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IDENTIFICACION DE PATRONES DE EXPRESION GENICA EN PLANTAS
RUTACEAS BAJO ESTRES BIOTICO MEDIANTE ANALISIS DE
CONGLOMERADOS

Resumen

El objetivo de este trabajo es analizar la expresion génica obtenida de diferentes
interacciones entre plantas y patdgenos utilizando la tecnologia de los microarreglos. En un
primer paso se normalizaron los datos, con el fin de identificar y remover fuentes de variacion
sistematicas. Una vez normalizados los datos, se realizaron comparaciones de interés entre las
interacciones planta-patdgeno analizadas, con el objetivo de identificar aquellos genes que se
expresaron de manera diferencial. Para esto fue utilizado el ajuste de modelos lineales para la
creacion de contrastes evaluados a través de la prueba “t” y el método “fold change”, especifico
para este tipo de datos. Los resultados de las diferentes comparaciones se unificaron en una
gran base de datos. De dicha base fueron detectados aquellos genes diferencialmente
expresados en al menos un tratamiento. En un paso posterior, con el grupo de genes
diferencialmente expresados se realiz6 un andlisis de conglomerados a fin de identificar
patrones de comportamiento o co-expresion de los genes. Tanto el analisis como la
construccién de los algoritmos para el armado y manipulacion de las bases de datos se llevo a
cabo utilizando el software estadistico R.

Palabras Claves: conglomerados, expresion génica, fold change, microarreglos.

Abstract

The aim of this paper is to analyze gene expression obtained from different plant-pathogen
interactions, using microarrays technology. The first step was a normalization to identify and
remove various sources of systematic variation. Once standardized data, comparisons of
interest between plant-pathogen interactions were tested, in order to identify those genes that
are differentially expressed. This analysis was made by adjusting linear models for creating
contrasts evaluated through the "t" test and the specific method "fold change". The results of
different comparisons were unified in a big database. Those genes differentially expressed in at
least one comparisons of treatment were detected in the unified basis. Next, a cluster analysis
was performed using the differentially expressed genes in order to identify patterns of behavior
or co-expression of genes. Both, the analysis and the construction of algorithms for assembly
and manipulation of databases, were performed using the statistical software R.

Key words: cluster, gene expression, fold change, microarrays.
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1. Introduccién

El estudio de la expresion génica o medicion de los niveles de acido ribonucleico
mensajero’ (ARNm) es utilizado para responder preguntas bioldgicas acerca de una gran
variedad de organismos en una gran diversidad de condiciones. Para esto ha sido necesario
encontrar técnicas que faciliten el estudio de grandes cantidades de datos de este tipo y que
obtengan como resultado informacion util. En este sentido, una de las areas mas importantes
de la Bioinformatica es la denominada gendmica funcional, la cual incluye el analisis de
expresion génica.

Una de las tecnologias mas utilizadas hoy en dia para el andlisis de expresion génica
masiva es la de los microarreglos. El uso de microarreglos ha emergido como una potente
técnica para la medicion de datos de expresion génica y la comparacién de la abundancia
relativa de ARNm generado en distintas pruebas biologicas. Los resultados obtenidos mediante
esta técnica implican un gran nimero de datos que deben ser analizados utilizando diferentes
métodos estadisticos y bioinformaticos.

El microarreglo, también llamado DNA chip o Biochip, es un soporte sélido construido
normalmente en cristal o0 en membrana de nylon sobre el cual se fijan fragmentos de acido
desoxirribonucleico’ (ADN) conocidos en ubicaciones perfectamente especificadas,
correspondientes a los genes cuyos niveles de expresion seran cuantificados. Después de
realizar los experimentos bajo las condiciones de interés sobre las células a analizar, se extrae
el ARNm generado por los genes de dichas células. Paso seguido estas moléculas de ARNm
son utilizadas como molde para una retrotranscripcion (proceso contrario a la transcripcion
donde se genera una molécula de ADN a partir de una de ARN de molde), generando un tipo
especial de ADN conocido como ADNc o ADN copia’. En el proceso de retrotranscripcion las
moléculas de ADNc se marcan con moléculas fluorescentes que permitiran detectar una sefial
luminica, colocdndose posteriormente en los microarreglos para comenzar el proceso de
hibridacion. La hibridacion del ADN es un proceso comunmente utilizado para detectar un gen
particular o un segmento de un &cido nucleico. Después del proceso de hibridacion aquellas
moléculas de ADNc presentes en la solucibn marcada se uniran a las respectivas de ADN
complementario fijadas en la matriz del microarreglo mientras que se eliminan todas las
cadenas que no se han podido unir a través de lavados (so6lo las moléculas que hibridan
permaneceran en el biochip), y se procede al revelado mediante un escaner laser.

Figura 1. Seccién de la imagen obtenida de un microarreglo mediante el escaneado del mismo.
chip_14089790 chip_14089790
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z-range 727 to 18705 (saturation 1149, 3565) z-range 446 to 11168 (saturation 723, 1782)

Fuente: Daurelio y col.

El resultado final es una matriz en la que cada una de las celdas (denominadas “spots”)
esta marcada con una determinada intensidad de color rojo o verde las cuales seran medidas
utilizando diferentes canales, como se puede observar en la Figura 1. Dicha intensidad del
color simboliza el grado de expresion génica de dicho gen frente a una determinada condicion
experimental, dado que en los microarreglos de dos colores se hibridan en simultdneo los

! Ver definicion de ADN, ARNm y ADNCc en anexo
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ADNCc marcas de dos muestras a comparar (por ejemplo un tratado y un control), una de ellas
es marcada con una molécula de color rojo y la otra de color verde. La cantidad de cada color
serd proporcional a la cantidad de ARNm del respectivo gen en cada una de las muestras,
donde en caso de cantidades similares se observard un color amarillo y en caso de ausencia
de expresion no se observara sefial.

