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Contexte biologique

> Projet MIRMED

» Objectifi : etudier la diversite des smallRNA/mIRNA
exprimes chez une plante dans differents tissus et
dans differentes conditions, en particulier lors :

d'une interaction symbiotigue avec une bacterie ou un
champignon

d'une interaction avec un bacterie pathogene
d'un stress

» Methode : construire et sequencer une vingtaine
de banques de smallRNA

Technologies 454 et solexa
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Les mIRNA chez les plantes

» smallRNA : sequences de 18 a 24 nt

» ARN regulateurs impligues dans de
nombreux mecanismes cellulaires

» 2 familles principales : les siIRNA (short
interfering RNA) et les mIRNA (microRNA)

» | es mIRNA

Sequence mature d’environ 21 nt
Structure en tige boucle du precurseur

Régulateur de I'expression des genes

» [nhibition de la traduction
» Degradation d’ARNm cible
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Besoins

» Cartographier globalement les smallRNA
sur le genome

» Caracteriser les miRNA

Detecter les precurseurs de miRNA sur le
genome

Annoter les precurseurs
» MIRNA:mIRNA*, autres

Detecter les ARNm cibles potentiels
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Architecture bioinformatigue
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LeARN: a platform for detecting, clustering and annotating non-coding RNAs Céline Noirot, Christine Gaspin,
Thomas Schlex and Jérbme Gouzy BMC Bioinformatics. 2008; 9: 21
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Detection des smallRNA dans les
resultats de sequencage 454

Séquences brutes

Nettoyage des séquences
|dentification des adaptateurs (cross_match)
Extraction des inserts dans un intervalle de longueur

Orientation de la séquence
Suppression des rRNA, tRNA (Blast, 2 mismatch)

Inserts

Gestion de I’expression suppression de la
redondance (nrdb) — stockage de I'expression

Multifasta de smallRNA

Mapping sur le génome (Blast — 0 mismatch)

smallRNA candidats
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Cartographie globale des smallRNA
sur le genome

> Logiciel Circos Pl

http://mkweb.becgsc.ca/circos/

» Exemple : mapping
des smallRNA de
longueur 21, 22 et
24 nt sur les
chromosomes de
Medicago truncatula
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[Recherche de precurseurs de
MIRNA

» Conservation des 20-22 mers mappes sur
le genome

» Recherche de structure tige-boucle avec
MiRfold (B. Billoud et al. Biochimie 2005)

» Filtre sur I'energie libre et sur la structure
du duplex (Jones-Rhoades et al. 2006, Meyers et al.
2008)

» Annotation des precurseurs avec les autres
smallRNA

> Classification des precurseurs dependante
de I'annotation
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Interface LeARNI specifigue aux
smallRNA

. )< encen, M.truncatula microRNAs (MIRMED
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download file
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Fiche descriptive d'un precurseur
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Visualisation de |'annotation du

genome
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Analyse comparative des miRNA

» Rechercher
des sequences de miIRNA matures sur le genome d'autres especes
des similarites avec miRBase V12

Search: Glassificatiun iR | Screening || Clusters || Targets || Genome || Blast || Gredits

0 mismatch 1 mismatch 3 mismatches

Zomparative analysis: 0 mismatch allowed on Mt, 3 mismatches allowed on other species

download file
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Full Summary

arget prediction using miranda 1.2 {alignment spanning 21bp)

download file

. Penalty
target Miranda v1.9 score SLOFE
Forward: Jcore: 157.000000 0Q:1 to 22 Ri63%9 Lo 659 Align Len (21) (85.71%) (90.45% MTGIO-TC1
: 3" ACCTTAACCACCTTATCCATT 5 9-TC
E4D3Z3¥01BHNTL Query S T o Leucine-ric
¥s MTGIS-TC112346)  pog, 5' TGOAGCTGCTGOAATAGGCAL 3 ;qi;gfgg%
Energy: -29.7099939 kCal/ /Mol
Forward: Jcore: 1ed.000000 0Q:1 to 22 Rig6d: to 665 Align Len (21) (90.48%) (95.24% MTGIO-TC 1
: 3" ACCTTAACCACCTTATCCATT 5 5~
E4D3Z3Y01BHNTL Query T T e Tollike rec
¥s MTGIS-TC112394) g, 5! TGGGATTGETCGAATAGGGAL 3 g;gfg‘;%
Energy: -32.389999 kCal/Mol
Forward: SGoore: 164.000000 Q:1 to 22 ER:651 to 671 Align Len (21) (90.43%) (95.24%
: 3" ACCTTAACCACCTTATCCATT 5
% E4D373Y01BHNTL Query A L= MTGIZ-TC1
Vs MTGIS-TCLLZ724 ) et 5' TGGEATTGGTGGAATAGGGAL 3' MB-ARC




Exploration

» Recherche par mot-clé (ID, sequence, ...)
» Recherche par Blast

[search: [ EERI=E

Searching NBS-LRR in ...

arget prediction using miranda 1.9 (alignment spanning 21

Classification || Comparative

NCEI BLAST ELAST § Entrez

Choose program to use and database to search:

Prog;aml blastn 'I Database | MIRMED MF =

Enter sequence below m FASTA fonmat

#MIEMED_ID

target

alignment_score

free_energy

pena

Or load it from dislcl Farcourir.. |

=et subszequence: From | To |

Clear sequence | Search |

The query sequence 1z filtered for low complexty regons by default

1 |E4D3E3Y01BHMYL

MTGI9-

TC1125465

157.00

-28.71

2.5

Filter I Low cotnplexity T Mask for lookup table otly

Ezpect|100 - MatrjxlEiLOSUMEE 'I ™ Perform ungapped alignment

Ouery Genetic Codes (hlastz onby) | Standard (1 j

Databaze Genetic Codes (thlastfnz] only) | Standard i1 j

AToH17680.1

15 avril 2009 — Journées ARENA — Erika.Sallet@toulouse.inra.fr




|_es difficultes

» Nettoyage des donnees 454
Parfois absence d'un adaptateur 5" ou 3
Gestion des sequences reverse compléementees
Bruit dans les sequences (produits de degradation)

» Processus long
Beaucoup de donnees

De nombreuses étapes relativement lentes (mirfold,
miranda, integration des donnees dans LeARN)
Solutions :

» Filtrage précoce

» Parallélisation
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Conclusion

SMALLA, boite a outils pour :

Nettoyer les bangues de sequences de smallRNA
Detecter des precurseurs de miRNA et les annoter

Rechercher les ARNm cibles de miIRNA

Comparer les molecules avec d’autres miRNA ou
genomes

En cours
Analyse de I'expression des smallRNA

Release de LeARN integrant SMALLA disponible
debut juin sur le site
nttp://symbiose.toulouse.inra.fr/LeARN
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