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Resumen del Trabajo (méximo 250 palabras):

Dentro del campo de la Biologia de Sistemas, los modelos de redes de
interaccion se presentan como una herramienta de gran utilidad para
representar sistemas vivos de gran complejidad, ayudando a comprender cémo
las moléculas se coordinan e interaccionan para dar respuestas dinamicas
adecuadas al entorno que las rodea. La red de interacciones entre proteinas de
la planta modelo Arabidopsis thaliana L., publicada y validada
experimentalmente, presenta las caracteristicas tipicas de las redes jerarquicas,
lo que evidencia la existencia de organizaciones internas, como por ejemplo
mdédulos funcionales. El objetivo general de este estudio es relacionar perfiles
fenotipicos, en forma de datos transcriptomicos, con la red de interaccion de
proteinas (PPI) de A. thaliana, investigando posibles patrones de relacion y
organizacion.

En este estudio se ha determinado la correlacion entre perfiles de expresién
derivados de perturbaciones transcripcionales de experimentos con
micromatrices de RNA en estado estacionario, bajo diversas condiciones de
crecimiento, estados de desarrollo, estimulos abidticos y bidticos y una variedad
de genotipos mutantes; con la topologia que presentan los mismos genes en
contexto de la red PPI, como el grado de conexion o coeficiente de
agrupamiento. Se han identificado 12 genes que mantienen relaciones de
coexpresion y a su vez presentan interaccion directa en la red PPI, se han
predicho y caracterizado los médulos funcionales que los integra y elementos
conectores de gran interés por su papel de relacién de los diferentes modulos,
actuando como posibles dianas de transmision de informacién dentro de la red.




Abstract (in English, 250 words or less):

In the field of Systems Biology, models of interaction networks are a powerful tool
to approach living complex systems, also facilitating the understanding of the
structure and dynamics of the complex intercellular web of interactions that
contribute to the structure and function of a living cell. The protein-protein
interaction (PPI) network of Arabidopsis thaliana L., previously published and
experimentally validated, has the characteristic properties of hierarchical
networks. It is shown that PPI networks are dynamically organized into functional
modules. The aim of this study is to determine the correlation of transcriptomic
profiles with the PPI topology, seeking to demonstrate relational or structural
patterns within the network.

Correlation coefficients between expression profiles derived from microarray
data evaluated at steady-state RNA expression levels from several growth
conditions, developmental stages biotic and abiotic stresses, and a variety of
mutant genotypes, and topological properties, such as connectivity degree or
clustering coefficient, in PPl context have been evaluated. We identified 12
genes showing relations as coexpression and direct interaction in the network;
their functional modules were predicted and characterized. Connector nodes
were detected showing an important role as potential targets involved in
information transmission through the network.

Palabras clave (entre 4 y 8):

Systems Biology, Computational analysis, Omics data, Biological networks,
protein-protein interaction networks, Interactome, Arabidopsis thaliana.
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1. Introduccion

1.1 Contexto y justificacion del Trabajo

Los mecanismos de regulacion que generan respuestas dinamicas por
parte de un sistema vivo, es decir, como éste responde y se adapta a los
diferentes estimulos que recibe del entorno que lo rodea, aun son
altamente desconocidos a nivel molecular.

El desafio de la biologia molecular en la actualidad es comprender la
estructura y la dinamica de la compleja red de interacciones intracelulares
que contribuyen en la funcién y la estructura interna de una célula viva.
Los mapas de interacciones génicas y proteicas pueden revelar aspectos
fisicos y funcionales, aun desconocidos, de un sistema vivo [1-2]. Asi
pues, la comprension de los sistemas complejos asciende hacia un
enfoque de la Biologia de Sistemas, en la cual, en lugar de analizar los
elementos del sistema individualmente, intenta integrar todos los
elementos que intervienen en el mismo como conjunto, estudiando
también la manera en que se relacionan y organizan [3], tanto a nivel de
interacciones directas, como mecanismos de regulacion de las estructuras
internas.

Paralelamente, el rapido desarrollo de las tecnologias aplicadas al estudio
de la biologia, tales como la secuenciacion masiva o técnicas omicas de
alto rendimiento; y la biologia computacional, ha supuesto un gran desafio
en las ciencias 6micas, ya que la generacion masiva de datos supone un
problema a la hora de almacenar, analizar e interpretar una gran cantidad
de datos en su contexto bioldgico.

La Biologia de Sistemas, aplica numerosas herramientas de diferentes
campos de conocimiento. Por ejemplo, la Biologia Computacional aplica
modelos y métodos matematicos que permiten disefiar y desarrollar
modelos o aproximaciones interactivas que simulan sistemas vivos de
gran complejidad, como puede ser una célula. Concretamente, la teoria
de redes o teoria de grafos, es una herramienta de gran utilidad en la
simulacién de las interacciones moleculares de los procesos biologicos
[4]. De esta manera, la aplicacion de una metodologia novedosa a los
problemas biolégicos permite una comprension del sistema anteriormente
imposible. Las redes bioldgicas ofrecen una vision detallada del sistema
vivo y los elementos que intervienen en él, y cdmo estos se relacionan. A
nivel molecular se utilizan para representar interacciones entre genes,



proteinas, metabolitos, etc. Las relaciones son representadas a través de
graficos donde miles de nodos estan conectados con miles de vértices.
Algunas de las redes biolégicas que mas se estan estudiando hoy en dia
son las redes de interaccion proteina-proteina (PPI), las redes de
regulacion (GRNSs) y las redes metabdlicas y bioquimicas [5].

De las de redes de proteinas PPI se puede extraer informacién de como
las proteinas se coordinan para llevar a cabo funciones y realizar los
procesos biolégicos que ocurren a nivel intracelular, tales como
mecanismos de transduccion de sefales [6,7], modificaciones post-
traduccionales y procesos de desarrollo [8,9]. Ofrecen también, la
posibilidad de desarrollar herramientas para la prediccion de proteinas
con funcion desconocida hasta el momento, ya que, la funcién de un gen
puede ser definida estudiando sus genes relacionados, a nivel evolutivo,
de similitud de secuencias o interacciones moleculares [3].

Sin embargo, las propiedades de las redes biologicas, como robustez y
plasticidad, [10-16] se presentan como cuestiones centrales, ya que su
comprension puede generar grandes impactos en el futuro tanto en la
medicina, en ciencia basica o0 cualquier otra rama cientifica de
investigacion [3].

Por otro lado, la tecnologia de micromatrices permite medir los valores de
expresion de miles de genes en unas condiciones determinadas a las que
estad sometido un organismo. Esta tecnologia es muy util para identificar
si los perfiles de expresion difieren de manera significativa entre varios
grupos de estudio. Concretamente, las micromatrices de proteinas son
Utiles para identificar y cuantificar proteinas, péptidos, componentes de
bajo peso molecular y oligosacaridos o DNA, ademas de ser utilizados
para estudiar interacciones entre proteinas [17].

Los meta-analisis de las colecciones de datos de micromatrices se pueden
utilizar para construir redes, aportando informacion sobre funciones
bioldgicas e interacciones entre los elementos que constituyen las células,
organos y organismos [18]. Existe una extensa cantidad de estudios
realizados con micromatrices. Los resultados de muchos de ellos se
almacenan en bases de datos y repositorios.

En el presente Trabajo Final de master, se ha llevado a cabo un proyecto
de investigacion donde se estudia la red de interacciones moleculares
proteina-proteina (PPI) en relaciébn a datos de transcriptomica a nivel
celular de un organismo modelo vegetal, con el fin de profundizar en la
organizacion interna de la red PPl y el modo de regulacion de moédulos
funcionales que desencadenan respuestas dinamicas.



Sobre el organismo modelo Arabidopsis thaliana, muy utilizado en
estudios de funcion de proteinas, interacciones y estudios mutacionales
[19], existe una gran cantidad de informacion bioldgica contenida en bases
de datos tales como TAIR [20], AtPID [21], AtPIN [22] o en toda la literatura
cientifica. El analisis de los perfiles transcriptbmicos mediante la
tecnologia micromatrices de oligos de A. thaliana, muestra un gran
potencial para identificar respuestas dinamicas y los mecanismos de
regulacion de respuestas.

La red PPI de A. thaliana utilizada en el estudio ha sido construida
mediante la identificacion de alto rendimiento de proteinas en levadura
[23, 24], ademas de la integracion de todas las interacciones conocidas y
contenidas en la base de datos BioGRID [25]. A partir de estos mismos
datos se deducen relaciones de coexpresion entre genes, donde se
pueden identificar patrones de expresion. Todo ello complementa la
informacion previa conocida, para entender cOmo este organismo ha
evolucionado y como responde a los diferentes ambientes en los que
habita.

El estudio de red consiste en un andlisis de la topologia de la red
interactoma PPI para un organismo modelo vegetal, algunas de las
propiedades estudiadas son la centralidad de un cierto nodo, el grado de
conectividad y el coeficiente de agrupamiento. A través de métodos
probabilisticos y métodos de estimacion de correlaciones se relacionan
datos de naturaleza émica con la topologia de la red PPI. Los resultados
han sido sometidos a analisis estadisticos para comprobar su
significancia.

