique sont indiquées avec la 
méthodologie d’obtention des séquences transcrites.  
 
Les premiers résultats indiquent que toutes les variétés testées et phénotypées R jusqu’à présent, 

possèdent au moins un allèle transcrit constitutivement du gène. Le résultat est plus hétérogène chez les 

variétés sensibles car nous n’avons pu mettre en évidence les transcrits que chez deux des six variétés 

testées. Dans un premier temps, nous avons choisi de nous concentrer sur la zone que nous avons 

identifiée comme étant la plus polymorphe lors de l’étude du gène RMja, à savoir les indels situés en 

région C-terminale des domaines PL3 et PL4. Ces deux indels de neuf nucléotides chacun, sont situés à 

proximité des sites donneurs d’épissage en position C-terminale des exons codant pour les domaines 

PL3 et PL4. Chez les huit variétés résistantes testées, nous n’avons mis en évidence qu’un seul et même 

allèle de résistance ; celui-ci est sans délétion dans les domaines PL3 et PL4 et identique à celui exprimé 

chez P.2175 (Figure 25). Il est intéressant de noter que, malgré son origine éloignée, le clone J222 (P. 

salicina), de spectre de résistance équivalent à celui conféré par Ma, ne semble également exprimer que 

cet allèle.  

A l’inverse, les variétés sensibles présentent des profils plus diversifiés avec tous les cas représentés 

(aucun ou un ou deux allèles exprimés). Si le résultat concernant les allèles résistants suggère que la 

présence des PL3 et PL4 ‘sans délétion’ est associée au large spectre de résistance conféré par Ma, 

d’autres hypothèses doivent être mises en avant pour expliquer les données acquises chez les variétés 

sensibles. Seule l’obtention des séquences intégrales chez ces variétés complétées éventuellement par 

leur profil d’expression pourra permettre d’interpréter ces résultats. Chez les pêchers ‘Lovell’ (variété 
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utilisée pour le génome du pêcher) et ‘Nemared’ (variété portant le gène RMia situé sur le chromosome 

2), seuls des allèles contenant les délétions dans les PL3 et 4 sont présents. Mais dans ces deux variétés 

homozygotes au locus Ma, une isoforme contenant une délétion plus importante dans le PL3 (Figure 

25) a également été mise en évidence par PCR et séquençage, et confirmée par l’analyse de ‘reads’ 

générés sur le pêcher ‘Lovell’ par RNAseq (SRP013437). Il est possible que la délétion située dans le 

PL3 proche du site donneur d’épissage puisse être liée à l’apparition de cette isoforme absente chez 

P.2175. De plus, l’alignement des protéines prédites Ma, RMja et Prupe.7G65400 avec les structures 

secondaires prédites montre que la zone localisée en position C-terminale du PL3, abritant l’indel de 3 

acides aminés Val-Asn-Pro (V1007-N1008-P1009) ainsi que plusieurs mutations (N1012H, H1014P, 

E1020K), est également le siège d’une structure secondaire prédite en hélice α (Annexe 5). 

Par ailleurs, le séquençage des génomes de diverses variétés de pêchers (Pamir, Montclar, Zephir, Wfp, 

Malokonare, Lovell, Summergrand et Nemared) indique un très faible polymorphisme du locus Ma 

(identité > 99.87%) (Henri Duval, GAFL INRA, com. pers.). Cette caractéristique, due à l’autogamie 

préférentielle des pêchers, et le fait qu’aucune résistance n’ait été détectée au locus Ma chez ces derniers, 

sont des facteurs limitant l’intérêt de cette espèce pour notre étude. 

 

A court terme, une approche de capture et séquençage de grands fragments pourrait être une stratégie 

ciblée plus robuste et moins chronophage. Par ailleurs, l’utilisation d’amandiers pourrait également être 

un atout compte tenu de leur niveau d’hétérozygotie plus élevé que celui des pêchers. Ces résultats 

contrastés doivent aussi nous conduire à réfléchir sur le rôle du polymorphisme sur le mécanisme de 

résistance et notamment le spectre restreint du gène RMja. Le dosage des différents allèles et l’influence 

d’éventuelles isoformes sont des facteurs qui ont également été décrits comme prépondérants chez 

certains modèles comme N (Dinesh-Kumar & Baker, 2000) mais qui peuvent s’avérer délicats à révéler 

comme chez RPP5 (Jordan et al., 2002). Enfin des essais de transfert de la résistance Ma par 

transformation du pêcher pourraient apporter des informations sur l’effet du fond génétique du prunier. 
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Figure 25 - Polymorphisme observé au niveau des domaines PL3, PL4 et PL5 au sein de quelques variétés 
de la collection allélique du prunier myrobolan et de variétés d’autres espèces de Prunus diploïdes. 
Les positions des indels sont indiquées sur les séquences par les rectangles blancs. Sur le panneau de droite, les 
rectangles indiquent le spectre de résistance aux Meloidogyne : la couleur bleue correspond à un spectre complet 
(R), la couleur jaune correspond au spectre restreint (R*) du gène RMja et la couleur rose (S) indique la sensibilité 
à toutes les espèces. 
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Chapitre 7 : CONCLUSION GENERALE ET 

PERSPECTIVES 

Les propriétés remarquables du gène Ma chez le prunier myrobolan sont tout d’abord d’ordre 

biologique : elles sont liées à son spectre complet à ce jour et au haut niveau de résistance qu’il confère. 

Notamment aucun contournement n’a encore été observé tant en conditions naturelles que contrôlées et 

Ma n’est pas affecté par un facteur environnemental majeur tel que la température. Cependant la 

robustesse de cette résistance n’a pas été testée en présence d’autres stress biotiques tels que les virus 

ou phytoplasmes. La mise en évidence de ce gène chez les Prunus est particulièrement intéressante car 

la résistance aux nématodes à galles avait été très peu étudiée auparavant dans les espèces pérennes. 

Chez ces dernières, Ma reste le seul gène de résistance aux Meloidogyne cloné à ce jour et constitue 

donc un modèle d’étude.  

Le gène Ma est également remarquable par sa structure. En aval de sa conformation canonique TIR-

NBS-LRR, il possède une région C-terminale constituée de 5 domaines PL répétés qui en fait à notre 

connaissance le plus grand gène cloné à ce jour parmi les NBS-LRRs. Cette particularité a offert 

l’opportunité de développer une étude originale, par une approche bio-informatique, sur la distribution 

et la fréquence d’un tel type de structure C-terminale chez les plantes.  

Nos travaux de thèse ont également bénéficié d’un atout supplémentaire grâce à la mise en évidence du 

gène RMja de résistance aux nématodes à galles chez l’amandier, gène qui confère un spectre différent 

de Ma mais qui lui est orthologue. En effet la disponibilité de Ma, de RMja et de l’allèle sensible porté 

par le pêcher Lovell (variété utilisée pour le génome du pêcher), a ouvert la voie à une approche 

comparative basée sur des séquences à spectre variable.   

Dans ce chapitre, les principaux résultats de nos travaux seront synthétisés et discutés afin d’en tirer les 

conclusions majeures puis nous présenterons les perspectives qui peuvent être mises en avant aux 

niveaux fondamental et appliqué (agronomique). 

7.1 Conclusion générale 

7.1.1 Originalité du domaine PL au sein des NBS-LRRs 

L’originalité structurale du gène Ma a justifié nos travaux de caractérisation fine du domaine PL localisé 

en position C-terminale chez les TNLs, travaux qui ont montré qu’il s’agit d’un domaine à part entière. 

A partir des signatures spécifiques de ce domaine, notre étude a montré que les répétitions de ce domaine 

étaient rares chez les plantes. La présence de PLs multiples chez certaines Rosaceae est 
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vraisemblablement due à des duplications successives d’exons initiées à partir de PL1. Cette 

particularité évolutive est probablement apparue tôt dans l’ordre des Rosales. La structure constituée de 

5 PLs répétés apparaît comme unique à Ma et ses gènes orthologues chez les Prunus et chez les Rosaceae 

apparentées et a été héritée de leur ancêtre commun dans la sous-famille des Spiraeoideae.  

La distribution du domaine PL que nous avons mise en lumière chez les Dicotylédones suggère que ce 

composant est utile au fonctionnement d’une grande partie des TNLs. Le fait qu’il soit retrouvé dans au 

moins un TNL sur deux chez la plupart des Dicotylédones testées laisse à penser qu’il leur apporte un 

avantage adaptatif dans le mécanisme de réponse déclenché par les TNLs.  

Nos travaux ont également établi l’absence du domaine PL chez les conifères. Nous avons révélé que 

ce groupe taxonomique porte un effectif élevé de TNLs même si ce domaine n’est pas requis dans leur 

mode de fonctionnement. 

