
Support de cours
Annotation des génomes

(Partie II)



Recherche des régions codant pour des protéines chez les procaryotes 

Årecherche des ORFs (Open reading frame) 
Årecherche des unités de traduction. Même si les gènes sont co -
transcrits, ils sont en général traduits de façon indépendante 
(recherche des Shine Dalgarno en 5' du codon initiateur). Permet 
dõidentifier le çbon » codon initiateur.
Årecherche des unités de transcription. Chez les procaryotes, 
certains gènes sont co -transcrits donc recherche de la structure en 
opérons (promoteurs et terminateurs de transcription)

Recherche des régions codant pour des protéines chez les eucaryotes

Årecherche de la structure en exon/intron du gène
Årecherche des 5õUTR et 3õ UTR
Årecherche des promoteurs et des sites de polyadénylation



Recherche des régions codant pour des protéines

Fonctionnement sch®matique dõun logiciel de pr®diction de g¯nes 

Séquence génomique

Informations
de type contenu/ signal/ similarité

Modèle
de structure de gènes

Prédiction
de la structure optimale

MESURES

INTEGRATION

ALGORITHME



Recherche les phases ouvertes de lecture, les ORFs, dans les 6 cadres de lecture

(les 3 cadres du brin direct et les 3 cadres du brin complémentaire).

Attention problème de sémantique :

Alors qu'une ORF est normalement définie entre deux codons stop

stop XXXXXXXXXXXXXXXXX stop

n codons 

Dans ORF Finder, elle est définie entre un codon start et un codon stop

ATG XXXXXXXXXXXXXXXXX stop

n codons

On considère en général que les ORFs supérieures à 100 codons (300 pb) comme

étant potentiellement codantes (analyse statistique a montré que bien que des gènes

de taille inférieure à 100 codons existent, la majorité des petites ORFs étaient des

faux positifs, donc lors de l'annotation d'un génome, dans un premier temps on ne

retient que les ORFs de taille supérieure ou égale à 100 codons).

Une méthode simple: ORFfinder (NCBI)