Posteriormente, se contextualizan los datos de los perfiles de expresion
génica y coexpresion en la red interactoma, localizando los nodos que
representan los genes de interés, con la finalidad de complementar la
informacion, tanto estructural como biolégica que ofrece la red. Se desea
probar la robustez genética de la red global y de sus estructuras de
organizacion interna, aplicando los recientes conceptos publicados sobre
la dinamica de las redes de interaccion.

La motivacion de este trabajo reside en el interés que despierta la Biologia
de Sistemas en la alumna. La investigacion e innovacion en este campo
presenta una nueva perspectiva en el estudio de la biologia, el cual se
centra en la comprensién del sistema vivo integrando todos los elementos
qgue intervienen en él. Es una ciencia multidisciplinar que integra
herramientas de diferentes campos del conocimiento. Este hecho, induce
al trabajo entre profesionales de diferentes disciplinas, los cuales pueden
tener diferentes puntos de vista sobre el estudio. El didlogo entre ellos y
la conjuncion de las herramientas y enfoques que aportan cada uno
conlleva un gran avance en el entendimiento de la vida.



Las aplicaciones que se desarrollan del estudio de redes bioldgicas,
también abarcan una gran diversidad de campos, principalmente en
biotecnologia y biomedicina. Algunos ejemplos son desde la ciencia
bésica aportando conocimiento; en la medicina presenta gran utilidad en
el desarrollo de terapias génicas o medicina personalizada; en agricultura
permite la manipulacion de caracteres de interés; en el campo de la
virologia se desarrollan estrategias antivirales, etc.

He elegido el Instituto de Biologia Molecular y Celular de Plantas (IBMCP),
centro mixto del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y
de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV) para realizar el TFM por
el prestigio de esta institucion. En el IBMCP se llevan a cabo numerosas
investigaciones en el campo de la Biologia Computacional y Biologia de
Sistemas de plantas y de la interaccién planta-patégeno. Por ello es un
centro adecuado para continuar con el aprendizaje en estos campos
relacionados intimamente con el master cursado de la Universitat Oberta
de Catalunya.



1.2 Obijetivos del Trabajo

El objetivo general del presente Trabajo Final de Master es el estudio de
las bases moleculares que permiten a los organismos complejos tener
respuestas dinamicas ante perturbaciones ambientales. En particular, el
estudio de la red de interacciones entre las proteinas de una célula de un
organismo modelo vegetal, A. thaliana, con el fin de entender su
organizacion para dar respuestas dinamicas.

Para alcanzar dicho objetivo se proponen unos objetivos especificos en
los que se basan las tareas para el desarrollo del proyecto:

- Desarrollo de scripts propios para el analisis de datos.

- Contextualizacién e interpretacion de datos dmicos en un modelo de la
red de interaccion de proteinas.

- Caracterizacion del interactoma de A. thaliana in silico.

- Estudio de la robustez genética de la red del interactoma objeto y de las
organizaciones internas.

- Estudio de las formas modulares de organizacion de la red.

- Estudio de los mecanismos de activaciéon de grupos de proteinas que
interaccionan entre si.



1.3 Enfoque y método seguido

El enfoque del estudio se concentra en la realizacion del analisis in silico
de datos transcriptomicos, perfiles de expresion génica de un organismo
modelo vegetal en diferentes condiciones, en relacibn a la red de
interacciones proteina-proteina (PPI) del mismo organismo. Se han
planteado hipotesis de correlacion entre parametros y se han realizado
pruebas de significancia con métodos estadisticos no paramétricos
adecuados a las caracteristicas de los datos analizados. En base a los
estudios mas recientes y revisiones de la divulgacion cientifica, se
plantean los siguientes analisis: procesamiento de ficheros
computacionalmente, analisis de correlacion entre expresion y volatilidad
génica con las propiedades topologicas de la red PPI o interactoma de A.
thaliana, identificacion de relaciones de coexpresion en contexto de la red,
y andlisis modular de genes coexpresados.

El objeto de partida son ficheros extraidos y procesados de diferentes
bases de datos: i) dos ficheros que recogen la informacion de la red de A.
thaliana hasta la fecha conocida [23-24], a partir de los cuales se
representa la estructura de la red y se estudian sus propiedades
topoldgicas; ii) un fichero que contiene datos de perfiles de expresion
génica de experimentos de micromatrices de oligos, de A. thaliana en
diversas condiciones [18]; y iii) datos de coexpresion entre genes del
mismo organismo obtenidos a partir del andlisis de experimentos de
micromatrices [18].

Procesamiento de datos utilizando la linea de comandos de la terminal de
Mac del sistema operativo OS X, que utiliza el intérprete de comandos -
bash; y scripts creados con lenguaje Python [26]. Analisis estadisticos con
R [27]. Se han utilizado Python y R [26, 27] debido a su facilidad en el
lenguaje de programacion, su versatilidad para abordar multiples
problemas, y la gran disponibilidad de librerias ya creadas. Ademas de
gue son los dos softwares principales que se han impartido en el master
de Bioinformatica y Bioestadistica de la UOC, por lo que el nivel de
conocimiento adquirido por la alumna ha permitido su utilizacion.
Utilizando teoria de redes, se desea predecir y simular la estructura de la
red de interaccion. Para la representacion grafica de la red se utilizara el
software Cytoscape (version 3.4.0) [28].



1.4 Planificacion del Trabajo

En primer lugar, los ficheros de partida que contienen toda la informacion
biolégica a analizar, son procesados mediante scripts de Python propios
y en algunos casos, mediante la linea de comandos de la terminal. Dichos
scripts se encuentran disponibles para su consulta en GitHub [29]
(https://github.com/silsgs/masterthesis).

A continuacion, se realiza un analisis de expresion génica sobre los genes
caracterizados en la red interactoma, contrastando sus niveles de
expresion con las propiedades topologicas que caracterizan la red PPI
utilizada, las cuales son el grado de conectividad de los genes y el
promedio de caminos cortos que conectan dos puntos de la red.

Se realizd a continuacion un analisis de las relaciones de coexpresion en
la red, donde se han localizado aquellos genes de los que se conoce que
mantienen una relacion de coexpresion y a su vez interaccionan
directamente en la red.

Finalmente, el estudio concluird con un analisis de la modularidad de la
red interactoma. En base a las interacciones proteina-proteina, se
localizan los genes con mayor y menor expresion génica, los genes que
muestran coexpresion e interaccion directa en la red, y modulos
funcionales, en base a las teorias dinamicas de regulacion de las redes
de tipo PPI.

Cada fase del estudio finaliza con la elaboracién de un corto informe a
modo resumen, donde se recoge la metodologia utilizada, conclusiones y
dificultades encontradas durante su realizacion.

Las tareas para cada parte del proyecto se pueden resumir en los
siguientes puntos:

- Creacion de scripts en cédigo Python [26].

- Utilizacion de comandos en la terminal para el procesamiento de ficheros.

- Importacidon de datos y analisis estadisticos en R [27].

- Creacion de representaciones gréficas tanto de redes de interaccién como
de los analisis estadisticos realizados.

- Analisis funcional con la herramienta PANTHER [30] y categorias Gene
Ontology [31].

- Conclusion de los analisis elaborando un informe resumen de todas las
tareas realizadas y los problemas que hayan podido ocurrir, asi como las
conclusiones extraidas en cada parte del proyecto.


https://github.com/silsgs/masterthesis

El preludio del Trabajo Final consiste en la elaboracién de dos informes a
modo resumen de propuesta y planificacion del trabajo que se va a
realizar.

Durante el desarrollo, se elaboraron 2 informes de seguimiento que
constan como las Pruebas de Evaluacion Continua 2 y 3, PEC2 y PEC3,
las cuales se incluyen como anexo, para la asignatura del Trabajo Final
de Master. En ellas se relata de manera objetiva el desarrollo del trabajo
y los avances hasta cada una de las fechas de entrega. Se documentan
también los retrasos en el programa o imprevistos; las tareas realizadas y
no realizadas; y una critica sobre el tiempo planificado para cada tarea.
De esta manera el tutor realiza una revision de seguimiento de las
competencias especificas y transversales que el alumno debe ir
adquiriendo durante la realizacion del trabajo final.

Finalmente, el trabajo concluye con la presentacion de la memoria final y
su defensa ante un tribunal de expertos a través de un video.

A continuacion, se muestra un esquema de la planificacion de las tareas
gue se han desarrollado en éste trabajo final de master, determinando el
tiempo de dedicacion con las fechas de inicio y fin. Se incluyen también
las tareas de seguimiento propuestas por la Universitat Oberta de
Catalunya.

