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Résumé 
Les maladies des plantes causées par des agents pathogènes constituent une menace pour la sécurité 
alimentaire mondiale. Les gènes impliqués dans les mécanismes de résistance aux pathogènes sont 
des éléments clés permettant un contrôle efficace des maladies tout en limitant l’utilisation d’intrants 
chimiques. Les réactions immunitaires chez les plantes peuvent être initiées par des récepteurs portant 
un domaine répété riche en leucine (Leucine-rich repeats, LRR). Les gènes codant pour ces récepteurs 
appartiennent à différentes familles, dont les trois principales sont les LRR-Receptor-Like Kinase (LRR-
RLK), les LRR-Receptor-Like Protein (LRR-RLP) et les Nucleotide binding site LRR Receptor (NLR). Etudier 
ces gènes et leur évolution est essentiel non seulement pour comprendre comment les résistances 
émergent, disparaissent ou se maintiennent chez les plantes, mais aussi pour mettre en place de 
nouvelles stratégies de sélection variétale. Malgré l’abondance des données génomiques, l’étude de 
ces récepteurs à LRR reste difficile car ces familles de gènes sont complexes. Premièrement, une 
grande partie des gènes de ces familles se dupliquent fréquemment et sont donc présents en de 
multiples copies dans les génomes. Ces copies accumulent des mutations dont certaines peuvent être 
non-sens, i.e. impacter la structure et/ou la fonction initiale du gène. Deuxièmement, les protéines de 
ces trois familles partagent un domaine composé de motifs LRR répétés jusqu’à plus de 30 fois, 
essentiel pour la spécificité du récepteur. Dans ce contexte particulier, les annotations structurales des 
gènes et celles des motifs LRR dans les séquences protéiques obtenues par les outils génériques 
contiennent beaucoup d’erreurs.  

Au cours de cette thèse, je me suis intéressée tout d’abord à la détection et l’annotation des motifs 
LRR dans les protéomes de plantes en développant un outil dédié, LRRprofiler. En se basant sur un 
ensemble de profils HMM : LRRprofiler fournit une annotation complète, reproductible et comparable 
des protéines LRR pour les trois familles d’intérêt (LRR-RLK, LRR-RLP et NLR). Ensuite, je me suis 
intéressée aux biais des méthodes automatiques pour l’annotation structurale (intron-exon) des 
récepteurs LRR en comparant trois annotations publiques disponibles pour le riz (Oryza sativa) 
Nipponbare. L’identification d’erreurs récurrentes pour ces trois familles (fusion de gènes, gènes 
tronqués, gènes non-identifiés, etc.) m’a amenée à proposer une annotation expertisée manuellement 
pour les trois familles. La stratégie d’annotation proposée consiste à identifier tous les gènes, même 
ceux dont la structure est impactée par des mutations non-sens. Les modèles sont alors qualifiés de 
‘canoniques’ ou ‘non-canoniques’ en fonction de la présence ou non de ces mutations non-sens. Afin 
de limiter l’intervention manuelle pour l’annotation d’autres génomes, un pipeline de transfert des 
annotations a été développé : LRRtransfer. Ce pipeline a permis d’annoter les récepteurs à LRR d’un 
autre cultivar de riz, KitaakeX, et de comparer les répertoires entre ces deux génotypes proches. 
L’ensemble des outils développés et des données générées au cours de cette thèse sont disponibles 
librement sous des formats standards et facilement réutilisables. Enfin, le site web ‘Geloc’ 
(https://rice-genome-hub.southgreen.fr/content/geloc) a été développé pour permettre la 
visualisation, l’exploration et la comparaison des annotations des récepteurs LRR chez le riz. 

  

https://rice-genome-hub.southgreen.fr/content/geloc
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Abstract 
Plant diseases caused by pathogens are a threat to global food security. Genes involved in pathogen 
resistance mechanisms are key elements for effective disease control while limiting the use of chemical 
inputs. Plant immune responses can be initiated by receptors carrying a leucine-rich repeat (LRR) 
domain. The genes encoding these receptors belong to different families, the three main ones being 
LRR-Receptor-Like Kinase (LRR-RLK), LRR-Receptor-Like Protein (LRR-RLP) and Nucleotide binding site 
LRR Receptor (NLR). Studying LRR-containing genes and their evolution is essential to understand how 
new resistances emerge, disappear or are maintained in plants, as well as to develop new breeding 
strategies. Despite the abundance of genomic data, the study of these receptors remains difficult 
because these gene families are particularly complex. First, many of these genes are frequently 
duplicated and are therefore present in multiple copies. These copies can accumulate mutations, some 
of which may be nonsense, i.e. they can impact the initial structure and/or function of the gene. 
Secondly, the proteins of these three families share a domain composed of up to 30 repeated LRR 
motifs, essential for receptor specificity. In this particular context, the structural annotations of the 
genes and of the LRR motifs in the protein sequences obtained by generic tools contain many errors. 

During this thesis, I first focused on the detection and annotation of LRR motifs in plant proteomes by 
developing a dedicated tool named LRRprofiler. Based on a set of HMM profiles, the LRRprofiler 
pipeline provides a complete, reproducible and similar annotation of LRR proteins for the three 
families of interest (LRR-RLK, LRR-RLP and NLR). Next, I addressed the biases of automatic methods for 
structural (intron-exon) annotation of LRR containing receptors by comparing three publicly available 
annotations for rice (Oryza sativa) Nipponbare. The identification of recurrent errors for these three 
families (gene fusion, truncated genes, unidentified genes, etc.) led me to propose a manually expert 
annotation for these three families. The proposed annotation strategy consists in identifying all genes, 
even those whose structure contain nonsense mutations. The gene models are then qualified as 
'canonical' or 'non-canonical' depending on the presence or absence of these nonsense mutations. In 
order to limit the manual intervention for the annotation of other genomes, an annotation transfer 
pipeline named LRRtransfer has been developed. This pipeline was used to annotate LRR receptors for 
another rice cultivar, KitaakeX, and to compare the gene repertoires between these two closely related 
genotypes. All the tools developed and the data generated during this thesis are freely available in 
standard and easily reusable formats. Finally, the 'Geloc' website (https://rice-genome-
hub.southgreen.fr/content/geloc) has been developed to allow visualization, exploration and 
comparison of these LRR annotations in rice. 

  

https://rice-genome-hub.southgreen.fr/content/geloc
https://rice-genome-hub.southgreen.fr/content/geloc
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L’agriculture fait face aujourd’hui à d’importants challenges d’ordre économiques, sociétaux 

et environnementaux. La production alimentaire doit répondre à une demande croissante de 

nourriture tout en préservant l’environnement, les ressources naturelles et la santé des 

populations dans un contexte de changement global du climat. 

L’augmentation des demandes alimentaires a deux origines. La première est la lutte contre la 

faim et l’insécurité alimentaire. Cet enjeu sociétal majeur est au cœur de l’Objectif « Faim 

zéro », développé par l’ONU (Organisation des Nations Unies), pour endiguer la faim dans le 

monde à l’horizon 2030. En 2018, 8,9 % de la population mondiale était déclarée sous-

alimentée. Ces valeurs marquent la première année de progression de la faim, de 0,2 %, après 

plus d’une décennie de recul constant (FAO et al., 2020). Selon les projections de 

l’Organisation des Nations Unies pour l’alimentation et l’agriculture (Food and Agriculture 

Organisation, FAO) à partir des données de 2019, la prévalence de la faim devrait poursuivre 

son avancée pour toucher 9,8 % de la population mondiale en 2030 (FAO et al., 2020). 

Dernièrement, la pandémie de COVID-19 a été un facteur supplémentaire important de la 

progression de l’insécurité alimentaire, même pour les pays occidentaux. Bien que les 

conséquences exactes de cette pandémie soient difficiles à évaluer aujourd’hui, elles 

constitueront vraisemblablement un frein aux objectifs de l’ONU pour 2030. 

La seconde origine de l’augmentation des demandes alimentaires est la croissance 

démographique. Selon les prévisions de l’ONU, la population mondiale devrait atteindre 9,7 

milliards de personnes en 2050, représentant une croissance de plus de 24 % par rapport à 

2020 (7,8 milliards de personnes). Une étude récente, publiée dans le journal The Lancet 

(Vollset et al., 2020), intégrant différents facteurs tels que l’éducation des filles, l’utilisation 

de la contraception et l’évolution de la mortalité, prévoit un pic de population pour le milieu 

du siècle (2046-2064), suivie d’une décroissance progressive. En fonction des modèles, ce pic 

irait de 8,8 à 9,7 milliards de personnes.  

Ainsi, pour poursuivre la lutte contre l’insécurité alimentaire et pour faire face à la croissance 

démographique, il est nécessaire d’augmenter les productions agricoles. A partir des années 

1960, d’importants moyens techniques et scientifiques mis en œuvre ont permis d’augmenter 

massivement les productions alimentaires mondiales (Pingali, 2012). Parmi ces progrès, 

désignés sous le nom de « Révolution Verte », on peut noter : la diffusion de variétés végétales 

à haut rendement issues de programmes de sélection ; l’utilisation d’intrants, et notamment 
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d’engrais chimiques et de produits phytosanitaires pour le contrôle des maladies ; la 

mécanisation du travail agricole ; et le développement de l’irrigation. Grâce à ces progrès, les 

productions mondiales globales ont augmenté de 208 % pour le blé, 109 % pour le riz et 157 % 

pour le maïs entre 1960 et 2000 (FAO, 2004; Pingali, 2012). Mais cette augmentation, résultant 

de l’industrialisation des productions agricoles, de l’extension des terres cultivables sur les 

plaines et les forêts, mais aussi de l’utilisation massive de pesticides et engrais chimiques, n’a 

pas été sans conséquence pour l’Homme et l’environnement. Ces modes de production, 

faisant pression sur les ressources naturelles, ne permettront pas de subvenir aux besoins 

alimentaires futurs de l’ensemble de la population. Ainsi, d’importants changements 

structurels dans les méthodes culturales sont nécessaires pour faire face aux besoins futurs 

tout en gérant au mieux les ressources.  

A. Le riz, céréale clé de la sécurité alimentaire 

Le riz (Oryza sativa) est la céréale la plus consommée par l’Homme dans le monde. Elle occupe 

et occupera une place centrale dans la lutte contre la faim. De nombreux projets 

internationaux ont pour objectifs d’adapter les cultures de riz aux conséquences 

environnementales du changement climatique, à l’émergence de nouvelles maladies et à 

l’augmentation de la population (International Oryza Map Alignment Project (I-OMAP) 

(Jacquemin et al., 2013), CGIAR Research Program on Rice (CRP RICE) (CGIAR, 2018), Closing 

Rice Yield Gaps in Asia (CORIGAP, https://corigap.irri.org/), Hybrid Rice Development 

Consortium (HRDC, https://hrdc.irri.org/), etc). 

A.1. Production et consommation 

En 2018, le riz représentait 8,2 % des productions totales et 26,2 % des productions céréalières 

au niveau mondial. Plus de 50 % de cette production est assurée par la Chine et l’Inde (Figure 

1). C’est la deuxième céréale la plus produite dans le monde en 2020 (782 millions de tonnes), 

après le maïs (1 148 millions de tonnes) et avant le blé (734 millions de tonnes) (FAO, 2020). 

En revanche, le riz est la première céréale de consommation humaine avec une moyenne 

stable de 54,1 kg par habitant et par an (FAO, 2021). Cette consommation est très variable 

dans le monde. Par exemple, les français consomment en moyenne 7 kg de riz par habitant et 

par an. Mais le plus gros consommateur de riz en 2020 fut Myanmar (la Birmanie) avec en 

moyenne 183 kg par habitant (FAO, 2021). Pour de nombreux pays comme celui-ci, 

https://corigap.irri.org/
https://hrdc.irri.org/


15 
 

notamment en Asie, en Afrique et en Amérique du Sud, il peut être difficile de se procurer de 

la viande, et des fruits et légumes frais pour des raisons économiques. La consommation de 

riz brut ou transformé constitue alors l’apport alimentaire principal et peut couvrir de 15 % à 

plus de 50 % des apports énergétiques journaliers des populations (Figure 2).  

A.2. Types de rizicultures 

Le riz est une plante d’origine aquatique. La riziculture est la culture céréalière la plus 

exigeante en eau. On peut distinguer quatre grands systèmes de rizicultures en fonction de 

leur hydrologie (GRiSP, 2013). Les cultures irriguées représentent environ 54 % des surfaces 

de riziculture et 75 % de la production mondiale de riz. C’est le mode de culture le plus présent 

parmi les rizicultures d’Asie. Il permet des rendements importants d’en moyenne 

5,4 tonnes/hectare (t/ha). L’apport en eau contrôlé par irrigation rend cette culture moins 

sensible aux sécheresses mais la plus gourmande en eau ; on estime qu’elle recevrait 34 à 

43 % des eaux d’irrigation dans le monde. 

 

 

Figure 1 : Production mondiale de riz. 
Représentation du niveau de production de riz en tonnes par pays. D’après les données de 2018 issues de la FAO 
(FAO, 2019) mises en forme par ourworldindata.org 
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Figure 2 : Place du riz dans l’alimentation.  
Représentation des apports énergétiques assurés par la consommation de riz brut et transformé en fonction des 
régions en 2018 (en kilocalorie par personne et par jour). L’apport énergétique standard est fixé à 1 800 et 2 400 
kcal/jour pour une femme et un homme adulte respectivement. D’après les données de 2019 issues de la FAO 
(FAO, 2019). 

 

Les cultures inondées concernent 30 % des surfaces cultivées pour 19 % de la production 

mondiale. Le riz est produit dans les mêmes conditions que pour les cultures irriguées, mais 

l’apport en eau est assuré par les pluies et il n’y pas ou peu de maîtrise des sorties d’eau. Ces 

conditions rendent les cultures aussi sensibles aux excès qu’aux déficits hydriques. De ce fait, 

il présente un rendement variable d’en moyenne 1 à 5 t/ha. 

Les cultures pluviales concernent 9 % des surfaces de riziculture et environ 4 % de la 

production mondiale. Ce mode de culture est majoritaire en Afrique de l’Ouest et en Amérique 

Latine. L’apport en eau est exclusivement assuré par les pluies rendant ce type de cultures 

particulièrement sensible aux sécheresses. Environ 40 % des surfaces pluviales sont 

régulièrement touchées par des épisodes de sécheresse. Le rendement total est finalement 

assez faible avec 1 à 2,3 t/ha en moyenne. 

Les cultures flottantes concernent 7 % de surfaces cultivées et 2 % de la production mondiale. 

Ce mode de culture présente le plus faible rendement avec en moyenne 1,5 t/ha. Il est 
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pratiqué sur des terres régulièrement inondées, comme au bord de mer en fonction des 

marées, ou inondées sur de longues périodes (de 10 jours à plusieurs mois). 

A.3. Pertes agricoles affectant la production de riz 

Tout au long de sa chaine de production, le riz est sujet à des pertes agricoles de différentes 

natures. Ces pertes ont un impact direct sur la sécurité économique des producteurs et la 

sécurité alimentaire des consommateurs, en particulier pour les populations d’Asie du Sud et 

du Sud-Est. 

A.3.1. Facteurs abiotiques 

La première source de perte agricole pour la riziculture est liée à des facteurs 

environnementaux. De par ses différents modes de cultures, le riz est une céréale sensible à 

la fois aux sécheresses et aux inondations. Le développement de variétés de riz adaptées à ces 

stress abiotiques est essentiel car ces évènements de sécheresses et d’inondations sont 

attendus de plus en plus fréquemment avec le dérèglement climatique en cours (FAO, 2017). 

Par ailleurs, l’élévation globale des températures a aussi un impact négatif sur les productions. 

Par exemple, les variations de rendement du riz ont pu être corrélées aux variations des 

températures. Ces rendements diminuent lorsque les températures augmentent du fait de 

l’augmentation d’un phénotype de stérilité (Oh-e et al., 2007; GRiSP, 2013).  

A.3.2. Facteurs biotiques : les pathogènes du riz 

Les pathogènes responsables de maladies chez le riz sont de 4 types : les parasites, les 

champignons (agents fongiques), les bactéries et les virus. Chaque maladie a des impacts 

variables sur les cultures et sur les rendements finaux (Tableau 1). L’impact des maladies 

fongiques semble particulièrement important avec notamment la pyriculariose (Rice blast) et 

la brûlure de la graine de riz (Rice sheath blight) responsables respectivement de 4,33% et 

6,78% de perte globale d’après des estimations récentes (Savary et al., 2019). Les pertes 

moyennes de production globale de riz attribuables aux pathogènes ont été estimées à 30%, 

devant le blé et le maïs pour lesquelles elles sont d’environ 22%. Ces données sont stables 

depuis le début des années 2000 où les pertes pour le riz avaient été estimées autour de 27% 

(Oerke, 2006; Savary et al., 2019). 
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A.3.3. Interaction des facteurs abiotiques et biotiques 

L’augmentation globale des températures liée au changement climatique a également été 

associée à une augmentation de l’incidence de certaines maladies. En effet, le réchauffement 

climatique favorise la propagation de certains pathogènes à de nouvelles régions (Bebber et 

al., 2013). Par exemple, il a été observé que la bactérie Burkholderia glumae (aussi appelée 

Pseudomonas glumae) responsable de la brûlure bactérienne des panicules (bacterial panicle 

blight) avait une incidence plus forte lors d’exposition à des températures élevées, avec un 

optimum à 35°C (Nandakumar et al., 2007; Nandakumar et al., 2009; Ham et al., 2011). Cette 

souche fut responsable d’épidémies très importantes dans les cultures de riz de Louisiane aux 

USA en 1995, 1998 et 2000 alors que ces années ont connu des températures nocturnes 

particulièrement importantes (Nandakumar et al., 2009). L’élévation des températures 

impacte également d’autres types de pathogènes comme les champignons. La décoloration 

du riz (rice discolouration) provoquée par plusieurs souches fongiques (Curvularia lunata, 

Bipolaris oryzae, Pyricularia oryzae par exemple) a une incidence plus forte sous des 

températures élevées (Baite et al., 2020). 

A.3.4. Usage des pesticides 

La protection des cultures contre les pathogènes, par l’usage de pesticides, est une des 

principales sources de pollution agricole. L’utilisation de pesticides a augmenté de 79% entre 

1992 et 2019 dans le monde et de 85% en Asie (Figure 3A). Sur la même période, la superficie 

de terres cultivées en Asie n’a progressé que de 3% (Figure 3B). Il y a donc eu une 

augmentation massive de l’usage des pesticides depuis le début des années 90 (FAO, 2020).  

Cette consommation de pesticides a été favorisée notamment par l’augmentation de la 

prévalence de certaines maladies comme conséquences du changement climatique, de la 

diminution de la diversité génétique des cultures par la sélection humaine et de pratiques 

culturales intensives permettant une propagation rapide des infections. Outre la pollution des 

sols et des eaux que cette utilisation massive de pesticides engendre, elle peut 

paradoxalement favoriser la survenue d’autres maladies en détruisant des prédateurs 

naturels de certains pathogènes. Par exemple, l’Asie du Sud-Est a connu, à la fin des années 

80, une importante épidémie provoquée par le parasite Nilaparvata lugens. Cette importante 
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propagation du parasite a été associée à une surutilisation de pesticides éliminant ses ennemis 

naturels (Way and Heong, 1994). 

 

Tableau 1 :  Exemple de maladies affectant les cultures de riz et estimation du pourcentage de pertes qu’elles 
représentent. 

Type Maladie (EN) Pathogène Pertes (%)a 

Maladies 
Fongiques 

Pyriculariose  
(Rice Blast) 

Magnoporthe oryzae 4.33 

Brûlure de la graine de riz  
(Rice sheath blight) 

Rhizoctonia solani 6.78 

Taches brunes du riz  
(Brown spot) 

Cochliobolus miyabeanus 3.77 

Faux charbon 
(False smut) 

Ustilaginoidea virens 0.68 

Pourriture de la graine de riz 
(Sheath rot) 

Sarocladium oryzae 0.40 

Maladies 
Bactériennes 

Brûlure bactérienne  
(Bacterial blight) 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae 2.72 

Brûlure bactérienne des panicules 
(Bacterial panicle blight) 

Burkholderia glumae 0.87 

Maladies 
Parasitaires 

Foreurs de la tige de riz 
(Rice stem borers) 

Scirpophaga incertulas 5.57 

 Rice leaf folder Cnaphalocrocis medinalis 1.92 
Cicadelle brune 
(Brown plant hopper) 

Nilaparvata lugens 1.31 

Maladies 
Virales 

Rayure du riz  
(Rice stripe) 

Rice stripe tenuivirus 0.27 

Panachure jaune du riz  
(Rice yellow mottle) 

Rice yellow mottle virus 0.08 

a pourcentage de pertes estimées par rapport à la production globale. Savary et al. 2019 
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Figure 3 : Evolution de l’usage de pesticides et de la superficie des terres cultivées entre 1992 et 2019. 
(A) Quantité de pesticides utilisés à des fins agricoles dans le monde et en Asie. (B) Evolution de la superficie des 
terres cultivées en Asie. D’après les données de la FAO 2020 (FAO, 2020). 

B. Origine, domestication et diversité du genre Oryza et de l’espèce modèle Oryza 
sativa 

Le riz est une céréale monocotylédone de la famille des Poacées. Les premiers représentants 

du genre Oryza auraient émergé il y a 13 à 15 millions d’années, correspondant au milieu de 

l’ère Miocène (GRiSP, 2013). Le genre Oryza comprend 27 espèces caractérisées pouvant être 

séparées en 11 groupes distincts d’après leurs caractéristiques génomiques (Figure 

4) (Jacquemin et al., 2013; Stein et al., 2018). On distingue six groupes comprenant des 

espèces à génomes diploïdes (n=12) (AA, BB, CC, EE, FF, GG) et cinq groupes comprenant des 

espèces à génomes allotétraploïdes (n=24) (BBCC, CCDD, HHJJ, HHKK, KKLL). Le groupe 

diploïde de génome AA comprend les deux seules espèces cultivées, le riz asiatique O. sativa 
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et le riz africain O. glaberrima. Il comprend également 6 espèces sauvages, dont les 

progéniteurs des espèces cultivées : O. rufipogon pour le riz asiatique et O. barthii pour le riz 

africain (Figure 5). 

 

Figure 4 : Phylogénie du genre Oryza.  
D’après Jacquemin et al. (2013) 

 
Figure 5 : Phylogénie des espèces de riz AA basée sur les séquences chloroplastiques.  
Adaptée de Wambugu et al. (2015) 
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B.1. Domestication de l’espèce asiatique Oryza sativa 

La domestication de l’espèce O. sativa aurait débuté il y a 8 à 9 000 ans en Asie à partir de 

différentes sous-populations de O. rufipogon (Huang et al., 2012). Les cultivars de l’espèce 

asiatique O. sativa sont séparés en deux grandes sous-espèces : O. sativa ssp. japonica et O. 

sativa ssp. indica. De nombreuses études évoquent un « paradoxe du riz », où des éléments 

contradictoires quant à la domestication des deux sous-espèces asiatiques, japonica et indica, 

ont pu être observés. Ces éléments aboutissent à la formation de deux hypothèses 

majeures (Choi et al., 2017; Chen et al., 2019). La première suggère une double origine (ou 

‘Indépendance’) des domestications (Oka, 1988). Le riz japonica serait issu de la domestication 

d’une population ancestrale de O. rufipogon dans une région du sud de la Chine, puis la sous-

espèce indica aurait été domestiquée plus tardivement au nord de l’Inde à partir d’une forme 

annuelle de O. rufipogon, aussi appelée O. nivara. Cette hypothèse s’appuie sur le fait que les 

deux populations présentent une différenciation génétique très marquée. Différentes études 

s’intéressant aux régions inter-géniques ou aux éléments transposables montrent que les 

cultivars étudiés de japonica et indica sont respectivement plus proches de différentes 

accessions de O. rufipogon et O. nivara qu’ils ne le sont entre eux (Cheng et al., 2003; Huang 

et al., 2012; Zhao et al., 2018). De plus, les croisements pour former des hybrides japonica x 

indica sont particulièrement difficiles à réaliser et les descendants sont généralement stériles. 

En 2015, Civan et al. (Civan et al., 2015) suggèrent même une triple domestication en incluant 

les cultivars aus (actuellement classés dans la sous-espèce indica) qu’ils estiment issus d’une 

domestication indépendante. 

La seconde hypothèse suppose une origine unique des deux sous-espèces domestiquées. 

Après domestication des formes japonica selon le schéma précédent, les génotypes 

domestiqués précoces « proto-japonica » se seraient croisés localement au nord de l’Inde 

avec des populations annuelles sauvages O. nivara pour donner les formes indica (Huang and 

Han, 2015; Chen et al., 2019). Ainsi, il n’y aurait eu qu’un seul évènement de domestication 

suivie d’une différenciation de la population originelle « proto-japonica » en sous-populations 

japonica et indica (Vaughan et al., 2008). Cette hypothèse s’appuie sur des études réalisées 

sur les allèles associés à la domestication. Les différents auteurs retrouvent ces allèles 

partagés entre japonica et indica et estiment qu’ils proviendraient d’un seul évènement de 

domestication (Sang and Ge, 2007; Huang et al., 2012). 
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B.2. Diversité de l’espèce domestiquée Oryza sativa 

La diversité des cultivars asiatiques est extrêmement large avec plus de 150 000 variétés 

recensées qui s’organisent en une phylogénie particulièrement complexe. En 1987, 

Glaszmann (Glaszmann, 1987) suggère que l’espèce O. sativa peut être subdivisée en six 

groupes sur la base de marqueurs enzymatiques. Plus tard, Garris et al. (Garris et al., 2005) 

subdivisent les deux sous-espèces japonica et indica en cinq groupes variétaux : les indica, les 

aus/boro et les riz aromatiques (basmati) pour la sous-espèce indica, les japonica tempérés et 

les japonica tropicaux pour la sous-espèce japonica. Cette subdivision des variétés cultivées 

est confirmée par l’étude de 2014 portant sur l’analyse de SNP de 3 000 génomes de riz (Rice 

Genome Project, 2014). Les japonica (tempérés et tropicaux) sont génétiquement très 

proches, présentant une diversité génétique plus faible que les groupes d’indica (Garris et al., 

2005). Cette diversité importante observée entre les différents groupes variétaux d’indica est 

à l’origine de l’hypothèse d’une triple domestication du riz asiatique développée par Civan et 

al. (Civan et al., 2015). 

Quel que soit le scenario de domestication, les compartiments sauvages constituent un 

réservoir de diversité génétique pour l’amélioration des cultivars sur différents aspects : 

résistance aux stress hydriques (inondation, sècheresse), adaptation aux changements de 

température, aux polluants (contamination des sols aux métaux lourds, aux nitrates, etc.) et 

résistance aux stress biotiques (pathogènes). Il existe plusieurs exemples d’exploitation des 

espèces sauvages pour améliorer le niveau de résistances aux stress biotiques. Notamment, 

la variété cultivée O. sativa japonica cv. Kitaake a été modifiée pour intégrer deux copies du 

gène XA21 (Song et al., 1995) sur le chromosome 6 provenant de l’espèce sauvage O. 

longistaminata. Ce gène confère une résistance accrue au pathogène Xanthomonas oryzae pv 

oryzae responsable de la brûlure bactérienne du riz (rice bacterial blight). La variété ainsi 

modifiée est appelé KitaakeX (Jain et al., 2019).  

B.3. Le riz, espèce modèle 

L’espèce domestiquée Oryza sativa a été choisie comme espèce modèle pour les 

monocotylédones, à l’image d’Arabidopsis thaliana pour les dicotylédones. Le génome de 

l’espèce O. sativa est le plus petit des principales céréales cultivées avec 430 Mb (méga-bases, 
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106 bases) environ alors que le génome du maïs fait plus de 2 600 Mb et celui du blé tendre, 

espèce hexaploïde, plus de 16 000 Mb. 

O. sativa ssp japonica cv. Nipponbare est le premier génome de riz complètement séquencé 

et assemblé par le consortium IRGSP (International Rice Genome Sequencing Project). 

