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Resumen

Una iniciativa conjunta del Instituto de Biotecnologia, CICVyA, INTA
Castelar, Argentina y el Centro de Investigaciéon Principe Felipe,
Valencia, Espafa, permitio el desarrollo de una matriz de alta densidad
de oligonucledtidos (chip) para el girasol (Helianthus annuus), incluyendo
aproximadamente 42K unigenes. El propésito de esta iniciativa fue el
analisis de los perfiles de expresiéon génica en respuesta a Tactores
bidéticos y abidticos. Estos estudios se llevan a cabo en una red de
laboratorios financiados a través del proyecto ANPCyT PAE 37100, que
representan los sectores publicos, gubernamentales y privados en la
Argentina.

La disponibilidad de este chip ha dado y dard origen una serie de
proyectos de gendmica funcional en girasol. EI chip, basado en tecnologia
Agilent, cuenta con un disefio de cuatro micromatrices (arreglos) por 44 K
sondas lo que permite hibridar simultaneamente cuatro muestras. La
disponibilidad de cuatro arreglos por chip, representa una ventaja desde
el punto de vista del disefio experimental, pero al mismo tiempo introduce
una iInnovacién que debe ser considerada tanto al momento del disefio de
las hibridaciones como en el analisis estadistico posterior.
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Introduccion

En los primeros tiempos del desarrollo de las micromatrices de ADNc o de
oligonucledtidos (microarrays), los aspectos metodologicos relativos al analisis de
experimentos que usaban estas tecnologias se centraron principalmente en la problematica
de la lectura de las imagenes, y en el pre-procesamiento de los datos leidos. La bldsqueda de
genes con expresion diferencial significativa se basé mayoritariamente en el ajuste de
modelos sencillos y la mayor atencion estuvo centrada en el control de falsos positivos y en
la estimacion de la varianza del error experimental. Debido a la simplicidad de los primeros
experimentos, no se prestd mucha atencion al disefio experimental asi como al modelado de
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datos. Una posible excepcion a este modelo, lo constituyeron los desarrollos para las
micromatrices de dos colores que, por la naturaleza de la plataforma, obligaban a tomar
algunos cuidados de disefio (i.e. disefios de intercambio por fluoréforo o “dye-swap”). En
los ultimos, afos la madurez de las técnicas de microarreglos y el desarrollo de nuevas
plataformas estandarizadas basadas en oligonucleétidos, dio impulso al desarrollo de
proyectos de expresion génica mas ambiciosos. Estos proyectos implementan experimentos
con una mayor rigueza en lo que se conoce como estructura de tratamientos y también en
su estructura de parcela. Las réplicas biologicas suelen provenir de parcelar ordenadas
segun un disefio experimental (estructura de parcela) y los tratamientos pueden ser el
resultado de multiples factores de clasificacion, incluyendo la presencia de datos
longitudinales (estructura de tratamientos). Esta complejidad tiene una contraparte
estadistica necesaria tanto a la hora del disefio como del analisis.

Este tipo de experimento no es nuevo para los estadisticos. Los han estado disefiando y
analizando desde mediados del siglo XX, en distintas aplicaciones del area agronémica e
industrial. Sin embargo, no han sido tan comunes en los experimentos con microarreglos y
esto se refleja en la falta de adecuadas implementaciones de software para analizarlos. La
disponibilidad de un chip multi-arreglo, como el disponible para los experimentos de
gendmica del girasol, introduce una innovacion que debe ser seriamente considerada a la
hora de disefiar el plan de hibridaciones y compatibilizarlo con el disefio utilizado para la
obtencion del material bioldgico.

A continuacion se presenta un ejemplo relacionado con esta problematica en un
experimento conducido con un chip multi-arreglo para evaluar el efecto de la inoculacion
del hongo necrotréfico Sclerotinia sclerotiorum a distintos tiempos post infeccién sobre el
perfil de expresion génico en dos lineas de girasol con comportamiento contrastante en
cuanto a su susceptibilidad a la enfermedad.

Elementos del Trabajo y Metodologia

El experimento cuyo disefio de hibridaciones se discute es un tri-factorial donde se
evaluaron dos lineas de girasol: RHA801, tolerante (T) y HA89 susceptible (S), dos
tratamientos de inoculacion: esporas de hongos (1) y la suspension o espray de agua (N) y
dos momentos post infeccion: 2 y 4 dias. Este arreglo tiene un total de 8 tratamientos y se
quiere repetir 3 veces.