Septiembre 2016:

v
v

Propuesta TFM “Ad-hoc” y matriculacion.
Andlisis de expresion génica: 15/09/16 — 03/10/2016

Octubre 2016:

AR

PEC1 — Plan de Trabajo: 03/10/2016 — 10/10/2016

Analisis de coexpresion: 04/10/16 — 20/10/16

Inicio del andlisis de redes: 04/10/16

PEC2 — Desarrollo del trabajo Fase I: Informe del seguimiento del
proyecto, especificando tareas previstas realizadas, y no realizadas.
10/10/2016 — 31/10/16

Noviembre 2016:

v

v

PEC3 — Desarrollo del trabajo Fase Il: informe de seguimiento peridédico
del desarrollo del trabajo realizado hasta el momento. 31/10/16 —
28/11/16

Finalizacion del analisis de redes: 22/11/16



Diciembre 2016 — enero 2017:

v" Memoria del trabajo final: elaboracién de la memoria del trabajo final,
maximo 90 péaginas. 28/11/16 — 26/12/16

v' ENTREGA MEMORIA TRABAJO FINAL: 26/12/2016

v' Presentacién del trabajo e informe de autoevaluacion: 26/12/2016 —
02/01/2017

v Defensa publica ante tribunal: 10/01/2017 — 17/01/2017

8/18/16 9/7/16 9/27/16 10/17/16 11/6/16 11/26/16 12/16/16 1/5/17  1/25/17

Proyecto TFM
Propuesta | h
PEC1 [
PEC2 [
PEC3 [

Memoria Final I
Presentacion y autoev. [ |
Defensa [

A. Expresion I

A. Coexpresion [
A. Volatilidad I

A. Redes _

Figura 1: Diagrama de Gantt que ilustra la planificacion de las tareas del proyecto
relacionado con el tiempo de dedicacion previsto para cada tarea.




1.5 Breve sumario de productos obtenidos

Documentos oficiales para la Universitat Oberta de Catalunya:

Propuesta de Trabajo Final de Master “Ad-hoc”.

Pruebas de evaluacion continua 1, Planificacion del trabajo; 2,
Informe de seguimiento Fase I; y 3, Informe de seguimiento Fase
Il.

Memoria Final.

Informe de Autoevaluacion.

Resultados del estudio:

Repositorio online de scripts en Python, en GitHub,
(https://qithub.com/silsgs/masterthesis).

Scripts en codigo Python para el procesamiento de ficheros.
Scripts en RMarkdown para el andlisis de resultados.
Investigacion sobre redes biologicas PPI, a publicar en el futuro en
revistas especializadas.

10


https://github.com/silsgs/masterthesis

1.6 Breve descripcion de los capitulos de la memoria

El proyecto se detalla en los siguientes capitulos:

En el primer capitulo Introduccion se ha expuesto la problematica que se
desea investigar y su contexto, y se han introducido los aspectos mas
relevantes para facilitar la comprension del contenido.

En el segundo capitulo, Materiales y Métodos, se detallan los materiales
utilizados en los analisis, desde la descripcion de los datos de partida, los
softwares utilizados, y métodos estadisticos aplicados.

A continuacion en el tercer capitulo, Resultados, se documentan en una
primera seccion los resultados obtenidos del analisis de los perfiles de
expresion génica; y en una segunda seccion los resultados para el analisis
de coexpresion y modularidad de los genes coexpresados. En este
capitulo se narra todo el proceso hasta la obtencion de los resultados,
apoyado por graficos explicativos y tablas. Estos gréaficos estan asociados
a un pie de figura que revela los detalles mas importantes de la misma.
Ademas, una tabla que recoge informacion biolégica acerca de los
resultados obtenidos en el analisis de coexpresion. Los resultados son
discutidos realizando una critica objetiva y una comparacion con otros
estudios publicados.

Finalmente, en el capitulo cuarto, se detallan las conclusiones obtenidas
del estudio, una critica sobre la planificacion del proyecto, y una seccion
de aspectos futuros en relacion al estudio realizado.
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2. Materiales y métodos

2.1 Datos bioldgicos

En este apartado se explican los datos de partida del estudio, las variables
en las que esté contenida la informacion biolégica de interés y su origen.

El proyecto comienza con datos biologicos sobre A. thaliana de dos tipos
diferentes. Unos datos contienen informacion sobre perfiles de expresion
de A. thaliana sometida a diferentes condiciones [18]; y otros que
contienen la informacion para la construccion y analisis topologico de la
red PPI de A. thaliana [23-25].

2.1.1 Datos de transcriptémica

Los datos que se analizan tiene su origen en los analisis realizados en un
estudio anterior [18] en el que se recopilaron datos de perfiles de
expresion transcripcional de micromatrices de oligos despositados en la
base de datos TAIR (version 7) [32]. Se calcularon valores promedio de
expresion de genes de A. thaliana en diferentes condiciones, con la
finalidad de inferir la red de regulacion transcripcional para dicho
organismo.

Los perfiles de expresion de mRNA en estado estacionario derivados de
perturbaciones transcripcionales fueron obtenidos de TAIR (version 7)
[32], bajo el patrén de busqueda “transcriptional factor’. Estos datos
contienen perfiles de expresion de A. thaliana bajo diversas condiciones
experimentales: diferentes condiciones de crecimiento, estados de
desarrollo, condiciones en las que se someti6é el organismo a estimulos
gue generan estrés bidtico o abidtico y una variedad de genotipos
mutantes. Se encontraron 1.187 factores de transcripcion en las
anotaciones funcionales del genoma de A. thaliana disponible en TAIR
(version 7) [32]. El conjunto de datos contiene datos de expresion pre-
procesados de 1.436 experimentos de hibridacion en los que se utilizaron
22.810 sondas marcadas en AffimetrixX's GeneChip Arabidopsis ATH1
Genome Array [33]. En el estudio de Carrera, et al. [18]; se consideraron
22.094 genes. Los arrays se obtuvieron de la casa NASCArrays [34] y
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AtGenExpress [35]. La normalizacion de los datos se realizé utilizando el
método robusto del promedio muti-array [36].

Asi el presente estudio comienza con tres ficheros que contienen la
informacién biologica en forma de datos de naturaleza transcriptémica,
resultado de la metodologia explicada. El primero contiene datos de
expresion para los genes de A. thaliana, y los dos restantes contienen
informacion sobre relaciones de coexpresion entre los genes del mismo
organismo. Estos datos se sometieron a una fase de procesamiento que
trata las lineas con elementos repetidos, o filas que asocia mas de dos
genes. Las tareas de procesamiento de ficheros se explican en el préximo
apartado.

Los datos de expresion contienen los siguientes valores: i) un valor
promedio de los niveles de expresion génica para 23.140 genes de A.
thaliana; y ii) un segundo valor que corresponde a la desviacion estandar
del calculo del promedio, también denominado coeficiente de variacion.

A partir de los datos de expresidén génica se calcul6 el coeficiente de
volatilidad mediante un script en codigo Python. El coeficiente de
volatilidad equivale al coeficiente de variacion de la expresién génica; es
decir, corresponde a la relacion entre la desviacion tipica de la expresion
y su promedio obtenido de las diferentes condiciones de estudio. A partir
de este dato, se puede conocer mas detalles sobre los niveles de
expresion de los genes, asi como si un gen es muy volatil, puede
presentar picos de expresion en determinadas situaciones, o de lo
contrario, si es poco volatil significa que sus niveles de expresion fluctian
muy poco.

El coeficiente de volatilidad se calcul6 de la siguiente manera:

gi

Hi

Donde v; es el coeficiente de volatilidad de un gen o coeficiente de
variacion; o; corresponde a la desviacion tipica y u; es el promedio de
expresion génica. Los valores obtenidos del coeficiente de volatilidad se

almacenan en una nueva variable junto con los datos del promedio y de
la desviacion en un fichero independiente.

Vi =

En base a los resultados obtenidos en el estudio de Carrera et al. [18], se
obtuvieron relaciones de coexpresion entre genes de A. thaliana. La
coexpresion entre genes se mide correlacionando sus perfiles de
expresion en unas condiciones dadas [37], de modo que se entiende que
existe coexpresion entre dos genes cuando, al amentar o disminuir los
niveles de expresion del primer gen, el segundo gen también ve alterados
sus niveles de expresion. Se recogieron en un fichero 722.659 parejas de
genes de A. thaliana que simbolizan correlacion entre ellos.

13



2.1.2. El interactoma de Arabidopsis thaliana

Las técnicas a gran escala y de alto rendimiento pueden detectar
proteinas que interactian dentro de un organismo. Entre ellos, los
métodos mas utilizados para la deteccion de interacciones proteina-
proteina son los ensayos de traccion (“pull down assays”) [38], la
purificacion mediante afinidad (“tandem affinity purification”, TAP) [39], los
ensayos de doble hibrido en levaduras (“yeast two-hybrid”, Y2H) [40],
espectrometria de masas [41], micromatrices [42] y exhibicion en
bacteri6fagos (“phage display”) [43, 3]. A partir de estas técnicas se
calcularon los datos, y se infiri6 la red biolégica de interaccién tipo PPI o
interactoma, que refleja las interacciones entre proteinas detectadas
experimentalmente.

El interactoma o red PPI de A. thaliana utilizada en este estudio ha sido
construida mediante la identificacion de interacciones binarias entre
proteinas de alto rendimiento en levadura [23, 24], ademas se han
integrado las interacciones conocidas y contenidas en la base de datos
BioGRID [25]. El interactoma cubre alrededor de 8.000 proteinas, y tiene
cerca de 22.000 interacciones no redundantes, todas ellas validadas con
pruebas experimentales. El interactoma utilizado en este trabajo se
proporciona en los materiales anexos. La red se organiza internamente
como una red libre de escalas, indirecta y multi-vértices. Para comprender
la organizacion interna de las redes bioldgicas, se incluyen las siguientes
informaciones generales propias de la teoria de grafos.