7.1.2 Implication du (des) domaine(s) PL(s) dans la 

résistance 

Apports des approches de mutagénèse chez les gènes R de type TNL portant un seul domaine PL 

Notre étude sur le domaine PL chez le pêcher a mis en lumière trois motifs principaux. Le 

polymorphisme observé entre les motifs de taille réduite et les structures conservées en brins β semblent 

favoriser une hypothèse selon laquelle ce sont vraisemblablement les structures secondaires du domaine 

plutôt que la nature proprement dite de ses résidus qui sont importants pour donner un atout fonctionnel 

au domaine PL. Mais la conservation chez les différentes plantes testées de certains résidus notamment 

dans le premier motif (résidus proline, tryptophane-phénylalanine ou tyrosine-phénylalanine) délimitant 

la frontière avec le domaine LRR est très certainement requise pour le fonctionnement des TNLs 

disposant d’un domaine PL. Par ailleurs, un crible génétique mené chez Arabidopsis a mis en évidence 

des mutants intéressants sur les TNLs en paire, RPS4/RRS1. En effet certains mutants sushi (suppressor 

of slh1 immunity) présentaient des mutations dans la partie C-terminale de RPS4, Sushi41 (S914F), 

sushi58 (G952E) et sushi32 (G997E) (Sohn et al., 2014). Cette dernière mutation est particulièrement 

intéressante car elle se situe exactement sur un résidu glycine très conservé du deuxième motif que nous 

avons défini. L’utilisation de ces mutants en expression transitoire avec RRS1 et les effecteurs PopP2 

ou AvrRps4 ne conduit pas à une réaction de HR ou à la reconnaissance des effecteurs. Ces données 

suggèrent donc fortement que ce domaine joue un rôle dans la réponse immune, potentiellement par des 

interactions avec RRS1 ou d’autres partenaires (Sohn et al., 2014). Plus récemment, le domaine PL de 

RPS4, nommé CTD pour ‘C-terminal domain’, a fait l’objet d’expériences d’échanges entre les paires 

de TNLs RPS4/RRS1 et RPS4B/RRS1B (Ma et al., 2018). Cette étude confirme l’implication directe 

ou indirecte des résidus identifiés chez les mutants sushi dans le déclanchement de la réponse induite 

par l’un ou l’autre des effecteurs. Il apparait que la complémentarité entre le domaine PL de RPS4 et la 
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région correspondante chez RRS1 est importante mais aussi que l’interface créée s’inscrit dans une 

configuration plus large à respecter pour préserver la réponse de la plante aux effecteurs. Le domaine 

PL serait donc a minima impliqué dans les mécanismes de dimérisation des TNLs dont on sait qu’ils 

sont essentiels au déclanchement de la réponse immune de la plante (Mestre & Baulcombe, 2006; 

Schreiber et al., 2016). 

En examinant les huit couples différents de TNLs fonctionnant en paire et arrangés en face à face dans 

le génome d’Arabidopsis tel RRS1/RPS4  (Narusaka et al., 2009), nous pouvons dégager un profil 

particulier. En effet dans chaque paire, le TNL disposant d’une structure et des motifs canoniques avec 

un domaine TIR capable de déclencher à lui seul une HR possède toujours un domaine PL avec des 

motifs très conservés. A l’inverse, l’autre TNL de chaque paire, portant des structures atypiques et/ou 

un ID, ne possède pas de domaine PL ou possède un PL avec des résidus, habituellement conservés dans 

les signatures, absents. Dans ce contexte d’hétérodimérisation, il semble qu’un domaine PL canonique 

(avec les signatures spécifiques) soit toujours requis chez le premier TNL de la paire.  

En complément de la suppression totale ou de l’échange du domaine entier, il serait utile de développer 

une stratégie plus ciblée de mutation dirigée vers les résidus précédemment évoqués dans un ou plusieurs 

TNLs modèles. L’importance du PL serait confirmée si ces mutants par exemple n’induisent plus ou 

que partiellement le déclanchement de HR ou au contraire induisent des phénomènes d’auto-activation. 

 

Apports de l’étude de polymorphisme entre espèces et clones de Prunus de la région post-LRR à 

PLs multiples (locus Ma) 

La localisation puis l’identification du gène RMja nous ont permis de progresser dans l’identification 

des déterminants impliqués dans la résistance aux nématodes à galles. En effet, l’obtention de la 

séquence de l’amandier au locus Ma, ajoutée à celles déjà disponibles du pêcher et du prunier 

myrobolan, permet de révéler le polymorphisme entre trois accessions répondant différemment vis-à-

vis de ces ravageurs. D’une façon surprenante, la structure globale de ce gène reste très conservée chez 

les trois espèces, produisant un transcrit de taille supérieure à 6 kb soit environ 2 fois la taille d’un 

transcrit de TNL standard. Ce n’est donc pas un polymorphisme de taille marqué, avec par exemple des 

domaines PL tronqués ou absents, qui explique des spectres de résistance aussi différents entre formes 

alléliques des gènes chez ces trois espèces. Le faible polymorphisme observé est en accord avec des 

travaux qui montrent qu’une seule mutation dans le domaine LRR peut entrainer une perte ou une 

amélioration de la reconnaissance de l’effecteur (Bakker et al., 2014; Segretin et al., 2014). Même si 

notre analyse a permis de localiser quelques mutations dans les domaines TIR, NBS et NLL, l’essentiel 

du polymorphisme entre Ma et RMja se trouve dans la région entre la partie C-terminale du domaine 

LRR et le domaine PL4. En croisant les données relatives au polymorphisme entre Ma et ses orthologues 

et aux pressions de sélection (ratios Ka/Ks) opérant sur les différents domaines, la zone PL3-PL4 

apparait comme celle qui a le plus de chances d’être impliquée dans la résistance aux nématodes à galles. 



Chapitre 7 
 

Page | 155  
 

De plus, l’épissage alternatif mis en lumière uniquement chez les deux clones de pêchers et les structures 

secondaires identifiés dans cette zone tendent à confirmer l’intérêt d’étudier plus en détail cette région. 

Il faut noter que les variétés résistantes Ma de prunier myrobolan et Rjap du prunier japonais possèdent 

un allèle particulier qui ne porte aucune des deux délétions fréquemment observées chez PL3 et PL4 et 

concernant deux indels de trois acides aminés (résidus valine-asparagine-proline et aspartate-glutamate-

lysine). Des résultats de génotypage et phénotypage d’un grand nombre de variétés permettraient de 

répondre à l’hypothèse d’une implication de ce(s) motif(s) dans la résistance complète des pruniers. A 

titre d’exemple, Mi-1.2 conférant la résistance à certaines espèces de Meloidogyne chez la tomate, 

possède un homologue identique à 91%, Mi-1.1, mais qui ne confère pas de résistance (Milligan et al., 

1998). Parmi les mutations entre ces deux homologues, les auteurs suggèrent que les trois acides aminés 

consécutifs (résidus asparagine-lysine-glycine) localisés dans le LRR de Mi-1.2 pourraient être 

impliqués dans la reconnaissance du nématode (Hwang & Williamson, 2003). Dans notre étude il est 

vraisemblable que la résistance à spectre incomplet, qui différencie l’amandier Alnem 1 du pêcher 

sensible Lovell, ne dépend que de quelques mutations (98.78% de similarité entre RMja et 

Prupe.7G65400). Il n’est toutefois pas exclu que cette résistance soit également influencée par d’autres 

facteurs tels la présence de partenaires moléculaires ou le niveau d’expression des isoformes présentes. 

Nos résultats vont dans le sens d’une hypothèse selon laquelle i) les déterminants de la résistance 

seraient localisés dans la région post-LRR et ii) le spectre de résistance dépendrait d’un polymorphisme 

relativement modéré dans cette dernière. Une zone plus ciblée, située au niveau des domaines PL3 et 

PL4, pourrait être liée au spectre complet de la résistance portée par les pruniers.  

 

Les TNLs contenant plusieurs domaines PLs 

Si la distribution du domaine PL plaide en faveur d’un rôle générique chez les plantes à fleur, apportant 

probablement un atout fonctionnel, le caractère exceptionnel des gènes dotés de répétitions de PLs 

suggère qu’ils correspondent davantage au profil des domaines « leurres » (‘Decoy/Integrated domains’) 

(van der Hoorn & Kamoun, 2008). Alors que les PLs répétés de Ma et RMja ne portent pas tous les 

motifs conservés de ce domaine, il est possible que ces répétitions permettent la configuration d’une 

structure impliquée dans les propriétés remarquables de résistance aux nématodes à galles. Le 

polymorphisme observé sur certains motifs des PLs de Ma ou RMja par rapport aux signatures décrites 

dans notre étude semble aller dans ce sens. Par ailleurs, la conservation de cinq PLs avec des dimensions 

très similaires chez Ma et ses orthologues à travers diverses espèces de Prunus et au-delà sont des 

éléments en accord avec une structure où chaque élément individuel aurait son importance. Chez 

Arabidopsis certains TNLs impliqués dans des mécanismes de leurre possèdent des structures atypiques 

et/ou des domaines intégrés tels RRS1 (Le Roux et al., 2015), RRS1B, CHS3 ou WRKY19 mais ne 

possèdent pas de domaine PL. Chez cette même espèce un seul TNL, VICTL (AT5G46510), possède 

deux domaines PL. Ce gène est retrouvé dans un cluster de quatre TNLs dont le plus proche paralogue 
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ou gène tandem, VICTR ou ACQOS (AT5G46520), est impliqué à la fois dans l’arrêt de la croissance 

racinaire et la fermeture des stomates induite par l’acide abscissique, et dans un mécanisme de 

compromis entre résistance à un stress biotique (bactérien) et de sensibilité à un stress abiotique (stress 

osmotique) (Kim et al., 2012; Ariga et al., 2017). Même si le rôle de VICTL n’est pas très clair dans ce 

système complexe, il nous renvoie à la possible implication de paralogues de Ma/RMja dans le processus 

de résistance mais également dans la probabilité que ce locus soit impliqué dans d’autres mécanismes 

physiologiques (adaptation aux stresses abiotiques, balance hormonale).  

7.1.3 Origine et évolution des NBS-LRRs et du 

domaine PL 

L’origine et l’évolution des NBS-LRRs font depuis quelques années l’objet de nombreuses études (Shao 

et al., 2016, 2018; Urbach & Ausubel, 2017). Les études phylogénétiques ont permis d’identifier leur 

origine (Gao et al., 2018), leur processus de formation et d’évolution (Yue et al., 2012) mais aussi de 

situer cette famille multigénique par rapport aux récepteurs immuns (NOD-like) chez les animaux 

(Urbach & Ausubel, 2017). Les TNLs apparaissent très tôt dans la lignée végétale (Gao et al., 2018). 

