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Identification of pathogenicity-related genes in Fusarium
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LA ERA DE LAS OMICAS - TRANSCRIPTOMICA

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

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

The Plant Journal (2003) 36, 177-188 doi: 10.1046/).1365-313X.2003.01867.x

Transcriptome analysis of Arabidopsis colonized by a
plant-growth promoting rhizobacterium reveals a
general effect on disease resistance

Fabienne Cartieaux™'-", Marie-Christine Thibaud™", Laurent ZimmerliZ, Philippe Lessard'’, Catherine Sarrobert’,
Pascale David', Alain Gerbaud™®, Christophe Robaglia’*, Shauna Somerville? and Laurent Nussaume''

The Plant Cell, Vol. 21: 1273-1290, April 2009, www.plantcell.org © 2009 American Society of Plant Biologists

Interaction Transcriptome Analysis ldentifies Magnaporthe
oryzae BAS1-4 as Biotrophy-Associated Secreted Proteins
in Rice Blast Disease "™

Gloria Mosquera,®12 Martha C. Giraldo,®2 Chang Hyun Khang,® Sean Coughlan,?? and Barbara Valent®#
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EVOLUCION DE LOS METODOS TRANSCRIPTOMICOS
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Fig 1. Transcriptomics method use over time. Published papers since 1990, referring to RNA sequencing
(black), RNA microarray (red), expressed sequence tag (blue), and serial/cap analysis of gene expression

(yellow)[12].
https://doi.org/10.1371/journal.pchi. 1005457 .g001
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Convential RNA-seq

Analisis individualizado centrado en el hospedante o patogeno
después de su separacion fisica (Westermann et al, 2012. Nature
Reviews Microbiology 10: 618—630)

Dual RNA-seq
Permite también revelar funciones de RNA I~ e
no codificantes en la interaccion Duat RAA20q
hospedante/patégeno (Westermann et al., |

2016. Nature 529: 496-501) b W

bacterial franscriplomea

Fig 1. Methods for RNA sequencing of bacterial infections. A. Concept of dual RNA-seq.

doi:10.1371joumal ppat. 1006033001



Objetivos

» Desarrollar el pipeline completo para el andlisis
dual hospedante/patdgeno de datos de RNA-seq

» Obtener una serie de scripts que puedan ser
implementados en el analisis de datos de RNA-seq
dual en otros patosistemas
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COSTE DE SECUENCIACION INABORDABLE

Gene Expression Omnibus (GEO)

0

Gene Expression Omnibus
S Eublications 7:42) MIAME =TEN RO Mangwanda et al. BMC Genomics (2015) 16:319 -
NCBI = GEO = Accession Display Not logged in | Login DOl 10.1186/51 2864-015-1520-x BMC

Genomics
Series GSE67554 Query DataSets for GSEG7554

i;j:us ::Jabr:i:c(:ir;t?;r:jgf f:[::ﬂsling of Eucalyptus grandis challenged with Tra n Scrl ptom e a nd ho rmone p rOfl |i ng revea I S

Chrysoporthe austroafricana

organism Eucslyprus orand Eucalyptus grandis defence responses against

Experiment type  Expression profiling by high throughput sequencing

Summary Background: Eucalyptus species and interspecific hybrids exhibit valuable Chrysoporthe austroafricana

Scope: ISeIF : Format: IHTML |Z| Amount: | Quick |Z| GEO accession: |GSE6?554 | E

growth and wood properties that make them a highly desirable commodity.
However, these trees are challenged by a wide array of biotic stresses
during their lifetimes. The Eucalyptus grandis reference genome sequence
provides a resource to study pest and pathogen defence mechanisms in
long-lived woody plants. E. grandis trees are generally susceptible to
Chrysoporthe austroafricana, a causal agent of stem cankers on eucalypts.
The aim of this study was to characterize the defence response of E.
grandis against C. austroafricana.