La mayoria de las redes bioldgicas son libres de escalas, lo que significa
que la distribucion del grado se aproxima a una ley universal que sigue la
expresion matematica P(k)~k™Y, donde y es el exponente del grado de
conexiones [1]. Se dice que un grafico G es indirecto cuando puede
definirse como un par (V, E) donde V es un conjunto de vértices que
representan los nodos y E es un conjunto de aristas que representan las
conexiones entre los nodos sin direccion especifica [3]. Una red presenta
multi-aristas cuando dos 0 mas aristas acaban en un mismo nodo. Son
multi-vértices las redes en las que se pueden enlazar dos elementos a
través de mas de una conexién, como ocurre en la mayoria de las redes
biolégicas [3].

La representacion de la red PPl de A. thaliana se realiza mediante la
herramienta Cytoscape. Para ello, es necesario un fichero de entrada que
contenga las interacciones directas que se dan en el interactoma a modo
de lista de parejas de genes. El formato de éste fichero es sencillo ya que
se compone de dos columnas con un primer gen que interacciona con el
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segundo. Posteriormente, una vez importado el fichero en Cytoscape, el
software interpretara las interacciones.

Cuando se habla de la topologia de la red, se hace referencia a las
propiedades estructurales o topoldgicas de la red global y de sus
elementos. Estas propiedades ofrecen informacion de cémo estan
conectados los nodos de la red, su localizacion, o informacion sobre los
elementos que los rodean. Algunas de las mas destacadas en el estudio
de redes biolégicas son:

Conectividad o grado de conectividad (k): es la propiedad mas
caracteristica de un nodo, indica cuantas aristas relacionan un nodo con
otros. Esta propiedad presenta un unico valor para redes indirectas [3].

Coeficiente de agrupacion (C): en la teoria de redes, C corresponde a la
medida del grado en que los nodos de un grafico tienden a agruparse [44].
En muchas redes, si un nodo A esta conectado con B, y B conecta con C,
es muy probable que A conecte también con C.; esta relacion es la que
cuantifica el valor del coeficiente de agrupamiento. Los estudios sobre la
modularidad de las redes muestran que los mdodulos funcionales tienden
a estar formados por nodos con valores altos de C, es decir que estos
nodos conectan entre ellos formando tridngulos [44].

Camino mas corto y media de longitud de caminos (l): la distancia en las
redes es medida con la longitud de un camino, lo que proporciona
informacion de cuantos nodos se debe atravesar para llegar de un nodo
cualquiera a otro nodo aleatorio de la red [1, 3].

Centralidad intermedia o “betweenness centrality”: es un indicador de la
centralidad de un nodo en la red. Es el nimero de todos los trayectos mas
cortos de todos los vértices a todos los deméas que pasan por ese nodo.
Un nodo con alta centralidad tiene una gran influencia en la transmision
de informacion a través de la red. La centralidad intermedia de un borde,
es la suma de la fraccion de caminos mas cortos de todos los pares que
pasan [44].
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2.2 Softwares para el desarrollo del proyecto

221R

Para el andlisis de los datos se utilizo el software libre R [27], a través de
la interfaz RStudio [45], para relacionar y analizar estadisticamente las
variables objeto de cada parte del estudio, y evaluar las hipétesis que se
plantean. El motivo por el que se ha escogido dicho software es por la
amplia variedad de modelos estadisticos y técnicas graficas que
proporciona. R es un conjunto integrado de instalaciones de software para
la manipulacion de datos, calculo y visualizacion grafica [27]. Ademas,
permite crear paquetes de extension por parte de los usuarios creando
nuevas herramientas muy Utiles para el andlisis de datos. La interfaz
RStudio [45], es un entorno de desarrollo integrado de R, que facilita la
utilizacion y comprension del codigo [45]. Presenta diferentes areas dentro
de la ventana de trabajo donde se pueden visualizar tablas de datos, las
variables definidas por el usuario, consola de comandos, visualizacion de
graficos, y la herramienta ayuda que imprime el manual de las funciones
integradas en R y en los paquetes de extension cargados.

Dentro de todos los paquetes de extension que ofrece R, destacamos el
paquete “ggplot2”, el cual se ha utilizado para generar los graficos que
aparecen en este estudio. “ggplot2” produce estadisticas o graficos de
datos a través de una gramatica basada en el libro “The grammar of
graphics” [46], compuesta por un conjunto de componentes
independientes que se pueden combinar de muchas formas diferentes
[47].

2.2.2 Python y GitHub

Se utilizé el lenguaje de programacion Python [26] para el procesamiento
de ficheros que contienen los datos biologicos que se han analizado y han
sido explicados al inicio de esta seccion.

La herramienta Python [26] se presenta como un lenguaje de
programacion para la integracion y desarrollo de softwares. Este lenguaje
nace como solucién al problema de interoperabilidad de la gran variedad
de métodos computacionales aplicados a la biologia, para simular,
analizar y comprender las complejas propiedades de los sistemas vivos
[48]. Este lenguaje de programacion pretende facilitar el uso de métodos
computacionales, y se ha establecido como uno de los mas populares en
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la computacion cientifica [49]. Es un lenguaje interpretado, interactivo y
orientado a objetos, que ofrece una sintaxis sencilla e intuitiva, basado en
cadigos de alto rendimiento como Fortran, C o C++ [50]. Provee una gran
cantidad de estructuras de almacenamiento de datos y la posibilidad de
crear funciones propias [48]. Con funciones pre-programadas que facilitan
su comprension y aplicacion. Ademas, dispone de la posibilidad de
habilitar paquetes de extension que proveen funciones orientadas al tipo
de aplicacion deseada. En este caso, no se ha utilizado ningln paquete
de extensién adicional, ya que, para el procesamiento de ficheros, con las
funciones implementadas por defecto, y las estructuras de datos
disponibles es suficiente. La creacidén de nuevos scripts donde el input se
declara como una variable general, permite la reproducibilidad de los
datos, y la facil adaptacion de los scripts para modificaciones en los
analisis. Los scripts son aplicados sobre los ficheros de entrada a través
de la terminal del sistema operativo OS X.

Los scripts elaborados a lo largo del desarrollo del proyecto se han
depositado publicamente en un repositorio online de libre acceso llamado
GitHub. Esta plataforma de desarrollo colaborativo permite alojar
proyectos utilizando un sistema de control de versiones.

Este repositorio se cred con la finalidad de una supervision eficaz de los
scripts que se elaboraron para el procesamiento de ficheros. Link de
acceso: https://github.com/silsgs/masterthesis

Las principales tareas de procesamiento de ficheros que realizan los
scripts son:

Ordenacién de los datos que contienen mas de un elemento en un mismo
campo. Por ejemplo, en la variable ‘id’ que contiene los identificadores de
los genes, pueden aparecer mas de un gen separados por el caracter *;’
en el mismo campo. Esta tarea se ha realizado sobre todos los ficheros
de entrada a excepcion de los que contienen la informacién del
interactoma de A. thaliana.

Funciones de calculo de coeficientes, en cuanto al coeficiente de
volatilidad; y valores promedio para los campos de expresion y desviacion
tipica. Para los genes repetidos en el fichero que contiene los valores
promedio de expresion y desviacion tipica, se tomaron los valores para
los genes coincidentes y se calculd la media para ambas variables. Para
el mismo fichero, se calcul6 el coeficiente de volatilidad segun la formula
anteriormente explicada, para cada entrada o gen del fichero.

Asociacion de valores cuyo origen son diferentes fuentes o ficheros de
entrada. Los valores de las propiedades topoldgicas se encuentran
contenidos en los ficheros obtenidos de la base de datos TAIR [32], a
través de un script, se mapean los genes integrados en el interactoma que
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aparecen también en los datos de expresion. En un nuevo fichero se
combinan los valores de expresion y volatilidad con los valores de las
propiedades topoldgicas de los mismos genes. Aquellos que no se
encuentran en el interactoma se asignan el cédigo ‘n/a’ para las variables
de la topologia de la red.

Creacion de subconjuntos de datos aleatorios. En el andlisis de
coexpresion, se cred un nuevo fichero con asociaciones de genes
aleatorios a partir del conjunto de datos contenido en el fichero de
correlacién génica entre una pareja de genes.

2.2.3 Cytoscape

Cytoscape es una plataforma de software de codigo abierto para visualizar
redes de cualquier naturaleza o aplicacién. Presenta gran utilidad en la
inferencia de redes biolégicas, para representar interacciones
moleculares y/o rutas bioquimicas, ademas de poder integrar a estas
redes anotaciones sobre perfiles de expresién génica y otros datos de
interés [28].

Se utiliz6 este software para las representaciones del interactoma de la
red PPl de A. thaliana, utilizando los datos extraidos de la base de datos
TAIR [32]. Todas las manipulaciones de la red, y seleccion de nodos se
realizan a través de las herramientas que ofrece Cytoscape.
Concretamente se utilizo la version 3.4.0 [28].

2.2.4 PANTHER y GeneOntology

La herramienta PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary
Relationships) Classification System [30], es un sistema de facil
comprension que combina herramientas de andlisis funcional de genes,
de ontologia, de rutas metabdlicas que permiten analizar datos de
secuenciacion, protedmicos, o experimentos de perfiles de expresion
génica a gran escala, de genomas completos [51].