En recherchant la distribution du domaine PL, nous avons pu mettre en évidence l’absence de ce 

domaine chez la plupart des plantes ayant divergé avant les Angiospermes. L’étude d’un jeu de données 

conséquent chez les conifères, dont les NBS-LRRs avaient été jusqu’ici peu étudiés, a été cruciale pour 

mettre en lumière cette caractéristique. Nos résultats ont apporté des éléments pour identifier le point 

d’apparition de ce domaine. Il semble que toutes les Dicotylédones ayant des TNLs, même en effectif 

réduit, disposent de domaines PL. A l’inverse, parmi les plantes ayant divergé avant les Angiospermes, 

seul le G. biloba, qui possède un répertoire relativement important de TNLs (environ 130) (Gao et al., 

2018), présente quelques domaines PL (Annexe 7). Cette donnée illustre une acquisition partielle du 

domaine chez certaines plantes anciennes mais surtout une expansion adaptative précoce chez les 

Angiospermes Dicotylédones. Du fait de la disparition des TNLs chez les Monocotylédones (Tarr & 

Alexander, 2009), le domaine PL est également absent de ce groupe taxonomique. 

La question de l’apparition du domaine PL, formé soit de novo (issu de séquences non codantes puis 

sélectionné) ou soit par intégration d’un domaine préexistant, reste ouverte. Chez certaines protéines 

LRR-kinase, nous avons retrouvé, en position N-terminale du domaine LRR, une similarité avec le 

motif 1 défini chez le domaine PL (Annexe 8). Ces protéines présentes dans des plantes archaïques 

(Aquilegia caerulea: Aqcoe6G120200.1.p, Physcomitrella patens : Pp3c6_19730V3.1.p, Sphagnum 

fallax : Sphfalx0065s0013.1.p) dont les TNLs ne possèdent pas de domaine PL, pourraient avoir initié 

l’acquisition du premier motif par recombinaison entre domaines LRR de ces kinases et certains TNLs. 

Cet évènement aurait précédé une élongation du domaine et lui aurait ainsi conféré un avantage 

adaptatif. Cependant cela reste spéculatif en raison de la taille et de la spécificité réduite du motif en 
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question. L’analyse future de données trancriptomiques et génomiques chez d’autres groupes 

taxonomiques tels les fougères ou d’autres Gymnospermes (Cycadaceae, Gnétales) pourrait nous 

permettre d’affiner le portrait évolutif de ce domaine. Cependant, si aucun domaine PL n’est retrouvé 

dans ces groupes, la question restera ouverte du fait que l’espèce G. biloba est une impasse évolutive. 

Les conclusions d’ordres structurel, évolutif et fonctionnel liées au domaine PL sont résumées dans la 

Figure 26. 

 
A l’image de ce qui est observé chez les algues vertes, les effectifs des différentes sous-familles de NBS-

LRRs sont variables selon les groupes taxonomiques, incluant même la disparition de certaines sous-

familles. L’analyse des répertoires de ces sous-familles nous a permis de remarquer des effectifs 

importants de TNLs et RNLs chez les deux groupes taxonomiques très éloignés des conifères et des 

Rosaceae. Ces données nous ont conduit à proposer l’hypothèse d’une corrélation quantitative entre les 

effectifs de RNLs et TNLs chez de nombreuses plantes. Au regard du dynamisme de cette famille de 

gènes, les RNLs et les TNLs ont donc subi des expansions et contractions vraisemblablement 

coordonnées ayant abouti à un ratio approximatif de 1:10. Cette relation génomique est à mettre en 

perspective avec les études fonctionnelles récentes qui ont montré le lien entre TNLs en amont et RNLs 

en aval pour déclencher une réponse immune adaptée de la plante chez des modèles bien décrits tels que 

N ou RPS4/RRS1 (Qi et al., 2018; Castel et al., 2019). Les auteurs soulignent l’implication des RNLs 

ADR1, déjà identifié comme intervenant dans la tolérance à la sècheresse (Chini et al., 2004), et NRG1, 

comme plateforme agissant en aval des NBS-LRRs pour induire une réaction immune. Notre travail 

chez les conifères a mis en lumière certaines séquences RNL précocement réactives au stress occasionné 

par un déficit en eau et potentiellement impliquées dans l’adaptation à ce stress abiotique. A l’image 

d’ADR1, ces séquences pourraient également être associées à la réponse générale des NBS-LRRs aux 

stress biotiques. Ces résultats complètent ainsi un peu plus le portrait des partenaires essentiels au 

fonctionnement de la réponse déclenchée par les TNLs et laissent entrevoir des possibilités nouvelles 

de transfert de la résistance à des espèces jusque-là trop éloignées taxonomiquement. Plus 

spécifiquement dans le cas du gène Ma, un ou plusieurs RNLs, dont une grande partie se trouve 

également sur le chromosome 7, pourraient être des partenaires privilégiés dans la réponse déclenchée 

par ce gène. 
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Figure 26 - Diagramme regroupant les données et hypothèses concernant le domaine PL chez les TNLs. 
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7.2 Perspectives 

Nos travaux de caractérisation du domaine PL ont permis d’apporter de nouvelles connaissances 

(Figure 26) même si on ignore toujours le rôle et/ou la fonction précis de cette structure. Les établir est 

une perspective prioritaire de nos travaux futurs et ne sera possible qu’en menant à bien plusieurs 

approches complémentaires. Une première approche est une étude comparative complétant celle que 

nous avons initiée dans notre travail (Chapitre 6) mais basée sur un nombre élevé de séquences alléliques 

provenant d’accessions de phénotypes de résistance connus. Une autre approche est mécanistique et 

basée sur des échanges, délétions ou modifications de séquences chez des formes alléliques résistantes 

et sensibles au locus Ma. 

7.2.1 Exploitation des séquences alléliques et des 

données d’expression 

L’acquisition d’une cinétique précise d’expression du gène Ma par PCR quantitative en regard de 

l’infection par le nématode pourrait permettre de préciser l’étape où le gène agit préférentiellement. La 

connaissance de cette étape couplée aux données trancriptomiques disponibles chez les différents stades 

parasitaires de Meloidogyne orienterait dans un second temps la recherche d’un type d’effecteur agissant 

de façon plus ou moins précoce dans l’induction du site nourricier.  

La détermination des séquences alléliques/orthologues de Ma, résistantes et sensibles, associées aux 

données d’expression permettrait de préciser les déterminants pouvant être impliqués dans la résistance 

aux nématodes à galles. Avec le recul des données obtenues, une approche de type RNAseq sur les 

clones P2175 (R) et P2032 (S) de P. cerasifera sous deux conditions (inoculés avec M. incognita et non 

inoculés) nous aurait donné les profils d’expression des allèles résistants et sensibles mais aussi des 

différentes isoformes et des autres partenaires potentiels chez les Prunus (kinases, RNLs, EDS1, …). 

Les modifications engendrées par l’infestation avec M. incognita pourraient ainsi être détectées pour la 

première fois chez une espèce pérenne ligneuse et mises en perspective avec les profils d’expression 

disponibles chez d’autres espèces de plantes d’intérêt agronomique (Solanaceae) infectées par ce 

nématode (Bagnaresi et al., 2013; Shukla et al., 2018).  

7.2.2 Modification de la région PL chez Ma (approche 

mécanistique)  

Afin de mieux comprendre les raisons fonctionnelles qui sous-tendent la structure atypique du gène Ma, 

une stratégie de modification des domaines PL apparaît pertinente. Même si la transformation chez les 

Prunus, l’insertion d’un gène de cette dimension et le phénotypage par inoculation in vitro de nématodes 
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restent des opérations délicates, cette approche est sans doute la plus fiable pour tester différentes 

constructions dans un fond génétique idoine. Une approche, initiée dans notre laboratoire et basée sur 

du clonage modulaire facilitant l’assemblage de fragments d’ADN dans l’ordre désiré (Engler et al., 

2014), doit permettre de produire des constructions alternatives du gène Ma pour leur test ultérieur après 

transformation et production de ‘hairy roots’ chez un Prunus sensible. Cela permet notamment de 

réaliser des inversions entre des domaines ou régions régulatrices chez des allèles résistant et sensible 

Ma. La délétion d’un (ou plusieurs) domaine(s) PL(s) peut également permettre de savoir si ces 

domaines sont requis pour la résistance même si une réponse négative serait surprenante en raison de la 

conservation de cette structure. Une approche plus ciblée centrée sur le domaine PL3 et sa partie C-

terminale contribuerait à identifier si cette zone joue un rôle dans la détermination du spectre de 

résistance, qu’il soit complet ou plus étroit.   

7.2.3 Recherche des partenaires moléculaires du gène 

Ma 

Une stratégie de ‘Knock-out’ par ‘genome editing’ (Ilardi & Tavazza, 2015) ou de ‘silencing’ par VIGS 

(Cui & Wang, 2017) chez le clone P.2175 de P. cerasifera, porteur du gène Ma, en ciblant des 

partenaires candidats tels la lectine kinase située en amont du cluster de Ma ou certains RNLs, nous 

permettrait de tester l’obtention d’un éventuel phénotype sensible chez cette accession. Dans un 

deuxième temps, l’identification de tels partenaires ouvrirait la voie à une étude d’interaction entre ceux-

ci et la protéine Ma ou plus spécifiquement une région de cette protéine. Une approche de double hybride 

/ BiFC devrait conduire à la détection de telles interactions.  

L’étude du gène Ma dans un système hétérologue faciliterait également la compréhension de ce système. 