Debido al gran volumen y la variacion intrinseca de los datos obtenidos en experimentos
de microarreglos de genes, los métodos estadisticos se han convertido en una importante
herramienta de analisis con el fin de extraer sistematicamente informacion bioldgica y evaluar
posibles asociaciones.

En primera instancia se realizan sobre las imagenes de los microarreglos exploraciones
visuales o descriptivas con la finalidad de detectar errores groseros que indiquen gque no
pueden ser utilizadas. Luego se realiza el denominado pre-procesado de los datos que incluye
la correccién del fondo y la remocion de fuentes de variacién sistematicas distintas de la
diferencia de expresiones de las intensidades de fluorescencia medidas o “normalizacion”.

Finalmente se procede al analisis de los datos pre-procesados. En estudios de
microarreglos de genes, existe interés en encontrar genes diferencialmente expresados entre
dos 0 mas condiciones, descubrir patrones de expresion caracteristicos, predecir la respuesta a
un tratamiento, identificar genes co-regulados o expresandose en la misma ruta metabdlica,
etc. Para cada uno de estos intereses, existen multiples métodos de analisis estadistico que es
posible aplicar. En este trabajo se aplican técnicas de aglomeracion con el fin de agrupar genes
en funcién de sus patrones de expresion, detectando grupos de genes que co-expresen segln
los distintos tratamientos.

2. Materiales y métodos

Daurelio y col. (2013) iniciaron un proyecto de investigacion para caracterizar a nivel
transcripcional vias metabdlicas, familias génicas y sistemas reguladores de la expresion de
plantas Rutaceas involucrados en las respuestas a patdégenos bacterianos. El objetivo de este
proyecto es contribuir en la interpretacién de los mecanismos moleculares durante dichas
interacciones planta-patégeno y encontrar soluciones alternativas a la cancrosis de los citricos
producida por la bacteria Xanthomonas citri subsp. Citri (Xcc). Para ello fueron analizados los
transcriptomas de diferentes plantas del género de las Rutaceas frente a distintas especies de
bacterias fitopatogenas del género Xanthomonas spp a través de la técnica de microarreglos.
Estas interacciones abarcan diferentes respuestas de una planta frente a un patégeno. Para
cada uno de los tratamientos se amplificaron tres muestras de ARN total obtenidas en forma
independiente y tres muestras pertenecientes a los controles o “referencia”. El disefio
experimental implica la hibridacion de cada muestra independiente frente a una referencia
comun. Esta referencia se obtuvo a partir de una mezcla equimolar de ARN proveniente de
todas las muestras a analizar. Las muestras se marcaron con el fluoréforo Cyanina5 (Cy5 que
produce color rojo), mientras que la referencia se marcé con el fluoréforo Cyanina3 (Cy3, que
produce color verde).

2.1. Medicién de la expresion génica utilizando microarreglos

El conjunto de todos los ARNm transcritos en un sistema biolégico se conoce como
transcriptoma. Aunque la mayoria de las proteinas sufre modificacion después de la traduccion
y antes de convertirse en funcionales, la mayoria de los cambios en el estado de una célula
estan relacionados con los cambios en los niveles de ARNm de algunos genes, por lo que la
medicién sisteméatica del transcriptoma es una aproximacion muy importante para analizar el
estado celular.

Si bien existen varias tecnologias que permiten medir los cambios del nivel de expresion
de los genes en gran parte o todo el transcriptoma, las mas utilizadas son los microarreglos, de
los cuales los més frecuentes son los de ADNc y de oligonucleétidos. Aunque ambos exploran
la hibridacién del ADN, difieren en la forma en que las secuencias de ADN se colocan sobre la
matriz y en la longitud de las mismas, como también en el analisis posterior de los datos. Como
ventaja mas importante, el uso de microarreglos ofrece la valiosa oportunidad de poder estudiar
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a la vez el comportamiento de una gran cantidad de genes bajo diferentes condiciones
experimentales. Como punto negativo de esta tecnologia se debe considerar el elevado costo
de producir microarreglos para los experimentos por lo que habitualmente un estudio cuenta
con un bajo numero de ellos, lo que lleva a tener sélo dos o tres réplicas bioldgicas en la
mayoria de los casos.

En el enfoque de microarreglos de ADN de dos colores, después de la hibridacion, un
escaner laser de colorante mide la fluorescencia de cada color en una rejilla fina de pixeles.
Valores altos de fluorescencia indican cantidades mas altas de ADNc hibridado, que a su vez
indica una mayor expresion génica en la muestra. El algoritmo de analisis de imégenes
produce resumenes de fluorescencia para cada spot, y para las &reas circundantes sin
manchas (fondo de la imagen). Para cada ubicacion (spot) en el microarreglo, una salida tipica
consiste en al menos cuatro cantidades: una para la intensidad de cada color, tanto para el
punto como para el fondo y, a veces, estos son acompafados por medidas que refieren a la
calidad de la mancha para detectar problemas técnicos, o a la variabilidad en la intensidad de
los pixeles.