La version 11 de PANTHER [30] dispone, a dia de hoy, informacion
completa sobre la evolucion y la funcibn de genes codificantes de
proteinas de 104 genomas completos, entre ellos el de A. thaliana
(Actualizacion de noviembre del 2016) [52].

Esta herramienta analiza funcionalmente listas de genes en base a los
términos ontologicos anotados en la base de datos Gene Ontology [31,
53]. Gene Ontology es una base de datos que recoge todo el conocimiento
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computacional de las funciones de los genes y sus productos. Se organiza
en codigos para diversas categorias, procesos biolégicos, funciones
moleculares y componente celular en el que interviene.

PANTHER [30] se emple6 en el andlisis funcional de los genes localizados
en el interactoma que presentan una correlacion de expresion, y se
analizaron las listas de los genes involucrados en los médulos analizados
en la dltima parte del estudio.
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2.3 Métodos estadisticos

La mayoria de los datos de micromatrices no siguen una distribucion
normal y con frecuencia hay ruido presente en la muestra [54]. Resulta
dificil aplicar un test que elimine el ruido tan bien como si se aplicara un
test paramétrico en una distribucién normal. Por lo que en estos datos lo
mas adecuado es aplicar pruebas de tipo no paramétrico. [13]. Se
entiende como ruido las perturbaciones implicitas en el método
experimental, asi como la redundancia de datos.

Teniendo esto en cuenta, y para identificar si existe una relacion lineal
entre los datos de expresion génica y las propiedades topoldgicas de
genes de A. thaliana en contexto de red, se emplearon medidas de
correlaciéon. Dos variables se correlacionan positivamente si, al aumentar
los valores de la primera variable, los niveles de la segunda aumentan; y
la correlacién es negativa si, en caso contrario, con el aumento de la
primera, la segunda disminuye. Para comprobar si existe correlacion entre
las variables mencionadas, se utilizo el coeficiente de correlacion de
Pearson, ya que sirve para comparar matrices numericas. El comando
aplicado en la herramienta de andlisis estadistico R es “cor()™,
especificando en una de sus opciones el test de Pearson.

Debido a la influencia del ruido en los resultados, se realizan pruebas con
subgrupos del conjunto global de los datos. Para comprobar la
significancia de las comparaciones entre los subgrupos, se aplica la
prueba U de Mann-Whitney o test Mann-Whitney-Wilcoxon para comparar
dos muestras independientes. Este test requiere que los grupos de datos
sean simétricos. Esta es una prueba no paramétrica aplicada para evaluar
la significancia entre la correlacion de dos variables que en primera
instancia se presentan como independientes. Se ha aplicado en R a través
del comando “wilcox.test()"? del paquete “stats”.

Otra funcidon que se ha querido destacar del proceso de analisis es
“sample”, a través de la cual se crea un bucle que genera un grupo de
150 muestras aleatorias del conjunto de datos que cumple la condicion de
volatilidad baja-media en la segunda parte del analisis de expresion
génica. Mas adelante se explican los detalles de su aplicacién. Esta
funcion esta incluida en las dependencias predeterminadas de R.

! P4gina del manual: https://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/cor.html
2 Pagina del manual: https://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/stats/html/wilcox.test.html
3 Pagina manual: https://stat.ethz.ch/R-manual/R-devel/library/base/html/sample.html
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3. Resultados y discusion

3.1 Analisis del promedio de expresion génica y volatilidad.

El objetivo de los andlisis en esta primera parte del proyecto es conocer
si existe una correlacion positiva o negativa entre los niveles de expresion
génica de un conjunto de genes dado, y las caracteristicas que muestran
estos mismos genes en el contexto de la red Interactoma PPI.

El método a seguir son dos andlisis in silico, cuyo objeto de estudio son
datos de transcriptomica que recogen informacion de los perfiles de
expresion génica de un conjunto de genes del organismo modelo A.
thaliana en diversas condiciones.

En el primer andlisis se tratan datos de expresién en forma de valores
promedio de expresion génica del conjunto de genes de A. thaliana; en el
segundo analisis se tratan datos de volatilidad, parametro entendido como
coeficiente de variacion de los niveles expresion de los genes en
diferentes situaciones.

Dentro de la topologia de la red, se destacan entre otras, las propiedades
de grado de conectividad (k), promedio de caminos cortos (), y el
coeficiente de agrupamiento (C), debido a que son aquellas propiedades
gue muestran una cierta relacion con los datos biologicos comparados y
de las que se obtuvo una relacion significante.

3.1.1 Descripcion y procesamiento de los datos.

Se realizaron los estudios de correlacion de manera independiente para
el promedio de expresion y el coeficiente de volatilidad. Sin embargo, la
primera fase del analisis es comun en cuanto al procesamiento de los
ficheros que contienen la informacion de interés. En ambos analisis se
siguid el proceso que a continuacion se explica.

En primer lugar, se aplicaron los scripts en cédigo Python disefiados para
el procesamiento de los ficheros iniciales.

Para la expresion génica se obtuvo un fichero final que recoge todos los
datos bioldgicos de interés, esto es, un fichero que asocia los genes de A.
thaliana con diferentes variables, que son: i) el promedio de expresién
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génica, ii) la desviacion estandar de dicho promedio vy iii) el valor de grado
de conectividad para cada gen, extraido de los ficheros que contienen la
informacion de las propiedades topoldgicas del interactoma de A. thaliana.
Se almacenaron los datos en un fichero separado por tabulaciones que
se puede comprender como tabla de contenido.

El mismo ejercicio fue aplicado con un nuevo script, para el valor promedio
de caminos cortos. De esta manera se obtuvo un nuevo fichero de texto
tabulado que contiene la tabla con los genes de A. thaliana, i) el valor
promedio de la expresidn génica, ii) la desviacion estandar del promedio
y iii) el valor de los caminos cortos en contexto de la red PPI.

En cuanto a los datos de volatilidad, se aplicaron los scripts
correspondientes al procesamiento del mismo fichero que contiene los
datos promedio de expresion y desviacion tipica; y se calcul6 el coeficiente
de volatilidad como se ha explicado en la seccibn de Materiales y
Métodos.

Finalmente se obtuvo un fichero con los genes de A. thaliana y diferentes
variables para la informacion bioldgica: i) valor promedio de expresion, ii)
el coeficiente de volatilidad obtenido, iii) el valor de cada gen en cuanto al
grado de conectividad en la red PPI, (k); iv) el valor del promedio de los
caminos cortos, (I); y v) el valor para la propiedad grado de agrupamiento,

(©).

Debido a la adquisicidn de nuevos conocimientos de programacion en
Python por parte de la alumna, el disefio de los scripts experimenta una
optimizacién en las diferentes etapas del estudio. Primeramente, se
dividen todas las funciones a realizar en scripts sencillos y cortos, y
posteriormente acaban siendo scripts un poco mas complejos y que
realizan varias funciones a la vez.

Cabe destacar, que los datos de expresion génica abarcan el genoma
completo del organismo objeto del estudio, mientras que el interactoma
cubre Unicamente a dia de hoy, un 25% de la totalidad del genoma. En las
variables correspondientes a la topologia, se declaré la cadena de texto
‘n/a’ para aquellos genes no integrados en el interactoma PPI a dia de
hoy.

Se importaron de los ficheros obtenidos al software R, donde el primer
paso fue filtrar aguellos genes que no tenian un valor en las variables de
las propiedades topoldgicas.
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3.1.2 Propiedades topoldgicas para los datos de expresion.

Se desea comprobar si existe correlacion significativa entre las
propiedades topoldgicas de grado de conexion y caminos cortos con el
promedio de expresion. Después de la exploracion previa de los datos, se
categorizé la variable del promedio de expresion en genes con alto, medio
y bajo nivel de expresion segun los valores de los cuartiles de la
distribucion. Se decidi6 determinar el valor de corte en los valores de los
cuartiles debido a que la media y la mediana de la distribucién total tienen
un valor muy cercano al del primer y tercer cuartil. Esto quiere decir que
el 50% de la distribucion presenta un rango de valores de expresion
pequefio comparado al 25% de los datos situados en los extremos de la
distribucion. Por lo tanto, es muy dificil determinar diferencias significantes
con los elementos localizados en la categoria media.

Los valores de conectividad para los genes localizados dentro de las
categorias de baja y alta expresion se sometieron al test Wilcoxon-Mann-
Witney o test de la U, el cual con un p-valor de 1.88e-06 apoya la hipotesis
de que puede existir una correlacion significativa entre el valor de
conectividad y el promedio de la expresion génica.

De la misma manera, se sometieron al mismo test estadistico los datos
para el promedio de caminos cortos de los genes con un promedio de
expresion alto y bajo acorde al sesgo de los datos anteriormente
explicado. Con un p-valor menor a 2.2e-16, se demuestra que existe una
correlacion significativa entre el valor de caminos cortos y el nivel de
expresion en cuanto al promedio de esta.