L’assemblage complet est publié en 2005 (IRGSP and Sasaki, 2005), moins d’un an après la 

version finale du génome humain (International Human Genome Sequencing Consortium, 

2004). Depuis 2013, suite à l’association de deux projets majeurs, l’IRGSP d’une part, et le Rice 

Genome Annotation Project de l’université du Michigan (MSU) d’autre part, une séquence de 

référence de très haute qualité est disponible pour le cultivar Nipponbare (IRGSP-1.0) 

(Kawahara et al., 2013). L’annotation de référence pour cette séquence, RAP-DB (Rice 

Annotation Project database) (Rice Annotation Project, 2008), est fournie par l’IRGSP. Deux 

autres annotations sont également disponibles et largement utilisées : l’une fournie par la 

MSU (v7.0) et l’autre fournie par le NCBI (release 102). 

Depuis, de nombreux génomes de riz ont pu être séquencés au travers de projets de recherche 

s’intéressant autant aux variétés cultivées qu’aux espèces sauvages (Jacquemin et al., 2013; 

Rice Genome Project, 2014; Stein et al., 2018; Wang et al., 2018; Fuentes et al., 2019). Cet 

essor est favorisé par l’évolution des technologies de séquençage, devenant plus fiables, 

moins chères et plus accessibles. Le nombre croissant de génomes séquencés pour le riz a 

ouvert la voie à des analyses globales, comparant des dizaines voire des centaines de génomes 

en parallèle. Ces données sont également à l’origine de l’essor de la pangénomique dont le 

but est d’analyser l’ensemble des gènes et allèles portés par les différents génomes de riz pour 

tenter de capturer l’ensemble de la diversité génétique à différentes échelles au sein du genre 

Oryza (Monat et al., 2017; Cubry et al., 2018; Wang et al., 2018; Zhao et al., 2018). 

C. Structure, fonction et diversité des récepteurs LRR 

Les mécanismes de signalisation cellulaire sont essentiels à la vie et la survie de toutes les 

cellules. De nombreuses fonctions biologiques, comme le développement ou la spécialisation 

cellulaire ou encore la défense contre les pathogènes, reposent sur ces mécanismes. 

L’initiation d’une réponse cellulaire à un signal quelconque nécessite des récepteurs capables 

de percevoir ce signal et d’y répondre. Parmi eux, trois familles de récepteurs portant un 

domaine Leucine-Rich Repeat (LRR) sont particulièrement abondantes dans les génomes de 
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plantes : les LRR-RLK (LRR Receptor-Like Kinase), les LRR-RLP (LRR Receptor-Like Protein) et les 

NLR (Nucleotide Binding-Site LRR ; aussi appelés NBS-LRR) (Baker et al., 1997). Le domaine LRR 

est un domaine protéique spécialisé dans les interactions protéine-protéine. Il est composé 

de 2 à plus de 30 motifs LRR, chacun d’environ 24 acides aminés (cf. section D.1.), répétés en 

tandem, permettant une modularité importante. Le domaine LRR est commun à plusieurs 

familles de gènes chez les plantes. On le trouve également dans les protéines des familles F-

box-LRR (FBL), Extensin-like LRR (LRX), plant intracellular Ras group-related LRR (PIRL) 

(Forsthoefel et al., 2005) ou polygalacturonase-inhibiting protein (PGIP). Les spécificités 

structurales des différentes protéines et les domaines fonctionnels associés aux domaines LRR 

permettent d’identifier et de classer ces protéines dans les différentes familles de gènes 

(Figure 6). 

 

 

 

Figure 6 : Représentation schématique de la variabilité structurale des principales familles de récepteurs LRR. 
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C.1. Récepteurs Membranaires LRR-RLK et LRR-RLP 

Les gènes LRR-RLK et LRR-RLP sont des récepteurs transmembranaires. La structure des 

protéines codées par ces gènes est analogue entre les deux familles et se divise en trois 

parties : (i) une section extracellulaire appelée « ectodomaine » et portant le domaine LRR ; 

(ii) un domaine transmembranaire (TM) hydrophobe enchâssé dans la membrane plasmique ; 

et (iii) une section intracellulaire appelée « endodomaine ». LRR-RLK et LRR-RLP se distinguent 

par leur partie intracellulaire. Les LRR-RLK portent un domaine kinase et les LRR-RLP 

présentent une courte section intra-cytoplasmique sans domaine fonctionnel caractérisé 

(Dodds and Rathjen, 2010; Sekhwal et al., 2015; Couto and Zipfel, 2016; Boutrot and Zipfel, 

2017) (Figure 6). 

C.1.1. LRR-RLK 

Chez les plantes, la famille des LRR-RLK appartient à la grande famille des gènes RLK. Les RLK 

sont des récepteurs présentant différents types d’ectodomaines associés à la kinase. Ceux 

dont l’ectodomaine est un domaine LRR sont les plus abondants (Shiu and Bleecker, 2001b). 

La diversité des domaines extracellulaires associés au domaine kinase des RLK, et l’origine de 

ces structures au cours de l’évolution des plantes, a fait l’objet d’un travail de revue (Dievart 

et al., 2020) présenté dans le chapitre 4 de cette thèse. Les RLK constituent une famille 

hautement multigénique de récepteurs pouvant comporter plusieurs centaines de membres 

par espèce. Chez A. thaliana par exemple, ce sont plus de 610 gènes RLK qui ont été identifiés, 

dont 216 LRR-RLK (Shiu and Bleecker, 2001a). Les RLK, et LRR-RLK, sont impliqués dans de 

nombreuses voies de signalisation comme les réponses aux stress abiotiques (salinité, 

inondation, lésions), les réponses aux stress biotiques (résistance aux pathogènes 

notamment) et les processus développementaux par exemple. Le domaine LRR représente 

l’ectodomaine majoritaire des récepteurs RLK impliqués dans les réponses aux stress 

biotiques. Mais trois autres ectodomaines pouvant être associés au domaine kinase ont 

également été identifiés dans ce contexte : le domaine LysM, le domaine Lectin, et le domaine 

EGF-Like. Une partie de ces gènes a été caractérisée d’un point de vue fonctionnel (Baker et 

al., 1997; Couto and Zipfel, 2016; Boutrot and Zipfel, 2017). 

Le premier gène LRR-RLK caractérisé chez A. thaliana dans le cadre des résistances aux stress 

biotiques est FLS2 (Flagellin-Sensing 2) (Gomez-Gomez and Boller, 2000). Ce gène est capable 
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de reconnaitre le motifs flg-22 provenant de la flagelline et de déclencher une réponse 

immunitaire. La flagelline est une protéine constituant les flagelles bactériens. On la retrouve 

chez un grand nombre d’espèces bactériennes permettant aux gènes FLS2 de conférer un 

phénotype de résistance à large spectre.  

Les LRR-RLK, comme l’ensemble des RLK chez les plantes, possèdent un domaine kinase 

Ser/Thr formant un groupe monophylétique. Sur la base de cette phylogénie du domaine 

kinase, les gènes LRR-RLK peuvent être séparés en 15 clades, LRR-I à LRR-XV, certains étant 

subdivisés en sous-clades (Dufayard et al., 2017). Il a été remarqué que cette séparation en 

clade sur la base du domaine kinase respecte la diversité globale des gènes d’un point de vue 

structural (domaines, intron/exon) (Shiu and Bleecker, 2001a; Liu et al., 2017). Cette analogie 

de structure entre gènes d’un même clade suggère que ces gènes se sont dupliqués au cours 

de l’évolution de cette famille. Par ailleurs, il existe un déséquilibre important du nombre de 

gènes appartenant aux différents clades pour beaucoup d’espèces de plantes. Par exemple, 

chez A. thaliana, le clade LRR-IV comporte 4 gènes tandis que le clade LRR-III en comprend 47  

(Dufayard et al., 2017). Ces différences révèlent des évènements d’expansion massive de 

gènes dans certains clades. Il est noté cependant que ces expansions ne se sont pas toujours 

produites selon le même schéma au cours de l’évolution des différents phylums de plantes. 

Tandis que certains clades (LRR-III, LRR-XI) montrent une expansion ancienne antérieur à 

l’émergence des angiospermes, d’autres ont connu une expansion plus récente spécifique à 

certaines espèces seulement (LRR-XII) (Dufayard et al., 2017). 

C.1.2. LRR-RLP 

Les LRR-RLP présentent une structure analogue au LRR-RLK dans la région extracytoplasmique. 

Ils présentent un domaine LRR extracellulaire et un domaine TM (Figure 6). Le premier gène 

LRR-RLP identifié et caractérisé fut Cf-9. Ce gène identifié chez la tomate confère une 

résistance au champignon Cladosporium fulvum (Jones et al., 1994).  

Chez A. thaliana, 56 (Fritz-Laylin et al., 2005) ou 57 LRR-RLP (Wang et al., 2008) ont été 

identifiés. Une partie de ces LRR-RLP présente un domaine LRR très homologue au domaine 

LRR de gènes LRR-RLK (Shiu and Bleecker, 2003). Par ailleurs, plusieurs LRR-RLP sont localisés 

au sein de clusters de gènes LRR-RLK. Cela suggère qu’au moins certains de ces gènes LRR-RLP 

ont une origine commune récente avec des LRR-RLK. Deux scenarios sont alors possibles : les 
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LRR-RLP pourraient être issus de copies de gènes LRR-RLK, elles-mêmes issues de duplication, 

ayant perdu le domaine kinase ou inversement les LRR-RLK pourraient être issus de LRR-RLP 

qui auraient fusionné avec un domaine kinase (par le biais de recombinaisons non-

homologues par exemple). Dans le premier scenario, soit la duplication du gène LRR-RLK est 

partielle, n’emportant que le domaine LRR, soit elle est complète et un autre évènement (de 

type délétion) est à l’origine de l’élimination du domaine kinase. Ce scénario a été déduit des 

observations faites pour le gène XA21D chez le riz, un LRR-RLP homologue au gène XA21. Ce 

gène est présent dans un cluster. Une duplication d’un gène précurseur aurait fait émerger 

XA21 et XA21D. Le gène XA21D aurait alors perdu le domaine kinase suite à l’insertion d’un 

élément transposable (Wang et al., 1998). 

C.1.3. Récepteurs et corécepteurs 

A la suite de la liaison du ligand au niveau extracellulaire, le récepteur membranaire doit 

transmettre l’information à l’intérieur de la cellule. Ce mécanisme est appelé « transduction 

du signal ». Les récepteurs LRR nécessitent l’intervention d’un ou plusieurs partenaires 

membranaires, appelés corécepteurs, pour transmettre le signal via un mécanisme de 

transphosphorylation des domaines kinases  (Figure 7) (Couto and Zipfel, 2016). Les modèles 

de transduction du signal par les LRR-RLK et les LRR-RLP suggèrent que les LRR-RLK nécessitent 

l’intervention d’un seul corécepteur, car ils possèdent un domaine kinase intrinsèque. En 

revanche, les LRR-RLP, dépourvu de domaine kinase, vont nécessiter l’intervention conjointe 

de deux corécepteurs. Ces corécepteurs présentent souvent un domaine LRR court composé 

de 3 à 5 motifs LRR.  

La formation du complexe protéique nécessite la liaison du ligand au récepteur. Généralement 

le ligand participe activement à la dimérisation en stabilisant la liaison du récepteur et du 

corécepteur par un mécanisme appelé « molecular glue » (colle moléculaire) (Couto and 

Zipfel, 2016). Cet effet a notamment été observé entre FLS2 et son corécepteur BAK1 

(Brassinosteroid insensitive 1-associated kinase) chez A. thaliana (Sun et al., 2013). 

BAK1 est aussi appelé SERK3 (Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase 3). Les gènes SERK 

constituent une famille de corécepteurs LRR-RLK (Hecht et al., 2001). Ils interviennent dans 

des voies de signalisations diverses en s’associant à différents récepteurs pour assister leur 

fonction (Aan den Toorn et al., 2015; Ma et al., 2016). Par exemple, BAK1 interagit avec FLS2 
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mais aussi BRI1 (Brassinosteroid Insensitive 1) (Li et al., 2002). Il intervient donc dans les 

mécanismes de défense, en assistant FLS2, et de développement, en assistant BRI1.  

BAK1 intervient également pour la signalisation via des récepteurs LRR-RLP. Il a été identifié 

comme l’un des corécepteurs du gène RLP23 avec SOBIR1 (Suppressor of BAK1-Interacting 

Receptor kinase 1). Le complexe reconnait le motif nlp20 présent dans la plupart de protéines 

NLPs (Necrosis and ethylene-inducing peptide 1-like proteins) (Albert et al., 2015). SOBIR1 et 

RLP23 ont la particularité de former un complexe qui n’est pas dépendant du ligand. Seule 

l’association tripartite avec BAK1 est ligand-dépendante. En revanche, SOBIR1 est nécessaire 

pour la liaison du ligand avec le récepteur RLP23 et pour le recrutement de BAK1. Les 

corécepteurs de type SOBIR1 sont parfois appelés « régulateurs ». 

 

 

Figure 7 : Représentation schématique des complexes de récepteurs et corécepteurs à LRR pour la transduction 
du signal. 

 

C.2. Récepteurs intracellulaires NLR 

Les récepteurs NLR (Nucleotide-Binding Site and Leucine-Rich Repeat Receptors, aussi appelés 

NBS-LRR) sont des récepteurs intracellulaires présentant un domaine NB-ARC central suivi 

d’un domaine LRR en C-ter (Figure 6). A ce jour, ces récepteurs sont essentiellement étudiés 

pour leur rôle dans la reconnaissance d’effecteurs dans des mécanismes de résistances aux 

pathogènes chez les plantes. Ils sont également appelés « R genes », pour Resistance genes. 
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C.2.1. Diversité de structure des gènes NLR 

Différentes structures pour ces récepteurs ont été décrites en fonction des domaines trouvés 

en amont du domaine NB-ARC (Figure 8). Notamment, trois structures principales peuvent 

être distinguées (Shao et al., 2016b) : les NLR présentant un domaine CC (Coil coiled), 

également appelés CNL, les NLR présentant un domaine TIR (Toll-Interleukin Receptor) 

(Whitham et al., 1994), aussi appelés TNL, et dans une moindre mesure, les NLR présentant 

un domaine RPW8 (Resistance to Powdery Mildew 8) (Zhong and Cheng, 2016), également 

appelés RNL.  

Les récepteurs NLR sont généralement très nombreux dans les génomes de plantes mais 

présentent une grande variabilité dans leur abondance (Shao et al., 2016a; Shao et al., 2016b). 

Par exemple, plus de 150 gènes ont été identifiés chez A. thaliana alors que près de 500 sont 

recensés chez le riz (Meyers et al., 2003; Monosi et al., 2004; Shao et al., 2016b). Par ailleurs, 

chaque structure n’est pas présente chez toutes les espèces. On peut noter en particulier 

l’absence des récepteurs TNL des génomes des monocotylédones (Meyers et al., 1999; 

Cannon et al., 2002). En revanche, ces trois structures ont été identifiées dans le génome de 

Amborella trichopoda, une angiosperme basale, reflétant une origine ancienne probablement 

antérieure à l’émergence des angiospermes (Shao et al., 2016b). 

En plus des récepteurs présentant une structure « classique », certains gènes ont été identifiés 

portant des domaines supplémentaires intégrés à leur structure. On peut donner l’exemple 

du gène RRS1 chez A. thaliana portant un domaine WRKY en C-ter du domaine LRR (Deslandes 

et al., 1998). Ces domaines additionnels par rapport à la structure protéique standard sont 

appelés ‘integrated domains’ (ID). Ils peuvent se positionner à différents endroits dans la 

structure protéique des NLR (Figure 8). 

C.2.2. Reconnaissance directe et indirecte 

La médiation d’une réponse immunitaire par les NLR nécessite la reconnaissance d’un signal 

infectieux intracellulaire. Cette reconnaissance peut faire intervenir une interaction directe 

entre l’effecteur du pathogène et le récepteur NLR, ou une interaction indirecte faisant 

intervenir des molécules intermédiaires (Figure 9) (Cesari, 2018; Monteiro and Nishimura, 

2018).  
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Figure 8 : Diversité structurale des récepteurs NLR chez les plantes.  
D'après S. Cesari (2018). 

Lorsque les NLR sont capables d’identifier les effecteurs des pathogènes, généralement via 

leur domaine LRR, on parle de reconnaissance directe (Figure 9a). Cette reconnaissance 

directe génère une pression de sélection forte chez les pathogènes pour que leurs effecteurs 

acquièrent des mutations leur permettant d’échapper à cette reconnaissance. Pour maintenir 

les capacités de défense et contrer les mécanismes d’évitement qui émergent chez les 

pathogènes, certains NLR fonctionnent par une reconnaissance indirecte des effecteurs. Deux 

systèmes existent chez les plantes pour cette reconnaissance indirecte. Dans le premier, le 

récepteur NLR est capable d’identifier une molécule du soi modifiée par un effecteur 

pathogène. On dit que le NLR « garde » la cible de l’effecteur, et cette cible est appelée 

‘guardee’ (Figure 9b). Dans le second système, la plante crée une copie de la cible naturelle 

de l’effecteur, un leurre appelé ‘decoy’ en anglais. Ce leurre présente une affinité élevée pour 

un récepteur NLR lorsqu’il est ciblé par l’effecteur (Figure 9c). Dans ces deux systèmes, le 

récepteur NLR interagit avec une molécule du soi, la molécule guardee ou la molécule decoy, 

modifiée par l’effecteur pathogène, pour initier une réponse immunitaire. 

Le dernier mécanisme connu, intervenant dans la reconnaissance des effecteurs par les NLR, 

implique également une interaction directe entre le récepteur NLR et son effecteur cible. En 

revanche, cette interaction passe par un domaine annexe, non commun, intégré à la structure 

du NLR appelé ‘integrated domains’ ou ‘integrated decoy’. Ce domaine constitue un leurre 
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pour l’effecteur pathogène qui va directement interagir avec le NLR (Figure 9d) (Kroj et al., 

2016). 

 

 

 

Figure 9 : Différentes stratégies de reconnaissance des effecteurs pathogènes par les récepteurs NLR.  
D'après S. Cesari (2018). 
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C.3. L’immunité chez les plantes  

Les trois familles de récepteurs LRR décrites précédemment ont un rôle central dans les 

mécanismes de résistance chez les plantes. Ils constituent deux lignes de défense distinctes 

permettant une surveillance complète des plantes : la première portée principalement par 

des LRR-RLK et des LRR-RLP permet une identification précoce des invasions au niveau des 

membranes cytoplasmiques. Ces récepteurs sont appelés PRR (Pattern Recognition 

Receptors). Les PRR permettent de déclencher une réponse immunitaire de type PTI (PAMP-

triggered immunity) après l’identification de motifs pathogènes, appelés PAMP (pathogen-

associated molecular pattern) ou MAMP (microbe-associated molecular pattern), ou de motifs 

du soi spécifiques d’un signal infectieux, appelés DAMP (damage-associated molecular 

pattern) (Dodds et al., 2006; Couto and Zipfel, 2016; DeFalco and Zipfel, 2021). Les récepteurs 

membranaires, constituant principalement une défense à spectre large (broad spectrum), sont 

facilement contournés par les pathogènes. Ces derniers utilisent des effecteurs pouvant 

inhiber les récepteurs ou interférer avec les partenaires intracellulaires des voies de 

signalisation (Figure 10) (Dodds and Rathjen, 2010).  

 

 

 

Figure 10 : Représentation schématique des deux lignes de défenses chez les plantes.  
D'après Dodds et Rathjen (2010). 
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En réponse à l’infection, les NLR vont déclencher une réponse immunitaire forte appelée ETI 

(Effector triggered immunity) aboutissant souvent à la mort de la cellule infectée (Cui et al., 

2015). Les NLR sont capables d’identifier les effecteurs pathogènes ou les éléments du soi 

modifiés par l’activité des pathogènes au niveau intracellulaire. Ils constituent ainsi une 

deuxième ligne de défense, souvent qualifiée de spécifique car chaque récepteur identifie une 

cible spécifique d’un pathogène (Cesari, 2018). Cette évolution conjointe des deux lignes de 

défenses et des pathogènes est appelée « course à l’armement » (arms race) (Dawkins and 

Krebs, 1979; Holub, 2001) et implique de nombreux mécanismes évolutifs et adaptatifs au 

niveau génomique.  

  C.4. Evolution des gènes LRR 

Chez les plantes, on ne connait pas de système de défense médié par des molécules 

circulantes comme les anticorps chez les animaux. Chaque cellule doit être capable de 

produire ses propres défenses et doit présenter à chaque instant un arsenal complet de 

protéines lui permettant de répondre à diverses attaques de pathogènes. 

La capacité d’une plante à résister aux attaques de pathogènes est donc définie par le 

répertoire de gène de résistance codé par son génome. Ce répertoire, majoritairement 

composé de récepteurs à LRR, évolue à deux échelles différentes et implique des mécanismes 

différents. Tout d’abord, à l’échelle du génome, on observe une évolution du nombre de gène 

de résistance par des mécanismes favorisant l’expansion du répertoire de gènes au cours du 

temps. Ensuite, à l’échelle des gènes eux-mêmes, on observe une évolution de leurs fonctions 

(notamment de reconnaissance) par des mécanismes favorisant la diversification des copies 

de gènes et des allèles. 

C.4.1. Expansion du répertoire de gènes de résistance 

Le principal mécanisme permettant l’expansion du nombre de copies des gènes de résistance 

dans les génomes est la duplication. Outre les duplications complètes de génome (whole 

genome duplication), le nombre de gènes augmente principalement suite à des duplications 

en tandem et des duplications segmentales. Lors de la duplication en tandem, la copie 

dupliquée apparait physiquement proche de la copie originale dans le génome. Lors de la 

duplication segmentale, la copie dupliquée apparait à une position éloignée de la copie 

originale, parfois sur un autre chromosome (Leister, 2004). Les récepteurs à LRR sont 
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particulièrement sujets aux duplications en tandem ce qui a pour conséquence de former de 

nombreux clusters contenant jusqu’à plusieurs dizaines de copies (Baumgarten et al., 2003; 

Meyers et al., 2003). 

Suite à ces duplications, dans la plupart des cas, les forces de sélection purifiantes, œuvrant 

au maintien des fonctions des gènes au cours du temps, se relâchent pour les copies 

dupliquées. Ainsi, les copies de gènes dupliqués peuvent accumuler des mutations avec une 

fréquence plus élevée que ce qui est observé sur les autres gènes non dupliqués. Des 

mutations non-sens vont alors pouvoir se fixer et, à terme, rendre les copies non-

fonctionnelles, parfois appelées pseudogènes. Ce mécanisme est qualifié de 

« pseudogénisation ». L’ensemble de ces mécanismes évolutifs, duplications de nombreuses 

copies de gènes suivies de la pseudogénisation de plusieurs d’entre elles est nommé ‘birth 

and death’ (Michelmore and Meyers, 1998; Nei and Rooney, 2005).  

Les copies de gènes issues de duplications, dont certaines sont en cours de pseudogénéisation, 

présentent une homologie dont le niveau dépend de l’âge de la duplication et du nombre de 

mutations qui ont pu s’accumuler entre les copies. Lorsque ces duplications sont très récentes 

et que la dynamique de ‘birth and death’ a un rythme élevé, l’homologie entre les copies est 

forte. Ce cadre particulier peut alors conduire à des erreurs d’identification et d’annotation 

des gènes d’intérêt et donc impacter l’interprétation de ces données. 

C.4.2. Diversification des gènes de résistance 

La diversification des récepteurs de résistance permet l’émergence de nouvelles capacités 

d’identification de ligands. Ce processus est également impliqué dans les dynamiques de 

coévolution entre récepteurs et ligands pour maintenir la spécificité de reconnaissance au 

cours du temps (McDowell and Simon, 2006). Les deux mécanismes majoritaires participant à 

la diversification des gènes sont les mutations ponctuelles et les recombinaisons (notamment 

illégitimes) (Leister, 2004).  

Les mutations ponctuelles 

Parmi les mutations ponctuelles, on peut identifier les indels et les substitutions non-

synonymes. Ces évènements vont provoquer des changements dans les séquences protéiques 

correspondantes. Les indels de nucléotides, s’ils sont en multiple de trois, vont éliminer ou 

ajouter des acides aminés, tandis que les substitutions non-synonymes vont induire un 
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changement d’acide aminé dans la séquence. Si la plupart des mutations qui affectent la 

séquence protéique sont éliminées au cours du temps car elles ont un effet négatif sur la 

fitness des individus qui la portent (i.e. sélection purificatrice ou purifiante), certaines d’entre 

elles peuvent être à l’origine de l’émergence de nouvelles fonctions. Ces mutations favorables 

vont pouvoir se fixer au cours du temps si elles apportent un avantage sélectif, c’est la 

sélection positive ou diversifiante. L’émergence de nouvelles fonctions, appelé « néo-

fonctionnalisation », est rare mais représente un moteur d’innovation et d’adaptation pour 

les organismes.  

Dans le cas des récepteurs à LRR, plusieurs études ont mis en évidence l’effet de la sélection 

positive, chez les NLR et les LRR-RLK (Mondragon-Palomino et al., 2002; Wang et al., 2011; 

Fischer et al., 2016). Ce type de sélection peut être détecté notamment lorsque le taux de 

substitutions non-synonymes est plus élevé qu’attendu. Ces signatures moléculaires de 

sélection ont pu être détectées en particulier dans le domaine LRR.  

Les recombinaisons 

Les mécanismes de recombinaisons permettent l’échange de fragment de séquence entre 

différents allèles (recombinaison homologue), ou entre différents gènes (recombinaison non 

homologue ou illégitime, conversion génique). Ces évènements ont lieu entre régions 

présentant des homologies de séquence élevées, permettant l’appariement des molécules 

d’ADN. Les récepteurs LRR étant fortement dupliqués et organisés en larges clusters, les 

évènements de recombinaison apparaissent donc avec une fréquence plus élevée que pour 

d’autre familles de gènes. En particulier, il a été démontré chez A. thaliana qu’au moins 45% 

des NLR, 34% des LRR-RLK et 69% des LRR-RLP, avaient subi des évènements de conversion 

génique (Mondragon-Palomino and Gaut, 2005).  

Un autre moyen de diversifier les gènes et leur fonction consiste à créer de nouvelles 

structures en fusionnant des domaines préexistants (Bjorklund et al., 2005). De nouvelles 

architectures de protéines peuvent apparaitre via des mécanismes de recombinaison non-

homologue. Ils sont à l’origine de la variabilité observée pour les récepteurs à LRR comme par 

exemple les TNL, RNL et CNL pour les NLR. Ils présentent chacun un domaine en N-ter variable 

issus d’évènements de fusion indépendants mais anciens (Tamborski and Krasileva, 2020). Ces 

mécanismes sont également à l’origine des NLR présentant des domaines intégrés (integrated 

domains) qui constituent une source d’innovation importante pour les résistances (cf. section 
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C.2.2.) (Bailey et al., 2018). Une étude récente s’est intéressée à l’impact des variations 

structurales sur la diversification des LRR-RLK (Man et al., 2020). Les auteurs montrent que la 

diversification des structures peut impacter : (i) la détection des gènes pour la famille du fait 

de l’absence de certains domaines caractéristiques, et (ii) les analyses par phylogénie du fait 

des échanges de séquences entre différents gènes. Ils observent 2,8 % des structures LRR-RLK 

avec un domaine additionnel non-commun. En revanche, ces fusions ne sont jamais 

retrouvées dans les orthologues de ces gènes chez les espèces incluses dans l’étude. Ces 

évènements seraient alors récents et pourraient indiquer que les fusions de domaines sont 

fréquentes mais rarement conservées. Pour les LRR-RLK, seuls deux évènements de fusions 

différents semblent avoir été conservés au cours de l’évolution des plantes, et concernent les 

structures avec un domaine malectin et les structures avec un domaine malectin-like (Figure 

6) (Dievart et al., 2020). 

Contraste des différents mécanismes pour les récepteurs LRR 

Au sein de chaque famille de récepteurs LRR, les gènes n’évoluent pas tous au même rythme 

et ne sont pas soumis de la même façon aux mutations ponctuelles et aux recombinaisons. 

