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JHI	  Plant	  Pathology	  

 We	  work	  on	  a	  range	  of	  

organisms	  

  Plant	  Viruses	  

  Bacteria	  

  Oomycetes	  

  Fungi	  

  Nematodes	  

  Aphids	  (as	  virus	  vectors)	  

 Many	  genome	  sequences	  

now	  available…	  
JHI	  Dundee	  site,	  formerly	  SCRI	  

(ScoEsh	  Crop	  Research	  Ins2tute)	  



Plant	  Pathogen	  Genomics	  

 Sequencing	  of	  plant	  pathogens	  becoming	  common	  

  I	  will	  focus	  on	  the	  protein	  complement	  today	  

(i.e.	  What	  happens	  a"er	  assembly	  of	  NGS	  data)	  

 OVen	  looking	  at	  first	  genome	  for	  a	  genus	  

  Automated	  gene	  annotaXon	  from	  other	  species	  limited	  

  In	  parXcular	  we	  want	  to	  find	  “effectors”	  

  i.e.	  proteins	  used	  to	  manipulate	  host	  
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Example:	  Effector	  Protein	  Analysis	  

 Want	  to	  idenXfy	  effector	  genes,	  e.g.	  

  Similarity	  to	  known	  effectors	  (e.g.	  with	  BLAST)	  

  Signal	  pepXdes	  

  LocalizaXon	  signals	  

  Possible	  horizontal	  gene	  transfer	  (e.g.	  different	  GC%)	  

 Part	  of	  larger	  task	  of	  automated	  gene	  annotaXon,	  e.g.	  

  HMMER	  or	  RPS-‐BLAST	  domain	  searches	  

  GO	  annotaXon	  with	  Blast2GO	  



Example:	  Nematode	  Effector	  Proteins	  

 To	  idenXfy	  candidate	  effector	  genes:	  

  Want	  a	  signal	  pepXde	  (for	  export)	  

  Don’t	  want	  a	  transmembrane	  domain	  (not	  secreted)	  

 How?	  IniXally	  used	  a	  Python	  script	  calling	  

  SignalP	  3.0	  

  TMHMM	  2.0	  

 Now	  we	  make	  this	  easy	  to	  use,	  thanks	  to	  Galaxy…	  

See	  Jones	  et	  al.	  (2009),	  Molecular	  Plant	  Pathology	  



What	  is	  Galaxy?	  

 Web	  system	  for	  running	  many	  analysis	  tools	  remotely:	  

  Upload	  your	  data	  to	  Galaxy	  (or	  access	  shared	  data)	  

  Run	  analysis	  on	  Galaxy	  server/cluster	  

  Download	  results	  (or	  share	  them)	  

 Designed	  to	  link	  mulXple	  analysis	  steps	  as	  workflows:	  

  Repeatable	  

  Shareable	  



Our	  local	  Galaxy	  Server	  

Will	  upload	  a	  FASTA	  file	  

of	  predicted	  proteins	  



Step	  1	  –	  Upload	  FASTA	  file	  



Step	  1	  –	  Upload	  FASTA	  file	  



Step	  2	  –	  Run	  workflow	  



Step	  2	  –	  Run	  workflow	  



Step	  2	  –	  Run	  workflow	  



Step	  2	  –	  Run	  workflow	  



Step	  2	  –	  Run	  workflow	  



Step	  2	  –	  Run	  workflow	  



Step	  3	  –	  Get	  results	  



Example:	  Effector	  Protein	  Analysis	  

 To	  idenXfy	  candidate	  effector	  genes:	  

  Want	  a	  signal	  pepXde	  (for	  export)	  

  Don’t	  want	  a	  transmembrane	  domain	  (not	  secreted)	  

 Now	  use	  Galaxy	  workflow	  calling:	  

  SignalP	  3.0	  

  TMHMM	  2.0	  

  I	  can	  share	  this	  workflow:	  

  Easily	  available	  to	  anyone	  using	  our	  Server	  

  If	  tools	  installed,	  could	  share	  with	  other	  Galaxy	  Servers	  

 Easy	  for	  our	  Biologists	  to	  apply	  workflow	  to	  their	  own	  data	  

See	  Jones	  et	  al.	  (2009),	  Molecular	  Plant	  Pathology	  &	  Kikuchi	  et	  al.	  (2011),	  PLoS	  Pathogens	  



Workflow	  Editor	  –	  Effector	  finding	  



Why	  Galaxy?	  

 Hi	  Peter,	  could	  you	  run	  a	  big	  BLAST	  job	  for	  me?	  

  Everyone	  using	  standalone	  BLAST	  is	  not	  pracXcal	  

  Want	  a	  local	  BLAST	  web	  interface	  with	  mulXple-‐query	  support	  

 Group	  XXX	  have	  just	  published	  the	  YYY	  genome	  –	  could	  you	  

look	  for	  ZZZ	  proteins	  please?	  