Esto quiere decir que los genes mas conectados presentan mayor
promedio del nivel de expresion, a su vez, presentan la propiedad de llegar
de manera mas rapida a cualquier otro punto de la red; mientras que los
genes menos conectados tienen un valor promedio de expresidon mas
bajo, y los caminos cortos para llegar a cualquier otro punto de la red tiene
un valor promedio mas alto.

Finalmente se localizaron los genes contenidos en las categorias del
estudio para alta y baja expresion en la red global del interactoma. Se
construyé la red global PPI o interactoma del organismo A. thaliana
mediante la herramienta Cytoscape. Con la herramienta de seleccion de
nodos, e importando un fichero con la lista de los genes para cada
categoria se identificaron estos genes en la red.
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Figura 2: resultados para el andlisis de correlacion entre el promedio de
expresion con las propiedades topolégicas, grado de conectividad y promedio de
caminos cortos. a) Representacion gréafica de la red interactoma PPI global de A.
thaliana junto con los médulos externos, y localizacion de los genes para las
categorias de genes con un promedio de expresion alto, en naranja; y bajo
promedio de expresion, en azul. b) Violin plot combinado con boxplot
superpuesto generado para la comparativa de poblaciones con alta y baja
expresion para el grado de conectividad; correlacion significante con un p =
1.88e-6; c) Violin plot con boxplot superpuesto generado para la comparativa de
poblaciones con alta y baja expresion para el promedio de caminos cortos;
correlacion significante con un p < 2.2e-16.
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3.1.3 Propiedades topoldgicas en relacion al coeficiente de volatilidad.

En este apartado se investigan la correlacion entre la volatilidad y la
topologia de los genes en cuanto al grado de conectividad y coeficiente
de agrupamiento.

Al igual que en el caso del estudio de la expresion, el analisis comienza
con la importacién del fichero resultante de la etapa de procesamiento de
los datos, a R. Se obtuvo una tabla que relaciona los valores de volatilidad,
y en este caso tres propiedades topoldgicas, que son: grado de
conectividad (k), promedio de caminos cortos (l) y el coeficiente de
agrupamiento (C).

En la exploracion previa de los datos se observo una tendencia lineal en
la distribucion de los datos para el grado de conectividad y la volatilidad;
también se observo una cierta correlacion lineal en el grafico de dispersion
para el coeficiente de agrupamiento y la volatilidad.

Se sometieron los datos para ambos contrastes a la prueba de correlacion
de Pearson. Los resultados fueron los siguientes: i) entre el coeficiente
volatilidad y el grado de conectividad la correlacion fue r = -0.003709, ii)
entre el coeficiente de volatilidad y el promedio de caminos cortos la
correlacién dio el valor r = 0.007743, iii) y entre el coeficiente de volatilidad
y el coeficiente agrupamiento el valor de la correlaciéon fue r = -0.005635.
A pesar de que los valores del test de correlacion no indican una
correlaciéon importante, con motivo de la tendencia lineal que se observa
en el gréfico 3c, donde se observa una tendencia de disminucion de la
volatilidad a medida que el grado de conectividad aumenta, se plantearon
diversas estrategias estadisticas para comprobar la existencia de la
correlacion entre las variables realizando tareas de filtrado de los
parametros.
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Figura 3: gréaficos de dispersion que contrastan los valores para el coeficiente de
volatilidad contra: a) grado de conectividad; b) promedio de caminos cortos; c)
coeficiente de agrupamiento; y por ultimo d) con la expresién media.
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En la figura 3, el primer gréfico de dispersion donde se representan los
datos para el coeficiente de volatilidad y el grado de conectividad se
observa que existe una cierta relacion donde, a mayor conectividad la
probabilidad de que el coeficiente de volatilidad tenga un rango amplio
disminuye. Asi la estrategia que se plante6 fue caracterizar los genes
altamente conectados, contrastando los datos de volatilidad para los
genes poco conectados con los que tienen muchas conexiones. Se
categoriz6 la variable coeficiente de volatilidad, para genes muy volatiles
y genes con baja y media volatiidad. De esta Ultima categoria se
seleccionaron genes de manera aleatoria creando un subgrupo con un
tamafio muestral al de los genes con muy alta volatilidad.

Los grupos para muy alta volatilidad y baja-media volatilidad se
sometieron a la prueba de Mann-Witney, que con un p-valor de 0.00053,
se acepta que existe una asociacion negativa entre la conectividad y la
volatilidad. De manera que, los genes mas conectados muestran unos
niveles de expresion menos fluctuantes.
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Figura 4: resultados para el andlisis de correlacion entre el coeficiente de
volatilidad con la propiedad topolégica grado de conectividad. a) Diagramas de
los datos analizados; diagrama de dispersion para los datos de conectividad y
volatilidad; curva de densidad de los datos de conectividad, se observa que el
50% de los datos se localizan en valores bajos de conectividad. b) Violin plot
combinado con boxplot superpuesto generado para la comparativa de
poblaciones de genes con un nivel medio-bajo y alto del coeficiente de
volatilidad; correlacién significante con un p = 0.00053; ¢) Localizacién en la red
de los nodos que representan los genes para las categorias del estudio, en azul
los genes con media-baja volatilidad, y en naranja aquellos genes con alta
volatilidad.
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3.1.4 Discusién

Como se ha comentado anteriormente, los datos transcriptomicos
analizados en este estudio tienen su origen en un estudio anterior, en el
gue se realizd el ensamblaje de los datos de micromatrices de oligos
depositados en TAIR [32] de los perfiles de transcripcion en multiples
condiciones, para calcular un valor promedio de expresion y obtener
vectores de correlacion entre genes [18]. Sin embargo, la finalidad del
estudio de Carrera et al. [18] es inferir la red de regulacion transcripcional
(GRNSs) a través de métodos de ingenieria reversa. Es decir, deducir la
estructura de la red GRNs desde el producto final que son los niveles de
expresion génica en diferentes condiciones, ascendiendo al origen de las
regulaciones que dan paso a que los genes se expresen y los organismos
respondan dinamicamente. Concluyeron que la red GRNs de A. thaliana
es libre de escalas y con agrupaciones internas, ambas caracteristicas
son propias de las redes jerarquicas [18].

Por contraste, en este estudio se ha trabajado con la red interactoma PPI,
ya publicada y validada experimentalmente en la base de datos TAIR [32],
en la cual se han contextualizado datos de perfiles de expresion. Se
conoce que la red PPI también es sin escalas, modulada y jerarquica. Se
han validado correlaciones entre la expresion génica y la volatilidad con
las caracteristicas topoldgicas que muestran en la red PPI. La integracion
de informacién de redes de interaccion de proteinas a gran escala con
pantallas fenotipicas podria cambiar fundamentalmente el proceso de
descubrimiento y disefio de farmacos. Es posible que tales técnicas
puedan generar en el futuro un gran nimero de nuevos puntos de
intervencion terapéutica que lleven a nuevos tratamientos de
enfermedades [12].

Recordando la filosofia de la Biologia de Sistemas de estudiar el
organismo como un todo, ambos estudios se complementan para alcanzar
el mismo objetivo, que es comprender la dinamica molecular de un
sistema vivo. Ambas redes estan intimamente relacionadas, ya que la
regulacion génica da paso a la sintesis de proteinas. Una de las
trayectorias futuras en las investigaciones de redes bioldgicas, incluyendo
las redes metabdlicas o bioquimicas, podrian ser los estudios multi-
dimensionales donde se relacionen las diferentes redes bioldégicas como
diferentes dimensiones conectadas que generan las respuestas
dindmicas de los organismos.
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La robustez biolégica o genética, es la persistencia de un cierto rasgo o
caracteristica en un sistema bajo condiciones de perturbacion o
incertidumbre.

Por otro lado, en el estudio de Maslov y Sneppen [55]; se compararon dos
redes biolégicas, de regulacion e interacciones de proteinas. Se
cuantificaron las correlaciones entre la conectividad de los nodos y se
compararon con un modelo de red nula, donde las interacciones fueron
aleatoriamente determinadas. Se obtuvo que tanto en las redes PPl como
en las GRNs, los nodos altamente conectados son sistematicamente
suprimidos, mientras que aquellos con un nivel de conexion entre alto y
bajo se ven favorecidos [55]. Se ha publicado extensamente que las redes
biolégicas son robustas contra las perturbaciones tales como mutaciones.
Por el contrario, también se ha sabido que las redes biologicas son a
menudo fragiles frente a mutaciones inesperadas [56]. En el presente
estudio se ha obtenido que los genes mas conectados también presentan
mayores niveles de expresion promedio, pero estos niveles fluctian poco,
ya que la correlacion con la volatilidad es negativa. Podria pensarse que
esto favorece la robustez de las estructuras internas que conectan.

La robustez facilita la evolucion y los rasgos robustos son a menudo
seleccionados por la evolucién. Este proceso mutuamente beneficioso es
posible gracias a caracteristicas arquitectonicas especificas observadas
en sistemas robustos. Pero hay compromisos entre la robustez, la
fragilidad, el rendimiento y las demandas de recursos, que explican el
comportamiento del sistema, incluyendo los patrones de fracaso. El
conocimiento de las propiedades inherentes de los sistemas robustos nos
proporcionara una mejor comprension de las enfermedades complejas y
un principio guia para el disefio de la terapia [57].
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3.2 Correlacion génica en contexto de la red interactoma (PPI).