L’absence de résistance aux nématodes à galles chez la tomate transformée avec Ma suggère de travailler 

sur des plantes sensibles aux nématodes à galles qui soient taxonomiquement plus proches des Prunus. 

De telles plantes doivent imposer des contraintes techniques moindres que les Prunus et posséder un 

répertoire de TNLs plus développé que celui des Solanaceae. Arabidopsis, ou l’espèce Medicago 

truncatula, encore plus proche botaniquement des Prunus, semblent répondre à ces critères.  

7.2.4 Utilisation des TNLs modèles afin de comprendre 

le rôle du domaine PL 

D’un point de vue plus fondamental, le décryptage du (ou des) rôle(s) du domaine PL chez les TNLs 

serait une avancée décisive dans la compréhension du fonctionnement global de ces récepteurs 

cytoplasmiques. Les travaux réalisés sur la paire RPS4/RRS1 (Ma et al., 2018) soutiennent l’hypothèse 

d’une interaction du domaine PL de RPS4 avec son vis-à-vis chez RRS1 contribuant à la dimérisation 
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des deux protéines. Cependant, il est possible que ce ne soit pas le rôle principal du domaine PL à 

l’image du domaine TIR, également engagé dans la dimérisation et remplissant d’autres rôles 

indépendants (Bernoux et al., 2011). Mais contrairement aux domaines TIR, NBS et LRR qui ont pu 

bénéficier des travaux conduits chez les animaux (respectivement les récepteurs Toll de la drosophile, 

les domaines NACHT chez les métazoaires ou les récepteurs membranaires chez de nombreux modèles), 

la présence exclusive du domaine PL chez les TNLs impose une approche mécanistique plus spécifique. 

Générer des mutants ciblés au niveau des résidus présents dans les motifs 1, 2 et 3 (paragraphe 7.1.2) 

chez des TNLs modèles apparait comme une stratégie permettant d’amorcer cette thématique. La paire 

RPS4/RRS1 est un système hétérogène de TNLs bien étudié impliquant l’intervention d’au moins deux 

effecteurs différents. L’agro-infiltration en feuille de tabac de RPS4 doté d’un PL muté, en même temps 

que le partenaire RRS1 et les effecteurs PopP2 et AvrRps4, est en mesure de nous aider à identifier les 

résidus requis pour le déclanchement d’une HR ou éventuellement ceux prévenant par une réaction 

d’auto-immunité l’implication de ces motifs. La mutation de ces mêmes résidus chez N, autre TNL 

modèle chez le tabac, est susceptible de contribuer à une meilleure interprétation des résultats sur un 

système sensiblement différent. En effet N s’oligomérise mais existe sous deux isoformes, toutes deux 

essentielles à la réalisation du processus de résistance, dont une seule dispose du domaine PL (Dinesh-

Kumar & Baker, 2000). 

Cependant, si l’on veut élucider plus précisément le rôle du domaine PL, la stratégie ambitieuse à 

privilégier serait, dans un premier temps, la recherche d’interactants intra-moleculaires (domaines TIR, 

NBS ou LRR) par double hybride par exemple et, dans un deuxième temps, la recherche d’interactants 

extra-moléculaires par co-IP ou pull down en couplage avec une spectrométrie de masse.  

7.2.5 Applications 

Dans une optique plus finalisée, transférer le gène Ma chez le pêcher, espèce de grande importance 

économique, et connaître son activité dans ce fond génétique serait une avancée significative. En effet 

cela permettrait notamment de savoir si un autre facteur appartenant au prunier est requis pour conférer 

cette résistance au pêcher. A plus long terme, l’identification de partenaires du gène Ma pourrait 

contribuer à la réussite du transfert de la résistance portée par ce gène dans des espèces éloignées 

taxonomiquement à l’image du transfert de la résistance conférée par RPS4/RRS1 réalisé avec succès 

chez des Solanaceae (Narusaka et al., 2013). En effet la co-transformation des divers intervenants dans 

les processus de résistance devrait permettre à terme de franchir certaines barrières taxonomiques. 

L’identification des déterminants de la résistance chez Ma ouvrirait la voie à la conception et la création 

d’une nouvelle génération de gènes R, un objectif dont les premières applications pourraient être 

obtenues très prochainement (Kourelis & van der Hoorn, 2018).    

Sur le plan strictement agronomique, il convient de signaler que nos résultats, suggérant de façon quasi-

certaine pour Ma et RMja le statut de gènes orthologues, apportent des éléments nouveaux pour la lutte 
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contre les Meloidogyne chez les arbres fruitiers à noyau. En effet les nouveaux porte-greffes de Prunus 

sont souvent obtenus par hybridation interspécifique. La création de porte-greffe à résistance forte et 

élevée vis-à-vis des nématodes à galles peut ainsi s’appuyer sur le pyramidage des gènes issus des 

différentes espèces utilisées. Mais dans cet objectif, le gène RMja, en tant que membre du cluster Ma, 

ne constitue pas une ressource aussi intéressante que l’on pouvait l’imaginer a priori car il a une même 

origine et met en jeu vraisemblablement un mécanisme de reconnaissance identique ou proche. Cette 

stratégie de pyramidage reste toutefois justifiée pour les couples de gènes génétiquement indépendants, 

Ma+RMia et RMja+RMia. Dans ce contexte, les hybrides prunier-pêcher Ma+RMia confèrent une 

double protection vis-à-vis de toutes les espèces à l’exception de M. javanica, M. floridensis et M. 

mayaguensis (contrôlés uniquement par Ma). Les hybrides amandier-pêcher RMja+RMia portent quant 

à eux une double protection vis-à-vis de M. arenaria et M. ethiopica, une protection simple vis-à-vis de 

M. incognita, M. javanica et M. mayaguensis mais restent sensibles à M. floridensis. A terme, la 

structure unique de Ma devrait vraisemblablement permettre de mettre en évidence un mécanisme inédit 

de défense des plantes vis-à-vis de ravageurs évolués tels que les nématodes à galles. Les 

caractéristiques biologiques remarquables que cette structure confère à Ma sont un atout essentiel dans 

la lutte contre ces nématodes. Il est probable que la connaissance de ce mécanisme ouvrira des 

perspectives de transfert de la résistance portée par ce gène à d’autres espèces végétales et contribuera 

à une gestion durable de ces bioagresseurs. 
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ANNEXE 1 
Liste des différents marqueurs moléculaires (amorces) utilisés dans le marquage fin du gène RMja. 
 

NOM TYPE SEQUENCE Fluorochrome 

CPSCT004-F 
CPSCT004-R Microsatellite GCTCTGAAGCTCTGCATTGA 

TTTGAAATGGCTATGGAGTACG 
NED 

CPPCT039-F 
CPPCT039-R Microsatellite GCACCAGTTCTTCGTCATCTC 

GCATGCATAAAACCTTTATTGG 
PET 

CPPCT050-F 
CPPCT050-R Microsatellite CAGGACTAGCAAAGCCGAAG 

CGGAAATGGAAACGGTTTAG 
FAM 

LRR65-F 
LRR65-R Microsatellite AGAGGATAGGGAGCAACTCATT 

CGGAAGAATCTAGAGAGACTGACA 
FAM 

LRR25-F1 
LRR25-R Microsatellite GGCTTGCAATCAAATCAACA 

GTGAATTGAATGCGACCACA 
FAM 

LRR5-F 
LRR5-R Microsatellite CGGCAGCAGAGGACAATTAT 

TTCTCAACGTCTCAGGGTGT 
FAM 

TIRRMjaGC3F 
NBSRMjaGC3R SCAR GCCAACCTCTCGGGATATGAT 

AGTCCCTATACGACTCATGTTGGAT 
- 

PL3F 
PL4F 
PL5R1 
PL5R2 
PL5R3 

SCAR 

GGTAGGATCATCTAGTATAACTGGC 
GGTATCATCTAGTAGGCCTAGCAG 
AAGAGAGACAAGGTATCAATGTATT 
GTTATATATGGAGTGACGATCAAAG 
AGATTGTTGCCGAGGAGTCAT 

- 

EPISLRRF 
PL2F2-RC SCAR TACCTGAAAGCATCTCTCAGC 

AATAATGAGGAGTCGATGTGA 
- 

ORF5F 
LRRF1-RC SCAR AAGAACAGCAGGACATGTTTC 

AGGATTAGCTGCTCAAGGTT 
- 

TIRRMjaGC2F 
NBSRMjaGC2R SCAR GCCGAAGGATTTGATCTGAC 

CCTTTAAATCATCATTTGAGAATG 
- 

TIRRMjaGC1F 
TIRRMjaGC1R SCAR CCATTTCGACACTCTTGAAAGC 

ACCTCTTACATCAAATCCTGAGAGG 
- 

ENDKIN-F 
ENDKIN-R SCAR CCACTTGAGGAAGAAGAGGAG 

AGGAGGTTTGGGTGGTCAT 
- 

KIN35-F1 
KIN35-R1 Microsatellite ACGCTTGTTGCGCTCTTAAT 

CGCGCAAACTCATAAAGACA 
PET 

CPPCT022-F 
CPPCT022-R Microsatellite CAATTAGCTAGAGAGAATTATTG 

GACAAGAAGCAAGTAGTTTG 
VIC 

CPSCT026-F 
CPSCT026-R Microsatellite TCTCACACGCTTTCGTCAAC 

AAAAAGCCAAAAGGGGTTGT 
NED 

UDP98-405F 
UDP98-405R Microsatellite ACGTGATGAACTGACACCCA 

GAGTCTTTGCTCTGCCATCC 
PET 

ACTPrupe.2G235000F1 
ACTPrupe.2G235000R1 qPCR GAAGATCAAGGTGGTGGCAC 

GATGGCCCAGACTCGTCATA 
 

CT3F 
CT3R SCAR AGCAACATTGTAAATCCTGTAAATC 

CGATCAAAGTCCCATTTCTCATC 
 

QCT3F 
QCT3R qPCR AGCAACATTGTAAATCCTGTAAATC 

AAACCACTCCAGAGTGATGCTTGAA 
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ANNEXE 2 
Liste des logiciels utilisés dans les différentes études présentées dans ce manuscrit. 
 