Ronishree Mangwanda, Alexander A Myburg and Sanushka Naidoo
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Material y métodos

DISENO EXPERIMENTAL

Eucalyptus grandis Eucalyptus grandis
TAGS5 -Resistente ZG14 -Susceptible
Sy Sy
o\ P o\ P
‘.g" ‘.g"
1 1
Chrysoporthe Chrysoporthe
: ntrol :
austroafricana Contro austroafricana Control
3 Réplicas bioldgicas 3 Réplicas bioldgicas 3 Réplicas bioldgicas 3 Réplicas bioldgicas
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ROL DE CALIDAD
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ALINEAMIENTO
Muestra % Reads mapeadas frente al genoma del % Reads mapeadas frente al genoma del
hospedante (E. grandis) patogeno (C. austroafricana)

TAG5 Control BR1 88,1% | 0,1% |

TAGS5 Control BR2 881%  gg1% — 0.3%
TAGS5 Control BR3 88,1 % 0,1 %

TAGS Infected BR1 88,7 % 7 1.0 % 7

TAGS Infected BR2 877% = 87.9% 15% = 1.0%
TAGS Infected BR3 87,2% B 0,9 % B

ZG14 Control BR1 N 01% |

ZG14 Control BR2 86,8% rm— 76.8% 0,1% ~ 0.1%
ZG14 Control BR3 88,4 % B 0,1% B

ZG14 Infected BR1 881% | 14% |

ZG14 Infected BR2 882% — 88.1% 14% — 1.4%
ZG14 Infected BR3 879% | 1.5%
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Relative fungal to pine DNA
=

Noemi Martin-Rodrigues’, Santiago Espinel®, Joseba Sanchez-Zabala', Amaia Ortiz®, Carmen Gonzilez-Murua'
and Miren K. Dunabeitia'
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Phase 3

Molecwlar Plant Pathology '

14 1

26 42

Days post-inoculation

MOLECULAR PLANT PATHOLOGY (2016) 17(2), 210-224 DOI: 10.1111/mpp.12273

Total reads

Genome-wide gene expression dynamics of the fungal pathogen

Number of mapped
fungal reads*

Fungal reads percentage
of total readst

Fungal mycelium in vitro 86 392 832 60 533 198 100

Dothistroma septosporum throughout its infection cycle of the i 683 221 605 512 742 0.1
gymnosperm host Pinus radiata 1033 815851 871 668 0.5

17 146 35 1883 653 17.1
ROSIE E. BRADSHAW'"*, YANAN GUO', ANDRE D. SIM', M. SHAHJAHAN KABIR', 1734183814 3 268 063
PRANAV CHETTRI', IBRAHIM K. OZTURK', LUKAS HUNZIKER', REBECCA J. GANLEYZ AND
MURRAY P. COX *Mapped to D. septosporum coding sequences.

S tNormalized based on the percentage of mapped reads in the /n witro samples (see Experimental procedures)

®

TABLE 2 | Flagstat and FastQC RNA-seq mapping statistics of Eucalyptus nitens reads to the vi.1 Eucalyptus grandis and Phytophthora cinnamomi var

cinnamomi genomes.
Sample name Total reads Properly Singletons % GC content Expressed Average Total reads % reads
mapped to E. paired to E. mapped to E. genes in host FPKM in host mapped to mapped to

Dual RNA-Sequencing of Eucalyptus grandis grandis (%)®  grandis (%)® pathogen pathogen
nitens during Phytophthora
cinnamomi Challenge Reveals Control 1 37444809 66.44 10.24 50 29 0.08
Pathogen and Host Factors Control 2 36111678 68.02 10.16 50 29 0.08
Influencing Compatibility Control 3 37060251 68.76 8.90 49 29 0.08
Febé E. Meyer'", Louise S. Shuey ", Sitha Naidoo', Thandekile Mamni', Dave K. Berger, Inoculated 1 37 66.13 11.65 43 294 1.19
Alexander A. Myburg', Noéiani van den Berg ' and Sanushka Naidoo |"‘ ocu a[ed 2 iST jl:] 12 48 4C 2 .I 5_