Los datos de correlacion génica de A. thaliana, fueron analizados con el
objetivo de identificar aquellos genes que ven alterados sus niveles de
expresion cuando otro gen aumenta o disminuye sus niveles de expresion,
que, ademas, presenten una interaccién directa en contexto de la red
interactoma PPI.

Para ello se desarrollaron scripts en coédigo Python que contrasta los
ficheros que asocian dos genes en base a la correlacion génica por cada
linea del fichero, e identifica si estos dos genes aparecen también
asociados en el fichero que recoge las interacciones que constituyen el
interactoma PPI de A. thaliana.

3.2.1 Descripcién y procesamiento de los datos.

Después del procesamiento de ficheros con scripts de Python, se obtuvo
un nuevo fichero conteniendo los elementos coincidentes en las
correlaciones e interacciones. Unicamente 6 parejas de genes cumplen
las condiciones de correlacion e interaccion.

Tabla 1. tabla de los genes coexpresados que a sSu vez interaccionan
directamente dentro de la red PPI de A. thaliana, con sus nombres y descripcion
de la funcién molecular que llevan a cabo en el organismo, TAIR [32].

ID Nombre Proceso Funcioén Conexiones Coeficiente
biolégico molecular de
agrupacion

AT1G78380 GST8 cellular Actividad 6 0.2
response to glutation
water transferasa.
deprivation,
glutathione
metabolic

1 process,

oxidation-

reduction

process,

response to

cadmium ion,

response to
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https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=14178
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=14178
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=14178
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=14178
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=5897
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=5897
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=5897
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=29342
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=29342
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=29342
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=13588
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=13588
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=6625

oxidative
stress, toxin

catabolic
process
AT2G29490 GST19  glutathione Unién a 6 0.267
metabolic glutation.
process,
response to
toxic
substance,
toxin catabolic
process
AT3G16580 F-box and Funcién 10 0.022
associated desconocida.
interaction
domains-
containing
protein
AT3G60010 SK13 protein Actividad 81 0.003
ubiquitination,  ubiquitina
ubiquitin- transferasa,
dependent unién a
protein proteinas.
catabolic
process
AT1G22300 GF14 brassinosteroi ~ Union a ATP, 80 0.023
d mediated union a
signaling aminoécidos
pathway, fosforilados.
response to
abscisic acid
AT1G35160 GF14 brassinosteroi  protein 12 0.197
PHI d mediated phosphorylate
signaling d amino acid
pathway binding. Unién
de dominio
especifico.
AT3G58780  AGL1, MAPK Unién a DNAy 24 0.333
SHP1 cascade, proteinas.
carpel Actividad como
development, factores de
plant ovule transcripcion.
devg!opment, RNA
positive
) polymerase Il
regulation of
- regulatory
transcription .
region

from RNA
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https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=6625
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=6625
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7444
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7444
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7444
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=5897
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=5897
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=5897
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=5588
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=5588
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=5588
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7444
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7444
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=6911
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=6911
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7522
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7522
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7522
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7522
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7522
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=11416
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=11416
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=11416
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=11416
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=11395
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=11395
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=4825
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=4825
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18844
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18844
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=19033
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=19033
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35768
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35768
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35768
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35768

AT4G09960

AGL11,
STK

polymerase Il
promoter,
transcription,
DNA-
templated

sequence-
specific DNA
binding.

MAPK
cascade,
carpel
development,
plant ovule
development,
positive
regulation of
transcription
from RNA
polymerase Il
promoter,
regulation of
cell wall
organization or
biogenesis,
regulation of
double
fertilization
forming a
zygote and
endosperm,
regulation of
transcription,
DNA-
templated,
seed coat
development,
seed
development,
transcription,
DNA-
templated

13

0.709

AT3G13540

MYBS5

mucilage
biosynthetic
process
involved in
seed coat
development,
regulation of
gene
expression,
regulation of
transcription
from RNA
polymerase Il

Factor de
transcripcion
de la RNA

polimerasa Il

33

Unién a DNA.


https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7470
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7470
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7470
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35768
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35768
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35768
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=4825
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=4825
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18844
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18844
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=19033
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=19033
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=12514
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=48299
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=48299
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=48299
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=48299
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35964
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35964
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35964
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35964
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35964
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=35964
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7461
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7461
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7461
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7461
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18521
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18521
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18540
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18540
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7470
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7470
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7470
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18904
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18904
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18904
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18904
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18904
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=18904
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=28541
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=28541
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=28541
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7463
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7463
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7463
https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=keyword&id=7463

AT4G09820

promoter,
regulation of
transcription,
DNA-
templated,
seed coat
development,
seed
germination,
transcription,
DNA-
templated,
trichome
differentiation,
trichome
morphogenesi
S

ATTT8, positive Unién a DNA. 14 0.015
TT8 regulation of
anthocyanin
biosynthetic

process

Factor de
transcripcion.

AT5G46630

AP2M Unién a 161 5.57E-04

lipidos.

endocytosis,
intracellular
protein
transport

AT4G23460

intracellular
protein
transport,
vesicle-
mediated

Transporte 4
intracelular de

proteinas,

mediado por

vesicula.

0.167

transport

Inicialmente se plantedé caracterizar topolégicamente los genes
coexpresados en la red, respondiendo a la cuestidn de si pudiera existir
alguna correlacion positiva o negativa significante entre los parametros de
coexpresion génica y las caracteristicas topoldgicas de los nodos que
representan estos genes en la red PPI.

Sin embargo, debido a los pocos resultados favorables obtenidos que
cumplan ambas condiciones de correlacion e interaccion, se plantearon
nuevos caminos de estudio.

Las redes PPI se organizan internamente en modulos dinamicos. La
modularidad de las redes relaciona genes cuyas proteinas interaccionan
fisicamente entre si cuando son producidas. Estos modulos se organizan
dinAmicamente a través de mecanismos de regulacion, y se han descrito
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en la divulgacion cientifica con una dicotomia clara [58], las interacciones
tipo “fiesta”, activacion de un conjunto de nodos interaccionados entre si;
y tipo “cita”, constituida por una pareja de nodos activada en un momento
dado [58].

Se investiga si esta interaccion tipo cita puede dar paso a la conexion
entre modulos tipo fiesta a través del estudio de la modularidad de los
genes.

Para ello se han identificado los interactores directos de los genes diana,
con interaccion directa en la red y coexpresion en los datos de
transcriptomica; se seleccionaron en Cytoscape sus interactores,
mediante seleccion de vértices y nodos adyacentes. Se obtuvo una
representacion grafica de grupos conectados entre si que a su vez
presentan conexion directa entre estos grupos.

Figura 5: representacion grafica de los modulos formados por los nodos diana,
gue muestran interaccion directa y tienen una relacion de coexpresion génica,
elaborado en Cytoscape. La primera pareja de genes en la tabla corresponde a
aquellos en color rojo, la segunda en azul, la tercera en color naranja, la cuarta
en verde, la pareja cinco en color morado, y la ultima en azul claro. Estan
representadas todas las interacciones tipo 1 sin ningln parametro de filtrado. Los
nodos remarcados en rojo corresponden a los genes UBQ3 (1) y FBW2 (2).
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Se observan médulos claramente definidos, algunos albergan mayor
cantidad de nodos, y otros estan formados por un nimero menor. Se
observa también la existencia de nodos conectores, que, con un gran
namero de conexiones relacionan hasta cinco de los seis mddulos
identificados. Estos nodos conectores podrian tener un papel importante
en la activacion y desactivacion funcional de las estructuras funcionales.

Se decidio realizar un filtraje mas especifico en cuanto a la selecciéon de
nodos o genes, que presenten un valor del coeficiente de agrupamiento
alto. Esto significa, nodos que presenten interacciones, que éstas a su
vez, interaccionan entre ellas mismas, formando triAngulos. Este
parametro es el que sugiere de manera mas fiable la existencia de
mddulos funcionales en base a las interacciones directas entre nodos.

Asi, se elaboré un script en Python que extrae los interactores de los
genes diana, devuelve los valores de la topologia de los mismos, vy filtra
los interactores por un valor de corte para el parametro coeficiente de
agrupamiento, C, y devuelve la lista de estos interactores que cumplen la
condicion. Estas interacciones son clasificadas como interacciones de tipo
1, es decir, interactian directamente con los nodos diana.

Figura 6: representacion grafica de los nodos diana, genes en los que se ha
encontrado una interaccion directa dentro de la red PPI, y a su vez muestran
coexpresion en los datos de transcriptomica analizados. Las interacciones
representadas son de tipo 1.
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Comparando las figuras 5 y 6, se observa la existencia de modulos
claramente diferenciados. Sin embargo, en la figura 6, tras realizar el filtrado
por el coeficiente de agrupamiento, se han perdido numerosos nodos, entre
ellos los genes conectores que relacionaban los médulos.

Posteriormente se realizé un analisis funcional utilizando la herramienta
PANTHER [30], la cual analiza listas de genes en base a las categorias Gene
Ontology [32] de los mismos. El objetivo es conocer si los genes realizan la
misma funcién biolégica o al menos relacionada. Esto indica que pueden
tratarse de médulos funcionales que actdan conjuntamente.

