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La septoriose du blé (Zymoseptoria tritici)

Maladie la plus fréquente
chez le blé

Baisse des rendements
de 15 a 20%

Controle par fongicides

Résistances contournées
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RenKSeq: Geneése

3- Mutations

2- Identification de aléatoires (EMS)
1- Criblage d’un varietés résistantes
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RenKSeq: Genese

5- Identlﬁcatlon de la
mutation causale
Sauvage: ACAGTAG
Mutant: ACATTAG
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RenKSeq: Acces a la mutation causale

Deux grand types de genes de résistance:

1- Récepteurs exposés en surface cellulaire (RLK-RLP)
2- Récepteurs d’effecteurs spécifiques (NBS-LRR)

Lo MAMPs/PAMPs W oo "Stb6 encodes a wall-associated kinase-like
receptor - @ wont  (WAK) protein”, by C Saintenac #INRA
#GDEC, #ISSDC #Zymoseptoria

/ Plasma membrane l
Intracellul nature
L l receptor mobbhie genetics
@

https://dol.org/10.1038/541588-018-0051-x
-

X Wheat receptor-kinase-like protein Stbé controls
<& gene-for-gene resistance to fungal pathogen
Zymoseptoria tritici

I Plant Immune Responses l
Chemical defense resp
Vanous metabolites

Transcriptional
reprogramming

* Stb16 est une RLK
CytoplasmaJ ° Snn1 est une WAK

-> ciblage des RLKs

Cyrille Saintenac®@™, Wing-Sham Lee?, Florence Cambon’, Jason J. Rudd?, Robert C. King?3,
William Marande*, Stephen J. Powers®, Héléne Bergés®, Andy L. Phillips®, Cristobal Uauy?®,
Kim E. Hammond-Kosack?, Thierry Langin' and Kostya Kanyuka ©2*

Physical defense responses
Tylose regeneration

Gel and gum production ;::::L?::n(ﬂoionj)s
Vascular coating P

: Phytoalexins
Kc‘uou depostion Inorganic sulphur

Yadeta and Thomma 2013
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RenKSeq: Ciblage du « RLK-ome »

Gene Structural Subfamilies with
Name Organization Similar Organization

\ I I \

Extracellular domain TM Kinase domain

PBS1 [ RLCK [-XI
RLCKl: TAK =} TAK-like

— PERK - e 1 PERK-like
RKF3 o =] RKF3-like
At3g46290 = = s | CrRLKI-like
LRK10 = = s ] [RKI10-like 1,2
At5g56890 - I} Extensin Bryophyta Angiosperm
At3g47580  w TIIITITII TITIIII = y|  LRR XII
CLV1 =TI T e iy LRR 1IT*, VII, XT, XTIT* Monocot Eudicot
BRIl = I T ] LRR X*
TMKLI1 =TI - 1 LRR 1%, IV, V, VI* Asterids Rosids
At1g53340 e I =/ o 1 [LRR VIII-1,2

RLK| vk = TITTITTTIT T = 1 LRR IX Malvids Fabids

LRRPK - a1 LRRI
Atl1g34210 = TITIT = E | LRR II, VI*, X*, XIIT*
Atl1g52310 = | C-lectin
At3g26700 - LysM Moss Rice Tomato Arabidopsis Poplar Soybean
WAKI =C——FEnC m— WAK-like 329 RLKs 1070RLKs ) \ 647 RLKs 610 RLKs 1192RLKs J \ 605 RLKs
PR5K m= e/ BN | Thaumatin
LecRK1 =TT TT = T | [ _-]ectin
RKF2 ——m-{ = DUF26 Adapté de Sakamoto et al. 2012
ARK1 =TT = D 1 S-Domain 1,2,3

L At2g39180 = W= ]| Crinkly4-like

—_
| N o Aegilops tauschii 925 RLKs (Luo et al. 2017)

= Signal/TM [ Agglutinin [ C-Lectin I DUF26 O EGF repeat

D L-Lectin =LRR M Lysin motif I PAN I Proline-rich

I Kinase DThaumatin I TNFR repeat |:| Unknown

Shiu and Bleeker 2001
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RenKSeq: RLK-ome du blé

Triticum aestivum cv. Chinese Spring
predicted proteome (IWGSC)

G, e ®
| wienB o P T R e R 20
298 952 Protéines: i
137 052 HC o e :
Diversity, classification and function of the
161900 LC plant protein kinase superfamily

w Melissa D. Lehti-Shiu and Shin-Han Shiu*

I /Proﬁles de Markov cachés

Hmmscan plant pkinases

!