Convencionalmente los dos colores utilizados son el rojo y el verde, y las intensidades de
cada color son simbolizadas con las letras R y G respectivamente. El uso de dos intensidades
permite la medicion de la expresion génica relativa a través de dos fuentes de ADNCc,
controlando la cantidad de manchas de ADN, que puede ser variable, asi como alguna otra
variacion experimental. Esto ha llevado al énfasis en el célculo y uso de las razones de

. . ., . . R
intensidad en cada punto comunmente llamada tasa de intensidades: e

En experimentos de microarreglos, los primeros valores cuantificados estan contenidos en
las imagenes producidas por el escaner. Las intensidades de los pixeles, guardadas en estos
archivos, son transformadas a datos numéricos y estos pueden ser considerados como los
datos crudos.

2.2. Normalizacion de los datos.

En un experimento ideal, las normalizaciones no deberian ser necesarias. Sin embargo, los
sesgos técnicos son inevitables y deben ser corregidos. Para determinar si es necesaria la
normalizacion, se puede trazar un diagrama de dispersion de intensidades R versus G. Bajo el
supuesto de que un gen se expresa de la misma forma bajo cualquier condicién, es de esperar
gue un grafico de intensidades R vs. G presente una nube de puntos a la cual se podria ajustar
una recta con pendiente cercana a uno. De dicho grafico sobresaldrian o serian “outliers”
aquellos genes que presenten expresion diferencial en alguna de las condiciones. Con base en
esta justificacion, si los datos observados no se distribuyen de la forma anteriormente descripta,
todas aquellas desviaciones con respecto al ideal y que no sean puramente debidas a la
expresion diferencial, podrian deberse a errores sistematicos vinculados con varios factores,
como pueden ser: diferencias en la eficiencia de la incorporacién de los tintes, diferencias en la
cantidad de ARNm en las muestras, diferencias en los pardametros de escaneado, efectos
espaciales y otros, lo cual justificaria la aplicacion de un método de normalizacion a los datos.

Existe un método grafico mejorado, conocido como grafico MA (MA-plot), en el cual se
grafica en el eje vertical al logaritmo en base 2 de la razén de intensidadesM = log, (g) =
log,(R) — log,(G) y en el eje horizontal al valor medio de los logaritmos en base 2 de las
intensidades, A = %[logz(RG)] = %[logz(R) + log,(G)]. Un grafico MA ideal serd aquel en el

cual la nube de puntos se distribuye en forma aleatoria alrededor del 0 en el eje vertical,
qguedando como valores atipicos s6lo aquellos que correspondan a genes diferencialmente
expresados.

El proceso de normalizacion de datos provenientes de microarreglos de dos canales puede
separarse en dos componentes: ubicacién o localizacion () y escala (s). Sean {Y;} y {X;} los
valores observados de variables que miden la expresion génica del gen i en un experimento de
microarreglos, donde i= 1, 2,..., N y N es el nimero de genes en el microarreglo. Asumiendo
que las fluctuaciones entre ambos grupos de datos son modeladas como una relacion lineal
gue involucra operaciones de escalamiento y desplazamiento, se tiene que:
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YVi=aX;+B+1n

Donde a y B son los pardmetros de escala y de desplazamiento respectivamente y n
representa los errores entre ambas muestras.

El proceso de normalizacion consiste en una transformacién del conjunto de datos {X;} en
un nuevo conjunto de datos {X';}, mas confiables para la realizacién del analisis.

. _(%—b
xi=(*5)

Donde a y b son los estimadores de los parametros a y  respectivamente.

A partir de aqui, los métodos de normalizacion se distinguiran segun el método utilizado
para la estimacion de los pardmetros, los cuales pueden ser basados en regresion lineal, de
media de razén unitaria 0 basada en regresion local

En este trabajo se aplico el método de normalizacién basado en regresion local, el cual
permite, en el contexto de experimentos con microarreglos, capturar la dependencia de la tasa

de registro de intensidad (log-ratio) M=log2§ respecto de la intensidad promedio A =

log,VRG, garantizando que los valores normales calculados no son impulsados por un pequefio
namero de expresiones diferenciales de genes con tasas de registro extremas.

2.3. Técnicas de andlisis de datos de expresiéon génica.

Un experimento de microarreglos simple se puede llevar a cabo para detectar las
diferencias en la expresion de los genes bajo dos condiciones distintas. Cada condicién puede
ser representada por una o mas muestras de ARN. Usando microarreglos de ADNc de dos
colores, las muestras se pueden comparar directamente en el mismo microarreglo o
indirectamente mediante la hibridacion de cada muestra con una muestra de referencia coman.

En ambos casos la hipétesis nula que se postulard es que no hay diferencia en la
expresion entre las muestras. Cuando las condiciones se comparan directamente, esto significa
gue la verdadera relacion entre la expresion de cada gen en las dos muestras debe ser uno.
Cuando las muestras se comparan indirectamente, las relaciones entre las expresiones de la
muestra y de la referencia deben ser similares en las dos condiciones.

Suele ser mas conveniente utilizar logaritmos en base 2 de los coeficientes de expresion
que los propios coeficientes porque los efectos sobre la intensidad de las sefiales de
microarreglos tienden a ser multiplicativos.

A continuacién se presentan dos métodos diferentes para identificar los genes que
presentan expresion diferencial. Uno de ellos es un método estadistico inferencial, basado en
la realizacion de contrastes lineales; el otro, denominado “fold change”, , es una regla practica
muy utilizada en el ambito de la investigacion de expresiones génicas.