  With	  a	  suitable	  interface,	  lots	  of	  analyses	  are	  simple	  enough	  for	  
non-‐bioinformaXcians	  to	  run	  and	  interpret	  

 You	  remember	  that	  analysis	  we	  did	  last	  year?	  I	  want	  to	  do	  it	  

again	  on	  this	  new	  genome	  

  Running	  old	  scripts	  on	  new	  data	  is	  tedious	  

  Workflows	  should	  be	  reproducible	  



Why	  Galaxy?	  Plus	  Points	  

 Don’t	  have	  to	  worry	  about	  local	  soVware	  installaXon	  

  Mostly	  Windows	  here	  at	  JHI,	  most	  tools	  need	  Linux	  

 Uniform	  web	  based	  GUI	  for	  wrapped	  tools	  

  Web	  interfaces	  are	  all	  different	  

  Command	  line	  tools	  are	  scary	  

 Coupling	  tools	  together	  as	  sharable	  repeatable	  workflows	  

 Can	  share	  data	  files	  (beler	  than	  email/shared	  drives)	  

 Open	  Source	  (extendable,	  free)	  

 Almost	  any	  tool	  can	  be	  added	  



Why	  Galaxy?	  Downsides	  

  Investment	  in	  training	  users	  

  But	  interface	  is	  consistent	  across	  tools	  

 Bugs	  in	  Galaxy	  

  Most	  issues	  arise	  when	  wrapping	  tools	  

 Missing	  tools	  

  Have	  to	  invest	  Xme	  wrapping	  things	  we	  need	  



Protein	  Analysis	  Tools	  in	  our	  Galaxy	  

All	  take	  a	  FASTA	  protein	  file	  as	  input,	  return	  a	  tabular	  file.	  

 Sequence	  similarity	  

  NCBI	  BLAST+	  

  Blast2GO	  

 Transmembrane	  domains	  

  TMHMM	  

 Signal	  PepXdes/MoXfs	  

  SignalP	  

  EffecXveT3	  

  RXLR	  

 Nuclear	  LocalisaXon	  

  PredictNLS	  

  NLStradamus	  

 Nucleolus	  LocalisaXon	  

  NoD	  

 Sub-‐cellular	  LocalisaXon	  

  PSORTB	  (*)	  

  WoLF	  PSORT	  

(*)	  Konrad	  Paszkiewicz’s	  wrapper	  from	  Galaxy	  Tool	  Shed,	  other	  wrappers	  wricen	  by	  us.	  



Observa2ons	  from	  Wrapping	  Tools	  

 Tabular	  output	  for	  Galaxy	  

  Most	  tools’	  output	  needed	  reformapng	  

 Some	  tools	  are	  not	  threaded	  

  Galaxy	  team	  working	  on	  “embarrassing	  parallel”	  case	  

  InteracXon	  with	  tool	  authors	  can	  be	  producXve	  and	  

informaXve,	  and	  improve	  their	  tools	  

 To	  tool	  authors	  

  Offer	  tabular	  output	  (if	  appropriate)	  

  Beler	  error	  handling	  (e.g.	  zero	  length	  sequences)	  



Workflow	  example	  -‐	  RXLR	  mo2fs	  

  Important	  translocaXon	  moXf	  in	  oomycetes	  

 We	  have	  implemented	  three	  methods	  in	  Galaxy:	  

  Bhalacharjee	  et	  al.	  (2006)	  

  Win	  et	  al.	  (2007)	  

  Whisson	  et	  al.	  (2007)	  

 Venn	  Diagram	  comparing	  the	  three	  methods	  

















Next	  few	  steps	  omiced…	  

 Repeated	  RXLR	  search	  &	  filter	  using	  other	  two	  models	  

 Labelled	  some	  history	  entries	  



Python	  script	  using	  rpy	  

R	  library	  limma	  handles	  

the	  ploEng	  

Wrapper	  is	  on	  the	  

Galaxy	  Tool	  Shed	  





Save	  this	  analysis	  

as	  a	  workflow	  



Workflow	  editor	  view	  
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RXLRs	  in	  Phytophthora	  drag	  genomes	  

P.	  sojae	  
(19,027	  proteins)	  

P.	  ramorum	  
(15,743	  proteins)	  

P.	  capsici	  
(19,805	  proteins)	  
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Conclusions	  

 We	  like	  Galaxy	  

  Consistent	  web	  interface	  for	  combining	  many	  tools	  

  Open	  source	  and	  extensible	  

  We	  can	  add	  tools	  of	  local	  interest	  

 Our	  Galaxy	  tool	  wrappers	  are	  on	  the	  Galaxy	  Tool	  Shed	  

  hlp://usegalaxy.org/community	  

 QuesXons?	  