>BS 1-8301

tttcgaggaaaatgtgcaataaccaactcatttcccgggcaattccgccg

gttccgaatgatacgaacaactgagactgagccgcaaatggttcagtctt

tttacatggcagccagagggctttgtgcacttgacatttgtgaaaaagaa

agtaaaatattttactaaaacaatgcgagctgaataatggaggcagatac

aatggcgacaattaaagatatcgcgcaggaagcgggattttcaatctcaa

ccgtttcccgcgttttaaataacgatgaaagcctttctgttcctgatgag

acacgggagaaaatctatgaagcggcggaaaagctcaattaccgcaaaaa

aacagtaaggccgctggtgaaacatattgcgtttttatattggctgacag

ataaagaagaattagaagatgtctattttaaaacgatgagattagaagta

gagaaactggcgaaagcattcaatgtcgatatgaccacttataaaatagc

ggatggaatcgagagcattcctgaacatacggaagggtttattgccgtcg

gcacattttcagatgaagagctggctttcctcagaaatctcactgaaaac

ggcgtgttcatcgattcaactcctgatcccgatcattttgactcggtaag

gcccgatttggcacaaatgacaaggaagacggtaaacatcctgactgaga

aggggcataagagcatcggttttatcggcggcacatacaaaaatccgaat

accaatcaggatgaaatggacatccgtgaacaaaccttcagatcctatat

gagggaaaaagccatgctggacgagcgctatattttctgtcatcgcggat

tctctgtagaaaacggctaccgcctgatgtcagcagcgatcgacacatta

ggcgatcagcttccgactgcttttatgattgcagcggacccgattgcagt

gggctgtctgcaagccctgaacgaaaaaggaattgccataccaaacaggg

taagcattgtgagtatcaacaacatcagcttcgcgaagtatgtctcgcct

cctctgacgacgtttcatattgatatacatgaattatgtaaaaacgctgt

tcaattactgcttgaacaagtgcaggacaagagaagaacggtaaaaacat

tatatgtgggcgcagaattaatcgtcaggaagagtatgaattaaggatga

cttaggacactaagtcattttttatttaggtaaaaaaatttactctatga

agtaaatagtttgtttacacattttctcaggcatgctatattatctttaa

agcgctttcattcctaccgaaagggtgacaatcaatgaaaatggcaaaaa

agtgttccgtattcatgctctgcgcagctgtcagtttatccttggcggct

tgcggcccaaaggaaagcagcagcgccaaatcgagttcaaaagggtcaga

gcttgttgtatgggaggataaagaaaagagcaacggcattaaagacgctg

tggctgcatttgaaaaagagcatgatgtgaaggtcaaagtcgttgaaaaa

ccgtatgccaagcagattgaagatttgcgaatggatggaccggccggcac

aggccctgacgtgttaacaatgccaggggaccaaatcggaaccgctgtca

cggaaggattactcaaggaattacatgtcaaaaaagacgttcaatcactt

tatactgacgcttccattcagtctcaaatggtagatcaaaagctttatgg

actgccaaaagcggtcgaaacgactgtgcttttttacaacaaagatctca

tcacagaaaaggaattgcccaaaacgctggaagagtggtacgactattcc

Exemple traité : fragment de

8300 pb du génome de Bacillus

subtilis





Résultat de ORFfinder : ORFs de plus de 300 pb

Options :  - ATG only

- Ignore nestedORF pas coché



Résultat de ORFfinder : ORFs de plus de 300 pb

Options :  - ATG and alternative initiation codons

- Ignore nestedORF coché



Résultat de ORFfinder : ORFs de plus de 150 pb

Options :  - ATG and alternative initiation codons

- Ignore nestedORF coché



Limites d' ORFfinder :

Åne prend pas en compte le biais de l'utilisation des triplets existant
dans les phases codantes car structurées en codons.

Les codons initiateurs alternatifs chez les procaryotes sont GTG et TTG (chez

B. subtilisGTG13%, TTG 9%)



Traitement de lõinformation de type contenu

Prise en compte du biais de l'utilisation des triplets existant dans les phases codantes 
par rapport aux régions non codantes car structurées en codons.

Biais dans l'utilisation des codons dus à :

Åla différence de fréquence des acides aminés (Leu plus fréquent que Trp par 
exemple)

Åla dégénérescence du code génétique (61 codons -> 20 aa)

Åpour un acide aminé donné, certains codons peuvent être plus fréquemment 
utilis®s que dõautres. Ces pr®f®rences varient en fonction  :

Å la composition en bases de l'organisme  ou de la région génomique 
(isochores chez les vertébrés) (riche ou pauvre en C+G)

Å du taux d'expression du gène : il a été montré chez E. coli que les gènes 
fortement exprimés utilisaient préférentiellement certains codons 
correspondant aux ARNt les plus abondants dans la cellule  (efficacité de 
la traduction, coadaptation codons/ ARNt .



Exemples dõusage des codons 
chez les procaryotes 

A.A. codon % S. sp. (cyano) % S. coelicolor % E. coli % B. subtilis

Gly GGG 0.24 0.19 0.164 0.16

Gly GGA 0.18 0.075 0.123 0.315

Gly GGT 0.27 0.096 0.331 0.187

Gly GGC 0.31 0.64 0.382 0.337

Glu GAG 0.264 0.846 0.325 0.32

Glu GAA 0.736 0.154 0.675 0.68

Asp GAT 0.646 0.05 0.631 0.636

Asp GAC 0.354 0.95 0.369 0.364

Espèce GC% codant
GC% 1ère pos.

codon

GC% 2èmepos.

codon

GC% 3èmepos.

codon

Synechocystissp. 48.25 55.82 39.74 49.19

Streptomycescoelicolor 72.30 72.67 51.39 92.83

Escherichia coli 

0157:H7
51.54 58.44 41 55.17

Bacillus subtilis 44.36 52.10 36.08 44.91



Modèle de la structure en isochores chez les vertébrés 

Isochores : régions > 300 kb homogène dans sa composition en bases
5 types dõisochores en fonction de leur pourcentage en G+C (2 l®gers et 3 lourds)

Isochore %C+G % total genomic DNA

L1+L2 : 33%- 44%        62 % 

H1+H2 : 44%- 51% 31%

H3 : 51%- 60% 3- 5%           

10

30

50

Nombre de gènes/ Mb

L1+L2 H1+H2 H3

MHC locus (3.6 Mb) (The MHC sequencing 

consortium 99)

ÅClass I, class II (H1-H2 isochores): 20 gènes/Mb, 

beaucoup de pseudogènes

ÅClass III (H3 isochore): 84 gènes/Mb, pas de 

pseudogène



Correlation between GC levels of human coding 

sequences and : 

(a) the GC levels of the large DNA fragments in 

which sequences were localized, or

(b) the GC levels of the corresponding introns (top 

frames). 

The bottom frames show the correlations between 

GC3 of human coding sequences and 

(c)    the GC levels of the DNA fractions in which 

the genes were localized (filled circles) and of 3ǋ 

flanking sequences further than 500bp from the 

stop codon (open circles; the solid and the broken 

lines are the regression lines through the two sets of 

points); or 

(d)    GC1+GC2 values of human sequences. 

