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 Introducción 
 

Patología vegetal - Enfermedad Patosistema 



 Introducción 
 

Estudios de transcritos individuales (hasta finales de los 90s) 
• Northern blott 
• RT-qPCR 



 Introducción 
 

Transcriptoma:  
• Conecta el genoma con la función del gen 
• Identifica genes dianas relacionados con patogenicidad 
• Base de los programas de mejora genética (breeding) 

El transcriptoma representa un pequeño porcentaje del código 
genético (< 5% humanos; Frith et al., 2005) 

LA ERA DE LAS ÓMICAS - TRANSCRIPTOMICA 
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MICROARRAYS 



 Introducción 
 

EVOLUCIÓN DE LOS MÉTODOS TRANSCRIPTÓMICOS 



 Introducción 
 

Convential RNA-seq  

Análisis individualizado centrado en el hospedante o patógeno 
después de su separación física (Westermann et al., 2012. Nature 
Reviews Microbiology 10: 618–630) 

Dual RNA-seq 

Permite también revelar funciones de RNA 
no codificantes en la interacción 
hospedante/patógeno (Westermann et al., 
2016. Nature 529: 496–501) 



 Objetivos 
 

 Desarrollar el pipeline completo para el análisis 
dual hospedante/patógeno de datos de RNA-seq 
 
 Obtener una serie de scripts que puedan ser 
implementados en el análisis de datos de RNA-seq 
dual en otros patosistemas 



 Material y métodos 
 

COSTE DE SECUENCIACIÓN INABORDABLE 

Gene Expression Omnibus (GEO) 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Eucalyptus grandis  
TAG5 -Resistente 

Chrysoporthe 
austroafricana 

3 Réplicas biológicas 

Eucalyptus grandis  
ZG14 -Susceptible 

Control 

3 Réplicas biológicas 

Chrysoporthe 
austroafricana 

3 Réplicas biológicas 

Control 

3 Réplicas biológicas 



Descarga y 
procesado de 

librerías 

Sratoolkit 

Control de 
calidad 

fastQC 

Alineamiento 

Bowtie2 

TopHat2 

Cuantificación 

Rsubread 

Expresión 
diferencial 

DESeq2 

Análisis 
funcional 

gffread 

BLAST2GO 
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PIPELINE 
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CONTROL DE CALIDAD 



  Resultados y discusión 
 

ALINEAMIENTO 
Muestra % Reads mapeadas frente al genoma del 

hospedante (E. grandis) 
% Reads mapeadas frente al genoma del 

patógeno (C. austroafricana) 
TAG5 Control BR1 88,1 % 0,1 % 

TAG5 Control BR2 88,1 % 0,8 % 

TAG5 Control BR3 88,1 % 0,1 % 

TAG5 Infected BR1 88,7 % 1.0 % 

TAG5 Infected BR2 87,7 % 1.5 % 

TAG5 Infected BR3 87,2 % 0,9 % 

ZG14 Control BR1 55,1 % 0,1 % 

ZG14 Control BR2 86,8 % 0,1 % 

ZG14 Control BR3 88,4 % 0,1 % 

ZG14 Infected BR1 88,1 % 1.4 % 

ZG14 Infected BR2 88,2 % 1.4 % 

ZG14 Infected BR3 87,9 % 1.5 % 

88.1% 

87.9% 

76.8% 

88.1% 

0.3% 

1.0% 

0.1% 

1.4% 
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  Resultados y discusión 
 

CUANTIFICACIÓN - HOSPEDANTE 

Muestra 
Genes identificados 

TFM 

Genes identificados 
Mangwanda et al., 

2015 

% Genes 
identificados 

respecto a 
Mangwanda et al., 

2015 

% Genes 
identificados 

respecto a genoma 
referencia* 

TAG5 Control BR1 26250 28448 92,3% 72,2% 
TAG5 Control BR2 27690 28122 98,5% 76,1% 
TAG5 Control BR3 26119 28239 92,5% 71,8% 
TAG5 Infected BR1 26357 28487 92,5% 72,5% 
TAG5 Infected BR2 26355 28688 91,9% 72,5% 
TAG5 Infected BR3 25855 29829 86,7% 71,1% 
ZG14 Control BR1 25318 27823 91,0% 69,6% 
ZG14 Control BR2 25787 28043 92,0% 70,9% 
ZG14 Control BR3 25788 28053 91,9% 70,9% 
ZG14 Infected BR1 25389 27714 91,6% 69,8% 
ZG14 Infected BR2 25718 27889 92,2% 70,7% 
ZG14 Infected BR3 25579 27729 92.2% 70.3% 
* Myburg et al. 2014. The genome of Eucalyptus grandis. Nature 510:356–62 

8 % 
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CUANTIFICACIÓN – PATÓGENO 

No se pudo llevar a cabo la cuantificación en el patógeno al no 
disponer de un archivo de anotación.  
 