El chip utilizado es un multi-arreglo con 4 campos por chip. Desde la Optica estadistica el
chip es un bloque con 4 unidades experimentales. Debido a que el experimento tiene 8
tratamientos y los bloques son de tamafio 4 necesitaremos utilizar el concepto de bloques
incompletos para disefiar la asignacion de los tratamientos a los blogques en cada repeticion.
Es obvio que para tener una repeticion del experimento se necesitan dos chips (8 unidades
experimentales). Esto implica que algunos pares de tratamiento van a quedar en bloques
diferentes y por lo tanto su comparaciéon va quedar “confundida” con la diferencia entre
blogues. Por ello, hay que controlar qué se confunde en cada repeticion siguiendo un plan
de confundimientos[1]. A esto se suma que el experimento tiene una estructura factorial de
tratamientos y por lo tanto el plan de confundimientos debe prestar atencidn a ello.

En un experimento tri-factorial con los factores: Linea, Inoculo y Tiempo, es deseable
poder evaluar los efectos fijos que se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1: Lista de efectos a evaluar en el experimento
tri-factorial donde los factores son Linea, In6culo y Tiempo

Efecto

Linea

In6culo

Tiempo

Linea*In6culo
Linea*Tiempo
In6culo*Tiempo
Linea*Inéculo*Tiempo

Si designamos a la linea tolerante como T y a la susceptible como S, a la exposicion al
hongo como | (inoculado) y no inoculado como Ny a los tiempos de evaluacion como 2 y
4, correspondientes a los dias 2 y 4 dias, tenemos los siguientes 8 tratamientos definidos
por la combinacién de niveles de cada factor:

TI2 TI4 TN2 TN4 SI2 Sl4 SN2 SN4

Para comprender el fundamento del plan de confusion debe entenderse como se estiman los
efectos de la Tabla 1.

La estimacion de los efectos listados en la Tabla 1 se realiza a través de contrastes. Un
contraste es una combinacion lineal, en ese caso aplicada a las medias de tratamientos. A
continuacion se muestran los coeficientes del contraste necesario para estimar el efecto
Linea. Este compara las medias de los tratamientos que contienen a la linea tolerante (T) vs
aquellos que contienen a la linea susceptible (S):

contrasteTvs.S :ZCiﬁi dondec'=1 1 1 1 -1 -1 -1 -1.
i=1
De manera similar si quisiéramos estimar el efecto In6culo necesitariamos un contraste que
compare los tratamientos que recibieron el ino6culo (1) vs los tratamientos que no lo
recibieron (N):

contraste Tvs.S :Zci,&i dondec'=1 1 -1 -1 1 1 -1 -1.
i=1
Si ubicaramos los tratamientos en los bloques segun el signo de los coeficientes de un
contraste, entonces, ese contraste y por lo tanto el efecto que estima, quedara confundido
con la diferencia entre bloque y no podré, en términos practicos, estimarse.

La Tabla 2 muestra los contrastes necesarios para estimar cada uno de los términos
enunciados en la Tabla 1. Es interesante observar que cada efecto tiene un Unico contraste
asociado debido a que los factores s6lo tienen dos niveles cada uno. Esto tiene implicancias
en el disefio de las hibridaciones del chip de girasol que se discutiran mas adelante.
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Tabla 2: Lista de efectos a evaluar en el experimento tri-factorial

Tratamientos

Efectos TI2 TI4 TN2 TN4 SI2 Sl4 SN2 SN4
Linea -1 -1 -1 -1 1 1 1 1
Inéculo -1 -1 1 1 -1 -1 1 1
Tiempo -1 1 -1 1 -1 1 1 1
Linea*Indculo 1 1 -1 -1 -1 A 1 1
Linea*Tiempo 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1
In6culo*Tiempo 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1
Linea*In6culo*Tiempo -1 1 1 -1 1 -1 -1 1

Como el experimento quiere repetirse 3 veces, podemos elegir en cada repeticion (dos
chips) un efecto diferente para confundir, de manera tal que en el experimento completo
todos los efectos puedan ser estimados. Obviamente aquellos efectos confundidos seran
estimados con menor precision y es por ello que debe establecerse qué efectos se quieren
sacrificar parcialmente. Si confundimos la interaccién triple y las interacciones dobles
In6culo*Tiempo y Linea*Tiempo entonces el plan final de hibridaciones es el que se
presenta en la Tabla 3.