Par exemple, les gènes NLR peuvent être distingués selon le mécanisme qui les affecte 

majoritairement (Kuang et al., 2004; Friedman and Baker, 2007). Les NLR dit de type I sont 

décrits comme des gènes à évolution rapide. Ces gènes subissent fréquemment des échanges 

de séquence entre différentes copies de même clade (i.e. des paralogues) par recombinaisons 

homologues et non-homologues (Baumgarten et al., 2003). Les échanges entrainent la 

formation de copies ‘chimériques’ dont chaque partie provient d’une copie d’origine 

différente. Ces échanges de séquences entre paralogues ont pour effet d’homogénéiser les 

séquences dans les clusters (appelée ‘évolution concertée’ (Hickey et al., 1991)) et vont donc 

impacter la détermination des relations d’orthologie entre espèces (Leister, 2004). A l’inverse, 

les NLR dit de type II sont décrits comme des gènes à évolution lente. Ces gènes évoluent 

majoritairement via des mutations ponctuelles et présentent un faible taux de recombinaison, 

donc peu d’échange de séquence entre différentes copies. Pour ces gènes, les relations 

d’orthologie sont plus facile à déterminer car les copies orthologues entre génomes ont une 

homologie plus élevée que les copies paralogues au sein d’un même génome (Friedman and 

Baker, 2007). 
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Des tels contrastes ont aussi été observés au sein des LRR-RLK. La plupart de ces récepteurs 

suivent un modèle birth and death avec un rythme parfois très intense et forment de large 

cluster de gènes dupliqués. En revanche, certains de ces gènes sont retrouvés isolés dans les 

génomes (24% des LRR-RLK chez A. thaliana). Les orthologues de ces gènes sont plus 

facilement identifiables car ils sont beaucoup plus conservés entre génomes éloignés 

(Mondragon-Palomino and Gaut, 2005; Fischer et al., 2016).  

D. Structure et fonction du domaine LRR 

Les séquences répétées sont très nombreuses dans les séquences nucléotidiques et 

protéiques, de tous les organismes. Elles peuvent être réparties en différentes catégories en 

fonction de leur structure et de leur organisation : (i) les séquences répétées en tandem, dont 

les répétions sont physiquement proches (micro- et mini-satellites au niveau de zones 

intergéniques, domaines et motifs répétés dans les gènes) ; (ii) les séquences répétées 

dispersées (éléments transposables, gènes dupliqués) (Biscotti et al., 2015). Les séquences 

répétées ont des fonctions biologiques diverses. Elles participent, par exemple, à la stabilité 

des ARNm via la queue polyA ou à l’organisation structurale de l’ADN via leur présence au 

niveau des centromères et des télomères. Au niveau protéique, les motifs répétés sont 

souvent impliqués dans les mécanismes de reconnaissance ou de régulation via des 

interactions protéine-protéine ou protéine-ligand (Schaper and Anisimova, 2015). C’est le cas 

des répétitions riches en leucine, ou ‘Leucine-Rich Repeats’ (LRR) qui comptent parmi les 

motifs les plus abondants des protéomes de plantes avec les répétitions PPR 

(pentatricopeptide repeats) (Bjorklund et al., 2006; Schaper and Anisimova, 2015).  

D.1. Différents types de motifs LRR 

Le domaine LRR est un domaine protéique retrouvé dans l’ensemble des règnes vivants (virus, 

bactérie, animaux, plantes). C’est un domaine composé de motifs répétés et riches en résidus 

aliphatiques, et plus particulièrement en Leucine. La première description d’un tel motif date 

de 1985 et concerne une glycoprotéine humaine : la leucine-rich α2-glycoprotein (Takahashi 

et al., 1985). Avant la fin des années 90, sept types de motifs LRR différents sont décrits (Figure 

11) (Kajava, 1998; Kobe and Kajava, 2001): « Typical » (Kajava et al., 1995), « RI-like » 

(Hofsteenge et al., 1988), « Cys-containing » (Flick and Johnston, 1991), « Plant-specific » 

(Jones and Jones, 1997), « SD22-like » (Ohkura and Yanagida, 1991), « Bacterial » (Buchanan 
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and Gay, 1996) et « TpLRR » (Shevchenko et al., 1997). Un 8ème type de motif a été décrit 

récemment : « IRREKO » (Matsushima et al., 2010). Quel que soit le type de motif, une 

répétition LRR est composée de deux segments : un segment hautement conservé (HCS, 

Highly Conserve Segment) et un segment variable (VS, Variable Segment). Le segment HCS est 

le fragment de séquence portant les résidus Leucine, cette partie est globalement commune 

à tous les types de motifs LRR. Le segment VS permet lui de distinguer les différents types de 

motifs (Figure 11). 

 

Figure 11 : Consensus des différents types de motifs LRR décrits dans la littérature.  
Adaptée de Kobe et Kajava (2001)  

 

D.2. Motif LRR chez les plantes 

Le motif LRR « Plant-specific » est le motif le plus retrouvé dans les protéines de plantes. Il 

compose notamment les domaines LRR des récepteurs LRR-RLK et LRR-RLP. Il a un consensus 

de 24 acides aminés représenté par la séquence : LxxLxxLxLxxNxLxGxIPxxLxx. D’autres motifs 

sont également décrits chez les plantes, en particulier pour des gènes intracellulaires NLR. Ils 

ressemblent en partie au motif de type « Cys-containing » avec un résidu cystéine (C) 

majoritaire en position 12 à la place de l’asparagine (N). Mais ils présentest également le di-

peptide « IP » dans le segment variable des motifs comme pour le motif de type « Plant-

specific » (Matsushima and Kretsinger, 2016; Martin et al., 2020). 

D.3. Structure secondaire et tertiaire des domaines LRR 

La première structure cristallisée d’un domaine LRR a été faite pour la protéine Ribonuclease 

inibitor (RI) porcine (Kobe and Deisenhofer, 1993). Chez les plantes, il faut attendre 2011 pour 
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avoir la première structure cristallisée d’un domaine LRR, qui concerne le récepteur hormonal 

BRI1 d’Arabidopsis thaliana (Hothorn et al., 2011; She et al., 2011).  

Du point de vue du motif LRR, le segment HCS forme un feuillet β et le segment VS va former 

des structures de type coudes et/ou hélices. Ces structures vont être déterminées 

principalement par la longueur du motif et la composition de leur segment VS (Figure 12a et 

b) (Kobe and Deisenhofer, 1994; Kajava, 1998; Bella et al., 2008).  

Au sein du domaine, les motifs LRR forment un solénoïde : une structure hélicoïdale dont 

chaque répétition LRR forme un tour de l’hélice (Figure 12c). Généralement, le solénoïde est 

courbé, plus ou moins en fer à cheval en fonction du nombre de répétitions LRR. Sur la partie 

concave, on retrouve les feuillets β parallèles qui se stabilisent entre eux par des liaisons 

hydrogènes portées par les résidus leucine (ou autres aliphatiques). Sur la partie convexe, on 

retrouve les segments VS des motifs LRR. L’encombrement généré en fonction de la structure 

secondaire prise par la partie VS (coude, hélice alpha, hélice 310) va déterminer le degré de 

courbure du solénoïde ; plus la structure est encombrante (hélice alpha > hélice 310 > coude) 

plus le solénoïde sera courbé (Bella et al., 2008). 

 

Figure 12 : Modélisation de la structure des motifs LRR.  
D’après (Chen, 2021). 
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D.4. Origine des motifs LRR et évolution du domaine LRR 

L’origine des différents types de motifs est débattue depuis le début des années 90. Deux 

hypothèses s’opposent. La première suppose que les motifs LRR ont une origine commune, et 

les différents types de motifs ont émergé par duplication et diversification à partir d’un motif 

ancestral. La seconde évoque plusieurs origines indépendantes pour au moins une partie des 

différents types de motifs. En faveur de cette hypothèse, Kobe et Deisenhofer (Kobe and 

Deisenhofer, 1994) évoquent la grande diversité des motifs (en consensus et longueur) ainsi 

que la spécificité d’occurrence de chacun en fonction des familles de protéines. Cela tend à 

suggérer une origine complexe des motifs, qui, d’après les auteurs, pourraient avoir émergé 

de novo à différents moments au cours de l’évolution, et dans différents phylums. Cette 

hypothèse est également défendue par Kajava (Kajava, 1998) qui s’appuie sur la spécificité 

d’occurrence de chaque motif dans les protéines. Le fait de ne jamais trouver des motifs de 

différents types au sein d’un même domaine serait la conséquence de contraintes structurales 

fortes appliquées au segment VS des motifs. Cette observation est interprétée par l’auteur 

comme le signe que les différents motifs ne seraient pas issus d’un motif ancestral unique. 

Dans ce cas, les ressemblances observées seraient la conséquence d’une convergence 

évolutive (Patthy, 2003). 

En revanche, il est également évoqué que la distinction entre les différents types de motifs 

n’est pas absolue et beaucoup de motifs peuvent correspondre à plusieurs de ces types 

(Andrade et al., 2000). C’est également l’hypothèse privilégiée par Matsushima et Kretsinger 

(Matsushima and Kretsinger, 2016) qui observent des occurrences de différents types de 

motifs dans certaines protéines formant des superstructures (Matsushima and Kamiya, 1999; 

Matsushima et al., 2010). Par ailleurs, certaines caractéristiques partagées par différents 

gènes portant différents types de motifs tendent également à suggérer une origine commune. 

Jones et Jones (Jones and Jones, 1997) évoquent le cas des protéines dont chaque motif LRR 

est porté par un exon indépendant et dont la séparation intron-exon est systématiquement à 

la même position du motif. Cette caractéristique, spécifique de certains récepteurs 

membranaires, est partagée par les plantes et les animaux. Pour ces auteurs, ces résultats 

suggèrent une origine commune de ces motifs-là au moins, avec un motif LRR entouré 

d’introns préexistants avant la séparation de ces règnes vivants.  
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Bien que l’origine réelle des différents motifs LRR reste non élucidée pour le moment, il a été 

montré que le répertoire de ces motifs (comme tout motif répété) tend à s’étendre au cours 

de l’évolution (Bjorklund et al., 2006; Anisimova et al., 2015). Si la duplication fréquente des 

gènes complets, liée au modèle évolutif ‘birth and death’, participe fortement à cette 

expansion, il existe d’autres mécanismes qui agissent à l’échelle du domaine ou des motifs 

pour étendre et diversifier le répertoire des LRR d’un organisme, d’une espèce ou d’un groupe 

phylogénétique. Les domaines LRR sont notamment affectés par des évènements de 

conversion génique ou des mutations ponctuelles comme évoqué précédemment (cf. section 

C.4.2.), mais ils sont aussi affectés par des évènements qui vont modifier le nombre de motifs 

LRR dans le domaine. Par exemple, on peut observer des indels de motifs complets et des 

duplications de motifs intra-domaine (Noel et al., 1999). Ces évènements participent 

ensemble à la diversité locale (motifs intra-gènes/allèles) et globale (motifs intra-

génome/espèces) du répertoire LRR. 

L’importance et la fréquence de ces différents mécanismes ne sont pas encore bien connues 

car peu d’études se sont intéressées de manière globale à ces évènements. En particulier, on 

ne connait pas encore l’impact relatif de chacun des mécanismes (mutations vs duplication et 

conversion génique) pour les différentes familles, ni le rythme auxquels ils ont lieu à l’échelle 

du génome. Certains de ces mécanismes sont, en plus, difficiles à distinguer. Par exemple, les 

conversions géniques et les duplications récentes vont avoir pour conséquence de réduire la 

diversité observable des motifs. Par ailleurs, le fait de définir un motif par sa séquence, et donc 

par des bornes précises, peut limiter la puissance des méthodes de détection d’évènements 

de duplications. En effet, une duplication peut entrainer la fin d’un motif et le début du 

suivant. Cet évènement forme alors un motif dont la séquence est une chimère entre deux 

motifs préexistants (Figure 13). Le motif chimérique, défini par des bornes fixes, n’aura alors 

pas un niveau d’identité plus élevé que l’attendu moyen quand il est comparé aux motifs 

voisins (Szalkowski and Anisimova, 2013; Anisimova et al., 2015). Björklund et al. (2006) 

utilisent un jeu de données de motifs répétés définis selon des bornes de motif fixes. Ils 

observent que les motifs LRR se dupliquent majoritairement par groupes de 2 motifs adjacents 

à la fois. Mais il est possible qu’ils détectent moins de duplications de seulement un motif, à 

cause de ce choix.  
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Figure 13 : Conséquence d’une duplication de motif LRR non centrée sur le consensus défini.  
La duplication entraîne la formation d’un motif chimérique présentant une similarité de séquence avec le motif 2 
sur sa partie N-terminale, et avec le motif 1 sur sa partie C-terminale. 

 

E. Méthodes d’annotation des gènes et des génomes 

L’annotation dans le domaine de la bio-informatique consiste à donner aux séquences 

biologiques brutes une information compréhensible et exploitable. Il existe deux grands types 

d’annotation : l’annotation structurale et l’annotation fonctionnelle.  

E.1. Annotation Structurale : donner du sens à la séquence génomique 

L’annotation structurale des génomes consiste à identifier les régions portant des éléments 

fonctionnels d’intérêts afin de donner du sens à la séquence génomique et ainsi pouvoir 

l’étudier. On localise les gènes, les promoteurs, les séquences régulatrices, les TE, les ARN non 

codants, etc. Pour les gènes, l’annotation consiste à identifier et labéliser l’ensemble de ces 

caractéristiques structurales : les introns, les exons, les UTRs et à repérer la partie codante 

pour une protéine (CDS).  

On distingue généralement deux types de méthodes pour l’annotation structurale des 

séquences génomiques : les méthodes comparatives et les méthodes dites ab initio (Yandell 

and Ence, 2012).  

E.1.1. Méthodes comparatives 

Les méthodes comparatives se basent sur des comparaisons de séquences, i.e. des 

alignements, avec des données de différentes natures pour générer une annotation (König et 

al., 2018). Elles peuvent être séparées en deux approches : les méthodes basées sur 
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l’homologie globale, qui consistent à aligner le génome d’intérêt sur des séquences 

génomiques déjà annotées pour guider la prédiction, et les méthodes basées sur la similarité, 

qui utilisent des données de type séquences protéiques, cDNA, EST, RNAseq, etc. pour 

identifier les régions correspondant aux structures à annoter (Figure 14a). 

E.1.2. Méthodes ab initio et méthodes hybrides 

Les méthodes ab initio s’appuient sur des modèles de vraisemblance appris sur un ensemble 

de données de nature variée. Les modèles sont ensuite appliqués sur la séquence à annoter 

pour identifier les éléments d’intérêt (Figure 14b). Les modèles combinent par exemple des 

ensembles de séquences (protéiques, génique, EST, cDNA), des signaux caractéristiques (site 

d’épissage, codons start et codon stop, promoteurs), ou des informations statistiques diverses 

(biais d’utilisation du code génétique, pourcentage de GC entre gènes et régions 

intergéniques). Les modèles qui en découlent sont variés : HMM (hidden markov model), 

GHMM (generalized HMM), WAM (weight array model), etc. Les outils d’annotations les plus 

connus sont Augustus (Stanke and Waack, 2003), Gnomon (Souvorov et al., 2010) et FGENESH 

(Salamov and Solovyev, 2000). 

Les méthodes hybrides sont dérivées des méthodes ab initio (Yandell and Ence, 2012). Elles 

reposent essentiellement sur le même principe mais corrigent les prédictions de gènes grâce 

à des alignements avec des données connues (protéines ou transcrits). Parmi les outils 

proposant ces stratégies, on trouve : GenomeScan (Yeh et al., 2001), FGENESH+ (Solovyev et 

al., 2006) et des variantes de EuGene (Sallet et al., 2019), Augustus (Stanke and Waack, 2003) 

ou Gnomon (Souvorov et al., 2010). 

E.1.3. Biais des méthodes d’annotation structurale 

La plupart des outils modernes combinent les approches précédentes (comparatives et ab 

initio), et appliquent des règles de décision à travers des « choosers » (ou « combiners ») pour 

résoudre les conflits de prédiction et fournir une annotation unifiée pour le génome d’intérêt 

(Yandell and Ence, 2012). 
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Figure 14 : Deux stratégies d’annotation structurale des génomes.  
(a) annotation des génomes par une approche comparative. (b) annotation des génomes via des méthodes ab 
initio. 
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Cependant, des biais existent dans ces méthodes. (i) Les premiers grands efforts d’annotation 

ont été réalisés chez les bactéries, les levures puis chez les mammifères, notamment la souris 

et l’humain. Pendant longtemps, ces méthodes ont simplement été transposées à d’autres 

espèces et d’autres branches du vivant en exportant des règles qui ne sont pas toutes 

pertinentes suivant la cible que l’on souhaite annoter. (ii) Les méthodes comparatives utilisent 

quelques références très connues (humain, souris, drosophile, Arabidopsis), et peuvent 

répandre les erreurs de la référence aux autres génomes. Si ces références, qui sont au centre 

de nombreux efforts de recherche, sont régulièrement corrigées, les annotations des autres 

génomes ne le sont pas forcément. (iii) Les méthodes sont validées et les annotations 

contrôlées via des gènes très connus (souvent des gènes de ménage, appelés « housekeeping 

genes »), mais ces gènes sont généralement les plus simples à annoter car ils sont très 

conservés entre les espèces et donc très présents dans les bases de données, avec des 

structures de très bonne qualité. Le contrôle de l’annotation avec des outils comme BUSCO 

(Simao et al., 2015) ne donne aucune indication sur la qualité de l’annotation des autres gènes 

que ceux directement intégrés à BUSCO. (iv) Ces méthodes essayent de prédire tous les gènes 

sur la même base d’information. Or chaque séquence est unique et un modèle capable de 

générer des prédictions qualitatives pour une famille de gènes, peut être médiocre pour une 

autre.  

Un autre point très important est que ces méthodes ne sont pas conçues pour prédire des 

gènes impactés par des mutations non-sens, principalement provoquées par des substitutions 

créant des codons stop prématurés ou des indels provoquant un décalage de cadre de lecture 

(frameshif). La transcription des gènes impactés par ces mutations peut éventuellement 

aboutir à la synthèse d’un ARN complet mais dont la protéine synthétisée à partir de cet ARN 

sera tronquée. Cette particularité est difficile à prendre en compte par les outils d’annotation 

automatique et la qualité des annotations fournies s’en trouve réduite. En effet, certaines 

annotations peuvent tronquer prématurément le modèle de gène pour correspondre à la 

protéine partielle qui serait produite (la fin du gène est donc manquée par l’annotation) ou la 

protéine est annotée complète avec de faux introns introduits pour esquiver les mutations 

non-sens (cf. chapitre 2).  
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E.1.4. Impact des redondances pour l’annotation de familles de gènes 
complexes 

La présence de fortes homologies de séquences entre différentes régions du génome qu’on 

trouve dans le contexte des gènes LRR (motifs répétés, gènes dupliqués), impacte les 

méthodologies appliquées aux données à différentes échelles. Tout d’abord, elles impactent 

l’assemblage des séquences de références (génomes et transcrits) à partir des reads de 

séquençage (WGS ou RNAseq) en créant des ambiguïtés de position pouvant conduire à des 

erreurs de construction. Ensuite, elles impactent l’annotation structurale des séquences 

génomiques, c’est-à-dire la prédiction des gènes et la détermination de leurs structures 

introns-exons. Pour pallier ce problème, il est fréquent de passer par une étape de masquage 

des séquences répétées (« repeat masking ») avant de procéder à l’annotation. Mais cette 

étape constitue un biais supplémentaire car il est fréquent que les gènes de résistances 

(souvent présents en clusters) sont en partie masqués par cette étape (Bayer et al., 2018).  

Les familles de gènes complexes, en particulier multigéniques et dupliquées, sont 

particulièrement impactées par ces biais (Fawal et al., 2014). Ce sont des familles souvent mal 

caractérisées dont les séquences sont de mauvaise qualité dans les bases de données ce qui 

participe à la propagation de mauvaises annotations pour les gènes de ces familles.  

Plusieurs études ont noté la présence de modèles de gènes erronés dans les données 

d’annotation publiques pour les récepteurs LRR, et plus particulièrement pour les NLR (Meyers 

et al., 2003; Jupe et al., 2012; Jupe et al., 2013; Andolfo et al., 2014; Man et al., 2020). Certains 

ont fait le choix de ré-annoter manuellement les gènes concernés avant d’analyser les 

données. Parmi les erreurs récurrentes relevées, on observe l’annotation de gènes tronqués 

ou de pseudogènes (séquences avec des mutations non-sens) annotés comme des gènes 

complets fonctionnels (Meyers et al., 2003). En effet, les outils d’annotation automatiques 

forcent les modèles pour être canoniques, c’est-à-dire qui respectent les attendus biologiques 

d’un gène fonctionnel (codon start, sites de splicing, taille d’intron, codon stop terminal etc.). 

Si un codon stop ou un frameshift survient dans une copie de gène, les outils peuvent tronquer 

le modèle ou intégrer de faux introns pour obtenir un modèle canonique. Ces modèles 

incomplets ou erronés participent à une mauvaise caractérisation des familles complexes et 

au maintien d’annotations chimériques dans les génomes et les bases de données. 
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E.2. Annotation des séquences protéiques 

L’annotation des séquences protéiques consiste à identifier les domaines et motifs protéiques 

présents dans la séquence. L’identification de ces motifs ou domaines appartient au champ 

de l’annotation fonctionnelle. Différentes stratégies existent pour annoter des séquences 

protéiques (Wang et al., 2021). Ces méthodes font la balance entre la précision, l’exhaustivité 

et l’utilisation des ressources computationnelles (mémoire et temps de calcul). 

E.2.1. Méthodes comparatives (alignements) 

La stratégie la plus simple consiste à rechercher des similarités de séquences entre l’élément 

à annoter (la requête) et un ensemble de données déjà annotées (les cibles). Fréquemment 

utilisées, ces méthodes « comparatives » reposant sur des alignements entre séquences sont 

très simples à mettre en œuvre et permettent d’annoter de grandes quantités de données 

(Wang et al., 2021). En revanche, l’efficacité de ces méthodes peut être impactée par 

différents aspects : (i) Le temps d’exécution est dépendant de la taille de la base de données 

cible et peut rapidement devenir très long pour les grandes bases de données. (ii) Il existe des 

biais de représentation de certaines familles de gènes ou certains domaines protéiques dans 

les bases de données. Les domaines les mieux annotés sont aussi les plus représentés, et les 

domaines les plus représentés sont les plus faciles à annoter. (iii) L’homologie entre la 

séquence requête et le jeu de données cible peut être variable et la conservation de séquence 

au sein d’une même famille peut être faible et limiter les possibilités d’identification. Ces 

stratégies basées sur les alignements peuvent alors générer des erreurs d’annotation 

correspondant à : (i) des faux négatifs (i.e. ne pas identifier un domaine alors qu’il est présent) 

lorsque la séquence à annoter est trop divergente ou lorsque la base de données possède peu 

ou pas d’homologues, et (ii) des faux positifs (i.e. identifier un domaine qui est absent) lorsque 

des ressemblances aléatoires entre des séquences n’étant pas liées par une même fonction 

sont identifiées. 

E.2.2. Profils HMM pour l’annotation des protéines 

Une fonction est généralement portée par un ou plusieurs domaines fonctionnels. L’avantage 

sélectif conféré par la fonction crée une pression de sélection purificatrice sur les domaines 

fonctionnels. Leur séquence primaire est donc conservée entre les différents gènes qui les 

portent au cours de l’évolution. Ainsi, la détection de domaines fonctionnels conservés 
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constitue une approche plus sensible pour l’annotation fonctionnelle que la simple 

comparaison de séquence (Bolger et al., 2018). Dans cette optique, l’utilisation des profils 

HMM (Hidden Markov Model) est très répandue. C’est une méthode simple, peu gourmande 

en ressources et permettant de discriminer efficacement la présence d’un motif ou d’un 

domaine particulier dans les séquences biologiques, qu’elles soient protéiques ou 

nucléotidiques. Un profil HMM est un modèle statistique construit à partir d’un alignement 

multiple permettant de retranscrire la diversité observée à chaque résidu du domaine 

considéré. Le profil HMM représente des probabilités d’émission associées à des états et des 

probabilités de transitions entre ces états. Dans le cadre des séquences biologiques, et plus 

particulièrement des motifs protéiques, un état d’un HMM correspond à une position dans ce 

motif. Les probabilités d’émission associées à cet état détermineront les fréquences 

d’observation de chaque résidu acide aminé à cette position. Les probabilités associées aux 

transitions détermineront le prochain état. A partir d’un état donné, les transitions possibles 

sont le passage à l’état suivant (‘match’), l’insertion (rester à l’état actuel) ou la délétion (aller 

à un état postérieur à l’état suivant). Lorsqu’un profil HMM est appliqué sur une séquence ou 

un fragment de séquence, il permet d’extraire une probabilité, sous forme d’un score, que 

cette séquence en question puisse être produite par ce profil. Si ce score surpasse certains 

seuils prédéfinis, alors on considère que le motif testé est présent dans la séquence (‘hit’). Les 

outils permettant de comparer des profils à des séquences biologiques (HMMER, MEME) 

fournissent une e-value associée à chaque comparaison, permettant de savoir si le hit aurait 

pu être obtenu par simple hasard (Eddy, 1996, 1998). 

L’outils d’identification fourni par la suite HMMER offre une e-value supplémentaire, 

dépendante du nombre de matchs dans la séquence. Ainsi, un hit de e-value supérieur au seuil 

peut être quand même considéré comme significatif si le même profil a eu d’autres hits dans 

la même séquence, ce qui a pour effet de diminuer la probabilité que ce hit divergent soit dû 

au hasard. Cette fonction est particulièrement utile pour l’annotation des motifs répétés 

(Anisimova et al., 2015). 

E.2.3. Annotation des motifs répétés dans les séquences protéiques 

La détection et l’annotation de motifs répétés au sein de protéines est difficile et se base 

largement sur la conservation entre les répétitions. Or, les domaines de motifs répétés 

forment des structures 3D conservées (Kajava, 2012). Dans le cas des LRR, cette structure est 
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une hélice dont chaque tour est composé d’un motif (cf section D.3.). Les répétitions au sein 

d’un même domaine sont généralement imparfaites car les séquences accumulent des 

mutations, substitutions et indels, au cours de l’évolution qui ne sont pas nécessairement 

contre sélectionnées. La variabilité de ces motifs semble participer à la stabilité des structures 

3D (Jorda et al., 2010) mais impacte négativement les capacités de détection des motifs par 

les outils d’annotation.  

L’annotation des domaines protéiques contenant des répétitions fait face à trois challenges. 

Premièrement, il est important d’identifier l’ensemble des répétitions d’une séquence, 

permettant de fournir une annotation exhaustive du domaine. Ensuite, il est nécessaire de ne 

pas identifier de faux motifs (faux positifs) qui conduiraient à une annotation erronée du 

domaine. Enfin, il est important d’identifier de manière constante les bornes de ces motifs 

afin de pouvoir les comparer entre eux.  

Il existe deux stratégies principales pour l’identification et l’annotation des motifs répétés. La 

première, sans a priori, consiste à faire une recherche de cyclicité en alignant la séquence 

étudiée avec elle-même à l’aide d’outils dédiés tels que ceux implémentés dans MEME (Bailey 

et al., 2006). La seconde est basée sur une recherche de motifs prédéfinis, généralement 

modélisés sous forme de profils HMM ou de PSSM (‘Position Scoring Matrix’). L’utilisation de 

profils HMM pour annoter les motifs est une méthode simple et fréquemment utilisée dans 

le cas des motifs LRR (Mondragon-Palomino et al., 2002; Wang et al., 2008; Li et al., 2010; 

Dievart et al., 2011; Guo et al., 2011; Sun and Wang, 2011; Wang et al., 2011; Schulze et al., 

2015; Fischer et al., 2016; Magalhaes et al., 2016; Dufayard et al., 2017; Liu et al., 2017; Sun 

et al., 2017; Die et al., 2018; Sun et al., 2018; Van de Weyer et al., 2019; Man et al., 2020). 