8619 protéines Kinases:
6877 génes (1449 LC, 5428 HC)

.07
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Up-regulation
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RenKSeq
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WAK
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6452 protéines / 20Mb d’ADN

74% des kinases du blé sont des RLK
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RenKSeq: RLK-ome du blé
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RenKseq: RLK-ome des blés

Intégration d’autres ressources génomiques

Proteomes annotés (RLKs / protéines prédites totales)
* |WGSC (Chinese spring) : 6 452 / 298 952
* Earlham institute (Chinese spring) : 7 064 / 249 547

Assemblages et , .
*  Wild emmer genome (Zavitan) : 10 168 / 398 438

annotations d’espéeces
proches

Assemblages non annotés : (de novo only)

‘l' * Cadenza ¢ TGAC_WGS durum_vi
Identification des genes RLK * Claire e TGAC_WGS_monococcum_vi
J, e Kronos e TGAC_WGS speltoides vi1

« 128 Gb de séquences analysées e Paragon e TGAC_WGS strongfield vi1
* Robigus e TGAC_WGS_tauschii_vl
* 45 000 séquences RLK prédites e Svevo e TGAC WGS urartu vi

(182 Mb d’ADN)})  TSL_WGS_sharonensis_v1
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RenKSeq: Dessin des sondes de capture

ATGGGGAACTCCGGTGCATTTCATAGTTCACTT?

AGCAGATCATGTCCAGGGAGGAGATGATGGGTG(

TCCGTCAGCGAGGTGATCCTCTTGATTGCGGTG®

Identification
des RLK

CACATCAACACAGGAACATACTATGTGACTGCC!?

CAATACCAATAGCAGCTGCCCTCTTCCACTGTGC

!

Répertoire RLK
« blé »

CAGTTTCACCACCTGGCTTTCGGTATTTGGTCT(

GTAACGAATAATAGTGCATACAAACCCGTTGCT®

TTACACATATTGTGTGGTTGAAGATCTTGAGCC®

CTTCTGATTGGGGACCGCTACAGAATGCAAGTT!?

Dessin des sondes
(120 bases)

MMM MMM Mo S M MU MM/ mMmas /M /M /m  MmMmAammMmmsss mmmMmmes

Auvergne

.011

24/ 04/ 2018



RenKSeq: Dessin des sondes de capture

Assemblage Taille (pb) RLK loci (pb) Sondes
Chinese Spring IWGSC 14 347 606 634 23 254 210 70 695
Chinese Spring Earlham Institute 13 467 630 192 23 714 007 94 180
Zavitan 10 509 868 245 20 469 051 67 185
|dentification
des RLK Cadenza 13 399 781 746 22 244 268 80 721
Claire 14 616 451 647 21707 537 80 434
Kronos 10 540 467 196 14 940 058 62 134
Paragon 15 318 048 945 22 432 660 81 094
Robigus 14 791 409 785 21 874 636 79 077
Répertoire RLK Svevo 6 803 298 213 8 350 510 35762
« blé » TGAC_WGS_durum_v1 3 386 481 085 458 483 2374
TGAC_WGS_monococcum_v1 1322 112 030 574 717 3 555
TGAC_WGS_speltoides_v1 1907 878 214 552 288 3322
TGAC_WGS_strongdfield_v1 3 384 841 931 361 995 1902
TGAC_WGS_tauschii_v1 1200 221 237 665 015 4139
TGAC_WGS_urartu_v1 1657 029 501 686 599 4 167
Dessin des sondes TSL_WGS_sharonensis_v1 1 730 899 803 611 984 3700
Somme 128 Gb 182 Mb 674 441

(120 bases)
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RenKSeq: Dessin des sondes de capture

Nombre de sondes de capture en fonction
du nombre de sequences cumulées (Mb)