Fold change

El método mas simple para la identificacion de genes diferencialmente expresados es
evaluar la relacion entre el registro de dos condiciones (o la media de relaciones cuando hay
repeticiones) y considerar que todos los genes que difieren en mas de un punto de corte
arbitrario, se expresaron diferencialmente. Por ejemplo, si el valor de corte elegido es una
diferencia de dos, se consideraran como genes diferencialmente expresados aquellos para los
cuales la expresiéon bajo una condicién es mas de dos veces mayor 0 menor que bajo la otra

.., . , . , R
condicién. Esta prueba, llamada 'fold change' es equivalente a la razén z observada y no es

una prueba estadistica, no hay un valor asociado que pueda indicar el nivel de confianza en la
designacion de los genes como diferencialmente expresados. Como se enuncia anteriormente,

. T . . p R P ™ s
para un mejor analisis e interpretacion de la razdn - es comdn la utilizacion del
log,(fold change) = M.

Contrastes
Con el fin de detectar estadisticamente aquellos genes diferencialmente expresados,
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puede recurrirse a la realizacion de pruebas de hipétesis, siendo la prueba “t” para la
evaluacion de contrastes lineales la habitualmente utilizada en este tipo de investigaciones.

Sea un conjunto de n microarreglos que producen un vector de respuesta
yg = (J’gl. ...,ygn) para el gen g, donde tales respuestas suelen ser el logaritmo de la razon de
intensidades

Rgi
Ygi = Mg = log, C.
gi

Asumiendo que las respuestas fueron correctamente normalizadas, se supone que E(yg) =
Xa, donde X es la matriz de disefio y a, el vector de coeficientes correspondiente a los
tratamientos analizados. Se asume que Var(yg) = Wga; siendo W, una matriz definida
positiva de pesos conocidos y a; la variancia para el gen g. A partir de aqui, pueden plantearse

contrastes de interés bioldgico entre los tratamientos, los cuales pueden definirse como
Bg = CTag, siendo C la matriz de contrastes a probar. De modo que es de interés ahora probar

si B4 es igual al vector nulo. Ajustando el modelo lineal con todas las observaciones de cada
gen, se obtienen los coeficientes estimados @&,, el estimador de la variancia del gen s y la
matriz de covariancias estimadas Var(@,) = V,sZ donde V, es una matriz definida positiva,
independiente de sj. Los contrastes estimados seran ﬁg = CTa, con matriz de covariancias
estimadas igual a Var(B,) = C"V,sZ.

Si bien las respuestas Y4 NO se asumen necesariamente normales, ni la estimacién debe
ser necesariamente por Minimos Cuadrados, los contrastes estimados se suponen
aproximadamente normales con media B,y matriz de covariancias CTVgCogZ. Las variancias
del error ng se asume que siguen una distribucién aproximada chi-cuadrado. Como se ha

anunciado anteriormente, en los estudios de microarreglos los tamafios de muestra suelen ser
demasiado pequefios, lo cual es una desventaja al momento de utilizar este método. Varios
autores han demostrado que es posible mejorar el uso de las pruebas t para evaluar expresion
diferencial en experimentos de microarreglos mediante el uso de variancias estimadas a partir
de todos los datos de la muestra. Dado que para los miles de genes se ajustard un mismo
modelo lineal, puede sacarse provecho a esto, identificando como los coeficientes f,; y las

variancias aj varian a través de los distintos genes. Como resultado de este procedimiento se

9

Sg\Vgj
mediante el cual la variancia muestral es sustituida por la variancia a posteriori, calculada con
todos los datos y sigue una distribucion aproximada t-Student con d, + d, grados de libertad.
Donde d,, + dgson los grados de libertad del error de un modelo lineal para el gen g.

Las hipo6tesis a probar seran:

obtiene la estadistica t moderada t,; = P que representa el clasico método Bayesiano

Hy: El gen no esta dif erencialmente expresado.
H;:El gen esta diferencialmente expresado.

Luego, dado un nivel de significacién (a, fijado por el investigador) y los grados de libertad
(dy +dg), laregla de decision sera:
Rechazar H, si |f| = t(dg+dgalz)s donde t(ag+dgasz) €S el valor de la variable t de Student

cond, +d, grados de libertad, que acumula una probabilidad de (1 — %).

Correccion de los p-valores
Al llevar a cabo una prueba de hipoétesis, se esta frente a la posibilidad de cometer dos
tipos de errores:
e Error tipo I: Rechazar la hip6tesis nula cuando esta es cierta. (falso positivo)
e Errortipo Il: No rechazar la hip6tesis nula cuando es cierta la hipotesis alternativa. (falso
negativo)
Al probar multiples hipétesis simultdineamente, como en el caso de los experimentos de




Vigésimas Jornadas "Investigaciones en la Facultad" de Ciencias Econémicas y Estadistica. Noviembre de 2015

microarreglos, la situacién se vuelve mas compleja, ya que cada gen tiene posibles errores tipo
I'y Il, de modo que la tasa de error global resulta extremadamente elevada.

Por este motivo se han propuesto diversos métodos que proporcionan correcciones para las
probabilidades asociadas de cada test, de modo tal que se controle la tasa global de falsos
descubrimientos (FDR por su sigla en inglés). Uno de tales métodos, propuesto por Siemes
(1986) y que fue el utilizado en este trabajo, estd basado en el valor esperado de la FDR
cuando se evallan simultineamente m hipétesis. Considerando que se han probado m
hipétesis Hy, H,, ..., Hy basadas en sus correspondientes p valores Py, P, ..., By, sean Py <

Py <+ < Py los p valores ordenados de menor a mayor, y sea Hg la hipotesis nula
correspondiente al p valor P;). Sea k el maximo valor de i tal que P S#q*, donde q*

representa la tasa de descubrimientos falsos deseada, entonces, el procedimiento propone
rechazar todas las Hg; parai = 1,2, ... k..