Différentes stratégies ont été développées pour l’identification des motifs LRR avec les HMM 

tenant compte de leurs caractéristiques intrinsèques : 

(i) Afin d’identifier indépendamment les différents types de motifs connus, on peut utiliser un 

HMM ne représentant que la partie HCS du motif car cette partie est commune aux différentes 

familles de LRR (cf. tableau 1). En revanche, cette partie étant courte, et majoritairement 

composée de résidus aliphatiques (fréquents dans la composition des protéines) cette 

stratégie tend à générer de nombreux faux positifs ; 
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(ii) A l’inverse, utiliser des profils représentant un motif complet permet généralement de 

s’affranchir des faux positifs. En revanche, la partie variable du motif (VS) étant assez 

différente entre les répétitions des différentes familles de motifs LRR, chaque profil tend à 

n’identifier que les motifs de sa famille. Avec cette stratégie, l’utilisation d’un profil générique 

à l’échelle des plantes tend alors à générer de nombreux faux négatifs ;  

(iii) Enfin, il est possible d’utiliser des profils multi-motifs, c’est-à-dire représentant plusieurs 

répétitions consécutives (2 ou 3 en général). Souvent, les parties conservées (HCS) des motifs 

sont bien caractérisées et les parties variables (VS) sont faiblement caractérisées. Ainsi, le 

profil offre généralement une bonne sensibilité pour l’ensemble des familles LRR, mais limite 

les faux positifs en s’appuyant sur l’occurrence multiple du segment conservé avec une 

distance définie entre chacune des occurrences. En revanche, les résultats des recherches 

effectuées sur la base de ce type de profil ne permettent pas de déduire directement une 

annotation motifs par motifs avec des bornes standardisées. 

Une façon de contourner les limitations évoquées ci-dessus serait d’utiliser un profil 

représentant un motif complet, pour éviter les faux positifs, mais qui s’adapte au jeu de 

donnée et aux familles de gènes, pour éviter les faux négatifs. 

F. Problématiques et objectifs de la thèse 

L’étude de l’histoire évolutive des récepteurs à LRR est une étape indispensable à une 

meilleure compréhension de l’immunité chez les plantes, en particulier des mécanismes 

évolutifs à l’origine de l’émergence de nouveaux allèles d’intérêt dans les espèces sauvages et 

cultivées.  

Dans la littérature, les analyses évolutives de ces gènes chez les plantes sont conduites 

majoritairement sur les LRR-RLK ou NLR car elles sont basées sur l’analyse des domaines 

fonctionnels associés, i.e. le domaine kinase pour les LRR-RLK et le domaine NB-ARC pour les 

NLR. Se focaliser sur les domaines fonctionnels associés facilite les analyses car ces domaines 

sont plus conservés et donc plus facile à identifier et à aligner, mais ne permet pas, par 

exemple, d’analyser la famille des LRR-RLP. C’est pour cette raison que les analyses évolutives 

sur les LRR-RLP sont nettement moins nombreuses que celles sur les LRR-RLK et les NLR. Par 

ailleurs, les analyses réalisées sur ces familles sont généralement indépendantes les unes des 

autres. Elles ne permettent donc pas de comparaisons entre ces trois familles de gènes, 
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notamment au niveau des domaines LRR. Pourtant, la spécificité de ces 3 familles de 

récepteurs pour une cible étant principalement portée par le domaine LRR, étudier l’évolution 

de ces récepteurs et les mécanismes à l’origine de la diversité de leurs domaines LRR, est d’un 

intérêt majeur pour comprendre leurs fonctionnements et leurs mécanismes d’adaptation 

chez de nombreuses espèces. 

Dans ce champ de recherche, les questions qui se posent actuellement sont de deux types :  

(i) est-ce que ces trois familles de récepteurs évoluent de la même façon, et dans quelle 

mesure les spécificités structurales de leurs domaines LRR jouent-elles un rôle dans cette 

évolution ? 

(ii) comment caractériser et mesurer la vitesse d’évolution des domaines LRR en tenant 

compte de plusieurs facteurs spécifiques aux séquences protéiques répétées (évolution du 

nombre de motif, de leur ordre, de la séquence même des motifs etc.). 

Pour répondre à ces questions, un prérequis est que les trois familles de récepteurs à LRR, et 

en particulier leurs domaines LRR et par extension leurs motifs LRR, soient identifiés et 

annotés de manière homogène, exhaustive et reproductible dans les génomes étudiés.  

Ma thèse s’inscrit dans cette thématique scientifique et contient trois objectifs : 

• Le premier objectif concerne le développement d’un outil d’annotation efficace et 

reproductible des motifs LRR dans les séquences protéiques, 

• Le second objectif concerne l’annotation des récepteurs LRR (modèle intron-exon) 

dans les génomes avec une attention particulière pour les structures affectées par des 

mutations non-sens (appelées « non-canoniques »), 

• Le troisième objectif concerne les stratégies et bonnes pratiques pour la diffusion, la 

reproductibilité, la portabilité et la transparence des outils et données générées 

pendant la thèse. 

Ma thèse se compose de quatre chapitres. Le premier chapitre décrit les travaux que nous 

avons menés sur l’annotation des motifs LRR au sein des séquences protéiques. Dans ce 

chapitre, nous proposons une stratégie d’annotation des motifs LRR basée sur l’utilisation de 

profils HMM. Nous utilisons des profils représentant un motif unique et complet. Cela nous 

permet, d’une part, d’avoir des bornes fixes définies pour tous les motifs identifiés, et d’autre 
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part, d’éviter les faux positifs inhérents à l’utilisation de profils représentant uniquement la 

partie conservée des motifs (cf. section E.2.3.). En revanche, nous faisons en sorte que les 

profils s’adaptent aux motifs LRR de chaque famille de récepteurs dans le génome étudié afin 

d’éviter les faux négatifs pouvant apparaitre avec l’utilisation de profils génériques. Cette 

stratégie repose sur un processus itératif permettant d’adapter progressivement un profil LRR 

aux données étudiées. Nous avons implémenté notre méthode dans un outil dédié à 

l’annotation des séquences LRR que nous avons appelé « LRRprofiler ». 

Le deuxième chapitre s’intéresse aux annotations automatiques des récepteurs LRR-RLK, LRR-

RLP et NLR chez le riz et présente une ré-annotation manuelle de leurs modèles de gènes. Ce 

travail a fait l’objet d’un article publié dans la revue The Plant Journal (Gottin et al., 2021). Ces 

trois familles de gènes d’intérêts présentent deux niveaux de complexités pouvant impacter 

la qualité des données d’annotation. Premièrement, le domaine LRR est un domaine à unités 

répétées en tandem jusqu’à plus de 30 fois. Deuxièmement, les gènes codant ces récepteurs 

LRR sont dupliqués, complets ou partiels, dans les génomes. En particulier, les génomes de riz 

(et d’autres monocotylédones) ont connu une très forte expansion des gènes LRR. Ce contexte 

est alors propice à l’apparition de biais et d’erreurs dans les données d’annotation pouvant 

fortement impacter les analyses faites sur ces gènes. Le génome de référence du riz (O. sativa 

ssp japonica cv. Nipponbare) a été annoté par trois consortiums suivant trois stratégies 

d’annotation différentes. Ce contexte particulier offre la possibilité de comparer ces stratégies 

d’annotation pour nos gènes d’intérêt et de mettre en lumière d’éventuels biais ou erreurs. 

Le troisième chapitre présente l’ensemble des données et outils développés et les moyens 

mis en œuvre pour les rendre facilement accessibles et réutilisables. En effet, l’étude et la 

compréhension des mécanismes à l’origine de l’évolution et de l’adaptation des domaines LRR 

des familles d’intérêt nécessite des outils adaptés et des efforts collectifs. Il est alors essentiel 

de partager les données et outils dédiés dans des formats facilement exploitables et 

mobilisables. Ce chapitre aborde en premier lieu les efforts réalisés pour mettre à disposition 

de la communauté l’ensemble des données de ré-annotation à travers un site web dédié 

développé en collaboration avec Marilyne Summo (ingénieure CIRAD). Le site permet une 

visualisation graphique des gènes et de leurs annotations, pour l’ensemble des espèces 

intégrées à l’étude, offrant un appui graphique pour les analyses comparatives. Le site met 

également à disposition les données dans différents formats standards les rendant ainsi 
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exploitables par d’autres outils. Ce chapitre présente ensuite les méthodes et stratégies 

utilisées pour favoriser la portabilité, la reproductibilité et la transparence de nos outils. 

Enfin, le quatrième chapitre présente un travail de revue, auquel j’ai eu l’opportunité de 

participer au début de ma thèse, sur l’origine des récepteurs RLK chez les plantes. Cette revue 

a été publiée dans le journal Annual review of plant biology (Dievart et al., 2020). Pour ce 

travail, nous nous sommes intéressés aux différentes structures ou associations de domaines 

dans les RLK chez les plantes. Nous avons retracé l’histoire de leur découverte, et présentons 

des résultats originaux sur l’émergence des différentes structures au cours de l’évolution des 

plantes.  
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Chapitre 1 : 
Annotations des motifs LRR dans les protéines et 

classification des séquences en sous-familles 
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A. Introduction 

Les motifs LRR sont très abondants dans les protéomes de plantes. Ils interviennent 

notamment dans la composition des récepteurs LRR-RLK, LRR-RLP et NLR impliqués dans les 

fonctions essentielles de développement et de défenses. Le domaine LRR de ces trois familles 

se compose de 2 à plus de 30 motifs répétés en tandem. A ce jour, 8 consensus différents de 

motifs LRR ont été décrits (Tableau 2). Les motifs LRR des récepteurs membranaires LRR-RLK 

et LRR-RLP présentent un consensus conservé de 24 acides aminés appelé ‘plant specific’. Les 

protéines NLR portent des motifs dont le consensus diverge légèrement du consensus plant-

specific, avec notamment l’asparagine (N) en position 12 fréquemment remplacée par un 

résidu cystéine (C) ou tyrosine (T) (Jones and Jones, 1997; Kajava, 1998) (cf. introduction, 

section D.2.). 

Pour pouvoir étudier les domaines LRR des différentes familles de récepteurs, il est important 

de pouvoir annoter chaque répétition de façon fiable, exhaustive et reproductible. L’utilisation 

de profils HMM semble pertinent pour l’annotation de ces motifs. Nous avons identifié trois 

stratégies différentes dans la construction des profils HMM pour la recherche de motifs 

répétés (cf. introduction, section E.2.3.). Chacune de ces stratégies présente des avantages et 

inconvénients. La première consiste à utiliser un profil construit à partir du segment HCS des 

motifs. Cela permet de traiter l’ensemble des motifs avec le même profil, mais le segment HCS 

étant court, cette stratégie tend à générer des faux positifs. La seconde stratégie consiste à 

utiliser un profil représentant un motif complet. Mais le segment VS étant très variable entre 

les différents types de motifs, l’utilisation d’un profil générique tend à générer des faux 

négatifs. Enfin, il est possible d’utiliser un profil représentant plusieurs motifs consécutifs en 

autorisant une grande variabilité sur les segments VS pour limiter autant les faux positifs que 

les faux négatifs. En revanche, les résultats des recherches effectués sur la base de ce type de 

profil ne permettent pas de déduire directement une annotation motifs par motifs avec des 

bornes standardisées. Ainsi, pour contourner ces limitations, nous utilisons des profils 

représentant chacun un motif complet (permettant d’éviter les faux positifs), mais adaptés 

aux jeux de donnée et à chaque famille de gènes d’intérêt (pour éviter également les faux 

négatifs). 
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Tableau 2 : Séquences consensus des différents types de motifs LRR.  
Majuscules : résidus conservés dans plus de 50% des répétitions. Minuscules : résidus conservés dans plus de 30% des répétitions. o : résidus non-polaires. x : n’importe 
quel résidus. Les résidus L peuvent être remplacés par des I, A, V et F. Orange : segment conservé HCS. 
D'après Kajava (1998), Kobe et Kajava (2001) et Matsushima et al. (2010). 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 

Typical L x x L x x L x L x x N x L x x L p x x o F x x     

RI-like x x x L x x L x L x x NC x L x x x g o x x L x x o L x x 

Cys-containing (CC) c x x L x x L x L x x c x x I T D x x o x x L a x x   

Plant-specific (PS) L x x L x x L x L x x N x L ts g x I P x x L G x     

SD22-like L x x L x x L x L x x N x I x x I x x L x x       

Bacterial P x x L x x L x V x x N X L x x L P ed L         

TpLRR CN x x L x x I x L x x x L x x I g x x A F x x      

IRREKO NLQx x x L x x L x LC x x N x L x x L D L x x        
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Il existe de nombreuses banques de données mettant à disposition des profils HMM pour une 

large variété de domaines et de motifs. Parmi les plus utilisées, on trouve les banques Pfam 

(Mistry et al., 2021) et SMART (Letunic et al., 2021). Ces banques proposent en particulier 

plusieurs profils HMM différents pour l’identification des motifs LRR. Nous avons voulu, dans 

un premier temps, déterminer quels étaient les profils HMM publics les plus performants pour 

l’identification des motifs LRR, i.e. permettant d’obtenir l’annotation la plus complète possible 

des domaines LRR des gènes d’intérêt LRR-RLK, LRR-RLP et NLR. Dans un second temps, nous 

avons développé une procédure permettant de créer des profils HMM pour les motifs LRR qui 

soient à la fois spécifiques du taxon étudié et de la famille de gènes étudiée, i.e. LRR-RLK et 

LRR-RLP puis NLR. Cette procédure, qui adapte automatiquement le profil HMM aux 

séquences étudiées, permet d’améliorer la détection des motifs et l’annotation des domaines 

LRR, en particulier pour les gènes NLR. Elle constitue la base de notre pipeline global, nommé 

LRRprofiler, qui identifie, annote et classe en sous-familles les séquences contenant des motifs 

LRR d’un protéome donné de novo. Ce pipeline est libre d’accès et est publié en matériel 

supplémentaire du papier présenté en chapitre 3. 

B. Matériels et méthodes 

B.1. Données protéiques de référence  

Les séquences protéiques « expertisées » de la base de données Swiss-Prot (Boutet et al., 

2007) disponibles pour l’espèce Arabidopsis thaliana ont été téléchargées au format fasta via 

le serveur ftp (version datant du 01-2021). Cette base fournit des données de qualité, 

annotées manuellement. Parmi les informations disponibles, la famille de gènes à laquelle 

chaque séquence appartient (LRR-RLP, LRR-RLK, NLR ou Autre) ainsi que l’annotation des 

domaines protéiques et des motifs ont été extraites pour les séquences portant des 

répétitions LRR. Cette extraction a été faite via le système de recherche de l’interface web. Le 

jeu de données se compose de 16 031 séquences protéiques, dont 548 portent des répétitions 

LRR (172 LRR-RLK, 61 LRR-RLP, 91 NLR et 224 Autres). Les détails concernant ce jeu de données 

sont fournis dans le tableau 3. 
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Tableau 3 : Description des protéines LRR présentes dans le jeu de données test d’A. thaliana de la base de 
données Swiss-Prot. 

 LRR-RLK LRR-RLP NLR Autres Total 

Nombre de protéines 172 61 91 224 548 

Nombre de motifs LRR 1 954 1 333 695 1 223 5 205 

Nombre moyen de LRR 
par protéine (min-max) 11,4 (2-31) 21,9 (2-32) 7,6 (0-23) 5,5 (0-25) 12,3 (0-32) 

 

B.2. Profils HMM LRR des bases de données Pfam et SMART 

Les profils HMM de motifs LRR des bases de données SMART (Letunic et al., 2021) et Pfam 

(Mistry et al., 2021) ont été téléchargés. Cela inclut les profils LRR_1 (PF00560), LRR_2 

(PF07723), LRR_3 (PF07725), LRR_4 (PF12799), LRR_6 (PF13516), LRR_8 (PF13855) de Pfam et 

les profils LRR (SM00370), LRR_TYP (SM00369), LRR_CC (SM00367), LRR_RI (SM00368), 

LRR_BAC (SM00364) et LRR_SD22 (SM00365) de SMART. Une présélection a été effectuée 

pour ne tester que les profils représentant un seul motif LRR et connus pour générer des hits 

significatifs chez les plantes supérieures. Ceux-ci ont été identifiés en se basant sur les 

informations fournies dans les descriptions des profils de chacune des bases de données. Les 

profils Pfam LRR_4 et LRR_8 n’ont pas été testés car ils représentent plusieurs motifs LRR 

consécutifs. Leur intérêt dans notre contexte est limité car ils ne permettent pas une 

annotation précise et reproductible des motifs LRR. Les profils représentant plusieurs motifs 

consécutifs vont identifier des répétitions dont les bornes de début et de fin de motif ne sont 

pas régulières. Cela nous pose des problèmes de standardisation pour la détermination des 

frontières entre chaque motif et rend donc leur comparaison compliquée. Ces deux profils ne 

seront donc pas utilisés pour l’annotation des séquences LRR. Ainsi sept profils ont été 

retenus : quatre profils de Pfam (LRR_1, LRR_2, LRR_3 et LRR_6) et trois profils de 

SMART (LRR, LRR_TYP et LRR_CC).  

Ces sept profils HMM ont été utilisés, avec le programme hmmsearch de la suite HMMER, 

pour identifier les répétitions LRR au sein des séquences protéiques d’A. thaliana. La 

recherche a été effectuée en utilisant différents seuils de e-value qui peuvent être déterminés 

via les options -E (e-value sur le motif) et --domE (e-value sur le domaine complet). Lancer 

le programme hmmsearch avec les options -E 1000 --domE 1000 permet de supprimer 

le filtrage des résultats en fonction des seuils de e-value. 
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B.3. Outils utilisés pour la reconstruction itérative de profils HMM 

Deux sous-jeux de données indépendants sont constitués, l’un contenant les protéines 

identifiées avec un domaine kinase et l’autre contenant celles identifiées avec un domaine 

NB-ARC. Les domaines kinases sont détectés via l’outil iTAK (v1.7a) (Zheng et al., 2016) en 

utilisant les paramètres par défaut. Les domaines NB-ARC sont identifiés avec le profil Pfam 

NB-ARC (PF00931) et le programme hmmsearch de la suite HMMER (v3.1b2) (Eddy, 2011) en 

utilisant les options -E 1000 et --domE 1000. Le profil LRR initial du processus itératif est 

le profil LRR (SM00370) de SMART. La recherche des motifs au sein des séquences protéiques 

est faite à l’aide du programme hmmsearch avec les options -E 1000 et --domE 1000 

également et les nouveaux profils HMM sont construits via le programme hmmbuild de la 

suite HMMER en utilisant les paramètres par défaut. Les alignements protéiques sont réalisés 

avec MAFFT (v7.271) (Katoh and Standley, 2013) en utilisant les paramètres par défaut. 

B.4. Développement et validation du pipeline LRRprofiler 

B.4.1. Annotation des motifs LRR 

L’annotation des motifs LRR intègre les profils construits itérativement pour les LRR-RLK et 

pour les NLR, ainsi que les profils publics LRR (SM00370), LRR_TYP (SM00369), LRR_CC 

(SM00367), LRR_RI (SM00368), LRR_BAC (SM00364) et LRR_SD22 (SM00365) de SMART. La 

recherche des profils dans les séquences protéiques est réalisée avec le programme 

hmmsearch et les options -E 1000 et --domE 1000. 

B.4.2. Annotation des domaines protéiques 

L’annotation des domaines protéiques associés aux LRR intègre les profils publics NB-ARC 

(PF00931), TIR (PF01582), TIR_2 (PF13676), RPW8 (PF05659), F-box (PF00646), FBD (PF08387), 

malectin (PF11721) et malectin-like (PF12819) de Pfam. La recherche des profils dans les 

séquences protéiques est réalisée avec le programme hmmsearch et les options -E 1000 et 

--domE 1000. Les domaines kinases sont détectés via l’outil iTAK en utilisant les paramètres 

par défaut. Les domaines transmembranaires (TM) sont détectés via TMHMM (v2.0c) 

(Sonnhammer et al., 1998) avec l’option -noplot (sans construction des images, permettant 

de rendre l’exécution plus rapide et réduire la taille des résultats en mémoire). 
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B.4.3. Distribution du pipeline 

Les scripts du pipeline sont sauvegardés et disponibles librement sur github 

(https://github.com/cgottin/LRRprofiler). Afin de faciliter la distribution et l’utilisation du 

pipeline, l’ensemble des dépendances (HMMER, TMHMM, iTAK, MAFFT et les profils HMM 

publics) et des scripts sont intégrés à un container Singularity disponible publiquement sur le 

cloud Sylabs (https://cloud.sylabs.io/library/_container/600ea381517f0358917abf0a). 

L’exécution du pipeline se fait en ligne de commande avec une seule instruction :  

singularity run lrrprofiler.sif --in_proteome <fasta_file> --name <string> 

B.4.4. Données supplémentaires pour la validation du pipeline 

Les séquences protéiques du protéome complet pour A. thaliana ont été téléchargées depuis 

le site tair (https://www.arabidopsis.org/). Les données correspondent aux séquences 

représentatives (une protéine par gène) de la version TAIR10 (27 416 séquences, 06-2020).   

C. Résultats 

C.1. Les profils publics Pfam et SMART des motifs LRR sont perfectibles 

Nous avons testé sept profils HMM LRR. Le tableau 4 présente les consensus de ces profils 

centrés sur les six premiers résidus du segment conservé « LxxLxL ». 

Tableau 4 : Consensus des profils LRR publics issus des bases de données Pfam et SMART.  
Les séquences consensus sont centrées sur le segment HCS (surligné en jaune). 

Identifiant Source Nom Taille Séquence Consensus 

PF00560 Pfam LRR_1 23    x LxxLxL xxNxxxxxxxxxFxxL 

PF07723 Pfam LRR_2 26    x LKxLxL xxVxFxxxxxxxxLLxxCP 

PF07725 Pfam  LRR_3 20    x LxxLxL xxSxxxxLWxGxx 

PF13516 Pfam LRR_6 24 xxxx LxxLxL xxNxIxxxGxxxLx 

SM00370 SMART LRR 24  Lxx LxxLxL xxNxLxxLPxxxFxx 

SM00369 SMART LRR_TYP 28  xxx LxxLxL xxNxLxxxGxxxLxxxLxx 

SM00367 SMART LRR_CC 24  Lxx LxxLxL xxNxLxGxIPxxLxx 

Les performances de ces profils HMM ont été comparées en les testant sur le jeu de données 

de référence composé des 16 031 séquences protéiques d’Arabidopsis thaliana issues de la 

base de données Swiss-Prot. Les tests ont été réalisés en utilisant le programme hmmsearch 

avec différents seuils de e-value pour retenir un hit. La spécificité des profils pour la structure 

https://github.com/cgottin/LRRprofiler
https://cloud.sylabs.io/library/_container/600ea381517f0358917abf0a
https://www.arabidopsis.org/
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des motifs LRR est très élevée et aucun faux positif n’a été détecté même lors du retrait total 

du seuil de e-value. Quand un profil identifie plus de motifs que décrit par l’annotation de 

Swiss-Prot, une vérification manuelle a été systématiquement réalisée. Toutes ces 

vérifications ont confirmé la validité des motifs prédits. Les résultats présentés ci-dessous sont 

ceux obtenus après retrait des seuils de e-value.  

Le tableau 5 présente le nombre de protéines et de motifs identifiés avec chacun des profils 

testés. Les profils Pfam LRR_1 et LRR_6 et les profils SMART LRR et LRR_CC présentent de bons 

résultats pour les protéines membranaires LRR-RLP et LRR-RLK, avec au minimum 85% des 

protéines attendues identifiées. En revanche, les résultats pour les protéines intracellulaires 

NLR ne sont pas satisfaisants avec au maximum seulement 54% des protéines NLR attendues 

identifiées (49 protéines NLR sur 91 identifiées avec le profil LRR_1 de Pfam) (Tableau 5, Figure 

15).  

Tableau 5 : Résultats d'identification des protéines LRR et de détection des motifs LRR via les profils publics 
dans le jeu de données test.  
Les données de références de la base de données Swiss-Prot sont rappelées. 

 LRR-RLK LRR-RLP NLR 
 Nb. protéines Nb. motifs Nb. protéines Nb. motifs Nb. protéines Nb. motifs 

Swiss-Prot (ref) 172 1 954 61 1 333 91 695 

HMM LRR_1 171 1 765 61 1 163 49 350 
HMM LRR_2 27 139 10 64 1 6 
HMM LRR_3 0 0 0 0 32 84 
HMM LRR_6 145 1 266 58 1 045 11 51 
HMM LRR 171 1 661 61 1 174 33 209 
HMM LRR_TYP 98 552 38 547 7 37 
HMM LRR_CC 172 2 013 61 1 313 42 225 
Nouveau profil 
LRR-RLK 

171 2 013 61 1 325 35 192 

Nouveau profil 
NLR 

60 303 26 390 85 905 

Pour comprendre ces différences de performance nous avons comparé les consensus de ces 

profils avec ceux obtenus après avoir aligné les motifs LRR annotés dans la base de données 

Swiss-Prot avec le programme MAFFT (Figure 16). Les alignements des motifs LRR de Swiss-

Prot issus de gènes LRR-RLK et LRR-RLP présentent un consensus similaire correspondant au 

consensus « plant specific » décrit dans la littérature (Tableau 2). En revanche, les motifs 

présents dans les protéines NLR ont un consensus global qui diffère du consensus observé 

chez les LRR-RLP et LRR-RLK. Les motifs LRR des gènes NLR présentent des similitudes avec le 
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consensus « cys-containing » (Tableau 2). On y observe un résidu cystéine en position 12 à la 

place de l’asparagine, mais ils ne présentent pas la cystéine en position 1 (Figure 16c). Il 

présente également le dipeptide ‘LP’ conservé en position 18 et 19 comme pour le consensus 

« plant specific ».  

Pour conclure sur les comparaisons des profils publics, un profil très satisfaisant existe dans la 

base de données SMART pour l’identification des motifs LRR des gènes LRR-RLK et LRR-RLP 

(LRR_CC, SM00367). En revanche, aucun des profils testés issus de la base de données SMART 

ne présente des niveaux satisfaisants de sensibilité vis-à-vis des motifs LRR pour les protéines 

NLR. 

 

 

 

Figure 15 : Sensibilité des profils publics pour l’identification des protéines d’intérêt et l’annotation des motifs 
LRR de ces protéines.  
Les lignes pointillées grises représentent la sensibilité de 85% pour les protéines (verticale) et les motifs 
(horizontale). 
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Figure 16 : Weblogo des alignements de motifs LRR issus des séquences protéiques d’A. thaliana issues de 
Swiss-Prot.  
(a) LRR-RLK, (b) LRR-RLP et (c) NLR. Images générées sur skylign.org. 

 

C.2. Une reconstruction itérative et famille-spécifique des profils HMM permet 
d’améliorer la détection et l’annotation des motifs LRR des récepteurs NLR 

Les profils issus de la base de données SMART semblent plus pertinents car ils débutent avec 

un résidu ayant un haut niveau de conservation ce qui facilite l’annotation des bornes des 

motifs (Tableau 4).  Afin d’améliorer nos capacités d’annotation des motifs pour les gènes NLR, 

nous avons construit un nouveau profil spécifique à cette famille et ayant les mêmes 

frontières de consensus que le profil LRR_CC. De cette façon, les annotations des motifs LRR 

générées avec les profils SMART et avec le nouveau profil NLR pourront être comparables. 
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C.2.1. Une stratégie itérative pour adapter les profils HMM 

Différentes stratégies existent pour augmenter la spécificité d’un profil vis-à-vis d’un jeu de 

données particulier. L’une d’elle consiste à modifier l’alignement servant à construire le profil 

au vu des séquences identifiées par ce profil dans le jeu de donnée cible (Ng et al., 2011; 

Terrapon et al., 2012; Anisimova et al., 2015). Plus précisément, à partir d’un profil initial, on 

recherche des motifs dans le jeu de donnée cible. Les motifs identifiés sont ensuite alignés, 

avec ou sans les motifs du profil initial. Un nouveau profil est construit à partir de cet 

alignement. Le nouveau profil est alors plus apte à identifier les motifs de ce jeu de données 

vu qu’il en intègre directement certaines spécificités. Cette stratégie a déjà été utilisée avec 

succès dans le contexte des LRR par Ng et al. (Ng et al., 2011) pour une étude chez l’humain.  