Tabla 3: Plan final de hibridaciones

Repeticion| Chip | Efectos confundidos Asignacion de tratamientos

1 1 . , . TN4 TI2 SN2 Sl4
Linea*Inéculo*Tiempo

1 2 TN2 T4 SN4  SI2

2 3 , . TN2 TI2 SN4  Sl4
In6culo*Tiempo

2 4 TN4 TI4 SN2  SI2

3 5 ) . SI2 TN4 SN4  TI2
Linea*Tiempo

3 6 T4 SN2 TN2 Sl4

Cuando existe un disefio experimental asociado a la obtencion de las muestras bioldgicas
este debe disefiarse teniendo en cuenta el ulterior disefio de hibridacién y en la medida de
los posible tratar que los bloques, ya sean completos o no de ese disefio, contengan un
namero de unidades que sea multiplo de 4 de tal forma en que permita, con cierta facilidad
organizarse un disefio que contemple ambas etapas del proceso experimental total. Lo mas
importante es no perder la informacidén sobre el disefio que da origen a las muestras
bioldgicas (trazabilidad).

Una estructura de bloqueo puede aparecer a posteriori del disefio de hibridacion debido a
cuestiones de logistica en el proceso mismo de la hibridacion. En estos casos es posible que
algunas réplicas se realicen en distintas rondas de hibridacion considerando las capacidades
del instrumental y la planificacién del laboratorio. Esta informacion debe también anotarse
y contemplarse a la hora del andlisis ya que esto introduce otra “capa” en la estructura de
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parcela. En el experimento que analizamos, cada repeticion (dos chips) se hibrido en
distintas rondas de hibridacion.

Una vez que se tienen las lecturas normalizadas de expresion génica, la forma tradicional
de analizar experimentos con microarreglos de alta densidad es la utilizacion de librarias de
Bioconductor[2] como limma[3]. El enfoque se basa en el ajuste, gen a gen, de un modelo
lineal de efectos fijos para asignar p-valores para las distintas hipotesis de interés.
Eventualmente, limma permite especificar algunas estructuras de correlacion entre
observaciones de manera tal que puede contemplarse la presencia de efectos aleatorios
como los bloques. Sin embargo las facilidades de limma son limitadas para manejar
estructura de parcelas es compleja. La estrategia de analisis que se recomienda en este
trabajo es ajustar un modelo lineal de efectos mixtos. Estos modelos se Ilaman mixtos
porque tienen una parte conformada por efectos considerados fijos (reproducibles) y otra
parte dada por efectos aleatorios. En estos modelos la estructura de parcela se introduce a
través de efectos aleatorios, mientras que la estructura de tratamientos se modela en la parte
fija. Ademés de tener una gran plasticidad para incorporar los detalles del disefio
experimental, permiten manejar de manera transparente la presencia de datos faltantes. El
modelo ajustado fue el siguiente:

YO =u+ 4 +0,+y +A0; + Ay + Oy + Aoy +8 +C

ijkimn

m(h) T Eijimn

Y-f. =representa la expresidn génica del g-esimo gen en la i-ésima linea, j-ésimo indculo,
ijkimn

k-ésimo tiempo, |-ésima horneada de hibridacién,

m-ésimo bloque dentro de horneada,

n-ésima observacién dentro del bloque.

Y7, =media general comun a todas las observaciones
A = efecto de la i-ésima linea, i=1,2.

§j = efecto del j-ésimo indculo, j=1,2.

7k = efecto del k-ésimo tiempo, k=1,2.

Ad;  =interaccion de la i-ésima linea - j-ésimo indculo.
Ay, =interaccién de la i-ésima linea - k-ésimo tiempo.
Oy =interaccion del j-ésimo indculo - k-ésimo tiempo.

Ady;, =interaccion i-ésima linea - j-ésimo inoculo - k-ésimo tiempo.