Hasta aqui se han presentado los dos métodos usuales en experimentos de microarreglos
para identificar los genes diferencialmente expresados. Dado que ambos métodos tienen el
mismo objetivo pero no necesariamente conducen a los mismos resultados, es posible construir
una representacion gréfica de los resultados de ambos métodos para cada gen, la cual se
conoce como gréafico de volcan.

Gréfico de volcan

El gréfico de volcan es una representacion eficaz y facil de interpretar que resume la
informacién que proveen tanto el fold change como las pruebas t. Es un gréfico de dispersion
del valor negativo del logaritmo en base 10 de los p-valores de la prueba t especifica para cada
gen versus el logaritmo en base 2 del fold change, es decir, M. Genes con expresién diferencial
estadisticamente significativa segun la prueba especifica t se encontrardn por encima de una
linea horizontal arbitraria que determine cudles son los valores de p que se consideran
significativos. Los genes con grandes valores de fold change se encontraran fuera de un par de
lineas verticales que indicaran los valores de fold change que se consideren significativos.

Analisis de conglomerados (cluster)

El verdadero poder de andlisis de microarreglos no solo se asocia al analisis de los
experimentos individuales, sino al andlisis de muchas hibridaciones a la vez para identificar
patrones comunes de expresion génica. Sobre la base de la comprension total de los procesos
celulares, los genes que se encuentran en una via particular, o que responden a un reto
ambiental comun, deberian ser co-regulados y, en consecuencia, mostrar patrones de
expresion similares. En este sentido, existe un gran grupo de métodos estadisticos que se
pueden utilizar con el objetivo de identificar los genes que muestran patrones similares de
expresion, entre ellos, los métodos de agrupamiento en conglomerados o clustering.

En cualquier algoritmo de agrupamiento, el calculo de una distancia entre dos objetos es
fundamental para luego armar los grupos. La busqueda de grupos de genes “similares” en el
analisis de datos de microarreglos no es la excepcion. Dicha bldsqueda y posterior agrupacion
se basara en definir qué genes presentan expresiones “cercanas” o “similares”. En este trabajo,
se utilizo la distancia euclidea, definida como: d = /Y-, (x; — ¥;)? donde x; e y; son los valores
de expresion medidos, respectivamente, para los genes X e Y en el i-ésimo experimento, y la
suma se extiende sobre los n experimentos analizados.

Es posible aplicar diversas técnicas de agrupamiento para la identificacion de patrones en
los datos de expresidn génica. La mayoria de las técnicas de agrupamiento son jerarquicas; la
clasificacion resultante tiene un numero creciente de clases anidadas y el resultado se asemeja
a una clasificacion filogenética®. Las técnicas de agrupamiento se pueden clasificar como de
division o de aglomeracion. Un método de division comienza con todos los elementos en un
gran grupo que se separa gradualmente hacia abajo en grupos cada vez mas pequefios. Las
técnicas de aglomeracion comienzan (habitualmente) con racimos de un solo miembro cada

2 Término que refiere a todo aquello propio o vinculado a la Filogenia. La filogenia, cuya palabra tiene un origen griego que implica
nacimiento, origen o procedencia, es la determinacion de la historia evolutiva de los organismos.
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uno que se van uniendo gradualmente formando grupos mas grandes.

La agrupacion jerarquica tiene la ventaja de ser simple y sus resultados pueden ser
facilmente visualizados. Sin embargo, un problema potencial con muchos métodos de
agrupamiento jerarquico es que, como los conglomerados crecen en tamafo, el vector de
expresion que represente a dicho conglomerado ya no podra representar ninguno de los genes
en particular del grupo. En consecuencia, en cuanto el conglomerado crece, los patrones de
expresion individuales de cada gen se vuelven menos relevantes. Ademas, si una mala
asignacion se realiza al comienzo del proceso, no podra ser corregida a futuro. No obstante,
dicha técnica se ha convertido en una de las mas utilizadas para el analisis de datos de
expresion génica y es un enfoque de aglomeracion en la que se unen los perfiles de expresion
individuales formando grupos, que se uniran aun mas hasta que el proceso finalice, formando
un solo arbol jerarquico. Este proceso trabaja de una manera simple:

1. Se calcula la matriz de distancias para todos los pares de genes a ser agrupados.

2. Se busca en la matriz de distancias a los dos genes 0 agrupaciones mas similares.
Inicialmente, cada grupo constard de un solo gen. Esta es la primera etapa en el proceso
de aglomeracion.

3. Los dos genes seleccionados se combinaran para producir un nuevo conglomerado que
ahora contendra al menos dos objetos.

4. Se vuelven a calcular las distancias entre este nuevo grupo y todos los deméas genes.
Existen en este punto diferentes métodos que permiten calcular la distancia entre un grupo
y un gen o entre grupos, el cual debe ser seleccionado al momento de realizar el
agrupamiento. Uno de los mas comunes, y el utilizado en el presente trabajo es el del
vecino mas cercano (neighbor joining) donde la distancia es aquella entre los genes mas
cercanos de cada grupo o bien del gen mas cercano del grupo al otro gen.

5. Por ultimo, los pasos 2, 3 y 4 se repiten hasta que todos los objetos estén en un unico
conglomerado.

6. Determinado el nimero de grupos deseados, se realiza el corte. Dicho nimero puede
prefijarse, o bien, realizar un corte segun una distancia maxima entre genes dentro del
grupo, y asi obtener una cierta cantidad de grupos.

3. Resultados

El trabajo realizado por Daurelio y col. incluy6 el analisis de las interacciones de plantas del
género de las Rutaceas y distintas especies de bacterias fitopatbgenas del género
Xanthomonas spp., definidos en la Tabla 1.