Nous avons adapté cette stratégie au cas des LRR en développant une approche itérative qui 

est représentée de manière schématique dans la Figure 17a. Chaque itération est constituée 

de trois étapes. La première étape consiste à identifier des motifs LRR dans les séquences 

protéiques du jeu de séquences candidates. Le programme hmmsearch de la suite HMMER 

est utilisé pour identifier les motifs LRR au sein des séquences protéiques grâce au profil HMM 

« LRR » de SMART (SM000370). La seconde étape consiste à filtrer ces motifs, en ne gardant 

que ceux passant différents critères de qualité, puis à aligner ces motifs avec le programme 

MAFFT. L’alignement ainsi obtenu sert alors à l’étape trois pour construire le profil HMM, avec 

le programme hmmbuild de la suite HMMER. Ce nouveau profil HMM sera celui utilisé pour la 

recherche de motifs de l’itération suivante. Dans cette approche, l’alignement initial au début 

d’une itération est totalement remplacé (et non complété) par les motifs identifiés à la fin de 

cette itération, cela permet de limiter les biais liés à une surreprésentation de certains motifs 

dans l’alignement. A chaque itération, le nombre de protéines identifiées, le nombre de motifs 

annotés (nbMotifs) et la taille moyenne de ces motifs (lgMoyMotifs) sont calculés et 

conservés. En l’absence de faux positifs (cf. introduction, section E.2.3.), le nombre de résidus 

annotés comme faisant partie d’un motif LRR (i.e. nbMotifs * lgMoyMotifs) est utilisé comme 

indicateur de la qualité d’une annotation. Cet indicateur à tendance à s’améliorer au fil des 

itérations puis à se stabiliser une fois le profil HMM optimal atteint. Il peut cependant arriver 

que cet indicateur baisse légèrement avant de repartir à la hausse. Le critère utilisé pour 

définir la condition d’arrêt de notre procédure itérative prend donc cette possibilité 

d’optimums locaux en compte. Ainsi la reconstruction des profils prend fin non pas dès qu’une 



67 
 

itération n’améliore pas le critère par rapport à la meilleure solution trouvée jusque-là, mais 

au bout de la troisième fois où cela se produit. 

 

 
Figure 17 : Procédure d'amélioration des profils HMM pour les motifs LRR.  
(a) Schéma de la procédure itérative. (b) Représentation schématique de la création des jeux de données 
candidats pour les séquences LRR-RLK et NLR. 
 

D’après les observations faites sur les différences de consensus LRR entre les récepteurs 

membranaires et les NLR, nous choisissons de traiter séparément les différentes familles. 

Nous pouvons facilement identifier des séquences candidates pour les LRR-RLK et les NLR dans 

un protéome donné grâce à la présence mutuellement exclusive d’un domaine kinase chez les 

LRR-RLK et d’un domaine NB-ARC chez les NLR. Ainsi, la procédure d’amélioration présentée 

en figure 17a est exécutée indépendamment pour les LRR-RLK d’un côté, et les NLR de l’autre. 

Pour ce faire, le protéome d’intérêt est soumis à une recherche du domaine kinase et du 

domaine NB-ARC pour constituer deux jeux de données candidats pour les motifs issus des 

LRR-RLK et ceux issus des NLR respectivement (Figure 17b). L’outil iTAK est utilisé pour 
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identifier les séquences portant un domaine kinase. Le domaine NB-ARC est identifié par le 

profil HMM « NB-ARC » (PF00931) de la base de données Pfam à l’aide du programme 

hmmsearch. 

C.2.2. Validation de la stratégie proposée 

Afin de valider notre stratégie, nous utilisons le protéome d’A. thaliana de Swiss-Prot sur 

lequel l’annotation attendue est connue. Le principe de la validation est d’appliquer notre 

stratégie d’amélioration de profil HMM en partant d’un profil ayant des performances 

moyennes et de voir si cela permet d’obtenir une annotation aussi bonne que celles obtenues 

à l’aide des meilleurs profils disponibles. Plus spécifiquement, c’est l’amélioration du profil 

SMART « LRR » (SM000370) qui présente des résultats moyens pour les LRR-RLK, qui nous 

permettra de vérifier la faisabilité de la stratégie. Le nouveau profil créé pourra être comparé 

au profil « LRR_CC » de SMART qui, lui, présente de très bonnes performances pour 

l’annotation des protéines membranaires LRR-RLK. 

Le protéome d’A. thaliana est soumis à une recherche du domaine kinase avec iTAK pour 

constituer le jeu de données candidat pour les motifs issus des LRR-RLK. A chaque itération, 

on extrait le nombre de protéines LRR-RLK identifiées (présentant au moins un hit de profil 

LRR) ainsi que le nombre de motifs détectés. Les résultats présentés en figure 18 montrent 

que pour les motifs LRR-RLK, un profil plus performant est obtenu dès la première itération. 

En effet, si ce nouveau profil n’identifie qu’une seule protéine LRR-RLK supplémentaire (172 

vs 171) que le profil initial SM00370, il identifie par contre 465 motifs LRR supplémentaires 

(1988 vs 1523) et les motifs identifiés sont en moyenne beaucoup plus long (20,0 vs 14,6 

résidus) ce qui correspond davantage à la taille attendue d’un motif LRR qui est de 24 acides 

aminés. Le profil exporté par la procédure comme étant le « meilleur » profil pour les LRR-RLK 

est celui de l’itération n°5 (Figure 19). Le nouveau profil permet d’identifier 172 protéines et 

2027 motifs LRR pour les LRR-RLK. Cela représente le même nombre de protéines et 0,6% de 

motifs en plus que le profil LRR_CC. Par ailleurs, il permet d’identifier 61 protéines et 1325 

motifs LRR pour les LRR-RLP soit autant de protéines et 0,9% de motifs en plus que le profil 

LRR_CC. Les performances du nouveau profil créé sont donc meilleures que celles du profil 

initial et similaires au profil LRR_CC, ce qui nous permet de valider la pertinence de la 

procédure. 



69 
 

 

Figure 18 : Performances du profil HMM en cours de construction pour l’annotation des récepteurs LRR-RLK en 
fonction de l’itération.  
La figure présente : (i) en orange, le nombre de protéines identifiées par le profil à chaque itération ; (ii) en vert, 
le nombre de motifs identifiés par le profil à chaque itération ; (iii) en violet, le nombre moyen de résidus identifiés 
par motifs LRR. Les valeurs sont également données sous forme de tableau en annexe 1. 

 

Figure 19 : Weblogo représentant le profil LRR final pour les motifs LRR-RLK.  
Image générée via https://skylign.org. 
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C.2.3. Résultats du nouveau profil pour l’annotation des motifs LRR des 
récepteurs NLR 

La procédure d’amélioration est alors appliquée aux protéines NLR avec le même profil initial 

SM00370 (« LRR »). L’évolution du nombre de protéines, de motifs LRR et de résidus identifiés 

en fonction des itérations est présentée en figure 20. Pour les gènes NLR, le gain majeur 

d’efficacité apparait à la deuxième itération, où 44 protéines et 660 motifs de plus sont 

identifiés. On remarque également une diminution marquée du nombre de motifs détectés à 

la septième itération. Le profil extrait par la procédure est celui de la 6ème itération (Figure 21). 

Ce nouveau profil permet d’identifier 97,8% (89) des protéines NLR annotées par Swiss-Prot 

et 130% (905) des motifs. A noter que quatre gènes identifiés « NLR » dans Swiss-Prot n’ont 

aucune annotation de motifs LRR dans cette base de données. De même, pour 81 séquences 

NLR (89%), la base de données Swiss-Prot annote moins de motifs LRR que ce qui est identifié 

avec le nouveau profil. Après expertise manuelle de ces motifs supplémentaires, nous avons 

conclu que ces nouveaux motifs sont bien présents, avec un consensus LRR parfaitement 

identifiable (Tableau 6). 

Tableau 6 : Séquences des motifs LRR identifiés avec le nouveau profil NLR dans les quatre gènes NLR sans 
annotation de motifs dans Swiss-Prot. 

Identifiant Début Fin LxxLxxLxLxxCxxLxxIPxxLxx 

P59584 577 601 LTLLRVLDLSWVKFEGGKLPCSIGG 
P59584 602 624 LIHLRYLRLYGAVVSHLPSTMRN 
P59584 625 648 LKLLLYLNLSVHNEDLIHVPNVLK 
P59584 695 717 MTKLRNLTVSLSERYNFKTLSSS 
P59584 749 770 FIHLKELGLVVRMSKIPDQHQF 
P59584 844 867 MPCLRTLTIHDCEKLKELPDGLKY 
Q9C646 576 600 VKLLRVLDLVQAKFKGGKLPSDIGK 
Q9C646 601 622 LIHLRYLSLKDAKVSHLPSSLR 
Q9C646 624 647 LVLLIYLDIRTDFTDIFVPNVFMG 
Q9C646 660 682 MHEKTKLELSNLEKLEALENFST 
Q9C646 693 718 MVRLRTLVIILSEGTSLQTLSASVCG 
Q9C646 745 766 FTYLKKLTLSIEMPRLPKIQHL 
Q9C646 767 788 PSHLTVLDLSYCCLEEDPMPIL 
Q9C646 791 814 LLELKDLSLDYLSFSGRKMVCSAG 
Q9C646 840 862 MSRLHTLSIWSSTLKELPDGLRF 
Q9C646 863 887 IYSLKNLIMGKSWMERLSERGEEFY 
Q9M667 609 632 LRFLQTLFVSDNYFIEETIDLRKL 
Q9STE7 658 682 GVNLQTLRSISSYSWSKLNHELLRN 
Q9STE7 740 762 FPSLESLTLVGTTLEENSMPALQ 
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Figure 20 : Performances du profil HMM en cours de construction pour l’annotation des récepteurs NLR en 
fonction de l’itération.  
La figure présente : (i) en orange, le nombre de protéines identifiées par le profil à chaque itération ; (ii) en vert, 
le nombre de motifs identifiés par le profil à chaque itération ; (iii) en violet, le nombre moyen de résidus identifiés 
par motifs LRR. Les valeurs sont également données sous forme de tableau en annexe 2. 

 

Figure 21 : Weblogo représentant le profil LRR final pour les motifs NLR.  
Image générée via https:// skylign.org 
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C.3. LRRprofiler. Un outil intégratif pour la détection et l’annotation des récepteurs à 
motifs LRR 

Afin d’obtenir une annotation complète standardisée des récepteurs LRR dans un protéome 

donné, nous avons développé un pipeline appelé LRRprofiler. Ce pipeline permet d’identifier 

les récepteurs LRR au sein d’un protéome, d’annoter leurs domaines et motifs, et de les classer 

au sein de sous-familles LRR sans a priori.  

C.3.1. Développement du pipeline LRRprofiler 

Ce pipeline est divisé en 3 étapes (Figure 22). La première implémente la construction 

spécifique des profils HMM pour les motifs LRR des gènes LRR-RLK et des gènes NLR tel que 

présenté dans la section précédente (section C.2., Figure 17).  

La seconde étape consiste à identifier les motifs LRR au sein des séquences protéiques. 

L’ensemble du protéome est soumis à une recherche hmmsearch avec les deux nouveaux 

profils HMM et les six profils HMM LRR de la base de données SMART (LRR, LRR_CC, LRR_RI, 

LRR_TYP, LRR_BAC, LRR_SD22). Les sorties du programme hmmsearch pour chaque profil sont 

‘brutes’ et présentent (i) des redondances, c’est-à-dire qu’un motif peut être identifié par 

plusieurs profils, et (ii) des imprécisions surtout sur les extrémités des motifs qui peuvent être 

améliorées. Pour améliorer la précision des prédictions et fournir une annotation finale 

unifiée, une étape de filtration et de correction a été implémentée. L’ensemble des motifs 

prédits est alors filtré et corrigé selon la procédure présentée en figure 23. Les prédictions 

redondantes ou chevauchantes sont filtrées, en donnant la priorité à la prédiction de meilleur 

score pour une position donnée. La taille moyenne des motifs LRR chez les plantes est de 24 

acides aminés. Les différents profils utilisés ont une taille de 20 à 28 acides aminés. Lors d’une 

prédiction de motifs avec un profil donné, l’alignement à l’origine de cette prédiction peut 

être partiel. Par exemple pour une prédiction avec un profil de taille 24 acides aminés, 

l’alignement peut s’étendre des position 2 à 21 uniquement, les positions 1, 22, 23 et 24 

restant non alignées. Dans ce cas, cette prédiction est étendue pour tenter de compléter le 

motif. La priorité est donnée à l’extension en 5’, jusqu’à atteindre la position 1 du profil si 

possible ou, en cas de chevauchement avec le motif précédent, jusqu’à rejoindre la fin de 

celui-ci. On procède ensuite à l’extension en 3’ du motif jusqu’à atteindre la fin du profil (ici la 

position 24) ou, idem en cas de chevauchement, jusqu’à atteindre le début du motif suivant. 

L’extension prioritaire en 5’ est réalisée simultanément pour l’ensemble des motifs prédits 
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pour une séquence. De même, l’extension en 3’ est ensuite réalisée simultanément pour 

l’ensemble des motifs de la protéine. Les tailles des motifs pouvant varier, si un écart de moins 

de trois acides aminés existe entre les prédictions de deux motifs consécutifs après l’étape 

d’extension, les résidus du gap sont ajoutés à la fin du motif précédant ce gap. Les écarts plus 

larges sont identifiés comme des fragments inter-LRR. Finalement, une dernière recherche 

visant à identifier des motifs irréguliers est réalisée. Elle consiste en une recherche blastp 

(Altschul et al., 1990) entre les motifs LRR identifiés par les profils HMM et les fragments de 

protéines identifiés « inter-LRR » avec un seuil de e-value fixé à 1. La recherche BLAST étant 

moins stringente que la recherche avec des profils HMM, elle permet d’identifier des motifs 

dont certains résidus respectent moins le consensus attendu.  

La troisième étape consiste à identifier les autres domaines protéiques pouvant être associés 

aux domaine LRR et à classer chaque séquence dans la famille appropriée en fonction de ces 

résultats. L’annotation des domaines kinases et NB-ARC est récupérée de la première étape 

(iTAK + hmmsearch). Les profils TIR (PF01582), TIR_2 (PF13676), RPW8 (PF05659), Malectin 

(PF11721), Malectin-like (PF12819), F-box (PF00646) et FBD (PF08387) de Pfam sont utilisés 

avec hmmsearch pour annoter les domaines correspondants. Les domaines TM sont identifiés 

via TMHMM. La famille LRR de chaque séquence est déduite à partir de l’annotation complète 

des domaines et motifs (Figure 24). Les séquences présentant un domaine F-box ou FBD ou 

les deux sont classées « F-box-LRR ». Les séquences présentant un domaine NB-ARC seul ou 

associé à un domaine TIR ou RPW8 sont classées « NLR ». Les séquences restantes présentant 

au moins un domaine kinase sont classées « LRR-RLK ». Ensuite, les séquences ne présentant 

aucun des domaines précédents et présentant un domaine Malectin ou Malectin-like sont 

classées « LRR-RLP ». De même, les séquences présentant des LRR associés uniquement à un 

domaine TM sont classées LRR-RLP. En revanche, les domaines TM sont difficiles à identifier. 

Des tests réalisés sur les séquences LRR-RLP d’A. thaliana issues de Swiss-Prot montrent que 

TMHMM ne parvient pas à identifier de domaine TM pour 12 des 61 séquences (20%). Ainsi, 

les structures avec uniquement des motifs LRR (LRR-only) sont également classées LRR-RLP si 

elles présentent plus de 13 motifs LRR et si plus de 60% des motifs identifiés le sont avec un 

consensus plant specific. Toutes les structures restantes sont classées « autre » (other). 
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Figure 22 : Représentation schématique du pipeline LRRprofiler. 
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Figure 23 : Procédure de filtrage et de correction des prédictions de motifs LRR par HMM. 

 

 

 

 

Figure 24 : Représentation des domaines protéiques pour la classification en famille.  
Les domaines avec tour pointillés sont des domaines dont la prédiction n’est pas obligatoire pour la classification 
de la protéine dans la sous-famille correspondante. 
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C.3.2. Validation du pipeline 

Le pipeline LRRprofiler a été testé dans un premier temps sur le jeu de 16 031 protéines d’A. 

thaliana issues de Swiss-Prot. Les résultats obtenus ont été comparés aux annotations 

expertisées de cette base de données. Dans un second temps, LRRprofiler a été également 

évalué sur le protéome plus large de TAIR 10 (27 416 protéines) et comparé à un outil 

alternatif publié très récemment (Martin et al., 2020).  

Comparaison des résultats obtenus sur un protéome de Swiss-Prot dont les annotations sont 
expertisées  

Le pipeline LRRprofiler a permis d’identifier 100% des protéines attendues pour les trois 

familles d’intérêt du protéome de Swiss-Prot (LRR-RLK, LRR-RLP et NLR). Le tableau 7 présente 

les mesures de rappel (ou sensibilité) et de précision pour la classification des protéines en 

sous-famille. Le rappel mesure la proportion de protéines correctement classées parmi les 

protéines attendues : 

𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 =  
𝑣𝑣𝑟𝑟𝑟𝑟𝑣𝑣𝑣𝑣 𝑟𝑟𝑝𝑝𝑣𝑣𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣

𝑣𝑣𝑟𝑟𝑟𝑟𝑣𝑣𝑣𝑣 𝑟𝑟𝑝𝑝𝑣𝑣𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣 + 𝑝𝑝𝑟𝑟𝑓𝑓𝑓𝑓 𝑛𝑛é𝑔𝑔𝑟𝑟𝑝𝑝𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣
 

Et la précision mesure la proportion de protéines correctement classées parmi l’ensemble des 

protéines identifiées : 

𝑟𝑟𝑟𝑟é𝑐𝑐𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑝𝑝𝑛𝑛 =  
𝑣𝑣𝑟𝑟𝑟𝑟𝑣𝑣𝑣𝑣 𝑟𝑟𝑝𝑝𝑣𝑣𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣

𝑣𝑣𝑟𝑟𝑟𝑟𝑣𝑣𝑣𝑣 𝑟𝑟𝑝𝑝𝑣𝑣𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣 + 𝑝𝑝𝑟𝑟𝑓𝑓𝑓𝑓 𝑟𝑟𝑝𝑝𝑣𝑣𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣𝑝𝑝𝑣𝑣
 

Les résultats de LRRprofiler sont comparés à l’annotation fournie par Swiss-Prot. Concernant 

les protéines LRR-RLK et NLR, le pipeline a identifié, et correctement classé, 100% des 

séquences attendues. Les mesures de sensibilité et précision sont de 100% pour ces deux 

sous-familles. Concernant les LRR-RLP, 100% des protéines ont été identifiées et 58 des 61 

protéines ont été correctement attribuées à la sous-famille LRR-RLP. Les trois autres 

séquences n’ont pas pu être attribuée à une famille et ont été classées dans le groupe 

« autre » portant le rappel à 95%, et la précision à 100%. Pour ces 3 séquences classées 

« autres », TMHMM n’a pas identifié de domaine TM et le nombre de LRR identifiés est 

inférieur à 13. 
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Tableau 7 : Performance du pipeline LRRprofiler pour la classification des protéines LRR d’A. thaliana issues 
du jeu de données de Swiss-Prot.  
Les performances sont mesurées pour les trois familles d’intérêt : LRR-RLK, LRR-RLP et NLR. VP = vrais positifs; 
VN = vrais négatifs ; FP = faux positifs ; FN = faux négatifs. 

 LRR-RLK LRR-RLP NLR Total 3 familles 

Rappel (VP/VP+FN) 100 % 95 % 100 % 99 % 

Précision (VP/VP+FP) 100 % 100 % 100 % 100 % 

 

Comparaison des résultats obtenus sur TAIR10 avec ce qui est connu dans la littérature 

Le pipeline LRRprofiler a aussi été testé sur une autre version (assemblage et annotation) du 

protéome complet d’A. thaliana : « TAIR10 ». Ce protéome est plus complet que celui de 

Swiss-Prot (27 416 protéines vs 16 031) mais il ne fournit pas d’annotation expertisée des 

gènes LRR. Pour ce protéome, nous avons donc comparé les résultats de notre annotation des 

gènes LRR à ce qui est connu dans la littérature. Le pipeline a identifié 227 LRR-RLK, 58 LRR-

RLP, 148 NLR et 221 autres protéines LRR. Le nombre de protéines à LRR par famille est 

variable dans la littérature allant de 213 à 251 LRR-RLK (Mondragon-Palomino et al., 2002; 

Wang et al., 2011; Liu et al., 2017; Man et al., 2020), de 48 à 57 LRR-RLP (Fritz-Laylin et al., 

2005; Mondragon-Palomino and Gaut, 2005; Wang et al., 2008) et de 147 à 206 NLR 

(Meyers2003, Wang2011, VanDeWeyer2019, Mondragon2005, Guo2011). L’identification des 

séquences LRR de TAIR10 par le pipeline LRRprofiler donne donc des résultats en accord avec 

les informations disponibles dans la littérature pour l’espèce A. thaliana. 

L’analyse de Meyers et al. (2003) est aujourd’hui encore une référence pour l’analyse des 

protéines NLR d’Arabidopsis. Ces auteurs ont identifié 149 protéines NLR portant des 

répétitions LRR. Parmi ces NLR, quatre sont absents de nos résultats. Trois sont des séquences 

absentes du jeu de données TAIR10 à notre disposition (AT3G25515 ; AT4G14610 ; 

AT5G40920), et la quatrième séquence ne présente aucun motifs LRR (AT3G15700). Par 

ailleurs, le pipeline LRRprofiler identifie trois séquences NLR absentes de l’étude de Meyer et 

al. (AT1G57650 ; AT5G45500 ; AT5G45520). Ces séquences pouvaient être absentes des 

banques de données disponibles au moment de leur étude. Ces résultats montrent que le 

pipeline permet une identification et une classification automatique des séquences 

protéiques NLR aussi fiable qu’un travail manuel spécifique minutieux. 
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Comparaison de LRRprofiler et de LRRpredictor sur un échantillon de protéines de Swiss-Prot 

LRRpredictor (Martin et al., 2020) est un outil développé spécifiquement pour la détection de 

motifs LRR irréguliers au sein des protéines NLR. La détection fonctionne néanmoins pour 

l’ensemble des trois familles d’intérêt. Les capacités de détection des motifs LRR de 

LRRprofiler ont été comparées à celles de cet outil. L’outil a été testé, grâce à une machine 

virtuelle (VM) mise à disposition par Biosphère (https://biosphere.france-

bioinformatique.fr/), sur une sélection de 104 séquences du jeu de données Swiss-Prot 

précédent. Les 104 protéines sélectionnées correspondent aux 53 LRR-RLK, 18 LRR-RLP et 33 

NLR appartenant au chromosome 1 d’A. thaliana. Nous n’avons testé que le chromosome 1 

car nous sommes temporellement limités par l’outil LRRpredictor qui présente une exécution 

protéine par protéine d’environ 10 à 15 minutes chacune.  

En moyenne, LRRpredictor détecte 1,39 motifs LRR de plus par protéines que LRRprofiler. 

L’écart entre les performances des deux pipelines varie entre les familles considérées. Pour 

les protéines membranaires LRR-RLK et LRR-RLP, les performances des deux pipelines sont 

très similaires :  LRRpredictor détecte 0,57 motifs LRR de plus en moyenne. Pour les protéines 

NLR, la différence est plus importante LRRpredictor détecte en moyenne 3,15 motifs LRR de 

plus par protéine que LRRprofiler. 

D. Discussion et perspectives 

Notre objectif dans cette partie était d’être capable d’annoter avec une grande précision les 

répétitions LRR au sein des séquences protéiques. L’utilisation de profils HMM pour annoter 

des domaines et motifs protéiques a plusieurs avantages : c’est une stratégie facile, rapide, 

demandant peu de ressources informatiques et facilement automatisable.  

Les Profils HMM publics seuls ne permettent pas une annotation complète des domaines LRR 
des trois familles d’intérêt 

Nous avons testé sept profils disponibles publiquement dans les bases de données Pfam et 

SMART. Les tests ont été réalisés sur un jeu de 16 031 protéines d’A. thaliana issues de la base 

de données Swiss-Prot. Les séquences de cette base sont des données de haute qualité, dont 

les annotations font l‘objet d’une expertise manuelle et de mises à jour régulières, 

fréquemment utilisées comme référence pour des comparaisons ou tests d’outils. Nous nous 

sommes intéressés à deux facteurs : (i) la capacité d’un profil à identifier une protéine portant 

https://biosphere.france-bioinformatique.fr/
https://biosphere.france-bioinformatique.fr/
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des LRR (un profil « identifie » une protéine comme LRR si l’on observe au moins un hit du 

profil dans la séquence), et (ii) la capacité d’un profil à identifier chaque motif LRR d’une 

protéine.  

En s’intéressant aux consensus des profils HMM LRR issus de Pfam et SMART, nous avons noté 

des incohérences dans les noms donnés aux profils SMART (Tableau 2, Tableau 4). En 

particulier : 

- le profil « LRR » présente un consensus de motif Typical LRR,  

- le profil « LRR_TYP » présente un consensus RI-Like LRR, 

- le profil « LRR_RI » présente un consensus Cysteine-containing LRR,  

- le profil « LRR_CC »  présente un consensus Plant Specific LRR, 

- les profils « LRR_SD22 » et « LRR_BAC » présentent un alignement identique et de 

consensus Bacterial LRR.  

Ces incohérences ont été signalées aux responsables de la plateforme sans qu’une solution 

puisse être mise en œuvre dans le délai de la thèse. Pour respecter la notation actuelle des 

données, et faciliter la reproductibilité, les noms des profils n’ont pas été modifiés. Nous 

retiendrons en particulier que le profil SMART LRR_CC présente le consensus plant specific de 

la littérature. 

Les protéines LRR-RLK et LRR-RLP partagent des motifs LRR de même consensus 

Nous avons remarqué que les profils testés présentaient une spécificité pour les motifs LRR 

soit des gènes membranaires (LRR-RLK et LRR-RLP), soit des gènes intracellulaires (NLR). Le 

fait que les profils HMM sensibles pour les LRR-RLK soient également sensibles pour les LRR-

RLP laisse penser que les histoires évolutives des domaine LRR de ces deux familles sont 

intimement liées. Les alignements de motifs LRR issus de ces deux familles montrent un même 

consensus conservé dit plant specific (Tableau 2, Figure 16). L’origine des gènes LRR-RLP, 

possiblement dérivés de troncations de gènes LRR-RLK est possible mais difficile à établir. 

Certaines séquences LRR-RLP montrent des similarités très élevées avec certaines séquences 

LRR-RLK, avec parfois des signaux de perte du domaine kinase de certains gènes LRR-RLK, les 

faisant basculer dans la famille des LRR-RLP. En ce sens, Man et al. (Man et al., 2020) ont pu 

identifier 14 LRR-RLP d’A. thaliana (sur 57 au total dans leur analyse) comme étant des variants 

structuraux de gènes LRR-RLK. La forte conservation observée de manière générale sur les 
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motifs LRR entre LRR-RLK et LRR-RLP, permettant à un seul profil HMM d’être aussi 

performant pour l’une ou l’autre des sous-familles, pourrait également être le résultat d’une 

origine ancestrale commune de leur domaine LRR. Si l’existence de gènes LRR-RLP issus de 

gènes LRR-RLK ayant perdu leur domaine kinase a pu être démontrée, ce n’est pas le cas de 

tous les LRR-RLP. Parallèlement, l’hypothèse que les LRR-RLK seraient la conséquence d’une 

fusion de domaines préexistants est aussi très forte (Dievart et al., 2020). Certains LRR-RLP 

seraient alors ancestraux aux LRR-RLK. Les fusions de domaines protéiques et leur apparition 

au cours de l’évolution, particulièrement pour les récepteurs kinase, ont été largement 

étudiés (cf. chapitre 4). 

Il est tentant d’expliquer les similarités entre séquences par l’existence d’une séquence 

ancestrale commune récente. Il faut cependant rester prudent, surtout en présence de 

duplications, car différents mécanismes au niveau génomique peuvent aboutir à une similarité 

élevée entre gènes de différentes familles. C’est le cas par exemple de la conversion génique 

ou des recombinaisons non-homologues qui pourraient permettre l’échange, partiellement 

ou totalement, des domaines LRR entre gènes. Ces mécanismes sont connus pour être très 

actifs parmi les gènes LRR du fait de leur caractère répétitif, au niveau génique (motifs répétés) 

et génomique (gènes dupliqués) (Mondragon-Palomino and Gaut, 2005). Ces échanges de 

séquences entre différentes copies de gènes compliquent fortement la détermination des 

relations d’orthologie entre gènes de différents génomes et la reconstitution de l’histoire 

évolutive de ces sous-familles de gènes. 