Diagonals (unity slope lines) are also shown 

Extrait de Bernardi, 2000, Gene, 241 3 -17 

Modèle de la structure en isochores chez les vertébrés 



Traitement de lõinformation de type contenu

Utilisation de méthodes statistiques prenant en compte ces biais d'utilisation 
des codons.  Plus r®cemment avec lõaugmentation des donn®es pour ®tablir les 
systèmes de référence, prise en compte de la composition en 
hexanucléotides (mots de longueur 6).

Les méthodes statistiques suivantes seront abordées :
Å Modèles de Markov
Å Modèles de Markov interpolés (IMM)
Å Modèles de Markov caché (HMM)



Modèle de Markov : Présentation de GeneMark
(Borodovsky et al., Nucleic Acids Res.,22,4756 -67)

La méthode repose sur le modèle probabiliste suivant appelé modèle de Markov: 

Hypothèse 1 : La probabilité d'observer une base à une position donnée dépend: 
Ådes bases précédant cette position 
Åde sa localisation dans le codon

Modélisé par
modèle de Markov homogène pour les régions non -codantes.
modèle de Markov non-homogène pour les séquences codantes. 

Hypothèse 2 : Une région particulière ne peut être que dans un des 7 états suivants:
Å 1. codant en phase 1 sur le brin direct 
Å 2. codant en phase 2 sur le brin direct 
Å 3. codant en phase 3 sur le brin direct 
Å 4. codant en phase 4 sur le brin indirect 
Å 5. codant en phase 5 sur le brin indirect 
Å 6. codant en phase 6 sur le brin indirect 
Å 7. non-codant 

Prédiction : calculer les probabilités d'observer la région dans un état i sachant
que l'un des 7 états est réalisé (formule de Bayes). 



Modèle de Markov

Un mod¯le de Markov dõordre k appliqué aux séquences ADN est 
entièrement défini par les deux probabilités suivantes :

0 1( )kP w

( / )kP x w

Probabilité initiale du mot w k

Probabilit® dõobserver x sachant que le mot wk 

le précède

Modèle probabiliste qui représente une séquence comme un processus qui peut 
être décrit comme une séquence de variable aléatoire X1, X2,é o½ Xi correspond 
à la position i de la séquence. Chaque variable aléatoire Xi prend une valeur 
dans lõensemble des bases (A,C,G,T). La probabilit® que va prendre la variable 
Xi d®pend du contexte cõest ¨ dire des bases imm®diatement adjacentes ¨ la 
base à la position i.



Résultat graphique de GeneMark sur le fragment de B. subtilis



GENEMARK PREDICTIONS  

 

List of Open reading frames predicted as CDSs , shown with alternate 

starts  

(regions from start to stop codon w/ coding function >0.50)  

 

Left      Right     DNA         Coding Avg   Start  

end       end       Strand      Frame  Prob   Prob  

--------   --------   ----------   -----   ----   ----   

 

  187      1194  direct      fr 1   0.80  0.99  - > ORF Finder  

  202      1194  direct      fr 1   0.81  0.89  

  367      1194  direct      fr 1   0.82  0.29  

  436      1194  direct      fr 1   0.8 1  0.03  

  481      1194  direct      fr 1   0.80  0.02  

 

 1335      2600  direct      fr 3   0.85  0.01  - > ORF Finder  

 1341      2600  direct      fr 3   0.85  0.00  

 1365      2600  direct      fr 3   0.87  0.08  

 1500      2600  direct      fr 3   0.93  0.07  

 1527      2600  direct      fr 3   0.93  0.00  

 1581      2600  direct      fr 3   0.92  0.03  

 

 2631      3896  direct      fr 3   0.73  0.67  

 2640      3896  direct      fr 3   0.73  0.77  

 2778      3896  direct      fr 3   0.76  0.53 - > ORF Fi nder  

 2814      3896  direct      fr 3   0.75  0.02  

 2868      3896  direct      fr 3   0.74  0.40  

 

 3900      4751  direct      fr 3   0.65  0.17 - > ORF Finder   

 3912      4751  direct      fr 3   0.66  0.02  

 3966      4751  direct      fr 3   0.71  0. 34  

 4116      4751  direct      fr 3   0.71  0.11  

 4137      4751  direct      fr 3   0.70  0.02  

 4158      4751  direct      fr 3   0.69  0.06  

 

 4770      6833  direct      fr 3   0.85  0.76  

 4773      6833  direct      fr 3   0.85  0.82  - > ORF Finde r  

 4815      6833  direct      fr 3   0.86  0.12  

 4890      6833  direct      fr 3   0.85  0.05  

 5226      6833  direct      fr 3   0.85  0.01  

 