Nom Type Lien Référence 

BLAST Recherche de séquences 
par similarité 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi 

et LOCAL 
Altschul, S.F., 1997 

Clustal Omega 
MUSCLE 
T-Coffee 

Alignement de 
séquences 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/
msa/ 

The EMBL-EBI bioinformatics web 
and programmatic tools framework. 

2015 

Dendroscope 3 Créateur d’arbres 
phylogénétiques LOCAL Huson, D.H. & Scornavacca, C. 2012 

FGENESH Prédicteur de gènes http://www.softberry.com/ Solovyev V, et al. 2006 

HMMscan Annotation fonctionnelle 
de protéines 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/h
mmer/search/hmmscan Potter, S.C. et al., 2018 

IGV Visualisation de génome 
(génome browser) LOCAL Robinson, J.T., et al., 2011 

InterProScan Annotation fonctionnelle 
de protéines 

https://www.ebi.ac.uk/interpr
o/search/sequence-search Mitchell et al. 2019 

i-tasser Prédicteur de structure 
3D 

https://zhanglab.ccmb.med.u
mich.edu/I-TASSER/ Yang, J., et al. 2015 

Jpred 4 Prédicteur de structure 
secondaire 

http://www.compbio.dundee.a
c.uk/jpred4/ Drozdetskiy A, et al., 2015 

MEGA7 Phylogénie et 
alignement LOCAL Kumar, S. et al., 2015 

MEME suite Recherche de motifs http://meme-
suite.org/index.html Timothy L. et al., 2009 

Pfam Annotation fonctionnelle 
de protéines http://pfam.xfam.org/ El-Gebali, S., et al. 2019 

Phylogeny.fr Phylogénie http://www.phylogeny.fr/ Dereeper A., et al., 2008 

SPDBV v4.1.0 Visualisation de 
structure protéique 3D LOCAL Guex, N., et al., 1996 

SUPERFAMILY Annotation fonctionnelle 
de protéines 

http://beta.supfam.org/sequen
ce/search Pandurangan, A.P. et al., 2018. 
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ANNEXE 3 
Liste détaillée des bases de données dont sont issus les données additionnelles utilisées dans les 
différentes études du manuscrit. 
 

Espèces et 
versions des 

données 

Bases de 
données Liens 

Amaranthus 
hypochondriacus v1.0 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Amborella trichopoda 
v1.0 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Ananas comosus v3 PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Aquilegia coerulea 
v3.1 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Arabidopsis lyrata 
v2.1 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Arabidopsis thaliana 
Araport11 TAIR https://www.arabidopsis.org/ 

Arachis duranensis 
LIS - legume 
Information 
System 

https://legumeinfo.org 

Artocarpus camansi 
Acamansi1.0 

NCBI Genome 
information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/brows
e/#!/overview/ 

Boehmeria nivea 
ASM293701v1 

NCBI Genome 
information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/brows
e/#!/overview/ 

Brachypodium 
distachyon v3.1 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Brassica rapa FPsc 
v1.3 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Cajanus cajan 
LIS - legume 
Information 
System 

https://legumeinfo.org 

Cannabis sativa 
ASM341772v2 

NCBI Genome 
information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/brows
e/#!/overview/ 

Capsella rubella v1.0 PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Carica papaya 
ASGPBv0.4 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Chara braunii  
Cbr_1.0 

NCBI Genome 
information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/brows
e/#!/overview/ 

Citrullus lanatus 
97103 v2 CuGenDB http://cucurbitgenomics.org/ 

Citrus sinensis v1.1 PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Coffea canephora v1.0 Sol Genomics 
Network https://solgenomics.net/ 
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Cpsicum annuum cv 
CM334 1.55 

Sol Genomics 
Network https://solgenomics.net/ 

Cucumis melo DHL92 
v4.0 CuGenDB http://cucurbitgenomics.org/ 

Cucumis sativus v1.0 PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Cycas revoluta  
PRJNA255888 TSA 
GBJU01.1 

NCBI Sequence 
Set Browser https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/ 

Ephedra trifurca 
PRJNA255888 TSA 
GBKT01.1 

NCBI Sequence 
Set Browser https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/wgs/ 

Ficus carica  
F.carica_assembly01 

NCBI Genome 
information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/brows
e/#!/overview/ 

Fragaria vesca v1.0 
ab initio gene proteins 

GDR - Genome 
Database for 
Rosaceae 

https://www.rosaceae.org/ 

Ginkgo biloba  
Gb.pep.fa TM011 Guan et al. 2016 http://gigadb.org/dataset/100209  

Glycine max 
Wm82.a2.v1 

LIS - legume 
Information 
System 

https://legumeinfo.org 

Kalanchoe laxiflora 
v1.1 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Klebsormidium nitens 
ASM70883v1 

NCBI Genome 
information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/brows
e/#!/overview/ 

Linum usitatissimum 
v1.0 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Malus  domestica V1.0 
predicted peptides 

GDR - Genome 
Database for 
Rosaceae 

https://www.rosaceae.org/ 

Marchantia 
polymorpha v3.1 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Medicago truncatula 
Mt4.0v1 

LIS - legume 
Information 
System 

https://legumeinfo.org 

Morus notabilis 
ASM41409v2 

NCBI Genome 
information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/brows
e/#!/overview/ 

Musa acuminata v1 PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Nicotiana 
benthamiana v1.0.1 

Sol Genomics 
Network https://solgenomics.net/ 

Oryza sativa v7_JGI PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Phaseolus vulgaris 
LIS - legume 
Information 
System 

https://legumeinfo.org 

Phoenix dactylifera 
DPV01 

NCBI Genome 
information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/brows
e/#!/overview/ 
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Physcomitrella patens 
v3.3 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Picea abies v1.0 
UPSC CONGENIE http://congenie.org/ 

Pinus taeda v1.0 
TreeGenes CONGENIE http://congenie.org/ 

Populus trichocarpa 
v3.0 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Prunus avium genome 
v1.0 proteins 

GDR - Genome 
Database for 
Rosaceae 

https://www.rosaceae.org/ 

Prunus persica v2.0.a1 
all transcript peptide 

GDR - Genome 
Database for 
Rosaceae 

https://www.rosaceae.org/ 

Pyrus  bretschneideri  
Rehd v1.0 hybrid 
proteins 

GDR - Genome 
Database for 
Rosaceae 

https://www.rosaceae.org/ 

Salix purpurea v1.0 PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Selaginella 
moellendorffii v1.0 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Solanum lycopersicum 
ITAG release 3.20 

Sol Genomics 
Network https://solgenomics.net/ 

Solanum 
pimpinellifolium  
LA1589 

Sol Genomics 
Network https://solgenomics.net/ 

Solanum tuberosum 
PGSC DM v3.4 

Sol Genomics 
Network https://solgenomics.net/ 

Sorghum bicolor 
v3.1.1 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Sphagnum fallax v0.5 PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Vitis vinifera 
Genoscope.12X 

PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Zea mays Ensembl-18 PHYTOZOME 
v12.1 https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html 

Ziziphus jujuba  
ZizJuj_1.1 

NCBI Genome 
information 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/brows
e/#!/overview/ 
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ANNEXE 4 
Liste détaillée des tailles de génomes et des effectifs de NBS-LRRs et de leur taux de clustérisation et 
références associées. Conifères (C), Monocotylédones (M), Dicotylédones (D), Rosides (R), Astérides 
(A). 
 

Taxonomie Nom de l'espèce Génome 
(Gb) 

NBS-
LRRs TNLs 

% de 
clusterisa

tion 
Références 

Algue verte  Klebsormidium nitens  - 7 3 - (Gao et al., 2018) 

Algue verte  Nitella mirabilis  - 10 0 - (Gao et al., 2018) 

Algue verte  Coleochaete 
orbicularis  - 28 0 - (Gao et al., 2018) 

Marchantiophyta   

Marchantia 
polymorpha 
(Hépatique des 
fontaines) 

0.28 33 0 - (Gao et al., 2018) 

Bryophyte Sphagnum fallax 
(Sphaigne) 0.45 243 38 - (Gao et al., 2018) 

Bryophyte  Physcomitrella patens 
(Mousse) 0.47 123 10 - (Gao et al., 2018) 

Tracheophyte   Selaginella 
moellendorffii  0.10 17 0 - (Gao et al., 2018) 

Gymnosperme   Ginkgo biloba  11.75 255 127 - (Gao et al., 2018) 

Gymnosperme C  Thuya occidentalis 
(Thuya occidental) - 486 317 - (Van Ghelder et al., 2019)  

Gymnosperme C  Larix laricina (Mélèze 
laricin) - 633 343 - (Van Ghelder et al., 2019)  

Gymnosperme C  Picea glauca (Epinette 
blanche) 20.00 506 279 - (Van Ghelder et al., 2019)  

Gymnosperme C  Picea mariana 
(Epinette noire) 17.50 725 379 - (Van Ghelder et al., 2019)  

Gymnosperme C  Pinus strobus (Pin 
blanc) 31.20 560 339 - (Van Ghelder et al., 2019)  

Gymnosperme C  Pinus taeda (Pin à 
torches) 22.00 679 247 - (Gao et al., 2018) 

Gymnosperme C  Pinus banksiana (Pin 
gris) 21.50 486 250 - (Van Ghelder et al., 2019) 