El estudio de las interacciones o tratamientos se llevaron a cabo en un microarreglo de dos
colores, con tres repeticiones para cada experimento. Los analisis de conglomerados para
identificar gupos de genes que co-expresen en los distintos tratamientos, fueron aplicados
sobre los datos correspondientes a tres de los nueve tratamientos detallados: VLov, VXccl y
VCtrl. En un primer andlisis visual de los datos crudos se observan las imagenes obtenidas de
ambos canales del microarreglo, en las cuales es posible ver diferentes intensidades en los
colores, llevando a creer a priori que existen genes que se han expresado de manera
diferencial (Figura 2).
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Tabla 1. Interacciones planta-patdgeno analizadas.

Identificador de

Interaccién Planta Patogeno y respuesta que produce . .,
la interaccion

Xanthomonas citri subsp. citri, “Xcc”, bacteria que
enferma citricos.
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, “Xcv”,
2 Citrus sinensis “V”, naranjo. bacteria que no enferma citricos, genera una VXcv
respuesta de defensa por parte de la planta.
Xcc mutante en genes de secrecion del sistema tipo Ill
3 Citrus sinensis “V”, naranjo. (SSTT), “Mut”, que no enferma citricos pero VMut
despertaria la defensa de tipo basal.
Diluyente, con 8 horas de exposicion post

1 Citrus sinensis “V”, naranjo. VXcc

4 Citrus sinensis “V”, naranjo. . P . VCtr
J tratamiento, “Ctr”, control negativo.
5 Fortunella margarita "Xcc", no enferma quinoto, genera una respuesta de KXce
“K”, quinoto o kumquat. defensa por parte de la planta.
6 Fortunella margarita Diluyente con 8 horas de exposicion post tratamiento, KCtr
“K”, quinoto o kumquat. “Ctr”, control negativo.
, , . . Xcc mutante en el gen lov, "Lov", enferma citricos
7 Citrus sinensis “V”, naranjo. . & . VLov
pero con un incremento de la defensa de tipo basal.
. . anon . Diluyente con 24 horas (1 dia) de exposicion post
8 Citrus sinensis “V”, naranjo. v . “ ” ( ) . P a VCtrl
tratamiento, “Ctrl”, control negativo.
. . o . "Xcc" con 24 horas de exposicidn post tratamiento,
9 Citrus sinensis “V”, naranjo. P P VXccl

“Xccl”.

Figura 2. Imdagenes obtenidas para un tratamiento con "Xcc" para 24 horas, en color rojo para las
muestras y verde para las referencias Referencia.
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Mediante la observacion de los graficos MA de la Figura 3 es posible detectar que si bien la
mayoria de los datos de distribuyen de manera aleatoria alrededor del cero, hay un gran
namero de ellos que se encuentran muy por encima o por debajo de dicho valor. Por otro lado,
el grafico de densidad hace posible pensar en una asimetria por izquierda en la distribucion de
las densidades de ambas intensidades. A fin de reducir los errores sistematicos, y encontrar
aquellos genes que realmente se expresaron de manera diferencial a causa del tratamiento y
no de variables ajenas al mismo, se aplica una normalizacion de los datos mediante una
regresion lineal local.
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Figura 3. Graficos MA y de densidades para los datos crudos.
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Figura 4. Graficos MA y de densidades para los datos normalizados.
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las densidades para todas las réplicas.

En la Figura 4 se presentan los graficos MA para los datos normalizados, en los cuales se
observa que el numero de puntos alejados de la linea del valor cero son menos, ademas de
mostrarse menos alejados de la misma. En la misma figura se observan las curvas
correspondientes a los nueve microarrelgos de las interacciones Ctrl, VXccl y VLov, en rojo
para las muestras y en verde las respectivas de las referencias. Dicho gréfico, para los datos
normalizados muestra una curva un poco mas suave, la cual sigue presentando una asimetria
a izquierda, pero de menor intensidad y haciendo que las curvas de la muestra y de la
referencia sean similares. Todo esto indica que la aplicacibn de una normalizacion a las
intensidades originalmente observadas fue correcta.

Una vez normalizados los datos, se ajusté un modelo lineal mediante el paquete “limma”
del software estadistico R, el cual esta definido como:
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Vg1 0 0 1
Yg2 0 0 1
Yg3 0 0 1
Yga 0 1 0]|/VCtr
Vg = Ygs | = Xag =0 1 O (VLov >;para elgeng,cong =1,..,22176.
Yg6 0 1 0!\VXccl
Yg7 1 0 O
YVgs 1 0 O
Ygo 1 0 0

Se debe tener en cuenta que en cada experimento, las intensidades medidas fueron
comparadas con una intensidad referencia, por lo tanto, la variable respuesta y,; corresponde
al log de la razon entre la intensidad del gen g en el tratamiento i (Ry;) Y la intensidad de dicho

.. Rgi
gen en la referencia i (Gg;), por lo tanto y,; = My; = log, =z
gi

A partir del modelo estimado, se plantean los siguientes seis contrastes de interés, con el
objetivo de evaluar si cada uno de los genes esta diferencialmente expresado en alguno de los

experimentos:

v VXccl-VCtrli=0 v VXccl=0
v VLov-VCtrl1=0 v VLov=0
v VXccl-V0iov=0 v VCtr1=0

Se crea la matriz de contrastes, con forma:

-1 -1 0 0 0 1

C=<0 1 -1 0 1 0)

1 0 1 1 0 0
—VCtrl +VXccl 0
—VCtrl + VLiov /0\
_ | =VLov 4+ VXccl 0
9 VXccl 10
0
0

Luego, el objetivo es probar si el vector B, = CTa

VLiov

VCtrl
Con esto, se prueba si cada uno de los genes esta diferencialmente expresado en alguno

de los experimentos.