 6838      8202  direct      fr 1   0.79  0.03 - > ORF Finder  

 6877      8202  direct      fr 1   0.82  0.86  

 6913      8202  direct      fr 1   0.83  0.67  

 6925      8202  direct      fr 1   0.83  0.01  

 6931      8202  direct      fr 1   0.83  0.01  

 6952      8202  direct      fr 1   0.84  0.00  

 7009      8202  direct      fr 1   0.85  0.63  

 7057      8202  direct      fr 1   0.86  0.28  

 

 

Résultat de GeneMark
sur le fragment de
B. subtilis

Entête du fichier :

Sequence: EMBOSS_001 Reversed:

Sequence file: seq.fna

Sequence length: 8312

GC Content:  45.19%

Window length: 96

Window step: 12

Threshold value: 0.500

---

Matrix: Bacillus_subtilis_168

Matrix author: -

Matrix order: 4

Fin du fichier :

List of Regions of interest

(regions from stop to stop codon

w/ a signal in between)

LEnd REnd Strand      Frame

-------- -------- ----------- -----

181      1194  direct      fr 1

1286      1693  complement  fr 1

1326      2600  direct      fr 3

2610      3896  direct      fr 3

3894      4751  direct      fr 3

4749      6833  direct      fr 3

6820      8202  direct      fr 1



Interpolated Markov Model (IMM)
Glimmer (Salzberg et al., Nucleic Acids Res.,26,544-48)

Mod¯le de Markov dõordre k : apprendre 4 k+1 probabilités
Dans le cadre de la prédiction des CDS prise en compte des 6 cadres de 
lecture, donc n®cessit® dõapprendre 6 * 4k+1 probabilités
Si mod¯le de Markov dõordre 5 : 4096 probabilit®s ¨ d®finir (hexam¯res)
Si on considère les 6 cadres de lecture : 24 576 probabilités

Plus lõordre du mod¯le est ®lev®, moins lõestimation des param¯tres du 
modèles va être fiable

Pour certains kmers rares m°me avec un grand jeu dõapprentissage comme 
un g®nome entier, il peut °tre difficile dõobtenir des estimations pr®cises 
et inversement certains kmers fréquents même avec un modèle de markov 
dõordre ®lev® des estimations pr®cises peuvent °tre obtenues. 

Souhait : un modèle de Markov qui utilise les ordres les plus élevés quand il 
y a assez de données disponibles et des ordres moins élevés dans les cas 
où les données sont insuffisantes.

Interpolation des modèles de Markov



Interpolated Markov Model (IMM)

A partir dõun ensemble dõapprentissage :

VIdentification de toutes les òOpen Reading Framesó (ORFs) dans les 6 
cadres avec une longueur > seuil (~ 90 bp par défaut)

V Sélection des ORFs qui vont constituer la banque de référence
Á à partir de gènes connus (expérimentalement)
Á à partir du génome       longueur > 500 bp

absence de chevauchement avec une 
ORF > 500 bp

Obtenir un ensemble importants de g¯nes òfiablesó

avec f fréquence observée



Interpolated Markov Model (IMM)

Interpolation linéaire simple : combinaison linéaire des probabilités associées 
aux mots de tailles inférieures à k contenus dans wk

avec 

Les poids peuvent aussi dépendre des données observées. Pour un ordre 
donné, on peut avoir plus de données pour estimer certains mots que 
dõautres.

lest une fonction des données observées. Pour un ordre donné, on peut avoir 
plus de donn®es pour estimer certains mots que dõautres.



Autrement dit , un IMM utilise une combinaison de toutes les probabilités 
basées sur 0, 1, 2, ..., k bases précédentes, où k est un paramètre donné à 
lõalgorithme. Dans le cas de GLIMMER k = 8
Donc pour les oligom¯res fr®quents, le IMM peut utiliser un mod¯le dõordre 8 
alors quõil pourra utiliser par exemple un mod¯le dõordre 5 voir dõun ordre 
inférieur pour des oligomères rares. 
Afin de " lisser " ses prédictions, un IMM utilise les prédictions des modèles 
d'ordre inférieur, pour lesquels on dispose de beaucoup plus de données, afin 
d'ajuster les prédictions faites à partir des modèles d'ordre supérieur.

Donc les poids attribués aux différents modèles vont définir le poids des 
mod¯les inf®rieurs dans le calcul de la probabilit® du mod¯le dõordre 
supérieur. 

Ces poids sont appel®s les param¯tres dõinterpolation, avec 0 ¢l¢1.

Interpolated Markov Model (IMM)



Dans Glimmer, utilisation dõun IMM non homog¯ne dõordre 8

Le calcul de la probabilité se fait de façon récursive :

Interpolated Markov Model (IMM)

Si     c ( �Ti-n�á���å�á���Ti-1) > 400      alors          ln( �Ti-n�á���å�á���Ti-1 �Ti-n�á���å�á���Ti-1 ) = 1 

Si ce nõest pas le cas, utilisation dõun test statistique 