Gymnosperme C  Abies balsamea (Sapin 
baumier) -  338 150 - (Van Ghelder et al., 2019) 

Angiosperme Amborella trichopoda  0.87 106 10 - (Gao et al., 2018) 

Angiosperme M  Spirodela polyrhiza  0.16 81 0  - (Gao et al., 2018) 
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Angiosperme M  Zea mays (Maïs) 2.00 149 0 -  (Gao et al., 2018) 

Angiosperme M  Zea mays (Maïs) 2.30 129 0 -  (Li et al., 2010) 

Angiosperme M  Sorghum bicolor 
(Sorgo commun) 0.73 245 0 -  (Velasco et al., 2010) 

Angiosperme M  Sorghum bicolor 
(Sorgo commun) 0.73 211 0 -  (Paterson et al., 2009) 

Angiosperme M  Sorghum bicolor 
(Sorgo commun) 0.73 245 0 -  (Li et al., 2010) 

Angiosperme M  Oryza sativa (Riz) 0.39 508 0 -  (Li et al., 2010) 

Angiosperme M  Oryza sativa (Riz) 0.39 486 0 -  (Gao et al., 2018) 

Angiosperme M  Oryza sativa (Riz) 0.39 519 0  - (International Rice Genome 
Sequencing Project, 2005) 

Angiosperme M  Oryza sativa (Riz) 0.39 535 0 -  (Zhou et al., 2004) 

Angiosperme M  

Brachypodium 
distachyon 
(Brachypode à deux 
épis) 

0.36 316 0 -  (Gu et al., 2015) 

Angiosperme M  

Brachypodium 
distachyon 
(Brachypode à deux 
épis) 

0.36 239 0 -  (Li et al., 2010) 

Angiosperme M  Aegilops tauschii 
(Egilope) 4.30 842 0 - (Gu et al., 2015) 

Angiosperme M  Triticum urartu (Blé 
rouge sauvage) 4.94 570 0 -  (Gu et al., 2015) 

Angiosperme M  Triticum aestivum 
(Blé) 17.00 2237 0 -  (Gu et al., 2015) 

Angiosperme M  Hordeum vulgare 
(Orge commune) 5.30 409 0 -  (Gao et al., 2018) 

Angiosperme M  Hordeum vulgare 
(Orge commune) 5.30 420 0 -  (Gu et al., 2015) 

Angiosperme D  Aquilegia coerulea 
(Ancolie bleue) 0.31 230 0 - (Gao et al., 2018) 

Angiosperme D A Carica papaya 
(Papaye) 0.37 54 10 -  (Porter et al., 2009) 

Angiosperme D A Carica papaya 
(Papaye) 0.37 44 -  72 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D A Helianthus annuus 
(Tournesol) 3.60 630 -  -  (Radwan et al., 2008) 

Angiosperme D A Nicotiana benthamiana 
(Tabac benthamiana) 3.10 345 -   - (Brendolise et al., 2017) 

Angiosperme D A Nicotiana benthamiana 
(Tabac benthamiana) 3.10 233 -  25 (Hofberger et al., 2014) 
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Angiosperme D A Solanum tuberosum 
(Pomme de terre) 0.84 447 70 82.1 (Qian et al., 2017) 

Angiosperme D A Solanum tuberosum 
(Pomme de terre) 0.84 438 77 73.24 (Jupe et al., 2012) 

Angiosperme D A Solanum tuberosum 
(Pomme de terre) 0.84 402  - 59 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D A Solanum lycopersicum 
(Tomate) 0.95 255 31 68.77 (Qian et al., 2017) 

Angiosperme D A Solanum lycopersicum 
(Tomate) 0.95 326 40 -  (Andolfo et al., 2014) 

Angiosperme D A Solanum lycopersicum 
(Tomate) 0.95 219 -  57 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D A 
Solanum 
pimpinellifolium 
(Tomate groseille) 

0.81 355 45 -  (Andolfo et al., 2014) 

Angiosperme D A Capsicum annuum 
(Piment) 3.50 306 16 66.15 (Qian et al., 2017) 

Angiosperme D R Vitis vinifera (Vigne) 0.49 315 26 -  (Gao et al., 2018) 

Angiosperme D R Vitis vinifera (Vigne) 0.49 535 111 -  (Yang et al., 2008) 

Angiosperme D R Vitis vinifera (Vigne) 0.49 341 -  -  (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Vitis vinifera (Vigne) 0.49 294 -  70 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D R Lotus japonicus 
(Lotus) 0.48 158 60 -  (Zhang et al., 2011) 

Angiosperme D R Medicago truncatula 
(Luzerne) 0.50 571 275 88.21 (Shao et al., 2014) 

Angiosperme D R Medicago  truncatula 
(Luzerne) 0.50 333 156 -  (Ameline-Torregrosa et al., 2007) 

Angiosperme D R Phaseolus vulgaris 
(Haricot commun) 0.59 337 103 83.69 (Shao et al., 2014) 

Angiosperme D R Phaseolus vulgaris 
(Haricot commun) 0.59 376 106 -  (Meziadi et al., 2016) 

Angiosperme D R Glycine max (Soja) 1.12 465 178 74.73 (Shao et al., 2014) 

Angiosperme D R Glycine max (Soja) 1.12 429 146 -  (Zhang et al., 2011) 

Angiosperme D R Glycine max (Soja) 1.12 392 - -  (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Glycine max (Soja) 1.12 319 116 -  (Kang et al., 2012) 

Angiosperme D R Glycine max (soja) 1.12 372 - -  (Velasco et al., 2010) 
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Angiosperme D R Cajanus cajan (Pois 
d'Angole) 0.83 289 112 71.01 (Shao et al., 2014) 

Angiosperme D R Fragaria vesca 
(Fraisier) 0.24 346 153  - (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Prunus mume 
(Abricotier japonais) 0.28 475 224 -  (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Prunus persica 
(Pêcher) 0.27 443 194 -  (Jia et al., 2015; Van Ghelder & 

Esmenjaud, 2016) 

Angiosperme D R Pyrus bretschneideri 
(Poirier) 0.53 617 342 -  (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Malus domestica 
(Pommier) 0.74 992 268 -  (Velasco et al., 2010) 

Angiosperme D R Malus domestica 
(Pommier) 0.74 1303 664 -  (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Linum usitatissimum 
(Lin) 0.37 147 98 -  (Kale et al., 2013) 

Angiosperme D R Cannabis sativa 
(Cannabis) 0.83 234 -  -  (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Ricinus communis 
(Ricin commun) 0.35 130 34 -  (Zhang et al., 2011) 

Angiosperme D R Populus trichocarpa 
(Peuplier de l'ouest) 0.49 402 125 -  (Kohler et al., 2008) 

Angiosperme D R Populus trichocarpa 
(Peuplier de l'ouest) 0.49 416 88 -  (Yang et al., 2008) 

Angiosperme D R Populus trichocarpa 
(Peuplier de l'ouest) 0.55 402 -   - (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Populus tremula 
(Tremble) 0.44 419 99 -  (Gao et al., 2018) 

Angiosperme D R Cucumis sativus 
(Concombre) 0.37 57 23 -  (Wan et al., 2013) 

Angiosperme D R Cucumis sativus 
(Concombre) 0.37 71 33 -  (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Cucumis melo (Melon) 0.45 80 35 -  (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Citrullus lanatus 
(Pastèque) 0.43 45 20 -  (Jia et al., 2015) 

Angiosperme D R Citrullus lanatus 
(Pastèque) 0.43 44 18 -  (Xu et al., 2013) 

Angiosperme D R Tarenaya  hasslerania 
(Cleome) 0.29 59 -  44 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D R Aethionema arabicum 
(Aethionème) 0.20 112 49 63 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D R Eutrema parvulum 
(Thellungiella) 0.14 72  - 51 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D R Brassica rapa 
(Moutarde) 0.53 92 52 -  (Mun et al., 2009) 
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Angiosperme D R Brassica rapa 
(Moutarde) 0.53 167 -  55 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D R Arabidopsis lyrata 
(Arabette lyrée) 0.23 185 123 63.8 (Guo et al., 2011) 

Angiosperme D R Arabidopsis lyrata 
(Arabette lyrée) 0.23 166 -  43 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D R Arabidopsis thaliana 
(Arabette des dames) 0.13 166 102 - (Gao et al., 2018) 

Angiosperme D R Arabidopsis thaliana 
(Arabette des dames) 0.13 174 - - (Tabata et al., 2000) 

Angiosperme D R Arabidopsis thaliana 
(Arabette des dames) 0.13 209 147 - (Meyers et al., 2003) 

Angiosperme D R Arabidopsis thaliana 
(Arabette des dames) 0.13 159 98 71.1 (Guo et al., 2011) 

Angiosperme D R Arabidopsis thaliana 
(Arabette des dames) 0.13 140 -  67 (Hofberger et al., 2014) 