Al realizar las pruebas de contrastes para los 22176 genes, se obtiene como resultado una
base de datos para cada una de las comparaciones, compuestas por 22176 filas y doce
variables, que contienen informacion acerca de la ubicacion del gen en el microarreglo, nombre
y medidas descriptivas de la razén de las expresiones del gen en los tratamientos que se
analizan. Entre estas, se encuentran:

¢ ID o Spot (identificacion del gen) e p valor correspondiente a la prueba,
o Valor de M observado corregido por el método FDR

e Valor de A observado e Desvio estandar del gen en esa

e Valor de la estadistica t observada comparacion, SE,

De las seis bases obtenidas presentan interés bioldgico aquellas en las que un tratamiento
es comparado con otro, por lo cual se consideran en adelante solo las tres bases obtenidas de
los contrastes entre tratamientos, las cuales se suman a las nueve comparaciones realizadas
previamente por Daurelio y col. de las cuales se dispone de los datos procesados.
Considerando todos los datos, se cuenta en el presente trabajo con los resultados de las
siguientes doce comparaciones o contrastes de interés biolégico:

VXcc-VCtr=0 VXcc-VMut=0
VXcv-VCtr=0 VXcc-VXcv=0
VMut-VCtr=0 VXccl-V0Lovl=0

VLov-VCtr1=0
VXccl-VCtrl=0
VMut-VXcv=0

(VMut-VCitr)-(KXcc-KCtr)=0
(VXcce-Vctr)-(KXce-Kcetr)=0
(VXcv-VCitr)-(KXcc-KCtr)=0

ASENENENENEN
ASANENENENEN
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Estas doce bases de datos fueron unidas en una Unica base que contiene el ID del gen 'y
las variables M, p-value y SE de cada comparacion, para todos los genes, con el fin de realizar
un andlisis multivariado de los datos y estudiar la co-expresion de los genes en los distintos
experimentos.

La Figura 5 muestra los gréficos de volcan para dos de las comparaciones realizadas.

Figura 5.
Grafico de volcan para la comparacion VXcv-VCtr.
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La base de datos generada con todas las comparaciones fue analizada con la finalidad de
obtener aquellos genes que presentaran expresion diferencial en al menos una de las
comparaciones. De los 22176 genes analizados, 12350 fueron detectados como
diferencialmente expresados en al menos un tratamiento considerando los resultados de la
prueba t. La Tabla 2 muestra el resumen de los resultados obtenidos tanto de las pruebas de
hipétesis como del fold change, y la combinacion de ambos, en términos de numero y
porcentaje respecto del total, de genes expresados de manera diferencial en cada una de las
comparaciones. Se observa que las comparaciones VXcv-VCtr, VXcv-VMut y VXcc-VXcv son
las que presentaron un mayor porcentaje de genes expresados de manera diferencial (entre el
30 y el 40%). EI maximo numero de genes expresados diferencialmente fue de 8681, esto
muestra que el uso de las pruebas t, aln con un pequefia muestra, es fundamental para
reducir el tamafio de la base final a analizar. Esta reduccién permitira realizar experimentos
mas especificos, con mas repeticiones, y pruebas estadisticas con mayor potencia.
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Tabla 2. Resumen del andlisis de genes expresados diferencialmente en la base de datos.

Genes con |[M|>1 Genes con p<0,05 con IMcl;igeysp<0,05
Comparacion Numero Porcentaje Numero Porcentaje Numero Porcentaje
1.VXcc-VCtr 639 2,88% 429 1,93% 140 0,63%
2.VXcv-VCtr 3088 13,92% 8681 39,15% 2738 12,35%
3.VMut-VCtr 724 3,26% 662 2,99% 216 0,97%
4.VLov-VCtrl 2125 9,58% 4023 18,14% 1622 7,31%
5.VXcc1-VCtrl 718 3,24% 973 4,39% 286 1,29%
6.VXcv-VMut 2252 10,16% 7131 32,16% 1918 8,65%
7.VXcc-VMut 404 1,82% 17 0,08% 12 0,05%
8.VXcc-VXcev 2298 10,36% 6753 30,45% 1974 8,90%
9.VXcc1-VLiov 877 3,95% 1123 5,06% 373 1,68%
10.(VMut-VCtr)-(KXcc-KCtr) 1432 6,46% 680 3,07% 364 1,64%
11.(VXcc-VCtr)-(KXcc-KCtr) 1482 6,68% 946 4,27% 449 2,02%
12.(VXcv-VCtr)-(KXcc-KCtr) 2538 11,44% 5145 23,20% 1696 7,65%

El andlisis exploratorio, utiliza por lo general los dos criterios, tanto el del fold change como
las pruebas estadisticas y si se consideran ambos, también se observa que los mayores
porcentajes de genes que cumplen con ambas condiciones se dan en las mismas tres
interacciones mencionadas (Tabla 2). Estas tienen como interaccibn comun a VXcv, entre la
planta de naranjo y la bacteria que no enferma citricos sino que genera una respuesta de
defensa por parte de la planta Xcv, y a esto se puede deber que un gran nimero de genes se
hayan expresado diferencialmente.