Se trata de dos organismos (hospedante/patógeno) muy 
dispares. Mientras el hospedante  (640 Mb) tiene un genoma 
entorno a 10 veces más grande que el patógeno (~45 Mb), el 
número de genes es tan sólo entorno a 3 veces mayor (36376 
vs 13484). Ante esta circunstancia una extrapolación a lo que 
sucedería con el patógeno en función de los resultados 
obtenidos en el hospedante no sería muy fiable. 
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EXPRESIÓN DIFERENCIAL 

TFM Mangwanda et al., 2015 

Tratamiento 
Genes sobre-

regulados 
Genes infra-

regulados 
Genes sobre-

regulados 
Genes infra-

regulados 

Interacción Resistencia*Inoculación  92 128 - - 

TAG5 (resistente) Inoculado vs Control 1317 1112 856 682 

ZG14 (susceptible) Inoculado vs Control 2020 1346 749 746 

TAG5 Inoculado vs. ZG14 Inoculado 1181 1490 - - 
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INTERACCIÓN RESISTENCIA:INOCULACIÓN 

Correlación de Pearson de conteos (log10(conteos(dds)+1)) 
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TOP 10 DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS 
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ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL 
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ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- PROCESO BIOLÓGICO 

REDOX 

Promotor de numerosos 
mecanismos de defensa 
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ROS una de las primeras respuestas 
celulares de la planta tras el 

reconocimiento del patógeno  

ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- PROCESO BIOLÓGICO 

Acumulación rápida de ROS 
 
 

“Oxidative Burst” 



  Resultados y discusión 
 

ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- PROCESO BIOLÓGICO 

Ácido abcísico relacionado con 
la inducción de defensas 

Abscisic acid mediated signalling pathway sólo 
presente en Clon suspectible 
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Asimilación de nitrato asociada 
a los procesos de infección 

hospedante/patógeno  

ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- PROCESO BIOLÓGICO 
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Un incremento de la actividad 
catalítica es un indicador de la 
defensa química de la planta 

ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- FUNCIONES MOLECULARES 
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Mangwanda et al., 2015 
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Es conocido que numerosos genes 
de resistencia están relacionados 
con “plasma membrane protein” 

ANÁLISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- COMPOSICIÓN CELULAR 



 

  Resultados y discusión 
 

Mangwanda et al., 2015 



    Conclusiones 
 

El RNA-seq dual ha permitido capturar RNA del hospedante (E. grandis) y del patógeno (C. 
austroafricana) en una proporción del 85-90% y 1-1,5%, respectivamente  

En el presente patosistema una profundidad de secuenciación de 4 millones fue suficiente para 
identificar aproximadamente el 70% de genes del hospedante  

El porcentaje de reads mapeadas frente al genoma del patógeno es muy bajo por efecto del ratio 
biomasa hospedante/patógeno en la material vegetal 

El análisis funcional de los 10 genes más diferencialmente expresados permitió identificar 
procesos biológicos, funciones moleculares y componentes celulares previamente vinculados 
con mecanismos de defensa de las plantas 

Entre los procesos biológicos alterados por efecto de la resistencia del hospedante y la presencia 
del patógeno se encuentra el proceso redox implicado en la producción ROS, la cual es conocida 
por ser una de las primeras respuestas celulares de la planta tras el reconocimiento del patógeno 

Mientras que la actividad catalítica, indicador de la defensa química de la planta y la membrana 
plasmática, la cual está relacionada con genes de resistencia, fueron identificadas como la 
principal función molecular y componente celular alterada en el presente estudio 



    Conclusiones 
 

Este TFM ha establecido un pipeline y desarrollado un script para el estudio dual 
hospedante/patógeno mediante RNA-seq 

El pipeline y scripts desarrollados pueden ser aplicados a cualquier otro patosistema 
vegetal  

La capacidad computacional requerida para un estudio de RNA-seq con muestras cuya 
profundidad es de 40 millones de reads fue superior a la disponible actualmente en mi 
institución. Si bien, una submuestra de 4 millones de reads fue suficiente para el desarrollo 
del pipeline 

El presente TFM me ha permitido conocer los repositorios de libre acceso disponibles y 
familiarizarme con distintos software que han sido usados para el desarrollo y optimización 
de un pipeline completo para el RNA-seq dual de un patosistema modelo 
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