Angiosperme D R Citrus sinensis 
(Oranger) 0.37 455 -  30 (Hofberger et al., 2014) 
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ANNEXE 5 
Alignement de la zone allant du domaine LRR (bleu) au domaine PL5 chez Ma, RMja et deux isoformes 
détectées chez Prupe.7G65400. Les structures secondaires sont indiquées au-dessus (brins β, flèches vertes ; 
hélices α, tubes rouges). Les régions contenant les deux indels des PL3 et 4 sont encadrées en bleu. 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 PLEKLAVLNLSDCQKLIKTPDFDKVPNLEQLILKGCTSLSAVPDDINLRSLTNFILSGCS 
RMja-LRR-5PLs               PLEKLAVLNLSDCQKLIKTPDFEKVPNLEQLILKGCTSLSAVPDDINLRSLTNFILSGCS 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      PLEKLAVLNLSDCQKLIKTPDFEKVPNLEQLILKGCTSLSAVPDDINLRSLTNFILSGCS 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      PLEKLAVLNLSDCQKLIKTPDFEKVPNLEQLILKGCTSLSAVPDDINLRSLTNFILSGCS 
                            **********************:************************************* 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 KLKKLPEIGEDMKQLRKLHLDGTAIEELPTSIKHLTGLILLNLRDCKNLLSLPDVICTSL 
RMja-LRR-5PLs               KLKKLPEIGEDMKQLRKLHLDGTAIEELPTSIKHLTGLTLLNLRDCKNLLSLPDVICTSL 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      KLKKLPEIGEDMKQLRKLHLDGTAIEELPTSIKHLTGLTLINLRDCKNLLSLPDVICTSL 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      KLKKLPEIGEDMKQLRKLHLDGTAIEELPTSIKHLTGLTLINLRDCKNLLSLPDVICTSL 
                            ************************************** *:******************* 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 TSLQILNVSGCSNLNELPENLGSLECLQELYASRTAIQELPTSIKHLTDLTLLNLRECKN 
RMja-LRR-5PLs               TSLQILNASGCSNLNELPENLGSLECLQELYASRTAIQELPTSIKHLTDLTLLNLRECKN 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      TSLQILNVSGCSNLNELPENLGSLECLQELYASRTAIQELPTSIKHLTDLTLLNLRECKN 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      TSLQILNVSGCSNLNELPENLGSLECLQELYASRTAIQELPTSIKHLTDLTLLNLRECKN 
                            *******.**************************************************** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 LLTLPDVICTNLTSLQILNLSGCSNLNELPENLGSLECLQELYASGTAISQIPESISQLS 
RMja-LRR-5PLs               LLTLPDVICTNLTSLQILDLSGCSNLNELPENLGSLECLQELYASRTAISQVPESISQLS 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      LLTLPDIICTNLTSLQILNLSGCSNLNELPENLGSLECLQELYASRTAISQVPESISQLS 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      LLTLPDIICTNLTSLQILNLSGCSNLNELPENLGSLECLQELYASRTAISQVPESISQLS 
                            ******:***********:************************** *****:******** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 QLGELVLDGCSKLQSLPRLPFSIRAVSVHNCPLLQGAHSNKITVWPSAAAGFSFLNRQRH 
RMja-LRR-5PLs               QLEELVLDGCSMLQSLPRLPFSIRAVSVQNCPLLQGAHSNKITVWPS-AAGFSFLSRQGN 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      QLEELVLDGCSMLQSLPRLPFSIRAVSVQNCPLLQGAHSNKITVWPS-AAGFSFLSRQGN 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      QLEELVLDGCSMLQSLPRLPFSIRAVSVQNCPLLQGAHSNKITVWPS-AAGFSFLSRQGN 
                            ** ******** ****************:****************** *******.** : 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 DDIAQAFWLPDKHLLWPFYQTFFEDAIRRDERFEYGYRSNEIPAWLSRRSTESTITIPLP 
RMja-LRR-5PLs               NDIAQGFWLPDKHLLWPFYQTFFEGAIQRGEMFEYGYRSNEIPAWLSRRSTESTITIPLP 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      NDIAQAFWLPDKHLLWPFYQTFFEGAIQRGEMFEYGYRSNEIPAWLSRRSTESTITIPLP 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      NDIAQAFWLPDKHLLWPFYQTFFEGAIQRGEMFEYGYRSNEIPAWLSRRSTESTITIPLP 
                            :****.******************.**.*.* **************************** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 HDVDGKSKWIKLALCFICEAAQKHDSLEDVPEFDEELGLKFTRNHRIELCTTEDPHERLL 
RMja-LRR-5PLs               HDLDGKNKWIKLALCFVCE-AQKDDSLEDEPEFVEELGFKLNRNHRIELCTTEDPHERLL 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      HDLDGKNKWIKLALCFVCEAAQKDDSLEDEPEFVEELGFKLNRNHRIELCTTEDPHERLL 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      HDLDGKNKWIKLALCFVCEAAQKDDSLEDEPEFVEELGFKLNRNHRIELCTTEDPHERLL 
                            **:***.*********:** *** ***** *** ****:*:.****************** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 ALDYRDCNFAGPFIHWCFIPQSDLAESSNKRLIQATITPDSPGTRVTGCGVSLIYLEDVP 
RMja-LRR-5PLs               ELDYRDCNCAGPFIHWCFIPQSDLAESSNKRLIQATITPDSPGTKVTGCGASLIYLEDVP 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      ELDYRDCNCAGPFIHWCFIPQSDLAESSNKRLIQATITPDSPGTKVRGCGASLIYLEDVP 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      ELDYRDCNCAGPFIHWCFIPQSDLAESSNKRLIQATITPDSPGTKVRGCGASLIYLEDVP 
                             ******* ***********************************.* ***.********* 
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S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 KFVRKLNKHYSYCYHGYQPEQEEDGMRSILSTSGIQTEQEEVQEQETTTSTRIVGQLRRN 
RMja-LRR-5PLs               KFVRKLNKHYSYCYHGYQIEQEEDGMRSIPSTSGVQTEQEELQEQETTTSNRIAGQLRRN 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      KFVQKLNKHYSYCYHGYQIEQEEDGMRSIPSTSRVQTEQEELQEQETTTSTRIAGQLRRN 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      KFVQKLNKHYSYCYHGYQIEQEEDGMRSIPSTSRVQTEQEELQEQETTTSTRIAGQLRRN 
                            ***.************** ********** *** :******:********.**.****** 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 VESLLEKLFEGLQQGLPNLYDYGFIFCLRERLPWFSEQSSTSSCTVNLRLPPNLHNNEKW 
RMja-LRR-5PLs               VESLLEKLFEGLQQGLPNLYDYGFIFCLRERLLWFSEQSSTPACTVNLCLPPNLHNDEKW 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      VESLLEKLFEGLQQGLPNLYDYGFIFCLRERLLWFSEQSSTPACTVNLCLPPNLHNDEKW 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      VESLLEKLFEGLQQGLPNLYDYGFIFCLRERLLWFSEQSSTPACTVNLCLPPNLHNDEKW 
                            ******************************** ********.:***** *******:*** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 AGLSLYVVCALPPGLPLFRTFYECHLYTPIEAVGHEQLMHRLMLSSSWDDNVGSHRLLII 
RMja-LRR-5PLs               AGLSLYVVYALPPGLPLFRTFYECQLYTPVEAVGHEQLMHRLMLLSPWDDNVGSHRLLII 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      AGLSLYVVYALPPGLPLFRTFYECQLYTPVEAVGHEQLMHRLMLFSPWDDNVGSHRLLII 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      AGLSLYVVYALPPGLPLFRTFYECQLYTPVEAVGHEQLMHRLMLFSPWDDNVGSHRLLII 
                            ******** ***************:****:************** *.************* 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 HIPRVRFPERLNRCHFIQALFGCRTPGVEVKMCGMRLVYNQDLKGLIQTISHCTNDRPAY 
RMja-LRR-5PLs               HIPRVRFPERLNRCHFIQALFGCRTPGVEVEMCGMRLVYNQDLKGLIQTITRCTNDRPAY 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      HIPRVRFPERLNRCHFIQALFGCRTPGVEVEMCGMRLVYNQDLKGLIQTITRCTNDRPAY 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      HIPRVRFPERLNRCHFIQALFGCRTPGVEVEMCGMRLVYNQDLKGLIQTITRCTNDRPAY 
                            ******************************:*******************:.******** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 YGTGDFTETKKYKGISLGATSLLTNLVEAAKSSEHSSVSEVCPPFMPIDFRPEPYSAEYS 
RMja-LRR-5PLs               YGTGDFTDTKKYKGISLGATSLLTNLLAAAKSSEHSSVSEVCPPCMPIDFRPETYSAEDS 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      YGTGDFTDTKKYKGISLGVTSLLTNLLAAAKSSEHSSVSEVCPPCMPIDFRQETYSAEDS 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      YGTGDFTDTKKYKGISLGVTSLLTNLLAAAKSSEHSSVSEVCPPCMPIDFRQETYSAEDS 
                            *******:**********.*******: **************** ****** *.**** * 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 QHERKTTPIHPLQYFGNAFYPTNKMSSDQNQLLDFEQDLKYNSCFPPNEIVEWFGHQSSG 
RMja-LRR-5PLs               QHERKTTPIRPPQDFGSSFDPTNNMSSDQNQLLDFERDLKYNSCFPPNEIVEWFRHQSSG 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      QHERKTRPIRPPQDFGSSFDPTNNMSSDQNQLLDFERDLKYNSCFPPNEIVEWFRHQSSG 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      QHERKTRPIRPPQDFGSSFDPTNNMSSDQNQLLDFERDLKYNSCFPPNEIVEWFRHQSSG 
                            ****** **.* * **.:* ***:************.***************** ***** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 PSVKIPLPSNLCEDTNWIGLALCAYFSVLDHSTIDLENLNPEISHNLTCLLETDESCLES 
RMja-LRR-5PLs               PSVKIPLPSNLCEDTNWIGLALCAYFSVLDHSTTDLDNLNPEISHNLTCLLETDESCLES 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      PSVKIPLPSNLCEDTNWIGLALCAYFSVLDHSTTDLDNLNPEISHNLTCLLETDESCLES 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      PSVKIPLPSNLCEDTNWIGLALCAYFSVLDHSTTDLDNLNPEISHNLTCLLETDESCLES 
                            ********************************* **:*********************** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 LHGYSTNSQEFKWLYRMGGFIWLSYIPRCWFSDQLKERGHLEASIGSDHGSLGVHRCGLR 
RMja-LRR-5PLs               LHGYCTNSQEFEWLYRMGGFIWLSYIPRCWFSDPLKERGHLEASIGSDRGSLGVHRCGLR 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      LHGYCTNSQEFEWLYRMGGFIWLSYIPRCWFSDQLKERGHLEASIGSDRGSLGVHRCGLR 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      LHGYCTNSQEFEWLYRMGGFIWLSYIPRCWFSDQLKERGHLEASIGSDRGSLGVHRCGLR 
                            ****.******:********************* **************.*********** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 LIYLEDEEGLKETIMHCMTSLSDINQGKDEQYQNCEAGSSSITGSNIVNPVNPHLERSEE 
S2ndP 
RMja-LRR-5PLs               LIYLEDEEGLKETIMHCMTSLSDINQGKDKQYQNCEVGSSSITGSNV---VHPPLERSEK 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      LIYLEDEEGLKETIMHCMTSLSDINQGKDKQYQNCEVGSSSITGSNV---VHPPLERSEK 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      LIYLEDEEGLKETIMHCMTSLSDINQGKDKQYQNCEVGSSSITGSNV------------- 
                            *****************************:******.*********:              
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S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 PNDKKWNFGCHTMYNSCFPSSITLEWFGDQSSGSSIRVPLPPHLYRATNWIGLALCTSFS 
RMja-LRR-5PLs               PNDKKWNFGCHLMYNFCFPSSITLEWFGDQSSGSSIRVPLPPHLYSATNWIGLALCASFS 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      PNDKKWNFGCHSMYNFCFPSSITLEWFGDQSSGSSIRVPLPPHLYSATNWIGLALCASFS 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      ------NFGCHSMYNFCFPSSITLEWFGDQSSGSSIRVPLPPHLYSATNWIGLALCASFS 
                                  ***** *** ***************************** **********:*** 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 IVDNPTADLDNLNPEISHHLICHLESDRGTIEPLHDYCTTNEEFQWLPFGGFIWVSYIPR 
RMja-LRR-5PLs               IMENPTADLDNLNPEISHHLICHLESDRGTIEPLHDYCTTNEEFQWLPFGGFIWVSYIPR 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      IMENPTADLDNLNPEISHHLICHLESDRGTIEPLHDYCTTNEEFQWLPFGGFIWVSYIPR 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      IMENPTADLDNLNPEISHHLICHLESDRGTIEPLHDYCTTNEEFQWLPFGGFIWVSYIPR 
                            *::********************************************************* 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 AWFSDQLNECDVLEASFASDHEAFTVHECGLRLVYQHDEEEIKQTILHYMTSLSDKKGKN 
RMja-LRR-5PLs               VWFSDQLNECDVLEASFASDHEAFIVHECGLRLVYQHDEEEIKQTILHYMTSLSDKKVKN 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      VWFSDQLNECDVLEASFASDHEAFIVHECGLRLVYQHDEEEIKQTILHYMTSLSDKKVKN 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      VWFSDQLNECDVLEASFASDHEAFIVHECGLRLVYQHDEEEIKQTILHYMTSLSDKKVKN 
                            .*********************** ******************************** ** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 KQCPMGDTGSSSRPSSYIVKPHLERLGRPSDEKWDFDRHSMYNSCFPSSITLEWFGHQSN 
RMja-LRR-5PLs               KQCPTGEAVSSSRPSSYIVKPHLKRLGRPS---WDFDRHSIYNSCFPSSITLEWFDRQSN 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      KQCPTGEAVSSSRPSSYIVKPHLKRLGRPS---WDFDRHSIYNSCFPSSITLEWFGRQSN 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      KQCPTGEAVSSSRPSSYIVKPHLKRLGRPS---WDFDRHSIYNSCFPSSITLEWFGRQSN 
                            **** *:: **************:******   *******:**************..*** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 DSSATISLPHNLNLDSNWIGLAVCAYFSVLEHPTVDIDNLDIPAISHHLICNLESDRDSL 
RMja-LRR-5PLs               DSSATILLPHNLNLDSNWIGLAVCAYFSVLEHPTVDIDNLDIPAISHHLICNLESDRDSL 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      DSSATILLPHNLNLDSNWIGLAVCAYFSVLEHPTVDIDNLDIPAISHHLICNLESDRDSL 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      DSSATILLPHNLNLDSNWIGLAVCAYFSVLEHPTVDIDNLDIPAISHHLICNLESDRDSL 
                            ****** ***************************************************** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 ESLHDYCTTKEEFLWLHLGGFVWVSYIPRAWFSDQLNECGVLEASIASDHEAFSVQKCGL 
RMja-LRR-5PLs               ESLHDYCTTNEEFLWLHFGGFVWVSYIPRAWFSDQLNECGVLEASIASDHEAFSVQKCGL 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      ESLHDYCTANEEFLWLHFGGFVWVSYIPRAWFSDQLNECGVLEASIASDHEAFSVQKCGL 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      ESLHDYCTANEEFLWLHFGGFVWVSYIPRAWFSDQLNECGVLEASIASDHEAFSVQKCGL 
                            ********::*******:****************************************** 
 