Ir ated 3 68.19 10.18 49 2 0.55
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CUANTIFICACION - HOSPEDANTE

%6 GGenes

: .. Genes identificados identificados . i (_B_enes
Muestra Genes identificados Mangwanda et al., respecto a identificados
TFM respecto a genoma
2015 Mangwanda et al., referencia*
2015
TAG5 Control BR1 26250 28448 92,3% 72,2%
TAGS5 Control BR2 27690 28122 98,5% 76,1%
TAG5 Control BR3 26119 28239 92,5% 71,8%
TAGS Infected BR1 26357 28487 92,5% 72,5%
TAGS Infected BR2 26355 39 28688 91,9% 72,5%
TAGS Infected BR3 25855 29829 86,7% 71,1%
ZG14 Control BR1 25318 A 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
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CUANTIFICACION — PATOGENO

No se pudo llevar a cabo la cuantificacion en el patégeno al no
disponer de un archivo de anotacion.

Se trata de dos organismos (hospedante/patégeno) muy
dispares. Mientras el hospedante (640 Mb) tiene un genoma
entorno a 10 veces mas grande que el patogeno (~45 Mb), el
numero de genes es tan soélo entorno a 3 veces mayor (36376
vs 13484). Ante esta circunstancia una extrapolacion a lo que
sucederia con el patégeno en funcion de los resultados
obtenidos en el hospedante no seria muy fiable.
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EXPRESION DIFERENCIAL

TFM Mangwanda et al., 2015
: Genes sobre- Genes infra- Genes sobre- Genes infra-
Tratamiento
regulados regulados regulados regulados
Interaccion Resistencia*Inoculacion 92 128 - -
TAGS (resistente) Inoculado vs Control 1317 1112 856 682
ZG14 (susceptible) Inoculado vs Control 2020 1346 749 746

TAGS Inoculado vs. ZG14 Inoculado 1181 1490 - -
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INTERACCION RESISTENCIA:INOCULACION

Correlacion de Pearson de conteos (log10(conteos(dds)+1))

Susceptible_Inoculado 3
Susceptible_Inoculado_2
Susceptible_Inoculado_1
Susceptible_Control_3
Susceptible_Control_1
Susceptible_Control_2
Resistente Inoculado 1

Resistente Inoculado 2 ’“;31""‘_5

Resistente Control 2 0.98
= = 0.96
ResiStente 0.94
= = 0.92

Resistente Control 1

@ente_lnoculadoj >

Resistente Control 1

Resistente Control 3

Resistente Control 2

Resistente
Resistente

noculado_2

e Control 3

noculado_1

noculado 2

noculado_3

noculado 1

e Control 1

e Control 2

Susceptib

Susceptib

Susceptib
Susceptible

Resistente Inoculado 3
Susceptible
Susceptible

PCZ: 34% wvariance

group
Resistant:Control
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® Susceptible:Control

Susceptible:lnoculated

10 0 10
PC1: 52% variance
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TOP 10 DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESADOS
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ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL
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ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- PROCESO BIOLOGICO

establishment of localization REDOX

T
S e o
metabolic process :
____________________ (OCOSS o e — _' Promotor de numerosos
<:________ | | ________::I mecanismos de defensa
| |
| S
|

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

Volume 21, Number 9, 2014 AL R Contents lists available at ScienceDirect b
Mary Ann Lb . Inc \ e 3
1 1089 20 3. 6 9 | p \ il 4

" Ly . . = . =

\ "/') (| Free Radical Biology and Medicine
| o
Discoveries Vo e B
Forum ReviEw ARTICLE journal homepage: www.elsevier.com/locate/freeradbiomed _

Redox Regulation in Plant Immune Function

Priming plant resistance by activation of redox-sensitive genes

Debra E. Frederickson Matika and Gary J. Loake Carmen Gonzélcz-Bosch
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ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- PROCESO BIOLOGICO

establishment of localization

metabolic process

e -

Planta (2012) 236:765-779
DOI 10.1007/s00425-012-1696-9

T Ce) ] = o

REVIEW

Reactive oxygen species and their role in plant defence
and cell wall metabolism

Jose A. O'Brien + Arsalan Daudi - Vernon 8. Butt +
G. Paul Bolwell

ROS una de las primeras respuestas
celulares de la planta tras el
reconocimiento del patogeno

Acumulacion rapida de ROS

!

