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Resumen

La expresidn génica es el proceso mediante el cual las células son capaces de decodificar la informacién
contenida dentro del material genético (acidos nucleicos) para la elaboracién del producto génico
necesario para el buen funcionamiento del organismo. El proceso mas utilizado para revelar estos
productos génico es la secuenciacién de ARN. Mediante técnicas de microarreglos de ARN, se puede
estudiar el nivel de expresidén génica (transcriptoma) de un gran conjunto de genes al mismo tiempo.
Esta técnica, genera un gran volumen de datos, y con ello, la necesidad de desarrollar nuevas

herramientas, tanto informaticas como estadisticas, para su procesamiento, andlisis e interpretacion.

En el presente trabajo, se usaron dos estrategias para analizar los patrones de transcripcion y
metabolitos de évulos fecundados de maiz. Redes de co-expresidn, que tienen como objetivo identificar
grupos de genes o metabolitos altamente correlacionados entre si (mddulos). Y un modelo logistico, para
realizar un analisis de ontologia-funcional e identificar aquellos términos de ontologias génicas que

fueron modificadas en las distintas practicas.

Luego de la construccidn de la red de expresidon génica se determinaron nueve mddulos, cuatro de los
cuales presentaban perfiles de expresidn de interés, ya que los cambios observados en estos perfiles
eran mas destacados en comparacion con los restantes y debidos a las diferentes zonas de la espiga o
las densidades de siembra distintas. Ademas, se detectaron como centros de estos mddulos genes que
cumplen funciones relacionadas a “metabolismo de carbohidratos”, “pared celular” y “sefializacién
celular”, que son funciones que se identificaron correlacionadas con aborto de granos. En uno de los
cuatro modulos de interés, el gen mas conectado fue un factor de transcripcion perteneciente a la familia

MYB reportada ampliamente como sobre expresado en distintos tipos de estrés (bidticos y abidticos).

Los modelos mixtos ajustados para los genes identificados como centros de modulo en los cuatro
madulos de interés, mostraron que sélo el gen mas conectado para uno de estos mdédulos fue sensible
tanto al efecto principal de zona como de densidad, esto sugiere que este gen puede ser propuesto y
estudiado como un biomarcador asociado a procesos de aborto de granos desencadenados por densidad
de siembra. Los restantes, sélo fueron sensibles al efecto principal de la zona de la espiga, que se sabe

es una region propensa al aborto de granos.
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El analisis ontoldgico funcional mediante el ajuste de una regresion logistica, permitié profundizar el
analisis de los mdodulos encontrados. Mediante este anadlisis se detectaron los términos GO mas

representados dentro de cada médulo, y sus enriquecimientos bajo las distintas condiciones ensayadas.

PALABRAS CLAVE
Maiz, aborto, évulos fecundados, densidad de siembra, redes de co-expresion, ontologia funcional,

modelo logistico.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays) es uno de los principales cereales producidos en el mundo y en la Argentina (FAO-
STAT, 2017). El rendimiento por drea (Tn ha) de cultivos de maiz depende del nimero de granos fijados
durante el periodo critico (intervalo de tiempo de 30 dias alrededor de la floracién, Andrade et al . 1999).
Durante este periodo de tiempo los estigmas de la inflorescencia femenina (espiga) se elongan hasta
guedar expuestos (fuera de las chalas) para recibir el polen de las inflorescencias masculinas (panoja) de
plantas vecinas. A pesar de que los estigmas reciban polen y el évulo sea fecundado, el desarrollo del
grano se puede interrumpir a causa de un proceso denominado aborto que sucede principalmente en
los ovarios apicales de las espigas (ultimos en desarrollarse dentro de la inflorescencia). El desarrollo de
los granos de la punta de la espiga es dominada por los granos de la base de la espiga que son fertilizados
antes en el tiempo (Carcova & Otegui 2007). La des-sincronizacién en la fecundacioén de los ovarios de la
punta y la base de la espiga aumenta el proceso de aborto (Carcova & Otegui 2001; Oury et al. 2016). El
aborto puede ser grave particularmente bajo condiciones de estrés por sequia (Hall et al . 1981;
Westgate y Boyer 1986) o alta densidad de siembra (Otegui 1997). A los 10 dias después de la
polinizacién (DDP) se puede evidenciar morfolégicamente el aborto de los évulos fecundados (Westgate
& Boyer 1986), incluso Carcova y Otegui (2001) sostienen que los primeros 8 DDP son altamente

sensibles a condiciones de estrés causando abortos de granos.