250 000

¥ —— Assemblages CS
|dentification 200 000 —[ IWGSCi £l } -
des RLK \

} 150 000 N — . L

Tous les

¢ assemblages

4 N

Répertoire RLK 100 000 Assemblage CS
« blé » /% IWGSC J

50 000
Assemblags
TGAC

[ T [ [ [ [ [ 1
i o o o o o o o o o o
Dessin des sondes , S 8 8 8 8 8 8 8 8 8
(120 bases) o O O © 0O o o o o o
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RenKSeq: Dessin des sondes de capture

chr7a
619 031 000 bp 619 032 000 bp 619 033 000 bp 6
| | | | | |
iwgsc-earhamintegratedGenes |
ed.gtf
|dentification o
CLARITE_CLARIrepeatwheat_S07942_S508140_Repe:
d e S R L K iwgsc_refsequl.0_Transposablef
rnents_2017Marl3.woNested.g
Gene
TraesCS7AOL
IWGSCWGA_RLK_denovao_withA
Répertoire RLK fomabed
’ WaAKgenesFinalvll.1l.qoff
« b I e» TaWAKS36
1 1 | 1 & & & | s | 3 | | | | | I
42_7AL_TGACv1_557205_AA1773060_103_100.00  ID=TRIAE_CS42_7BL_TGACv1_S579577_AA1908610 5031_93.16 ID=TRIAE_C$42_7BL_"
L 8 & B | B B | B | B B | | | | | |
E_CS42_7DL_TGACw1_B05020_AAZ2003880_173_95.83  chr7A:619031129-619036498_1209_100.00 chr74:619031129-613036435
1 8 1 | &N & | & | B |
chr7A4:618681006-618684442_49_92.04 ID=TRIAE_CS42_7AL_TGACwv1_556743_AAL1770030_2737_390.03
. 1 | | I . | | | | |
Cadenza_scaffold_523252_7DL:47525-53206_5486_97.41 chr74:618681006-618684442_1349_95.83
- | |
D e ss I n d e s s o n d e s chr74:618681006-618684442_563_92.50
loci. fittered. list. 90idrninus10. fast
fblast. xrnl.stepl.out_vs_161010)
pring_v1.0_pseudomnolecules. faj
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RenKSeq: test des sondes de capture (in silico)

Estimation de la couverture: ré-alignement des sondes

Robert King: Annotation manuelle
Des WAKs de Chinese spring

Theroretical bait coverage
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RenKSeq: validation des sondes de capture (wet lab)

_TGACY1_557205_AA1778060_103_100.00  ID=TRIAE_CS42_7BL_TGACv1_573577_AA1303610_5031_3
L f B B | B B | N | B BN | |/

2_7DL_TGACw1_605020_AA2003880_173_95.83  chr7A:613031123-619036435_1203_100.00
1 B 1 | B B | B ] N

chr7A:612651006-618684442_43_92.04  ID=TRIAE_CS42_7AL TGACVL_S56743 AA1770030_2797_30.0
| | I N | ] | 1 |

a_scaffold_523252_7DL:47525-53206_5486_97.41 chr7A:612681006-618634442_1343_95.83
- -

chr74:618681006-618684442_563_32.50

Chinese spring + X200 000

WAK, WAK, LRR-RLK,

Lectin-RLK...
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RenKSeq: les 7 familles de « sensibles «

Résistant 319 483 488 619 731 766
bandd || 51 22 35 5354 13 13 32 34 22 35
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RenKSeq: Les mutants sensibles présentent
un «fithess» réduit
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RenKSeq

Obijectifs principaux:

« Seéquencer de nouvelles RLK

<~ ldentification de nouveaux genes Stb

* Mise au point d'un pipeline d’identification de genes /
dessin-test de sondes de capture

Perspectives:
- Utiliser la banque de sondes pour cribler de
nouvelles sources de résistances

— : .019

24/ 04/ 2018

T—="" SCIENCE & IMPACT



Remerciements: 5&\/ La Région@

Auvergne-Rhone-Alpes
[ C x
ARVALIS a § —
FLORIMOND S — John Innes Centre LWAGEMNGENEEI [:_]:

Institut du végétal United Stat  Jif
nited States , , ) , For quality of life y. s
DES PREZ Department of Agriculture UVI’OGKJVlg, Natwe's DI\/OV@I‘f‘I/] q 4 /WWIWWWMu(M

ROTHAMSTED
RESEARCH

-
NN .

= =] | N e
AR ¥V @ -

\ ™\ MR VAT
== \WUmSmy

CENTRE
REGIONAL DE
RESSOURCES
INFORMATIQUES

GenoTouL

# Bioinfo

|bJ2A\ oM .020
David LOPEZ / RenKSeq Clermont 24/ 04/ 2018

"~ SCIENCE & IMPACT Ruxarans