-——_ “Oxidative Burst”
-, T TmTEmEEEmEEEmE=-= 1
I
v

Update on Reactive Oxygen Species in Plant Pathology

Reactive Oxygen Species Signaling in Response
to Pathogens!

Miguel Angel Torres, Jonathan D.G. Jones, and Jeffery L. Dangl*®
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Y Abscisic acid mediated signalling pathway sélo M
presente en Clon suspectible A Central Role of Salicylic Acid
ot (o in Plant Disease Resistance
ceneme Terrence P. Delaney,” Scott Uknes,* Bernard Vemooaij,
Leslie Friedrich, Kris Weymann, David Negrotto,

Transcriptome and hormone profiling reveals
Eucalyptus grandis defence responses against
Chrysoporthe austroafricana

Thomas Gaffney, Manuela Gut-Rella, Helmut Kessmann,
Eric Ward, John Ryalst

Science; Nov 18, 1994; 266, 5188:
pg. 1247
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ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- PROCESO BIOLOGICO

establishment of localization

Asimilacion de nitrato asociada

m eta bo I i c p rocess a los procesos de infeccion

hospedante/patogeno

_————__~
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oot s S g T m === 1
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MINIREVIEW

Nutrition acquisition strategies during fungal infection of plants
Hege H. Divon'? & Robert Fluhr?
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ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- FUNCIONES MOLECULARES

hydrolase activity

oxidoreductase activity, acting on other nitrogenous compounds as donors, with NAD or NADP as acceptor

cofactor binding

_______________________ Un incremento de la actividad
~LdidiYUIC aClIVILY_ . _ catalitica es un indicador de la

| prenylysteine methylesterase activity defensa quimica de la planta

1 44

I olybd

|

|

|

|

|

|

I iin ORIGINAL RESEARCH ARTICLE ~ ——

! PLANT SCIENCE o 103363 le 201500070 S

; Arabidopsis flower specific defense gene expression

| __ ., patterns affect resistance to pathogens

Luisa Ederli"’, Adam Dawe?’, Stefania Pasqualini’, Mara Quaglia’®, Liming Xiong? and Chris Gehring?*
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ANALISIS DE ENRIQUECIMIENTO FUNCIONAL- COMPOSICION CELULAR

membrane
integral component of membrane

-,—___H—-——F-w——___~\
I Bl it 1 it S Saeia e | B N <
I
|
I
I .
I Es conocido que numerosos genes
v de resistencia estan relacionados

con “plasma membrane protein”

Plant Biology

The Arabidopsis thaliana RPM1 disease resistance gene product
is a peripheral plasma membrane protein that is degraded
coincident with the hypersensitive response

DoucLas C. Boves®, Jaesunc Nam®, anp JEFFERY L. DancL** §
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Conclusiones

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

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

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

El analisis funcional de los 10 genes mas diferencialmente expresados permitio identificar
procesos bioldgicos, funciones moleculares y componentes celulares previamente vinculados
con mecanismos de defensa de las plantas

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

Mientras que la actividad catalitica, indicador de la defensa quimica de la planta y la membrana
plasmatica, la cual esta relacionada con genes de resistencia, fueron identificadas como la
principal funcién molecular y componente celular alterada en el presente estudio
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Este TFM ha establecido un pipeline y desarrollado un script para el estudio dual
hospedante/patogeno 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
institucion. 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 optimizacidn
de un pipeline completo para el RNA-seq dual de un patosistema modelo
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