La reconstruction de profils HMM LRR spécifiques des familles de protéines permet d’améliorer 
l’annotation des NLR 

Afin de pouvoir annoter l’ensemble des protéines d’intérêt avec la même stratégie, nous 

avons mis en place une procédure de construction de profils HMM LRR spécifique d’un taxon 

et d’une sous-famille d’intérêt. Lors de cette procédure, nous avons remarqué que les deux à 

trois premières itérations permettaient une amélioration rapide des capacités de détection 

des motifs dans la sous-famille considérée. On observe ensuite une alternance entre des 

phases d’amélioration et des phases de régression de la qualité des résultats de détection. Les 

profils HMM permettent un équilibre entre rappel (trouver tous les positifs) et précision (ne 

trouver que de vrais positifs). Le rappel et la précision reposent sur la diversité de séquence 

représentée par le profil. A chaque itération, la diversité « capturée » par la procédure varie. 
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Elle augmente lors des phases d’amélioration puis devient trop importante pour conserver 

une bonne spécificité. L’alignement ne représente plus efficacement la diversité des motifs, 

et le rappel du profil suivant diminue. Nous arrêtons la procédure après trois phases de 

dégradation des résultats. Le profil présentant les meilleures capacités d’annotation est 

extrait comme nouveau profil pour la sous-famille d’intérêt. 

La stratégie a été validée sur les protéines d’A. thaliana en comparant les résultats du profil 

LRR_CC avec ceux d’un nouveau profil construit avec des motifs issus des LRR-RLK. Les deux 

profils, nouveau et LRR_CC, montrent des résultats équivalents pour l’identification et 

l’annotation des protéines LRR-RLK et les LRR-RLP. 

L’application de cette stratégie aux protéines NLR améliore significativement nos capacités 

d’annotation des motifs LRR dans ces protéines. En effet, le nouveau profil seul permet 

d’identifier 97,8% des protéines NLR disponibles dans le jeu de données Swiss-Prot et permet 

d’annoter 905 motifs LRR dans ces gènes, soit 210 motifs de plus qu’attendus d’après 

l’annotation Swiss-Prot (695 motifs). 

Les protéines NLR présentent des motifs LRR qui divergent de ceux des LRR-RLK et LRR-RLP 

La reconstruction de profil LRR pour les NLR via la procédure itérative aboutit à un profil de 

consensus LxxLxxLxLxxCxxLxxLPxxxxx (Figure 21). Ce consensus diffère du consensus plant 

specific observé pour les protéines LRR-RLK et LRR-RLP : LxxLxxLxLxxNxLxGxIPxxLxx (Tableau 

2). Un consensus semblable pour les motifs LRR des NLR est décrit par Martin et al. (Martin et 

al., 2020), avec un résidu cystéine conservé en position 12 à la place d’un résidu asparagine. 

Le même type de consensus était déjà rapporté par Jones et Jones (Jones and Jones, 1997) 

pour les protéines LRR intracellulaires impliquées dans les mécanismes de résistance. Ce 

consensus présente des similitudes avec les motifs de type Cysteine Containing initialement 

observé dans la protéine GRR1 de la levure (Saccharomyces Cerevisiae) (Flick and Johnston, 

1991) (Tableau 2). En 1998, Kajava place les gènes intracellulaires de plante dans cette 

catégorie de motif Cysteine Containing sur la base des observations faites pour la protéine 

RSP2 de A. thaliana (Kajava, 1998). En revanche, contrairement aux motifs de types Cysteine 

Containing, les motifs trouvés dans les séquences NLR ne présentent pas de cystéine en 

première position et présentent le di-peptide « IP » en position 18-19 du motif comme pour 

les motifs de type Plant-Specific. Matsushima et Kretsinger (Matsushima and Kretsinger, 2016) 
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ont donné le nom « PS_sub2 » (Plant specific subprofil 2) à ce consensus trouvé chez les NLR, 

pour conserver la référence au consensus « Plant-Specific ». 

L’origine des motifs LRR au cours de l’évolution est une question qui est au cœur de 

nombreuses recherches. L’origine commune des différents types de motifs est souvent 

évoquée (Andrade et al., 2000; Matsushima and Kretsinger, 2016) même si les divergences 

observées entre les différentes familles tendent à suggérer une origine différente (Kobe and 

Deisenhofer, 1994; Kajava, 1998) (cf. introduction, section D.4.). Les motifs des différentes 

familles peuvent avoir une origine commune, mais suffisamment ancienne pour générer une 

divergence marquée observable. La question se pose en effet du fait de l’occurrence de 

domaines LRR au sein de familles de gènes analogues entre plantes et animaux, alors que 

chaque famille expose des motifs de différentes classes. On trouve par exemple des gènes 

analogues aux LRR-RLK, les Toll-Like Receptors (TLR), et aux NLR de plantes, les NOD-Like 

Receptor chez les métazoaires (animaux et insectes). Chacune de ces familles présente des 

motifs LRR de consensus différents. Les TLRs sont des gènes membranaires présentant un 

domaine LRR extracellulaire et un domaine TIR intracellulaire. Tout comme les LRR-RLK, ces 

gènes sont des récepteurs impliqués dans le développement et l’immunité innée (Janeway 

and Medzhitov, 2002). Les NOD-Like Receptor sont des gènes intracellulaires possédant un 

domaine NACHT central, de structure et fonction analogue au domaine NB-ARC. Le domaine 

NACHT est suivi en 3’ d’un domaine LRR. Ils peuvent présenter différents types de domaines 

en 5’ comme les NLR de plantes. Les similitudes de structure et de fonctionnement observées 

ont amené les scientifiques à faire un parallèle entre ces gènes (Ausubel, 2005; Zipfel and 

Felix, 2005; Jones et al., 2016). Cependant, le lien entre ces gènes, qui indiquerait une origine 

commune des récepteurs, n’est pas établi. Au contraire, les dernières études sur le sujet 

tendent à infirmer cette hypothèse. Par exemple, si les domaines centraux des NLRs chez les 

métazoaires et les plantes (NACHT et NB-ARC) semblent être originaires d’une structure 

ancestrale commune (famille STAND), Yue et al. (Yue et al., 2012), tout comme Urbach et 

Ausubel (Urbach and Ausubel, 2017), concluent que l’association des LRR avec les domaines 

NATCH d’un côté et NB-ARC de l’autre résultent de deux évènements de fusion de domaines 

indépendants. Les similitudes observées existeraient donc par convergence évolutive sans 

origine commune, et cela bien que les différents domaines (domaine LRR et domaine ancestral 
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à NACHT et NB-ARC) aient préexisté au sein du dernier ancêtre commun entre plantes et 

animaux.  

L’annotation des motifs LRR est complexe et aucune méthode n’est réellement optimale  

La question de l’annotation des motifs LRR est très présente dans la communauté, comme en 

témoigne la publication de plusieurs articles très récents proposant des solutions 

d’annotations des LRR pour les NLR (LRRpredictor (Martin et al., 2020)), pour les RLK 

(PhytoLRR-prediction (Chen, 2021)) ou d’identification de gènes de résistances 

(RRGpredictor (Santana Silva and Micheli, 2020), NLRtracker (Kourelis et al., biorxiv preprint)).  

Nous avons testé l’outil LRRpredictor sur une sélection de séquences protéiques de Swiss-Prot 

et comparé les résultats avec ceux de LRRprofiler. Cet outil présente des résultats intéressants 

en particulier sur les NLR dans lesquels il identifie en moyenne plus de 3 motifs LRR de plus 

que LRRprofiler. L’outil LRRpredictor est une application dédiée à la détection des motifs LRR 

irréguliers fréquemment retrouvés dans les NLR. Il s’appuie sur la prédiction des structures 

secondaires des protéines et sur des approches de machine learning pour prédire la présence 

des motifs LRR. La partie d’apprentissage s’appuie sur les données d’Uniprot nécessitant de 

télécharger 50 Go de données protéiques de cette base. L’installation de l’outil a été 

compliquée (et a finalement échoué sur le cluster Montpelliérain du CIRAD malgré une 

vingtaine de mails échangés avec les développeurs). De plus, son fonctionnement protéine 

par protéine et son temps d’exécution moyen de 10 à 15 minutes par séquence sont des freins 

à son utilisation à large échelle sans parallélisation. L’outil a finalement pu être testé, en 

utilisant une VM mise à disposition par Biosphère, et constitue néanmoins un atout très utile 

ponctuellement pour compléter l’annotation des gènes d’intérêt de la sous-famille NLR. 

Ces différences de résultats entre les outils utilisant des stratégies différentes montrent les 

limites des prédictions ne se basant que sur la séquence primaire des protéines. Les motifs 

non-identifiés par LRRprofiler ont vraisemblablement perdu, au niveau de la séquence 

primaire, certaines des caractéristiques utilisées par les profils HMM pour identifier une 

séquence comme étant un LRR. En revanche, ils auraient conservé les caractéristiques de 

structure secondaire leur permettant d’être identifiés par LRRpredictor. Les prédictions au 

niveau de la structure primaire s’appuient sur la conservation de la séquence au cours de 

l’évolution. Or, la fonction des domaines est principalement déterminée par sa structure 3D. 
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Dans certains cas, la structure 3D peut être maintenue malgré une divergence importante de 

la séquence primaire. C’est tout l’intérêt des outils intégrant des prédictions sur la base des 

structures primaire et secondaire comme LRRpredictor.  

Par ailleurs, l’utilisation de HMM force les répétitions à être définies selon des bornes précises. 

La prédiction du nombre de motifs dans une séquence peut être impactée par ces bornes si 

elles ne correspondent pas aux limites biologiques du motif. La structure 3D est la seule façon 

d’obtenir de façon fiable et sans erreur l’annotation d’un domaine répété, c’est-à-dire 

d’obtenir le bon nombre de motifs et leurs bornes (Bella et al., 2008). Néanmoins, d’après 

Bella et al., les HMM constituent une alternative assez fiable, particulièrement efficace pour 

identifier des séquences d’intérêt, mais qui pourraient générer des faux négatifs en fonction 

de la définition du consensus choisi. Ils relèvent également qu’il y a moins d’erreurs lorsque la 

partie la plus conservée est mise en début de profil comme c’est le cas pour les HMM que 

nous utilisons. 

La prédiction avec les HMM reste néanmoins pertinente. Nous faisons ce choix comme un 

compromis entre l’exhaustivité de l’annotation d’une part et la rapidité et la facilité 

d’utilisation de la méthode d’autre part. Les annotations fournies sont exploitables car 

homogènes même si certains motifs ne sont pas détectés. 

Les données « gold standard » restent incomplètes pour ces familles complexes 

Quelle que soit la famille, les deux programmes (LRRprofiler et LRRpredictor) trouvent souvent 

plus de motifs que ceux annotés par Swiss-Prot. Notamment, LRRprofiler identifie plus de 

motifs que l’annotation Swiss-Prot pour 237 séquences avec en moyenne 1,3 motifs de plus 

chez les LRR-RLK (110 séquences), 1,5 motifs de plus chez les LRR-RLP (42 séquences) et 5,2 

motifs LRR de plus pour les NLR (85 séquences). Ces observations révèlent les difficultés à 

avoir des annotations complètes pour les séquences LRR, en particulier pour les NLR, même 

pour des données expertisées et gold standard. Ces données de référence, surtout pour une 

espèce modèle comme A. thaliana, sont des appuis pour la caractérisation et la 

compréhension de l’évolution de ces familles de gènes. Les annotations incomplètes pour ces 

gènes peuvent alors participer à de mauvaises interprétat et à la propagation d’erreurs dans 

les données.  
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E. Conclusion 

L’annotation des motifs LRR au sein des séquences protéiques et une étape essentielle pour 

étudier les mécanismes évolutifs de ce domaine. Nous avons développé une procédure 

itérative permettant de créer un profil HMM LRR spécifique d’une sous-famille pour un 

protéome donné. Le gain de performance pour l’annotation des motifs NLR nous a permis de 

développer un pipeline complet et intégratif permettant d’identifier, d’annoter et de classer 

en sous-famille de novo les protéines LRR d’un protéome donné. LRRprofiler est un outil 

simple et rapide, mis à disposition sous forme de container Singularity permettant à 

l’utilisateur de s’affranchir des dépendances d’outils. Il reste malheureusement dépendant 

d’une annotation fiable des modèles de gènes au niveau génomique (structure intron/exon). 

En effet, en cas de mauvaise annotation d’un gène, les protéines d’intérêt correspondantes 

peuvent être manquées, ou mal classées, du fait de l’absence des motifs LRR ou des domaines 

fonctionnels associés. Cette problématique est abordée dans le chapitre 2. 
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Chapitre 2 : 
Annotation des récepteurs à LRR chez le riz 

cultivé Nipponbare 

 

Table des matières 
 

A. Introduction ............................................................................................................................... 89 

B. Article associé : A New Comprehensive annotation of Leucine-Rich Repeat-Containing 
Receptors in rice ................................................................................................................................ 92 

 

 

  



89 
 

A. Introduction 

L’article présenté dans ce chapitre aborde les biais liés aux méthodes d’annotations des gènes 

appartenant à des familles multigéniques complexes telles que celles des récepteurs à LRR 

chez le riz, les conséquences de ces biais sur la qualité des données disponibles et les solutions 

que nous avons conçues.  

Cet article est construit selon 3 axes. Le premier axe est consacré à l’analyse des annotations 

disponibles des gènes LRR d’intérêt pour l’espèce O. sativa ssp. japonica cv. Nipponbare. Il 

existe trois annotations publiques pour le génome de référence Nipponbare (IRGSP-1.0) 

(Kawahara et al., 2013). Ces annotations ont été produites par : (i) l’International Rice Genome 

Sequencing Project (annotation identifiée « IRGSP » dans l’article), (ii) la Michigan State 

University dans le cadre du Rice Genome Annotation Project (identifiée « MSU » dans 

l’article) et (iii) le National Center for Biotechnology Information (identifiée « NCBI » dans 

l’article). Ces trois annotations différentes reposent sur des pipelines dont les stratégies 

d’annotations sont également différentes. Ce contexte particulier du riz nous permet de 

comparer des résultats d’annotation des gènes LRR issus de stratégies d’annotation 

différentes, d’analyser les causes des différences et de rechercher d’éventuels biais et erreurs. 

Les comparaisons des trois annotations pour les gènes LRR montrent de nombreuses 

incohérences. Le nombre de loci annotés est très variable avec, par exemple, 282 loci NLR 

annotés par IRGSP contre 418 annotés par MSU. Les modèles de gènes fournis pour un même 

locus sont également variables. Par exemple, les modèles prédits par IRGSP sont 

fréquemment plus courts que ceux fournis par les deux autres annotations. Il semble qu’en 

cas de mutation non-sens, IRGSP tend à fournir des modèles tronqués, s’arrêtant au premier 

stop précoce rencontré. Les deux autres annotations présentent des modèles de gènes plus 

long, couvrant la totalité du gène initial, mais en prédisant fréquemment des introns 

probablement erronés. En réalisant les mêmes analyses sur des facteurs de transcription 

comme contrôles de nos expériences, nous avons montré que ces variations sont également 

observées pour les facteurs de transcriptions mais dans une moindre mesure. La complexité 

de la famille des récepteurs à LRR (fréquence de duplication élevée, nombreuses copies dont 

beaucoup contiennent des mutations non-sens) semble donc accentuer des biais 

d’annotations qui sont inhérents aux méthodes employées. 
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Le deuxième axe de l’article présente une ré-annotation manuelle des récepteurs à LRR 

appartenant aux trois familles d’intérêt (LRR-RLK, LRR-RLP et NLR) pour le génome de 

Nipponbare. Cette ré-annotation nous a semblé nécessaire au vu de la qualité des données 

disponibles pour ces gènes chez Nipponbare. Pour ré-annoter les gènes à LRR, la stratégie que 

nous avons suivie est d’identifier la totalité des séquences codantes à chaque locus d’intérêt. 

Pour les gènes affectés par des mutations non-sens, nous avons choisi d’annoter la totalité du 

locus « ancestral », c’est-à-dire en prenant en compte l’ensemble de la séquence codante qui 

présente une forte similarité avec des copies de la même famille de part et d’autre de la ou 

des mutations. Pour identifier les séquences codantes ou anciennement codantes, nous nous 

sommes appuyés sur la conservation d’homologie avec différents types de données 

nucléiques et protéiques (RNAseq, EST, protéines…) disponibles dans les bases de données du 

NCBI pour le riz mais aussi pour d’autres espèces de monocotylédones. Cette stratégie 

d’annotation fournit des modèles de gènes dont certains portent des codons stop précoces, 

des frameshifts ou des mutations ayant fait perdre le codon start ou stop terminal. Ces 

modèles particuliers sont identifiés et labellisés « non-canoniques ». La ré-annotation a abouti 

à l’identification de 1 058 loci LRR (350 LRR-RLK, 147 LRR-RLP, 289 NLR et 58 non-classés). 

Parmi eux, 328 sont issus d’un modèle de gène public modifié, et 306 sont non-canoniques. 

Les modèles de gènes modifiés sont majoritairement non-canoniques (83,5 %) confirmant que 

les gènes présentant des mutations non-sens sont plus facilement touchés par les erreurs 

d’annotation, et ont plus souvent nécessité une modification manuelle des modèles publics.  

Le troisième axe présente le transfert de cette annotation expertisée vers un autre cultivar 

de riz japonica proche de Nipponbare (Kitaake) et les analyses comparatives du répertoire de 

récepteurs LRR entre ces deux individus. Le choix du cultivar Kitaake s’est fait pour faciliter le 

développement de la méthode de transfert. Dans leur publication consacrée au séquençage 

et à l’assemblage de novo du génome de KitaakeX (variété de Kitaake avec ajout de deux 

transgènes Xa21), Jain et al. montrent que l’identité globale entre ces deux cultivars au niveau 

génomique est de plus de 98% (Jain et al., 2019). En revanche, la majorité des variations qu’ils 

observent concernent des loci associés aux domaines NB-ARC, LRR et Kinase. L’identité 

génomique globale facilite les comparaisons post-transfert, mais les variations du contenu en 

gène d’intérêt permettent de développer efficacement des méthodes dédiées qui prennent 
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en compte les situations complexes (loci spécifiques, paralogues, différents niveaux de 

divergence...). 

L’article a été publié dans la revue The Plant Journal en août 2021 

(https://doi.org/10.1111/tpj.15456).  

https://doi.org/10.1111/tpj.15456
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B. Article associé : ‘A New Comprehensive annotation of Leucine-Rich Repeat-
Containing Receptors in rice’ 
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A. Introduction 

Au cours de cette thèse, j’ai développé un pipeline, LRRprofiler, permettant d’identifier et 

d’annoter de novo les séquences protéiques de récepteurs à LRR à partir d’un protéome (cf. 

chapitre 1). J’ai également effectué un travail de ré-annotation des modèles de gène des 

récepteurs LRR dans le génome de Nipponbare. Afin de transférer cette nouvelle annotation 

vers d’autres génomes de riz, dont KitaakeX, j’ai développé un pipeline de transfert 

d’annotation : LRRtransfer (cf. chapitre 2). Par ailleurs, cette ré-annotation ayant la 

particularité de contenir des gènes dit non-canoniques, il est difficile d’envisager sa 

concaténation avec des données publiques existantes. Pour permettre la mise à disposition 

des données et valoriser ce travail, nous avons collaboré avec Marilyne Summo (CIRAD, UMR 

AGAP Insitut) pour développer un site web dédié. Le site « Geloc » a été intégré au Rice 

Genome Hub (https://rice-genome-hub.southgreen.fr/) qui est développé et maintenu par le 

CIRAD. Ce site a été pensé pour permettre la visualisation, l’exploration et la comparaison des 

annotations des récepteurs LRR chez le riz. 

Ce chapitre sera consacré aux stratégies et outils mis en œuvre pour faciliter l’utilisation et 

l’exploitation des pipelines et des données obtenues lors de cette thèse. 

Dans une première partie seront présentées les stratégies utilisées pour faciliter l’utilisation 

et améliorer la reproductibilité, l’adaptabilité et la portabilité des deux pipelines développés 

au cours de cette thèse : LRRprofiler et LRRtransfer. Une partie de ces développements sur le 

pipeline LRRtransfer a fait l’objet d’un stage de master 2 bio-informatique réalisé par Thibaud 

Vicat, que j’ai co-encadré pendant 6 mois au cours de ma dernière année de thèse. 

Dans une seconde partie, nous présentons les possibilités offertes par le site Geloc à travers 

l’exploration d’un cluster étudié récemment par Mizuno et al. (Mizuno et al., 2020). Ce cluster 

est localisé sur la fin de bras long du chromosome 11. Il comporte 26 NLR et 12 LRR-RLK 

englobant les gènes de résistance NLR appelés Pikm1 et Pikm2 (Ashikawa et al., 2008), et LRR-

RLK appelé Xa3/Xa26 (Sun et al., 2004). 

Ces développements s’inscrivent dans une démarche incontournable d’accès libre aux 

données et aux outils sachant que les analyses de données en génomique, et en biologie de 

façon générale, manquent souvent de reproductibilité (Goodman et al., 2016; Tommaso et al., 

2017).  

https://rice-genome-hub.southgreen.fr/
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B. Des outils d’annotation libres, transparents et réutilisables 

B.1. Un code libre disponible sous Git 

Le code des deux pipelines principaux développés au cours de cette thèse est librement 

accessible sur GitHub (https://github.com/cgottin/). Git est un gestionnaire de version libre, 

facile d’utilisation et permettant le travail collaboratif sur un même projet. Les gestionnaires 

de version permettent de sauvegarder et de suivre les modifications de scripts effectuées sur 

un projet. Cela offre une traçabilité du travail au cours du temps, en conservant en mémoire 

les versions antérieures du projet et les auteurs de chaque modification dans le cadre d’un 

projet mené en collaboration. GitHub est un site web servant de dépôt permettant de stocker 

et partager le code versionné via Git. 

B.2. Des pipelines génériques et faciles à prendre en main 

B.2.1. Un gestionnaire de workflow pour l’adaptabilité et l’automatisation 

Les gestionnaires de « flux de données » (appelé workflow manager en anglais) permettent 

l’exécution autonome et reproductible des analyses de données. L’utilisation des 

gestionnaires de workflow facilite la division des analyses en différentes tâches indépendantes 

appelées « processus » offrant ainsi une plus grande lisibilité des scripts. Ils ont été développés 

pour répondre spécifiquement aux problèmes de reproductibilité, d’adaptabilité et de 

performances des analyses qui sont particulièrement présents en biologie. SnakeMake et 

Nextflow sont les deux gestionnaires les plus utilisés en bio-informatique et offrent des 

fonctionnalités très proches. Le développement de pipelines avec l’un de ces gestionnaires 

apporte plusieurs avantages. Premièrement, le gestionnaire de workflow gère 

automatiquement la parallélisation des processus qui ne sont pas interdépendants. Ensuite, il 

garde en mémoire les intermédiaires des différents processus et permet de ré-exécuter, de 

façon automatique, une analyse depuis la dernière étape sans erreur. Enfin, il s’adapte 

facilement à différents environnements de travail grâce à un fichier de configuration simple 

permettant ainsi de passer facilement de l’utilisation du pipeline sur un PC de bureau, à son 

déploiement sur différents clusters de calcul. 

Les outils développés lors de la thèse n’utilisaient initialement pas de gestionnaire de 

workflow. Les besoins de maintenabilité et de reproductibilité nous ont amenés à faire évoluer 

en priorité le pipeline de transfert d’annotation, développé en chapitre 2 de cette thèse 

https://github.com/cgottin/
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(Gottin et al., 2021). L’optimisation de l’outil était l’objectif du stage de Thibaud Vicat (master 

2 bio-informatique). Pour ce stage, différentes améliorations étaient envisagées afin 

d’optimiser le temps d’exécution du pipeline et de faciliter sa distribution. Afin de mener à 

bien ces objectifs, nous avons adapté ce pipeline de transfert d’annotation pour qu’il 

fonctionne avec Nextflow. Ainsi, l’architecture du pipeline a été revue et séparée en différents 

processus indépendants gérés par un script Nextflow (Figure 25). Par ailleurs, le temps 

nécessaire à la recherche de régions homologues à nos gènes d’intérêt, initialement réalisée 

avec l’outil tblastn (Altschul et al., 1990), était particulièrement long (entre 5 et 8 heures) et 

constituait l’étape temporellement limitante. Une étude bibliographique nous a permis 

d’identifier plusieurs outils alternatifs à BLAST. Une phase de test sur nos données a confirmé 

que l’outil MMseqs2 (Steinegger and Soding, 2017) pouvait avantageusement remplacer 

tblastn dans notre pipeline puisqu’il conduisait à des transferts d’annotation au moins aussi 

bons avec des temps de calcul bien plus faibles (Vicat, 2021).  

Une dernière limitation au déploiement du pipeline concerne les outils externes nécessaires 

à son exécution. Chaque déploiement sur un nouvel environnement nécessitait l’installation 

et la configuration de plusieurs outils annexes, réduisant la portabilité et la reproductibilité de 

notre pipeline. 

B.2.2. Des containers pour la portabilité et la reproductibilité 

Les technologies de containerisation permettent de faciliter la portabilité des outils et la 

reproductibilité des analyses. Ces technologies reposent sur le principe des Machines 

Virtuelles (VM). Elles consistent à créer un environnement informatique complet (OS et 

dépendances) et indépendant de la machine réelle sur laquelle l’analyse doit être exécutée. 

Les containeurs permettent alors de faciliter la diffusion des outils en s’affranchissant des 

dépendances des programmes. Le développeur recrée l’environnement de développement en 

intégrant l’ensemble des scripts et programmes, dans les bonnes versions, nécessaires au 

fonctionnement de l’outil. Par ailleurs, l’utilisation d’un containeur aide à la reproductibilité 

des analyses en stabilisant l’environnement d’exécution entre les différents utilisateurs et 

assure la stabilité des outils dans le temps en s’affranchissant des éventuelles modifications 

de scripts et mises à jour de programmes.  
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Figure 25 : Représentation schématique du pipeline de transfert d'annotation intégré à Nextflow.  
Le pipeline est divisé en trois processus dont le dernier (GenePrediction) est parallélisé pour chaque région 
d’intérêt de façon autonome par Nextflow. 
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Il existe différentes technologies de containerisation, dont les deux principales sont Docker et 

Singularity. Pour la diffusion de nos outils, le pipeline « LRRprofiler » (cf. chapitre 1) et le 

pipeline de transfert d’annotation « LRRtransfer » (cf. chapitre 2), nous avons choisi de les 

mettre à disposition sous forme de containeur Singularity sur le cloud Sylabs 

(https://cloud.sylabs.io/library/cgottin).  

B.2.4. Paramètres obligatoires et documentation 

Afin de faciliter la prise en mains des outils, les pipelines sont rendus accessibles sur GitHub 

avec une documentation et des fichiers d’exemples. La documentation guide l’utilisateur pour 

la récupération des pipelines et des fichiers, et fournit les commandes pour leur exécution. 

Un descriptif des paramètres obligatoires et facultatifs est également donné. Ces paramètres 

ont été pensés pour être limités au maximum pour assurer une utilisation facile des pipelines 

développés au cours de la thèse. Le pipeline LRRprofiler prend deux paramètres obligatoires : 

le fasta du protéome à annoter et un nom pour le process. Pour le pipeline de transfert 

d’annotation, les paramètres ont également été revus pendant le stage pour ne prendre que 

trois paramètres obligatoires (contre 6 initialement) : le fichier fasta du génome à annoter, le 

fichier fasta du génome initial et le fichier GFF contenant les annotations des LRR du génome 

initial. Pour limiter ce nombre de paramètres initiaux, une procédure a été ajoutée en amont 

du pipeline pour générer automatiquement les 3 autres fichiers fasta (protéines, CDS et exons 

du LRRome à transférer) qui devaient initialement être fournis par l’utilisateur. 