En el primer médulo, marcados los genes diana en rojo, engloba nueve genes
donde predominan las proteinas transferasas de union a glutation, las
funciones representadas son accién catalitica (GO: 0005488) y de unién
(GO:0003824).

El segundo modulo, representando con los genes coexpresados en azul, se
presenta como un grupo de 77 proteinas F-Box con funcion desconocida. Las
funciones moleculares representadas son de union (G0O:0005488), actividad
catalitica (GO:0003824) vy actividad de moléculas estructurales
(G0O:0005198).

El tercer grupo modular 46 genes, cuyos genes coepresados se presentan
en naranja, engloba una gran variedad de tipos de proteinas, donde las
funciones moleculares representadas son de union (GO:0005488), actividad
catalitica (G0:0003824), actividad de proteina estructural (GO:0005198),
actividad receptora (G0O:0004872) y de transporte (GO:0005215).

En el cuarto médulo, donde los genes diana se colorean en verde, es un
conjunto que recoge 22 proteinas de tipo agamous y calmodulinas. Las
funciones moleculares representadas Unicamente son de union
(G0:0005488). Las proteinas de tipo agamous son propias de A. thaliana, de
union a DNA que contiene el dominio MADS-box; y las calmodulinas es una
familia de proteinas conocidas como uno de los reguladores en la
transduccion de la sefial de calcio en la célula.

El quinto subconjunto esta formado por 12 factores de transcripcion, de unién
a DNA, MYB114, MYB90, TT2, TTG1 entre otros. La funcién biologica
representada es la de union (GO:0005488), en este caso a DNA.

Finalmente el sexto conjunto estd compuesto por 25 proteinas de diversos
tipos, incluye tres factores de elongacion, dominios U-box, etc. Y las
funciones moleculares representadas son de union (GO:0005488), actividad
catalitica (GO:0003824), actividad de proteina estructural (GO:0005198), y
actividad de regulacion traduccional (GO:0045182).
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3.2.2 Discusion.

Se han querido destacar algunos elementos de las representaciones
modulares por las caracteristicas de interconexion modular que muestran
algunos elementos.

El gen UBQ3 se ha destacado por la caracteristica de relacionar cinco de
los seis modulos analizados, y la cantidad de interacciones que presenta.
Este gen codifica para la ubiquitina, la cual se liga a proteinas destinadas
a la degradacién. Se conoce que sus niveles de expresion son modulados
por UV-B y tratamientos de luz/oscuridad.

Al mismo tiempo, otro gen llama la atencion por similares razones, es el
gen FBW2. Es un gen de tipo F-Box con funcion molecular desconocida,
sin embargo, esta catalogado recientemente como un nuevo regulador
negativo de los niveles de proteina AGO1, implicada en silenciamiento
génico y respuesta antiviral; y puede desempefiar un papel importante en
la sefalizacion de acido abscisico (ABA) y/o respuesta.

Una gran dificultad que obstaculiz6 los analisis modulares de la red global
es que los datos de expresion no contienen medidas de parametros
temporales que relacionen los perfiles de expresioén con las relaciones
dindmicas segun diferentes condiciones. Después de las observaciones
realizadas, puede intuirse la funcionalidad de las organizaciones internas
o0 médulos en base al estudio de los genes involucrados como indicadores
de las condiciones biolégicas.

Se ha publicado un estudio muy recientemente, noviembre 2016,
realizado por Yan, et al. [59], donde se propone un nuevo método para
detectar correlaciones dindmicas como solucién a la problematica de
detectar médulos y definir relaciones dinamicas entre ellas. Se ha
denominado el método como LANDD (Asociacion Liquida para la
Deteccion de Dinamica de Red), y se centra en el estudio modular en base
a subredes que tienden a incluir genes funcionalmente relacionados, ya
gue el comportamiento de los genes en una subred es mucho mas fiable
en comparacion al uso de genes Unicos como indicadores. [59] Han
validado el método utilizando datos de expresién génica real y la red PPI
humana.

En el estudio de Chang et al. [58] se discute que los analisis sugieren que
la organizacion modular de la red es mucho mas compleja que las teorias
de la dicotomia de interacciones tipo “fiesta” y “cita’. Por lo que los
estudios en las redes de interaccion, han de centrarse en caracterizar los
parametros que pueden definir la presencia de moédulos funcionales y
posteriormente analizarlos. Asi como la integracion de parametros
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temporales de los perfiles de expresion, puede ayudar en la comprensiéon
de la regulacion de las estructuras modulares de la red, identificando bajo
qué condiciones concretas se activan los modulos o desactivan, o0 como
transmiten la informacion los nodos conectores de modulos, etc.
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4. Conclusiones

4.1 Conclusiones del estudio

- Se ha determinado la correlacion positiva entre el promedio de
expresion génicay el grado de conectividad en la red, de manera que,
los genes mas conectados presentan unos niveles mayores en el
promedio de expresion génica.

- Se ha determinado la correlacion negativa entre el promedio de
expresion génica y el promedio de caminos cortos en la red, donde los
genes mas expresados son capaces de conectar con cualquier otro
gen arbitrario de la red de manera mas rapida, es decir, atravesando
un menor numero de nodos en la red.

- Se ha determinado la correlacion negativa entre el coeficiente de
volatilidad y el grado de conexién. Los genes mas conectados
presentan unos niveles de expresion menos fluctuantes.

- Se han identificado 6 parejas de genes que tienen una relaciéon de
coexpresion entre si, y a su vez, presentan interaccion directa entre
los nodos que los representan en la red PPI.

- Se han identificado modulos claramente diferenciados a partir de los
genes coexpresados que muestran interaccion directa en la red.

- Se ha demostrado mediante el analisis funcional que los genes que
componen los moddulos, presentan funciones intimamente
relacionadas.

- Finalmente, se han identificado los genes UBQ y FBW2 como
elementos conectores de gran interés en la red. Son genes relevantes
gue conectan diferentes médulos funcionales y presentan un gran
namero de interacciones que podrian caracterizarse como reguladores
de las estructuras modulares internas de la red.
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4.2 Planificacion y metodologia

En lineas generales, se han logrado todos los objetivos propuestos
inicialmente en la planificacion del estudio. Sin embargo, el analisis
modular se planted en un primer momento con mayor ambicién, deseando
analizar la red PPI global e identificar modulos funcionales de toda la
red. Debido a contingencias imprevistas externas a la alumna, se ha
limitado el objeto de estudio a los genes identificados que se
coexpresan, relacionandose los resultados obtenidos con las teorias de
dicotomia de clasificacion de interacciones tipo “cita” y “fiesta”. En un
futuro se procedera al analisis modular de la red PPI de A. thaliana
global.

La planificacion se vio alterada poco después de realizar la propuesta de
Trabajo Final de Master, ya que, analizando los datos del promedio de
expresion, surgio la idea de analizar la volatilidad en base a la desviacion
tipica del promedio. De esta manera, se integré un nuevo analisis con el
gue no se contaba en un primer momento, este es el analisis de
volatilidad.
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4.3 Caminos futuros

En cuanto al desarrollo futuro de esta investigacion, se pretende actualizar
los datos transcriptomicos analizados incorporando las investigaciones
experimentales mas recientes. Como se ha explicado, provienen de un
estudio anterior realizado en el afio 2009 [18], por lo que se prevé que la
base de datos TAIR [32] haya sido actualizada y extendida con los
experimentos de micromatrices realizados y publicados posteriores al aiio
2009. Se repetira de nuevo la metodologia aplicada y se compararan los
resultados. Se desea investigar en la prediccion del médulo formado por
las proteinas F-Box.

Se integrard un analisis modular con la herramienta LANDD publicada
muy recientemente [58] para la deteccion de maédulos en la red PPI de A.
thaliana, y en caso de no estar satisfechos con los resultados, se
procedera a disenar e implementar un pipeline computacional para
realizar analisis modulares, estudiando profundamente los parametros
gue caracterizan los médulos funcionales.
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5. Glosario

Ordenado alfabéticamente:

ABA: Acido abscisico.

AGOL1: Proteina argonauta 1.

BioGRID: Database of Protein, Chemical, and Genetic Interactions.
C: Coeficiente de agrupacion.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

FBW2: F-BOX WITH WD-40 2

GRNSs: Redes de regulacion transcripcional

GO: Gene Ontology.

k: Grado de conectividad.

I: Promedio de caminos cortos.

LANDD: Asociacion Liquida para la Deteccion de DinAmica de Red.
mRNA: Acido ribonucleico mensajero.

p: P-valor.

PANTHER: Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships.
PPI: Interaccidn proteina-proteina.

r: Coeficiente de correlacion.

TAIR: The Arabidopsis Information Resource.

TAP: Tandem Affinity Purification.

UBQ3: Poliubiquina 3.

UV-B: Radiacion ultravioleta B onda media.

v;: Coeficiente de volatilidad.

YAP: Yeast Two-Hybrid.
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7. Anexos

- Scripts de cddigo Python.

- Ficheros filtrados post-procesamiento.

- Listas de genes resultado de andlisis funcional con PANTHER sobre
los genes que forman modulos funcionales.

- Pruebas de Evaluacién Continua 1, 2 y 3.

Informes tipo resumen de los analisis en formato RMarkdown.
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