El andlisis multivariado llevado a cabo consta de un Analisis Cluster jerarquico con el fin de
encontrar y agrupar aquellos genes que se expresaron de manera similar en los diferentes
experimentos. En un primer paso, con el fin de agrupar sélo a aquellos genes que se hayan
expresado significativamente de manera diferencial, se aplica un filtro a la base completa,
mediante el cual se obtiene una nueva base con los 12350 genes que presentaron un valor de
p menor a 0,05 (a = 5%).. Luego se procedio a eliminar aquellos genes que contienen datos
faltantes en alguna comparacién (necesario para calcular la matriz de distancias), y la base
definitiva quedé compuesta por 10350 genes. Con dicha base se realiz6 un andlisis cluster, en
el cual se agruparon los genes segun los valores de M observados, obteniéndose el
dendograma presentado en la Figura 6. Sobre el mismo se realiz6 un corte utilizando la
herramienta rect.hclust, definiendo una distancia maxima de 15 unidades y se pudo observar la
formacion de ocho grupos posibles de genes conformados por distintas cantidades de genes,
las cuales se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3. Cantidad de genes en cada grupo con una distancia maxima de 10 unidades entre genes.
Grupo 1 2 3 4 5 6 7 8

Cantidad | 9891 | 266 136 19 7 6 20 5
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Figura 6. Dendograma para genes diferencialmente expresados en al menos una comparacion.
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Si bien el objetivo del andlisis es encontrar aquellos genes que estan diferencialmente
expresados, la decision no debe basarse exclusivamente en el resultado de las pruebas de
hipétesis, sino también en el valor de fold change obtenido para cada gen en cada
comparacion. Siguiendo esta linea, se aplicaron otros filtros considerando los valores del fold
change con el fin de obtener bases de datos mas pequefias, con genes que presentaron una
tasa de cambio mas importante.

A continuacién, en las figuras 7 y 8, se presentan los resultados de realizar un andlisis
cluster con los datos obtenidos al filtrar aquellos genes que presentaron un valor absoluto de M
mayor a 4 y posteriormente valores absolutos de M mayores a 5, es decir, que la expresiéon en
un experimento fue 16 o 32 veces la misma expresion en el otro experimento. Las bases
obtenidas contaban con 92 y 32 genes respectivamente.

Figura 7. Dendograma para genes diferencialmente expresados en al menos una comparaciéon con
valores absolutos de M mayores a 4.
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Figura 8. Dendograma para genes diferencialmente expresados en al menos una comparaciéon con
valores absolutos de M mayores a 5.
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A partir de estos resultados, los especialistas en el tema pueden determinar cuéal es la
funcion biologica de cada gen que conforma cada uno de los grupos y evaluar asi, si genes que
tienen funciones similares se expresaron de manera similar.

4. Conclusiones

En este trabajo se ha presentado una resefia de los procedimientos utilizados para el
analisis de datos de expresion génica obtenida a partir de la metodologia de microarreglos y
una aplicacion de los mismos a datos reales correspondientes a un problema de investigacion
en el que se intenta identificar grupos de genes con patrones de expresion similares.

El paso principal previo al andlisis es la normalizacién de los datos, con el objetivo de
eliminar el ruido o error sistematico que pueden presentar los datos. Este procedimiento fue
llevado a cabo utilizando la metodologia de regresion lineal local, aunque cabe destacar que es
posible la eleccion de otras metodologias para el mismo fin.

En un paso posterior, se ajustaron modelos lineales y a partir de éstos se plantearon
contrastes de interés bioldgico. Las pruebas de contrastes se llevaron a cabo a partir de una
estadistica t modificada, la cual utiliza todos los datos para el calculo de una variancia comun,
debido a la escasa cantidad de repeticiones en cada uno de los experimentos. Los escasos
tamafios muestrales en el contexto de los experimentos con microarreglos se deben a un
impedimento principalmente econdmico, ya que los mismos son muy costosos. No obstante, la
salvedad que se hace es que si bien el método es estadistico y se realiza una inferencia, la
misma es tomada en forma exploratoria, para reducir el tamafio de la base original y realizar, en
estudios posteriores, analisis con mayor profundidad y mayores tamafios de muestra de los
genes que hayan resultado de interés.

Por otro lado, dado el gran tamafio de las bases de datos obtenidas, una de las formas
practicas de presentar los resultados es de manera grafica. En ese sentido, se ha presentado y
ejemplificado el uso de los graficos MA, especificos para este tipo de aplicaciones.

Por dltimo, se aplicé a algunos subgrupos de genes de interés un analisis multivariado de
aglomeracion, el analisis cluster jerarquico, el cual permiti6 agrupar a los genes en funcion de
sus patrones de expresion, a partir de lo cual los especialistas pueden investigar si los genes
que se expresaron de manera similar comparten también funciones biolégicas similares.
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6. Anexo

» El 4cido desoxirribonucleico, abreviado como ADN, es un 4cido nucleico que contiene
instrucciones génicas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los organismos vivos
conocidos, y es responsable de su transmisién hereditaria. La funcién principal de la molécula
de ADN es el almacenamiento a largo plazo de informacion. Muchas veces, el ADN es
comparado con un plano o una receta, o un cédigo, ya que contiene las instrucciones
necesarias para construir otros componentes de las células, como las proteinas y las moléculas
de ARN. Los segmentos de ADN que llevan esta informacién génica son llamados genes, pero
las otras secuencias de ADN tienen propositos estructurales o toman parte en la regulacion del
uso de esta informacion génica.

+ EIl acido ribonucleico mensajero o ARNm es el que contiene la informacién génica (el
codigo genético) procedente del ADN del nucleo celular, es decir, el que determina el orden en
que se unirdn los aminoécidos de una proteina y actia como plantilla o patron para la sintesis
de dicha proteina.

* EI ADN complementario o ADN copia (ADNc) es una hebra de ADN de doble cadena,
una de las cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARNm a partir del
cual se ha sintetizado. Se suele utilizar para la clonacion de genes propios de células
eucariotas en células procariotas.
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