B.3. Perspectives 

B.3.1. LRRprofiler 

Le pipeline LRRprofiler produit une annotation des LRR à partir d’un ensemble de HMM publics 

(de la base de données SMART) et de deux HMM reconstruits spécifiquement pour s’adapter 

aux données de chaque accession. Cette stratégie pourrait introduire des biais dans le cadre 

d’une analyse comparative des annotations de plusieurs accessions (chaque accession étant 

annotée en partie avec ses propres HMM). Nous n’avons malheureusement pas eu l’occasion 

de tester si l’utilisation de profils différents pouvait impacter des analyses comparatives. Pour 

éviter ce problème, on pourrait envisager l’utilisation d’un même ensemble de profils HMM 

qui seraient ajustés globalement à l’ensemble des accessions étudiées. Nous voulons proposer 

https://cloud.sylabs.io/library/cgottin
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alors la possibilité pour l’utilisateur de fournir des HMM personnels et d’esquiver la procédure 

itérative de reconstruction des HMM spécifiques. 

Nous envisageons également d’intégrer la détection de domaines et motifs supplémentaires, 

notamment les domaines Coiled-Coil (CC) et les motifs LRR-NT et LRR-CT. Les motifs LRR-NT 

et LRR-CT sont trouvés chez les récepteurs LRR-RLK et LRR-RLP. Ils correspondent à des motifs 

LRR légèrement divergents par rapport aux motifs LRR classiques et sont présents en amont 

(LRR-NT) et en aval (LRR-CT) du domaine LRR. D’un point de vue structural, ces motifs forment 

des « chapeaux » au début et à la fin du domaine LRR. Le domaine CC est trouvé en amont du 

domaine NB-ARC de certains récepteurs NLR. Différents outils dédiés à la détection des 

domaines CC existent. Nous avons testé COILS (Lupas et al., 1991) mais son utilisation 

ralentissait fortement l’exécution du pipeline. Nous envisageons de tester d’autres outils et 

de comparer leurs performances pour la détection des domaines CC chez les NLR. Une mise à 

jour du pipeline pourra alors être réalisée pour intégrer la détection de ce domaine. 

B.3.2. Transfert d’annotation 

Le pipeline de transfert d’annotation réalise une prédiction des modèles de gène dans le 

génome cible selon 3 stratégies différentes : (i) un mapping des exons via blastn, (ii) une 

prédiction via exonerate cdna2genome et (iii) une prédiction via exonerate protein2genome. 

Initialement, le pipeline renvoyait la première prédiction qui passait certains seuils d’identité 

et de couverture avec la protéine initiale. Pendant le stage réalisé sur le pipeline, le mode de 

prédiction a été revu pour renvoyer le meilleur modèle parmi les trois stratégies de prédiction. 

Nous envisageons d’ajouter un mode de prédiction permettant de combiner les trois modèles 

fournis par les trois stratégies lorsque ces modèles présentent des variations. Cette stratégie 

nécessite encore des réflexions sur la façon de combiner efficacement différentes annotations 

pour un même locus. 

 
C. Un outil convivial dédié à l’exploration et la visualisation des LRRome 

C.1. Visualisation de la répartition des gènes LRR  

Les récepteurs LRR évoluent par duplication, principalement en tandem, et forment des 

clusters pouvant comporter plusieurs dizaines de gènes. Le site Geloc implémente une 

visualisation du caryotype des génomes d’intérêt avec la densité des gènes LRR. Cette densité 
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est représentée par un gradient de couleur permettant d’identifier rapidement les régions 

concentrant de grands clusters et d’appréhender l’hétérogénéité de répartition des gènes 

d’intérêt dans le génome du riz (Figure 26a). Les trois familles de gènes sont identifiées par 

des marqueurs de couleur différentes permettant d’avoir une vision rapide de la composition 

des clusters, en particulier des clusters mixtes. On peut voir, par exemple, une concentration 

très importante de gènes LRR au niveau du chromosome 11, avec un nombre très important 

de NLR. Ce chromosome porte notamment le cluster d’intérêt étudié par Mizuno et al. 

C.2. Visualisation des annotations des gènes 

Les trois familles d’intérêt présentent des structures protéiques différentes avec des 

domaines spécifiques. Geloc implémente une visualisation combinée de l’annotation des 

domaines et des structures intron-exon pour chaque gène. La sélection d’un chromosome 

ouvre une visualisation spécifique horizontale du chromosome avec une fenêtre de sélection 

mobile permettant de visualiser les annotations des gènes de cette zone (Figure 26b). Cette 

visualisation s’ouvre pour l’ensemble des locus annotés de la zone sélectionnée permettant 

par exemple de s’intéresser de manière interactive à la conservation (ou variabilité) des 

structures observées pour les gènes de cette zone. La vue des locus est accompagnée de 

plusieurs informations (Figure 27) : l’identifiant du locus, la famille et la classe du gène 

(canonique ou non), le sens de lecture du gène, i.e. brin sens (+) ou brin anti-sens (-). La 

présence de mutations non-sens de type stop et frameshift est indiquée de manière visuelle 

par une étoile rouge et une flèche orange respectivement.  

Sur l’ensemble du cluster étudié, Mizuno et al. identifient 10 gènes non-canoniques (8 NLR et 

2 LRR-RLK). La correspondance entre les annotations fournies dans ce papier et les données 

disponibles sur Geloc est donnée en annexe 3. Dans les données expertisées à partir de la 

référence Nipponbare, on identifie 20 gènes non-canonique dans le même cluster (12 NLR et 

8 LRR-RLK). Notamment, le gène Xa3/Xa26 (Sun et al., 2004) est donné canonique dans la 

publication, mais sa structure est non-canonique dans notre ré-annotation du génome de 

référence de Nipponbare. On peut observer la présence d’un frameshift avant le domaine LRR 

et d’un codon stop au début de dernier exon. Par ailleurs, la structure intron-exon de ce locus 

diffère des structures observées pour les autres loci du cluster. On observe un intron entre le 

domaine TM et le domaine kinase qui n’est pas présent chez les autres LRR-RLK (Figure 27).  
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Figure 26 : Visualisation du génome de Nipponbare dans Geloc et localisation du cluster de gènes d'intérêt. 
(a) Vue globale du génome permettant la sélection d’un chromosome par simple clic. (b) Vue centrée sur un 
chromosome dont une zone peut être sélectionnée pour obtenir une visualisation détaillée de la structure des 
gènes d’intérêt qu’elle contient.  
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Figure 27 : Visualisation du cluster Xa3/Xa26 comportant 12 LRR-RLK chez Nipponbare. 

 

Ces différences entre la séquence publique de Nipponbare et les données séquencées par 

Mizuno et al. pourraient être dues au fait que leur séquence diffère de celle de la référence 

publique. Or, un alignement BLAST réalisé entre les deux séquences nucléotidiques montrent 

qu’elles sont 100% identiques au niveau du locus, invalidant cette hypothèse. La classification 

du gène en canonique ou non-canonique provient donc uniquement d’une divergence 

d’annotation. Mizuno et al. utilisent le pipeline d’annotation développé par l’IRGSP. Leur 

annotation semble sous-estimer le nombre de modèles non-canoniques (10 dans la zone 

étudiée, contre 20 pour nous). En se basant sur la comparaison de ce cluster entre trois 

couples d’espèce cultivées et sauvages, ils concluent que la domestication a augmenté le 
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nombre de gènes de résistance dans les cultivars. Si la plupart des copies sont effectivement 

non-canoniques (comme le suggère notre annotation pour Nipponbare), l’interprétation 

biologique de Mizuno et al. peut être questionnée car leur conclusion repose directement sur 

l’augmentation du nombre de gènes (fonctionnels) de résistance dans les formes cultivées par 

rapport aux sauvages. 

C.3. Identification des gènes orthologues 

Pour chaque locus, Geloc fourni un ensemble d’information (« gene card ») sur le bandeau 

gauche du site lorsqu’un gène est sélectionné (Figure 28a). La gene card fournie les identifiants 

du locus et une correspondance avec les identifiants des annotations publiques (IRGSP, MSU 

et NCBI pour Nipponbare). Ainsi le locus OSJnip_Chr11_28246863 correspondant au gène 

Xa3/Xa26 a été annoté par MSU (LOC_Os11g47000) et le NCBI (LOC4351164) mais n’est pas 

annoté par IRGSP. La gene card fournit également les relations d’orthologie entre Nipponbare 

et KitaakeX identifiées lors du transfert d’annotation sur lequel s’appuie notre ré-annotation 

de KitaakeX. Un lien cliquable au niveau de l’identifiant permet d’accéder directement à 

l’annotation de l’orthologue dans l’autre génome (Figure 28b).  

L’orthologue du gène Xa3/Xa26 chez KitaakeX est également non-canonique. En revanche, les 

mutations non-sens responsables ne sont pas les mêmes que celles observées pour 

Nipponbare, à l’exception du frameshift identifié au début du gène. L’orthologue de KitaakeX 

présente un frameshift supplémentaire dans le dernier exon et on ne retrouve pas le codon 

stop au début du dernier exon. Par ailleurs, l’intron entre le domaine TM et le domaine kinase 

n’est pas présent non plus.  

C.4. Récupération des LRRomes selon différents points de vues 

Les données ré-annotées sont fournies librement sous différents formats standards. Les 

annotations des loci sont données au format gff3. Les séquences des loci sont téléchargeables 

au format fasta. Trois types de séquences sont accessibles : (i) la séquence des gènes complets 

avec exons et introns sans interruption ; (ii) les séquences « cDNA » correspondant aux 

séquences nucléotidiques après élimination des introns ; (iii) les séquences peptidiques issues 

de la traduction des séquences CDS. 
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Figure 28 : Visualisation des gènes d’intérêt dans Geloc, de leurs informations (« gene card ») et des relations 
d’orthologie entre les différentes accessions.  
(a) Cliquer sur la structure d’un gène d’intérêt permet d’afficher l’ensemble des informations disponibles pour ce 
gène dans le bandeau gauche de site. (b) Cliquer sur l’identifiant du gène orthologue fournit par la gene card 
permet de passer à la visualisation du gène correspondant chez l’autre accession. 
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Certaines séquences sont impactées par des mutations non-sens de type frameshift. Ces 

mutations reflètent la présence de codons incomplets détectables par la présence d’indels 

non multiple de 3 dans l’alignement de cette séquence avec une séquence homologue 

canonique proche. Si un frameshift existe dans une séquence alors la traduction directe de 

cette séquence codante conduira à une séquence peptidique erronée à partir du premier 

frameshift. En effet, à partir du frameshift, la traduction ne sera plus faite dans le bon cadre 

de lecture. Pour documenter ces évènements, nous avons utilisé la convention du logiciel 

MACSE (Ranwez et al., 2011; Ranwez et al., 2018) qui code les gaps au sein de codons 

incomplets par un caractère particulier, le ‘!’. Selon l’objectif, on peut alors choisir de 

considérer la séquence brute (nommée cDNA pour ‘coding DNA’, dont la traduction conduira 

à une séquence erronée à partir du premier frameshift) (Figure 29a), une version incluant en 

plus les caractères ‘!’ permettant de conserver le cadre de lecture (nommées 

‘cDNA_wFrameshift’ permettant de repérer la position des frameshifts dans la séquence) 

(Figure 29b) et une version alternative excluant les zones non-homologues contenant des 

frameshifts (CDS, équivalente à ‘cDNA_wFrameshift’, mais sans le(s) codon(s) possédant les 

caractères ‘!’) (Figure 29c). Ainsi, nous proposons de télécharger trois versions distinctes des 

séquences codantes pour chaque gène contenant au moins un frameshift. 

 

 

 

Figure 29 : Les différentes façon de représenter une séquence codante affectée par un frameshift et leurs 
conséquences sur la traduction en protéine.  
(a) Représentation de la séquence brute sans modification telle que présente dans le génome. Sa traduction 
conduit à une séquence protéique erronée à partir du frameshift. (b) Représentation de la séquence dans laquelle 
sont insérés un ou deux ‘ !’ selon la convention MACSE, pour rétablir le cadre de lecture initial. La traduction de la 
séquence conduit à une insertion dont l’un des acides aminés est ambiguë (codé par un « X »). (c) Représentation 
de la séquence dont l’indel a été exclu permettant de conserver le cadre de lecture. 
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C.5. Perspectives 

Plusieurs perspectives de mises à jour du site Geloc sont en cours de réflexion. La première 

concerne la possibilité d’extraire les données à partir d’un système de requête. Ce système 

permettrait aux utilisateurs de récupérer une partie des données répondant à certains critères 

d’intérêt. La requête devrait s’effectuer sur les critères suivants : l’accession, les 

chromosomes, la position sur les chromosomes, les familles de gène (LRR-RLP, LRR-RLK et NLR) 

et les classes de gène (canoniques ou non). Le système devrait également permettre d’extraire 

les orthologues des gènes sélectionnés chez les autres espèces disponibles, ou de récupérer 

les différentes séquences associées à chaque gène (nucléique, protéique, avec ou sans 

frameshifts). 

La seconde perspective d’amélioration concerne la visualisation comparative des orthologues. 

Cette visualisation devrait s’effectuer à deux échelles : (i) au niveau chromosomique 

permettant d’étudier la colinéarité et la présence/absence des copies entre espèces, et (ii) au 

niveau des gènes permettant d’étudier la conservation des structures (introns/exons et 

domaines). Par ailleurs, nous avons travaillé à la ré-annotation des récepteurs LRR pour 

l’espèce O. rufipogon (W1943), correspondant à la forme sauvage dont sont issus les cultivars 

japonica. Ces données seront prochainement ajoutées sur le site Geloc en complément de 

celles de Nipponbare et KitaakeX. 
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A. Introduction 

Chez les plantes, les gènes Receptor-like Kinase (RLK) constituent la principale famille de 

récepteurs transmembranaires avec notamment plus de 600 membres identifiés chez 

Arabidopsis thaliana (Shiu and Bleecker, 2001b, a). Ces récepteurs sont composés d’un 

domaine kinase sur leur section intracellulaire qu’on retrouve également chez les bactéries et 

les animaux. L’analyse phylogénétique des domaines kinases montre que les kinases des 

plantes forment un groupe monophylétique. Par ailleurs, ces domaines kinases des plantes 

présentent des homologies avec les gènes Pelle (Drosophile) (Hanks and Hunter, 1995) et IRAK 

(mammifères) (Shiu and Bleecker, 2001a) supposant une origine des kinases antérieure à la 

séparation entre les plantes et les animaux (Hanks et al., 1988; Hanks and Hunter, 1995; Shiu 

and Bleecker, 2001a). En 2001, Shiu et Bleecker regroupent ces gènes en un seul clade nommé 

« RLK/Pelle » (Shiu and Bleecker, 2001a). Leurs comparaisons du nombre de gènes kinase de 

la famille RLK/Pelle entre plantes et animaux suggèrent une expansion massive des gènes 

kinase chez les plantes, postérieure à la séparation entre plantes et métazoaires (Shiu and 

Bleecker, 2001a, 2003). Les RLK des plantes présentent une grande diversité de domaines 

associés au domaine kinase. La forte homologie du domaine kinase entre ces différents 

récepteurs suggère que les associations entre les domaines extracellulaires et le domaine 

kinase ont eu lieux à partir d’une kinase ancestrale (Shiu and Bleecker, 2003). La formation de 

nouvelles structures protéiques via un réarrangement des domaines est un mécanisme connu 

de l’évolution des protéines et de l’émergence de nouvelles fonctions (Apic et al., 2001; 

Bjorklund et al., 2005). 

Le travail de revue qui est présenté dans ce chapitre, publié dans le journal Annual review of 

Plant Biology en 2020 et dont je suis co-premier auteur (Dievart et al., 2020), est consacré à 

l’étude de ces arrangements de domaines avec le domaine kinase. Plus particulièrement, nous 

avons adressé différentes questions : (i) A quel moment au cours de l’évolution des plantes 

les fusions de domaines sont-elles apparues ? (ii) Les associations observées chez les plantes 

ont-elles eu lieu une seule fois ou plusieurs fois au cours de l’évolution ? 

Pour y répondre, nous avons combiné une revue bibliographique et des résultats originaux 

obtenus sur 194 génomes de plantes. Les génomes ont été analysés avec InterProScan (Jones 

et al., 2014). L’ensemble des prédictions de domaines pour une protéine a été concaténé et 

filtré pour éliminer les redondances. Cette étape est nécessaire car InterProScan utilise 
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différents outils de prédiction en parallèle (SMART, Pfam, Phobius, TMHMM, PANTHER, CATH-

gene3D, etc.) pouvant générer des prédictions multiples pour un même locus. De plus, 

certaines prédictions ont dû être renommées afin d’uniformiser les noms de domaines. Par 

exemple, le peptide signal apparait sous différents identifiant dans les sorties brutes 

d’InterProScan : SIGNAL_PEPTIDE, SignalP-TM, SignalP-noTM. Ensuite, chaque architecture 

unique a été recensée et dénombrée pour l’ensemble des espèces. Les résultats ont 

finalement été agrégés par architecture et par groupe phylogénétique. Nous avons identifié, 

par exemple, 42 467 structures ‘LRR+kinase’ dans les 194 génomes étudiés, dont 10 011 chez 

les monocotylédones. 

B. Résumé des résultats 

● Les fusions entre les différents domaines fonctionnels et la kinase sont apparues à 

différents moments de l’histoire évolutive des plantes et peuvent être associés à des 

étapes marquantes de leur évolution comme par exemple le passage du milieu 

aquatique au milieu terrestre. Il est néanmoins difficile de dire si ces nouvelles 

associations, en créant de nouvelles fonctions, ont participé ou non à l’adaptation des 

plantes. 

● L’association des LRR avec le domaine kinase aurait été présente chez l’ancêtre des 

streptophytes et serait apparue il y a plus de 1 000 Ma (million d’années). Les 

associations des LRR avec les domaines malectin et malectine-like sont plus tardives et 

auraient émergé il y a plus de 420 Ma et plus de 600 Ma respectivement. 

● Les différentes associations auraient émergé une seule fois chacune au cours de 

l’évolution des plantes. Mais pour certaines associations peu représentées dans les 

protéomes (C-LEC-kinase, CRINKLY4-kinase notamment), on observe une histoire 

complexe qui peut s’expliquer de deux façons différentes : (i) il y a eu plusieurs 

émergences de la même association dans différentes branches ou (ii) il y a eu une seule 

émergence ancestrale suivie d’une perte de la structure dans certaines branches. Les 

ambiguïtés étant présentes pour des espèces peu étudiées, il n’est pas possible de dire 

si les absences de certaines associations sont effectives ou dues à des erreurs 

d’annotation. Il sera nécessaire d’obtenir et d’étudier les génomes de plantes 

positionnées à des points charnières de la phylogénie pour répondre à cette question.  
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C. Article de revue : ‘Origin and diversity of plant receptor-like kinases’ 
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Au cours de cette thèse, je me suis intéressée à l’annotation et la caractérisation des gènes 

codants des récepteurs à LRR dans les génomes de riz (Oryza). En particulier, mes travaux se 

sont concentrés sur trois familles de récepteurs à LRR − les Leucine-rich repeat receptor like 

kinases (LRR-RLK), les Leucine-rich repeat receptor like proteins (LRR-RLP) et les nucleotide 

binding-site Leucine-rich repeat (NLR) − présentant un intérêt agronomique majeur car ils sont 

associés à des fonctions de signalisation cellulaire et de réponse aux stress environnementaux 

biotiques et abiotiques. Par exemple, le gène OsGIRL1 (LRR-RLK) est surexprimé en condition 

de stress salin ou de températures élevées (Park et al., 2014), le gène ERECTA (LRR-RLK) 

fonctionne avec le gène TMM (LRR-RLP) pour réguler l’efficacité d’utilisation de l’eau chez 

Arabidopsis (Masle et al., 2005), le gène Xa21 (LRR-RLK) confère une résistance au pathogène 

Xanthomonas oryzae pv. Oryzae responsable d’une part importante des pertes de rendement 

des cultures de riz en Asie (Song et al., 1995; Savary et al., 2019), ou les gènes RGA4 et RGA5 

(NLR) confèrent ensemble une résistance au champignon Magnaporthe Oryzae (Cesari et al., 

2013), etc. Actuellement, le contexte de changement global du climat tend à augmenter 

l’incidence des évènements de sécheresse et d’inondation, et favorise l’émergence de 

nouvelles maladies et la propagation des pathogènes à de nouvelles régions (Bebber et al., 

2013). Les gènes impliqués dans les fonctions de signalisation, comme les récepteurs à LRR, 

sont alors en première ligne des programmes de recherche pour l’adaptation des espèces 

cultivées face aux maladies, aux changements climatiques et aux nouvelles pratiques 

culturales.  

Dans ce contexte, il est pertinent de s’intéresser à l’ensemble de la diversité des récepteurs à 

LRR et de comprendre comment et à quelle vitesse ces gènes évoluent. Ces gènes suivent un 

modèle évolutif dit ‘birth and death’. La grande majorité des récepteurs à LRR sont fortement 

dupliqués dans les génomes, formant de larges clusters, et présentent des similarités de 

séquences très fortes entre différentes copies de gènes, dont certaines portent des mutations 

non-sens. L’ensemble de ces caractéristiques a un impact négatif sur la qualité des données 

disponibles et sur notre capacité à les étudier par des approches globales et génériques 

comme la pangénomique (Bayer et al., 2019; Outten and Warren, 2021).  

Je me suis concentrée, au cours de ma thèse, sur deux aspects de l’annotation des récepteurs 

à LRR, l’annotation structurale des gènes dans les génomes et l’annotation des domaines et 

motifs dans les protéines, qui constituent les principaux prérequis pour mener des analyses 
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robustes, et améliorer notre compréhension de ces familles complexes. J’ai d’abord 

développé le pipeline LRRprofiler, qui fournit une annotation fiable et reproductible des 

domaines LRR en s’appuyant sur un ensemble de profils HMM adaptés aux données et aux 

familles de gènes (Chapitre 1). Ensuite, j’ai analysé et comparé les annotations publiques des 

récepteurs à LRR fournis par des méthodes automatisées. Les nombreuses incohérences 

observées m’ont amené à expertiser manuellement les modèles de gène de ces récepteurs et 

à proposer un nouveau format d’annotation tenant compte des gènes portant des mutations 

non-sens. Cette nouvelle annotation est associée à un pipeline de transfert d’annotation, 

LRRtransfer, permettant de ‘calquer’ l’annotation expertisée d’un génome sur des génomes 

proches et d’obtenir ainsi des annotations de très bonnes qualités avec une intervention 

manuelle limitée (Chapitre 2). Enfin, un site web dédié à la visualisation des annotations 

expertisées dans les génomes de riz a été créé pour valoriser le travail de la thèse et faciliter 

la diffusion et le partage des données associées (Chapitre 3). 

A. Comprendre l’évolution des récepteurs à LRR à l’ère de la pangénomique 

La démocratisation et les avancées technologiques du séquençage permettent d’avoir accès 

à des données génomiques, dont la qualité ne cesse d’augmenter, pour un nombre croissant 

d’espèces et d’accessions. Ces avancées ont ouvert la voie à des analyses descriptives et 

comparatives globales comme la pangénomique. L’approche pangénomique consiste à 

comparer des dizaines, des centaines, voire des milliers de génomes (Cheng et al., 2018), à 

différentes échelles de divergences, pour établir une liste exhaustive des gènes, ou autres 

séquences, présents dans les génomes comparés. Ces analyses distinguent alors les séquences 

présentes dans tous les génomes étudiés, formant le génome cœur (ou core-genome, 

indispensable), de celles présentes dans une partie seulement des génomes comparés, 

formant le génome accessoires (ou dispensable genome, facultatif) (Golicz et al., 2020). Cette 

approche descriptive permet d’appréhender et d’observer la diversité génétique et allélique 

au sein d’un compartiment donné, car elle ne se limite pas à la diversité moléculaire 

référencée (ou ‘mappée’) observée sur la base d’un seul génome de référence représentant 

le compartiment étudié. Dans le cadre des espèces d’intérêt agronomique, cela permet 

d’identifier de nouveaux gènes ou allèles pouvant être la cible des programmes de sélection 

pour l’amélioration et l’adaptation des plantes (Tao et al., 2019). 



159 
 

Différentes études pangénomiques menées sur des plantes cultivées ont montré que les 

récepteurs à LRR, notamment NLR et LRR-RLK, étaient particulièrement surreprésentés dans 

les génomes accessoires (Zhang et al., 2016; Dolatabadian et al., 2017). Nous avons observé, 

au cours du chapitre 2, qu’environ 30% des gènes codants les récepteurs à LRR sont non-

canoniques. En particulier, les comparaisons réalisées entre Nipponbare et KitaakeX ont 

montré qu’environ 40 % des gènes présents uniquement chez l’un des cultivars étaient non-

canoniques. Cette proportion plus élevée de gènes non-canoniques dans les génomes 

accessoires par rapport à l’ensemble des gènes indique qu’ils sont enrichis en gènes non-

canoniques. Néanmoins, ce résultat n’est issu que de la comparaison entre deux génotypes et 

n’est peut–être pas généralisable. Des résultats complémentaires permettront de déterminer 

si cette tendance est retrouvée plus généralement, au sein des riz cultivés notamment. 

Cette question de la nature des gènes composant le génome accessoire est particulièrement 

intéressante pour les récepteurs à LRR, notamment parce que l’analyse des génomes 

accessoires a justement pour but d’identifier de nouveaux gènes pouvant avoir un rôle dans 

l’adaptation des plantes (Jacquemin et al., 2013). La question de la ‘réalité biologique’ des 

gènes identifiés dans le génome accessoire a déjà été évoquée. Par exemple, Zhao et al. 

signalent que près de 65 % des gènes identifiés dans le génome accessoire du riz ne présentent 

pas de hit pour des domaines définis dans la base de données InterProScan, et que cela 

pourrait signaler un enrichissement en séquences artéfactuelles ou pseudogénisées (Zhao et 

al., 2018).  

B. La qualité des séquences génomiques est un facteur limitant 

Les récepteurs à LRR forment des familles de gènes avec une organisation génomique 

complexe qui ont une forte probabilité d’induire des biais lors de l’assemblage des séquences. 

Les régions des génomes portant ces gènes sont donc plus susceptibles de présenter des 

erreurs et des ambiguïtés de séquence. La qualité globale des séquences génomiques utilisées 

pour étudier ces récepteurs à LRR constitue donc un facteur limitant.  

La séquence du cultivar O. sativa japonica cv. Nipponbare (IRGSP-1.0) est une séquence de 

haute qualité utilisée comme référence pour le riz et pour les autres monocotylédones. Au 

cours de mes travaux, je n’ai observé que peu d’erreurs et d’ambiguïtés pour cette séquence. 

Seuls deux gènes codant des récepteurs à LRR dont la séquence génomique pourrait être 

erronée, d’après des données d’expression diverses, ont été identifiés (Chapitre 2). La 
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validation de potentielles erreurs de séquence reste néanmoins difficile, en particulier pour 

ces familles complexes. Tout d’abord, le séquençage génomique d’une cible donnée peut se 

heurter à la difficulté de définir des amorces spécifiques à cause de l’existence de nombreuses 

séquences fortement similaires. Ensuite, en ce qui concerne le séquençage de transcrits, les 

récepteurs à LRR peuvent présenter des niveaux d’expression basale faibles ou ne pas être 

exprimés du tout en dehors des phases de développement ou d’infection. C’est d’autant plus 

probable pour les gènes pseudogénisés (en cas d’absence de promoteur par exemple). Par 

exemple, les mutations non-sens de quatre gènes non-canoniques de Nipponbare n’ont pas 

pu être validées car les orthologues de ces gènes chez KitaakeX ne présentaient pas les mêmes 

mutations et aucune séquence à 100 % d’identité nucléotidique n’a été trouvée dans les bases 

de données d’expression que nous avons explorées. Enfin, l’importante redondance dans les 

séquences de ces gènes rend difficile la validation des mutations observées par alignement. 

En effet, lors de l‘alignement de reads des données de RNAseq, l’observation d’un mismatch 

entre la séquence génomique et un read peut correspondre à une erreur dans le read, à une 

erreur dans la séquence de référence ou à un positionnement erroné du read le long de cette 

séquence.  