S, = efecto aleatorio de la I-ésima horneada, I=1,...,3.
Cngy = €fecto aleatorio del m-ésimo bloque dentro de la I-ésima horneada, m(l)=1,2.
& =error experimental.

ijkimn

Una vez ajustado el modelo se probaron las hipotesis de efectos nulos para los distintos
efectos fijos. La asignacion de genes con efectos significativos se determind de manera
secuencial. Primero se filtraron los genes que resultaron significativos para la interaccion
tripe, luego se filtraron por las interacciones dobles y finalmente se examinaron, en los
genes remanentes los que presentaban efectos significativos para los efectos principales.
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Como el interés estaba centrado en el efecto de la inoculacion, sélo se consideraron las
interacciones: Linea*Inoculo*Tiempo,Indculo*Tiempo, Linea*Indculo y el efecto principal
In6culo. Una vez identificados los genes que resultaron significativos (p<0.001 — no
corregido para controlar FDR) se realizo un anélisis de agrupamiento de los perfiles medios
para los genes asociados a cada efecto significativo considerado. El algoritmo utilizado
para ello fue k-means. Debido a que interés estaba en agrupar perfiles de expresion segun
su forma, previo al analisis de agrupamiento, el perfil de cada gen fue centrado por la media
general de expresion del gen y escalado por la desviacion estandar residual.

La lectura de los microarreglos se realizo mediante la funcion read.maimages(), la
correccion por ruido de fondo mediante la funcion backgroundCorrect() utilizando el
método rma y normalizacion de los arreglos se realizo utilizan la funcion
normalizeBetweenArrays() especificando el método quantile, todas funciones de la libreria
limma. El modelado estadistico se realiz6 mediante la implementacion de un algoritmo
basado en la funcion Ime de la libreria nime[4] de R[5]. Todo el trabajo con R se realizd
bajo la interfaz de fgStatistics[6]. El calculo de los valores medios de tratamiento mediante
la libreria Ismeans[7].

Resultados

Mediante el procedimiento descripto anteriormente se pudieron identificar 36 genes que
muestran  patrones  diferenciales de  expresion para las  combinaciones
Linea*In6culo*Tiempo. Sus perfiles de expresion se muestran en la Figura 1. Para el efecto
Linea*In6culo se identificaron 19 genes cuyos perfiles se muestran en la Figura 2, y 7
genes mostraron expresion diferencial para la interaccion Tiempo*Inoculo (Figura 3).
Finalmente 11 genes mostraron cambios en su expresién debida al in6culo
independientemente de los otros factores considerados en el estudio. De estos genes, tres
mostraron niveles de expresion menores como resultado de la infeccion mientras que el
resto se sobre expres0. Todos estos genes estan actualmente siendo objeto de un analisis
avanzado a partir de las evidencias por funcion y proceso biolégico, como paso previo a
una etapa de validacion experimental

Discusién

El proposito de este trabajo es dirigir la atencion sobre algunos aspectos metodoldgicos del
disefio de los planes de hibridacion cuando se utilizan chips multi-arreglo como el
recientemente incorporado en los proyectos de genomica funcional del girasol. Es
importante que los investigadores involucrados en estos proyectos perciban que el disefio
de hibridaciones no es trivial, que debe considerarse en el marco mas amplio de un disefio
conjunto tanto para la obtencion del material biolégico como para el plan de hibridaciones
propiamente dicho y que la trazabilidad de los datos es crucial para la formulacion de un
modelo estadistico apropiado.

También se quiere destacar la necesidad de incorporar a los modelos mixtos en la practica
rutinaria del analisis de la expresion génica. Estos modelos no solo ofrecen la plasticidad
necesaria para contemplar estructuras de tratamiento complejas sino también vy
especialmente la posibilidad de modelar la estructura de parcela con todo el nivel de detalle
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que requiera. Mas aun, los modelos mixtos pueden ser utilizados no sélo para encontrar
genes candidatos sino también como un procesamiento previo a la aplicacion de otras
técnicas de analisis avanzadas. Aplicar cualquier procesamiento a los datos de expresion
génica sin eliminar previamente la estructura de parcela podria con facilidad conducir a
conclusiones erréneas. Los modelos mixtos permiten, de manera simple, obtener
expresiones génicas donde toda la variacion atribuible a la estructura de parcelas ha sido
eliminada.
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Figura 1: Perfiles de expresion génica de 3 tres grupos de genes que mostraron interaccion
Linea*In6culo*Tiempo significativa.
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Figura 2: Perfiles de expresion génica de 3 tres grupos de genes que mostraron interaccion
Linea*Inoculo significativa.
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Figura 3: Perfiles de expresion génica de 3 tres grupos de genes que mostraron interaccion
Tiempo*Indculo significativa.
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