S2ndP 
Ma-LRR-5PLs                 RLVYQHDEEEFKQTISRSQIRKGKISNTLTAR 
RMja-LRR-5PLs               RLVYQHDEEEFKQTISRSQIRKGKISNTLTAR 
7G065400-LRR-5PLs-iso1      RLVYQHDEEEFKQTISRSQIRKGKISNTITAR 
7G065400-LRR-5PLs-iso2      RLVYQHDEEEFKQTISRSQIRKGKISNTITAR 
                            ****************************:*** 
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ANNEXE 6 
 
Alignement des domaines PL de RPS4, N et Ma avec leur structure secondaire prédite (S2ndP). Les 
brins β sont représentés avec une flèche verte et les résidus conservés dans les motifs 1, 2 et 3 sont 
surlignés. 
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ANNEXE 7 
 
 
Alignement de quelques signatures PL (motifs 1, 2 et 3) chez Amborella trichopoda, Ginkgo biloba (Gb) 
et cinq TNLs de référence (N, Bs4, RPS4, Gro1-4 et Ma) chez les Dicotylédones. 
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ANNEXE 8 
 
Identification de signatures caractéristiques du motif 1 du domaine PL chez des protéines kinases des 
plantes archaïques Physcomitrella patens, Sphagnum fallax, Amborella trichopoda et Aquilegia 
caerulea. 
 
 

 
 
 



 

 

The Ma resistance locus to root-knot nematodes in Prunus: Structural originality and 
evolution within the NBS-LRR gene family in plants 
 
 
 
 
Root-knot nematodes (RKNs), Meloidogyne spp., are extremely polyphagous pests that severely 
challenge plants worldwide and especially perennials. The specific genetic resistance of plants 
mainly relies on NBS-LRR receptor genes (or NLRs grouping TNL, CNL and RNL subfamilies) 
that are pivotal factors for control of pests and pathogens. In Prunus spp., the Ma plum TNL gene 
confers resistance to all RKNs tested, whereas the RMja almond gene displays a more restricted 
spectrum of resistance (R). Moreover, the Ma predicted protein shows a peculiar TNL structure 
due to a C-terminal region made of five repeated domains, designated post-LRR domains (PLs). 
In this context, this thesis work has characterised the originality and the distribution of this 
uncommon structure among diverse plant proteomes and has revealed the genetic relationship 
between the Ma and RMja genes. 
We first studied the frequency, distribution and structural characteristics of TNL genes and PL 
domains within the peach genome, the reference genome for Rosaceae. The finding of PL domains, 
which have been identified in two thirds of the 195 TNLs, allowed us to define specific motifs that 
improve the detection of this poorly known domain in Angiosperms. We found that the PL domain 
is specific of TNLs and is present in Angiosperm genomes in a proportion similar to the one 
established for peach. Besides, TNLs displaying multiple PL domains are rare in plants. The five-
PL domain pattern is probably unique to Ma and its orthologues and was probably inherited from 
their common ancestor in the order Rosales.  
We then investigated the NBS-LRR repertoire of the conifers (Gymnosperms), an ancient 
taxonomic group, for which the data related to this gene family are unclear. By analysing seven 
reference transcriptomes, we highlighted a large and diverse NBS-LRR arsenal in conifers but, 
surprisingly, no PL signatures have been detected. The examination of ancient plant proteomes 
revealed that only Ginkgo biloba displayed a few PL signatures. Our results suggest that a partial 
acquisition of the PL domain occurred early in seed plants and was followed by an adaptive 
expansion in Angiosperms. Additionally, we showed that conifers and Rosaceae have numerous 
RNLs and TNLs. By enlarging our study to other land plant genomes, we uncovered an average 
ratio of 1:10 between RNLs and TNLs numbers. 
We finally carried out a high-resolution mapping of the RMja gene in almond. Using a BAC library, 
RMja was localised into the Ma resistance cluster and the Ma orthologue is by far the best candidate. 
The sequence comparison between three orthologous regions of the Ma locus, i.e. plum (complete 
R spectrum), almond (incomplete R spectrum) and peach (null R spectrum) highlighted a unique 
conserved structure of the Ma orthologues. Our results suggest that the polymorphism contained 
in the PL-domain repeats might underlie differential resistance interactions with RKNs and an 
original immune mechanism in woody perennials. In these immune processes for recognition or 
signalling, other components such as RNLs might be involved. This work paves the way for future 
comparative and functional approaches aiming to unravel the molecular determinants involved in 
the resistance to RKNs. 
 
 
 
 
 
Keywords: Evolution, gene mapping, Meloidogyne, NBS-LRR, NLR, plant-nematode interaction, 
PL domain, Prunus, resistance genes, TNL 
 