Outre les possibles erreurs de séquençage, les ambiguïtés dans les séquences génomiques 

sont également un frein pour l’analyse des gènes codants des récepteurs à LRR. Ces 

ambiguïtés sont caractérisées par la présence de bases « N » dans la séquence. La séquence 

de Nipponbare de référence (IRGSP-1.0) porte 0,04 % de « N ». Nous n’avons observé que 

deux loci LRR portant des ambiguïtés pour ce génome. Mais la qualité des génomes 

disponibles pour les différentes espèces et accessions de riz est encore très hétérogène. En 

particulier, la fréquence des ambiguïtés dans les séquences est extrêmement variable (Annexe 

4). Par exemple, je me suis intéressée au génome de l’espèce O. Rufipogon W1943, l’espèce 

sauvage identifiée comme ancestrale des cultivars japonica, dont j’ai également ré-annoté les 

gènes LRR. Le génome de W1943 contient 1,88 % de « N » qui se retrouvent dans 129 gènes 

LRR, soit 13,2% d’un total de 978 gènes LRR-RLK, LRR-RLP et NLR. Ces ambiguïtés au niveau 

des gènes d’intérêt peuvent impacter les annotations et empêchent les comparaisons entre 

gènes. En particulier, ces ambiguïtés constituent une perte d’information et il sera également 

impossible de dire si une structure portant des ambiguïtés est canonique ou non. De plus, la 

présence d’ambiguïtés dans une région peut être le signe que la séquence est localement de 
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moins bonne qualité, et peut contenir plus d’erreurs (diminution de la profondeur de 

séquençage par exemple). Les ambiguïtés dans les génomes, même limitées à une faible 

proportion, peuvent alors fortement impacter les comparaisons entre différentes espèces, en 

particulier pour les gènes à LRR. 

Cette importante hétérogénéité des séquences génomiques est actuellement limitante pour 

pouvoir comparer finement les récepteurs à LRR entre différentes accessions et étudier leur 

évolution. Récemment, les technologies de 3ème génération, dites « long-read », permettent 

le séquençage de fragments d’ADN de plusieurs kilobases (kb, 103 bases). Elles ont amélioré 

les capacités d’assemblage des génomes en permettant de lever des ambiguïtés non résolues 

avec les technologies précédentes, dites « short-read » (1er et 2ème générations), qui 

produisent des fragments de 70 à 250 bases (Heather and Chain, 2016). Ces limitations sont 

particulièrement fortes pour la reconstruction de régions portant des répétitions comme les 

clusters de gènes, les séquences satellites ou les zones accumulant des éléments 

transposables. Le développement de ces nouvelles technologies long-read et la baisse des 

coûts permettant d’augmenter la couverture et la profondeur (jusqu’à plus de 150x parfois) 

de séquençage ouvrent ainsi l’accès à des assemblages génomiques de très haute qualité. Ces 

progrès ont conduit à définir un nouveau standard de qualité pour décrire les données, appelé 

‘platinum standard reference sequences’ (PSRefSeqs). Récemment, 12 nouveaux génomes de 

riz couvrant une partie de la diversité de l’espèce domestiquée Oryza sativa ont été séquencés 

en répondant à ces normes de haute qualité (Mussurova et al., 2020; Zhou et al., 2020). Par 

ailleurs, le projet I-OMAP est également en train de produire des séquences PSRefSeqs pour 

25 représentants sauvages du genre Oryza.  

Ces 37 nouveaux génomes PSRefSeqs, associées à la nouvelle annotation des récepteurs à 

LRR, devraient fournir une base solide pour mener des analyses comparatives et évolutives 

plus exhaustives. Mais le travail manuel réalisé pour parvenir à une telle annotation chez 

Nipponbare pour les récepteurs à LRR a été long, en particulier car le riz présente beaucoup 

de gènes non-canoniques parmi ces récepteurs (> 30 %). Il serait tout simplement impossible 

de réaliser un tel travail sur de nombreux génomes. Dans ce contexte, le pipeline de transfert 

des annotations, développé au cours du chapitre 2 et implémenté dans le pipeline 

LRRtransfer, nous semble fournir un appui essentiel. En revanche, la stratégie développée est 

semi-automatique. Les annotations obtenues après le transfert nécessitent encore une 
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expertise manuelle pour corriger d’éventuelles erreurs ou gènes non identifiés. Même si 

l’investissement en temps est fortement réduit grâce à cette approche, cela reste une solution 

intermédiaire, viable pour quelques génomes. Il serait certainement possible d’augmenter 

davantage le niveau d’automatisation de l’annotation en s’inspirant de méthodes basées sur 

des approches de machine learning (Mahood et al., 2020), ou dédiées à l’annotation familles 

spécifique, comme Augustus-PPX (Stanke and Waack, 2003), BITACORA (Vizueta et al., 2020), 

TGFam-Finder (Kim et al., 2020), qui reposent souvent sur l’apprentissage de profils HMM 

protéiques. Ces outils doivent être testés dans ce contexte et devront probablement être 

modifiés pour prendre en considération les structures non-canoniques. Les méthodes de 

machine learning sont d’autant plus efficaces qu’elles sont entrainées sur un large jeu de 

données. De fait, la constitution d’une base d’apprentissage de taille suffisante est souvent un 

frein important empêchant l’utilisation de ces méthodes. Les données expertisées durant 

cette thèse, fournissent une base d’apprentissage conséquente pour l’annotation des 

récepteurs LRR du riz. 

C. Le challenge de l’annotation structurale des familles de gènes complexes 

C.1. La place des pseudogènes dans l’annotation 

Les pseudogènes décrivent les séquences génomiques similaires à des séquences géniques, 

mais présentant des caractéristiques les rendant défectueuses (Vanin, 1985; Cheetham et al., 

2020), c’est-à-dire non fonctionnelle. Lors des processus d’annotation automatique, 

beaucoup de pseudogènes sont annotés comme des gènes fonctionnels codant des protéines. 

Au cours des années 2000, une résolution a été prise de supprimer ces séquences qui créent 

du bruit dans la détermination des répertoires de gènes des espèces (van Baren and Brent, 

2006; Zhang et al., 2006). Mais l’idée qu’un pseudogène soit strictement non-fonctionnel a 

été fréquemment remise en question, arguant que certaines séquences, par le biais des ARNm 

ou de protéines tronquées, présentaient des fonctions, notamment de régulation (Pink and 

Carter, 2013; Kovalenko and Patrushev, 2018; Xie et al., 2019). Il est donc particulièrement 

important de documenter les séquences présentant des mutations non-sens et de les intégrer 

dans les annotations, mais il est essentiel que leur annotation n’apparaisse pas comme une 

structure canonique au même titre que n’importe quel autre gène (Amid et al., 2009).  

Au cours de cette thèse, nous avons comparé trois sources de données d’annotation publiques 

pour le riz Nipponbare. Cette comparaison a conduit à l’identification de nombreuses 
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divergences dans l’annotation structurale des gènes codant les récepteurs à LRR. Ces 

divergences semblent être inhérentes aux méthodes choisies mais accentuées par la 

complexité de la famille d’intérêt (Fawal et al., 2014). Il a été en particulier noté, chez l’humain 

et la souris, que l’annotation de gènes fortement dupliqués et organisés en cluster était 

particulièrement mal réalisée par les stratégies automatiques (gènes defensin et gènes 

homeobox) (Amid et al., 2009; Wilming et al., 2015). Les auteurs de ces deux papiers concluent 

par ailleurs que l’annotation manuelle est essentielle pour obtenir une annotation fiable dans 

ce contexte.  

De nombreux pseudogènes ont été identifiés chez le riz, en particulier issus de duplications en 

tandem (Thibaud-Nissen et al., 2009; Xiao et al., 2016). Pour le génome de référence du riz, 

O. sativa japonica cv. Nipponbare, seule l’annotation fournie par le NCBI identifie certains 

gènes annotés comme étant des pseudogènes. L’annotation manuelle que nous avons réalisée 

nous a permis d’observer de nombreuses séquences de récepteurs à LRR présentant des 

mutations non-sens qui sont annotées comme des copies de gènes complètes et 

fonctionnelles, en intégrant parfois des erreurs pour y parvenir (comme de faux introns), ou 

qui ne sont pas annotées du tout en fonction de la stratégie d’annotation (Chapitre 2). 

D’autres études avant la poursuite de cette thèse ont pu faire le même constat pour ces gènes 

(Meyers et al., 2003; Jupe et al., 2013; Lv et al., 2014; Bayer et al., 2019).  

C.2. L’identification et l’annotation des séquences non-canoniques pour une meilleure 

caractérisation des familles de gènes complexes 

Les changements de stratégies sur la gestion des pseudogènes dans l’annotation au cours du 

temps révèle un problème du cadre conceptuel de la définition de ce qu’est un pseudogène. 

Cette définition décrit des copies de gènes non-fonctionnelles, alors que la réalité est très 

hétérogène. Les gènes dupliqués forment un gradient continu entre fonctionnel et non-

fonctionnel, pendant qu’ils accumulent des mutations, dont des mutations non-sens. Par 

exemple, peut-on considérer une copie de gène présentant une mutation non-sens 

provoquant un codon stop précoce au ¾ de la séquence comme un pseudogène ? ou une copie 

de gène complète mais dont le codon start est muté et code pour un résidu autre que la 

méthionine ? Il est essentiel de fournir une annotation complète et descriptive, facilement 

réutilisable, caractérisant les séquences mutées, et permettant de les distinguer des autres 

gènes. Dans le cadre de cette thèse, nous n’avons pas eu un regard ‘fonctionnaliste’ sur les 
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annotations des gènes d’intérêt car il est impossible de déterminer de façon systématique sur 

la base uniquement de données bio-informatiques, le caractère fonctionnel ou non d’un gène. 

Nous avons donc fait le choix de ne pas utiliser le terme « pseudogène » mais de plutôt 

différencier les séquences « non-canoniques » des copies de gènes « canoniques » (Chapitre 

2). 

La stratégie que nous avons suivie est d’identifier la totalité des séquences codantes à chaque 

locus d’intérêt dans une approche évolutive. Ainsi, pour les gènes affectés par des mutations 

non-sens, nous avons annoté la totalité du locus « ancestral », c’est-à-dire en prenant en 

compte l’ensemble de la séquence codante qui présente de l’homologie avec des gènes de la 

même famille même après la ou les mutation(s). Cette stratégie permet d’intégrer les traces 

de l’histoire évolutive du locus directement dans l’annotation du gène. Cette annotation 

complète des gènes non-canoniques, et leur identification comme tel, constitue un 

changement de paradigme de l'annotation, par rapport au regard fonctionnaliste actuel. A 

notre sens, ce changement présente plusieurs avantages, notamment pour l’étude des 

familles de gènes complexes. Cela permet, par exemple, de faire moins d’erreur dans la 

classification des gènes et d’améliorer la détection des copies d’intérêt dans les jeux de 

données. En effet, des domaines et motifs protéiques d’intérêt peuvent être identifiables sur 

les fragments de séquences situés en 3’ de la mutation. Par exemple, un récepteur LRR-RLK 

tronqué peut être classé LRR-RLP, perdant ainsi l’information de la présence d’un domaine 

kinase identifiable après le premier stop. Cette annotation permet également de faire des 

analyses entre génome (Presence Absence Variation notamment) en conservant un regard sur 

des orthologues maintenus mais présentant des mutations pouvant impacter la fonction 

initiale du gène (Amid et al., 2009). C’est particulièrement vrai pour les récepteurs à LRR qui 

suivent un modèle évolutif ‘birth and death’. Je l’ai notamment observé au cours du chapitre 

3, en explorant le cluster de gènes de résistance étudié par Mizuno et al. (Mizuno et al., 2020). 

Alors que les auteurs concluent que la domestication a augmenté le nombre de gènes de 

résistance dans les génomes, la réalité pourrait être plus nuancée car les données fournies par 

les auteurs semblent sous-estimer le nombre de loci non-canoniques d’après nos 

observations. L’augmentation du nombre de copies de gènes de résistance mise en avant par 

ces auteurs n’est peut-être pas une réalité si la majorité de ces copies sont en cours de 

pseudogénisation. 
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D. Vers des analyses comparatives et évolutives plus fiables 

D.1. Phylogénomique des familles de gènes complexes 

L’une des conséquences du mode d’évolution ‘birth and death’ est de rendre la distinction 

entre les orthologues vrais et les paralogues, entre différents génomes, très difficile (Dalquen 

et al., 2013). Faire des erreurs dans cette détermination peut avoir des conséquences 

importantes sur les conclusions qui découlent de l’analyse de ces relations. En particulier, 

définir comme orthologues des gènes qui sont en réalité des paralogues, peut conduire à une 

mauvaise évaluation des pressions de sélection agissant sur l’évolution d’un locus. 

Dans ce contexte, l’annotation complète et la distinction des structures de gène non-

canoniques permet de faciliter les recherches d’orthologues entre espèces, en particulier pour 

l’analyse des clusters de gènes dupliqués (Amid et al., 2009). Si les séquences non-canoniques 

ne sont pas annotées, des relations d’orthologie peuvent être mal établies (Figure 30). Par 

exemple, si le ‘vrai’ orthologue est non-canonique et que la moitié de sa séquence initiale 

n’est pas identifiée car après un stop, une copie paralogue canonique de ce gène peut être 

identifiée comme étant l’orthologue vrai (Figure 30b), car cette copie présenterait une 

similarité de séquence sur la totalité du gène (Dalquen et al., 2013; Dalquen and Dessimoz, 

2013)(Chapitre 2). La possibilité d’aligner la totalité des séquences, même pour les gènes non-

canoniques, grâce aux différents formats de fichier fournis pour la nouvelle annotation, 

permet de construire des arbres phylogénétiques et d’établir les relations d’orthologie plus 

proches de la réalité.  

Les comparaisons de familles de gènes complexes peuvent être grandement facilitées par la 

visualisation. C’est un appui qui nous semble essentiel à la compréhension des familles et de 

leur évolution en particulier pour des gènes dupliqués contenant des domaines répétés. 

Premièrement, la visualisation des gènes dans leur contexte génomique permet d’observer 

des conservation/variation du nombre de copies de gènes et d’appréhender la distribution de 

ces gènes dans les génomes. Ensuite, la visualisation des structures et annotations des gènes 

permet d’observer la conservation/variation du nombre de motifs LRR entre gènes 

orthologues et paralogues, d’identifier des caractéristiques conservées entre gènes d’une 

même famille ou d’un même cluster (position des introns, nombre d’intron etc). Forts de ce 

constat, nous avons souhaité offrir une possibilité de visualisation de ces caractéristiques pour 

nos gènes d’intérêt à travers un site web dédié : Geloc. Ce site permet de visualiser en 
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parallèle les structures intron/exon des gènes, les mutations non-sens (stop précoces et 

frameshifts) et les annotations de domaines protéiques des gènes LRR-RLK, LRR-RLP et NLR 

(Chapitre 3).  

 

 

Figure 30 : Exemple de phylogénie de gènes affectés par des mutations non-sens.  
(a) Phylogénie réelle attendue entre les gènes 1 et 2 pour les espèces A et B. Les gènes 1 et 2 sont paralogues et 
issus d’une duplication ancestrale à la séparation des espèces A et B. Les gènes A1 et B1 sont orthologues. De 
même que les gènes A2 et B2. Au cours du temps, le gène 1 de l’espèce B a acquis un codon stop prématuré (étoile 
rouge) et le gène 2 de l’espèce A a été perdu. (b) En fonction de l’annotation du gène B1 (non-canonique), les 
gènes A1 et B2 peuvent être considérés comme orthologues car le gène B1 est incomplet. 

 

D.2. Analyses évolutives des récepteurs à LRR 

La spécificité des récepteurs à LRR pour un ligand est majoritairement portée par le domaine 

LRR. Etudier l’évolution du domaine LRR est fondamental pour comprendre comment évolue 

cette spécificité, et comment émergent, et se maintiennent, les nouvelles fonctions de 

reconnaissance, c’est-à-dire comment un récepteur peut acquérir la capacité d’identifier un 

nouveau ligand. Un prérequis à ces analyses est de pouvoir annoter ce domaine, et l’ensemble 

des motifs qui le composent pour pouvoir faire des comparaisons fiables. Au cours de cette 

thèse, j’ai proposé un outil dédié à la détection et à l’annotation des motifs LRR dans les 

récepteurs à LRR : LRRprofiler (Chapitre 1). Cet outil fournit une annotation standardisée des 

motifs LRR qui est comparable entre protéines, entre familles et entre différents protéomes.  



167 
 

Il a été démontré que certains de ces gènes étaient sous sélection positive, notamment au 

niveau du domaine LRR (Mondragon-Palomino et al., 2002; Wang et al., 2011; Fischer et al., 

2016). Des traces de sélection positives ont pu être détectées spécifiquement sur certains 

résidus. Les résidus concernés correspondent majoritairement à des résidus du segment 

conservé HCS exposés au solvant (Kobe and Deisenhofer, 1994; Jones and Jones, 1997; Chen, 

2021), donc probablement impliqués dans les mécanismes d’interaction avec les ligands. Il a 

également été montré que le domaine LRR pouvait être affecté par des duplication de motifs 

et des évènements de conversion génique (Mondragon-Palomino and Gaut, 2005; Bjorklund 

et al., 2006). L’étude de l’évolution du domaine LRR est donc difficile car l’ensemble de ces 

mécanismes peuvent avoir cours en parallèle et peuvent alors constituer des signaux 

confondants impactant les résultats des analyses. Par ailleurs, nous avons observé que plus 

de 30% des gènes codants les récepteurs à LRR étaient non-canoniques, et que nombre 

d’entre eux étaient mal annotés ou absents des données d’annotation publiques. Les gènes 

présentant des mutations non-sens peuvent être non-fonctionnels et par conséquent être 

soumis à des forces évolutives différentes (relâchement de la sélection purifiante) de celles 

que subissent les gènes complets fonctionnels de la même famille (sélection purifiante ou 

diversifiante). Ne pas distinguer un gène partiel ou non-canonique des autres gènes peut alors 

induire des biais dans l’analyse des mécanismes évolutifs à l’échelle globale du génome, et 

dans la détermination de l’importance relative de ces différents mécanismes (mutations 

ponctuelles, indels de motifs, duplication de motifs ou conversion génique). 

J’ai pu commencer à documenter différents paramètres évolutifs du domaine LRR à travers 

des analyses préliminaires s’appuyant sur la comparaison de ce domaine au sein des gènes 

orthologues identifiés entre Nipponbare (O. sativa) et l’accession W1943 de l’espèce O. 

rufipogon. Plusieurs études ont mis en évidence des différences de taux d’évolution (dN, 

dN/dS) entre les trois familles de récepteurs et entre les domaines au sein des gènes (Wang 

et al., 2011). En particulier, des traces de sélection ont été identifiées dans le domaine LRR 

(Mondragon-Palomino et al., 2002; Fischer et al., 2016). J’ai commencé par comparer les taux 

de substitutions observés dans le domaine LRR entre les trois familles d’intérêt (LRR-RLK, LRR-

RLP et NLR). D’après ces analyses, le domaine LRR des gènes NLR semble accumuler plus de 

substitutions que le domaine LRR des deux autres familles de gènes. Néanmoins, des 

variations existent entre les catégories de gènes (canoniques ou non-canoniques). Si cette 
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observation est vraie pour les orthologues canoniques dans les deux espèces, elle n’est pas 

retrouvée pour les orthologues non-canoniques chez les deux espèces, ou canoniques chez 

l’une et non-canonique chez l’autre. Par ailleurs, aucune différence significative du taux de 

substitution n’est observée entre les autres domaines et le domaine LRR pour un même gène 

(kinase vs LRR pour les LRR-RLK et NB-ARC vs LRR pour les NLR). Donc les domaines LRR, dans 

leur globalité, ne semble pas accumuler pas plus de substitutions que le reste du gène. En 

revanche, des différences pourraient être observées dans la capacité d’un gène à purger ou 

fixer une mutation dans sa séquence. Des analyses complémentaires telles que celles faites 

sur les taux de substitution synonymes vs non-synonymes (dN/dS) permettraient de répondre 

à ces questions. Cependant, le temps de divergence entre les cultivars japonica et l’espèce 

apparentée sauvage O. Rufipogon, estimé à environ seulement 10 000 ans, et associé aux 

effets de la domestication, est court pour utiliser de telles méthodes. De nouvelles analyses 

devront être initiées en intégrant davantage d’espèces sauvages mieux réparties au sein du 

genre Oryza, comme par exemple O. meridionalis ou O. longistaminata pour les génomes AA 

(Figure 4). 

De nombreuse questions restent à explorer pour mieux comprendre l’évolution du domaine 

LRR. Par exemple, est-ce que l’occurrence de mutations non-synonymes dans un motif LRR 

augmente la probabilité de mutations dans les motifs voisins ? Ceci pourrait être observé 

comme un effet de compensation des mutations pour stabiliser la structure 3D de la protéine. 

Ou encore, est-ce que les motifs LRR à proximité des autres domaines sont plus contraints que 

les autres ? En effet, la partie N-terminale du domaine LRR dans les NLR pourrait interagir avec 

le domaine NB-ARC, formant un repliement stable en absence de ligand pour inhiber le gène 

(Hwang and Williamson, 2003; Marone et al., 2013). De même, la partie C-terminale du 

domaine LRR chez les LRR-RLK et LRR-RLP serait impliquée dans la formation du complexe 

récepteur/corécepteur. 

Parallèlement à ces perspectives d’analyses à court terme de l’évolution des domaines LRR 

sur le jeu de données expertisé au cours de ma thèse, l’ensemble de mes travaux a permis 

également l’élaboration de nouveaux projets de recherche. L’un d’entre eux a pour but 

d’exploiter les génomes de qualité PSRefSeq (Zhou et al., 2020) pour construire les 

pangénomes des récepteurs à LRR au sein des différents compartiments du riz asiatique et 

d’étudier leur évolution à différentes échelles de temps (structure de la diversité et recherche 
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de traces de sélection). Un autre axe concerne l’utilisation des méthodologies, outils et 

concepts que j’ai développé pour analyser d’autres familles de gènes d’intérêt, notamment 

certains facteurs de transcription impliqués dans la résistance à la submersion chez le riz.  
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Annexe 1 
 

Résultats d’identification des protéines LRR-RLK et motifs LRR lors de la procédure 
d’amélioration itérative des profils HMM.  

itération Nb Protéines Nb motifs LRR Longueur moyenne des 
motifs LRR 

Nombre de résidus totaux 
dans les motifs LRR 

0 171 1523 14.606 22245 
1 172 1988 20.0201 39800 
2 172 2009 19.8203 39819 
3 172 2016 20.2376 40799 
4 172 2019 20.1689 40721 
5 172 2027 20.1707 40886 
6 172 2021 20.0371 40495 
7 172 2024 19.9921 40464 
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Annexe 2 
 

Résultats d’identification des protéines NLR et motifs LRR lors de la procédure 
d’amélioration itérative des profils HMM.  

Itération Nb Protéines Nb motifs LRR Longueur moyenne des 
motifs LRR 

Nombre de résidus totaux 
dans les motifs LRR 

0 43 124 13.7097 1700 
1 77 400 15.1725 6069 
2 87 784 16.3878 12848 
3 88 850 16.6012 14111 
4 88 887 16.6573 14775 
5 89 874 16.7735 14660 
6 89 905 16.8 15204 
7 89 716 16.8324 12052 
8 88 871 16.8289 14658 
9 88 849 16.861 14315 
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Annexe 3 
 

Comparaison des 38 gènes LRR analysés par Mizuno et al. avec les données ré-annotées 
pour le cultivar Nipponbare. NC = non-canonique, C = canonique. 

Identifiant des 
gènes mizuno et al. 

pseudogènes commentaire Identifiants dans les 
données ré-annotées 

NC/C 

RG001 
  

OSJnip_Chr11_27221855 C 
RG002 

  
OSJnip_Chr11_27234199 NC 

RG003 pseudo 
 

OSJnip_Chr11_27242070 NC 
RG004 

  
OSJnip_Chr11_27261093 C 

RG005 
  

OSJnip_Chr11_27269586 NC 
RG006 

  
OSJnip_Chr11_27282232 C 

RG007 
  

OSJnip_Chr11_27318942 NC 
RG008 

  
OSJnip_Chr11_27335214 C 

RG009 
  

OSJnip_Chr11_27342028 C 
RG010 

  
OSJnip_Chr11_27350120 C 

RG011 pseudo 
 

OSJnip_Chr11_27427776 NC 
RG012 pseudo 

 
OSJnip_Chr11_27604492 NC 

RG013 
 

putative Pi-ta OSJnip_Chr11_27690035 C 
RG014 

  
OSJnip_Chr11_27691206 NC 

RG015 pseudo 
 

Non identifiable 
 

RG016 
  

OSJnip_Chr11_27707213 C 
RG017 pseudo 

 
OSJnip_Chr11_27734371 NC 

RG018 
  

OSJnip_Chr11_27792722 NC 
RG019 

  
OSJnip_Chr11_27793837 C 

RG020 
  

OSJnip_Chr11_27818431 C 
RG021 

  
OSJnip_Chr11_27820309 C 

RG022 pseudo 
 

OSJnip_Chr11_27885376 NC 
RG023 pseudo 

 
OSJnip_Chr11_27894560 NC 

RG024 pseudo 
 

OSJnip_Chr11_27920064 NC 
RG025 

 
Pikm1 OSJnip_Chr11_27983597 C 

RG026 
 

Pikm2 OSJnip_Chr11_27985583 C 
RLK001 

  
OSJnip_Chr11_28224689 NC 

RLK002 
  

OSJnip_Chr11_28228913 NC 
RLK003 

  
OSJnip_Chr11_28236014 C 

RLK004 
 

Xa3/Xa26 OSJnip_Chr11_28246863 NC 
RLK005 

  
OSJnip_Chr11_28259210 C 

RLK006 pseudo 

inversion par 
rapport à la 
séquence de 

référence 

OSJnip_Chr11_28454816 NC 
RLK007 

 
OSJnip_Chr11_28444371 C 

RLK008 
 

OSJnip_Chr11_28438467 NC 
RLK009 

 
OSJnip_Chr11_28411141 NC 

RLK010 
 

OSJnip_Chr11_28399360 NC 
RLK011 

 
OSJnip_Chr11_28376327 C 

RLK012 pseudo OSJnip_Chr11_28371257 NC 
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Annexe 4 
 

Principaux génomes de riz disponibles et pourcentage d’ambiguïtés dans leurs séquences. Les 
séquences génomiques utilisées au cours de la thèse sont surlignées en orange. 

Génome Oryza ssp/variant version nb scaffolds Taille %N 

AA 

barthii   1 12 313 410 183 0.8301 
glaberrima   AGI1.1.39 1951 321 694 182 4.0737 
glaberrima G22 draft 49 662 297 116 702 0.9096 
glaberrima CG14 draft 809 520 360 837 976 0.1765 
glaberrima TOG5681 draft 745 779 338 389 125 1.5794 
glumeapatula   1.5 12 379 074 629 18.8863 
meridionalis   1.3 12 341 262 709 23.4544 
nivara   1.0 12 343 582 836 8.1365 
rufipogon W1943   12 343 674 732 1.8836 
sativa aus Kasalath   13 409 164 547 17.8140 
sativa aus N22   12 368 317 088 0.0251 
sativa aus DJ123 draft1.0 2 819 350 307 913 5.7030 
sativa  aus NATEL BORO   19 389 006 379 0.0001 
sativa indica IR8   15 395 573 180 0.0016 
sativa indica IR64   21 392 327 360 0.0150 
sativa indica MH63 2 12 392 267 170 0.0006 
sativa indica R498   14 390 983 864 0.0128 
sativa indica KHAO YAI GUANG   46 404 239 987 0.0002 
sativa indica ZS97   12 392 167 970 0.0004 
sativa indica BALAM   575 496 281 742 0.0001 
sativa indica PR 106   40 399 534 444 0.0001 
sativa indica LIMA   93 410 466 678 0.0001 
sativa japonica KitaakeX 3.1 33 387 930 332 1.0314 
sativa japonica Nipponbare 7.0 14 380 712 436 0.0434 
sativa japonica KETAN NANGKA   25 386 782 488 0.0002 
sativa japonica CHAO MEO   81 388 033 956 0.0011 
sativa japonica Azucena   37 386 339 773 0.0004 
sativa aromatic ARC 10497   41 385 108 637 0.0007 
longistaminata   1.0 60 198 331 912 383 9.6366 

BB punctata     12 400 380 220 0.4157 
CC officinalis          
EE australiensis          
FF brachyanta   1.4b 7 485 265 188 840 6.6099 
GG granulata          
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