Conocer cuales son los mecanismos que disparan el aborto de 6vulos en condiciones de estrés fue el
objetivo de innumerables estudios en las Ultimas cuatro décadas, principalmente bajo estrés por sequia.
Tradicionalmente, la reduccion de la disponibilidad de carbohidratos en los ovarios se ha considerado el
principal factor desencadenante del aborto del grano (Boyle et al. 1991; Boyer & Westgate 2004; Ruan
et al. 2012). Los bajos potenciales de agua pueden reducir la acumulacion de glucosa y almiddn, asi
como la actividad invertasa de la pared celular en el pedicelo superior (McLaughlin & Boyer 2004) y
condicionar al évulo a abortar. En base a hallazgos similares, se propuso el aborto como resultado de
bajos niveles de fotosintesis en condiciones de estrés hidrico, lo que reduce las concentraciones de
azucar en el ovario y causa menor actividad de las enzimas del metabolismo del azlicar y la muerte celular
programada (Boyer y McLaughlin 2007; Ruan et al. 2012). Actualmente existen trabajos en la literatura
donde caracterizan el conjunto de todos los ARNm (transcriptoma) de ovarios de maiz durante los

primeros DDP en condiciones de sequia (Oury et al . 2016; Cagnola et al. 2018). A partir de la expresién
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genética Oury et al. (2016) sugieren que el aborto es principalmente causado por cambios asociadas a la
expansion celular y no tanto a los cambios en los niveles de carbohidratos como reportaron otros autores
previamente. En el mismo sentido, se han identificado genes de la familia de los arabino-galactanos
como jugadores claves en el aborto de évulos causados por sequia (Cagnola et al. 2018). Mucho se sabe
de los efectos del estrés por sequia, sin embargo, es poco lo que se sabe del estrés por altas densidades
de siembra. En valores de densidades de siembra por encima de la de la densidad de siembra éptima, la
tasa de crecimiento por planta y el nimero de granos por planta son menores por una menor
disponibilidad de recursos para cada una de ellas (Andrade et al. 1999) induciendo el aborto de los évulos

(Otegui 1997).

La gendmica funcional en plantas tiene el objetivo de identificar las funciones de los genes y sus
interacciones a partir de informacion de los cambios en el transcriptoma y su correlacidn a respuestas
fisiolégicas (fenotipo), en distintos procesos del crecimiento y desarrollo de las plantas paran intentar

comprender el funcionamiento de estos genomas en su conjunto (Xiao et al. 2017).

Mediante técnicas de microarreglos de ARN, se puede estudiar el transcriptoma de un gran conjunto de
genes al mismo tiempo. Esta técnica, genera un gran volumen de datos, y con ello, la necesidad de
desarrollar nuevas herramientas, tanto informaticas como estadisticas, para su procesamiento, analisis

e interpretacion.

En el presente trabajo, se usaron dos estrategias para analizar los patrones de transcripcion vy
metabolitos de dvulos fecundados de maiz. Redes de co-expresion, que tienen como objetivo identificar
grupos de genes o metabolitos altamente correlacionados entre si (mddulos). Y un modelo logistico, para
realizar un analisis de ontologia-funcional e identificar aquellas ontologias génicas que fueron

modificadas en las distintas practicas.

Las redes de co-expresion son redes que integran la informacion obtenida en experimentos de expresion
génica y metaboldmica. El andlisis ponderado de redes de correlacién de genes (WGCNA, de sus siglas
en inglés: Weighted Gene Correlation Network Analysis) tiene como objetivo hallar grupos de nodos,
denominados mddulos, altamente correlacionados. Los nodos de una red pueden representar genes o
metabolitos. A menudo, los mddulos obtenidos, representan procesos biolégicos especificos (Langfelder

& Horvath 2008).
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Construccion de la red de co-expresion

Estas redes, se construyen con base en las correlaciones entre los perfiles de expresién de los nodos. Los
perfiles de expresion, se pueden representar en una matriz P,,,,, donde cada fila (1,2,...,n), corresponde
a un nodo de la red (gen o metabolito), y cada columna (1,2,...,m) corresponde a una unidad de
observacion. Una unidad de observacién se define como el elemento de la muestra sobre el cual se mide
el perfil de expresién génico (microarreglo) y metaboldmico. (Langfelder & Horvath 2008), de modo
que:

P11 ' Pim

P =
Pn1 ' Pnmm

Una red de co-expresion, queda completamente especificada por su matriz de adyacencia A, = {aij}.
(Langfelder & Horvath, 2008). Para calcular A primero se define una cantidad intermedia llamada
similitud de co-expresion. La matriz de similitud de co-expresién estd definida como:

S = {sy} = [cor(ps pj)|

Donde cor(pj, p;) es la correlacion entre los perfiles de expresion del i-ésimo y el j-ésimo nodo de P, e
informa la fuerza de conexidn entre dichos nodos (Langfelder & Horvath, 2008).

Usando un procedimiento de umbral, la matriz de similitud de co-expresidon se transforma en la matriz
de adyacencia A.

Para redes no ponderadas, la adyacencia aj; entre los perfiles de expresion génica p; y pjse define
mediante un umbral duro como:

1, Sii = A
dj; = J
1 O, Sij <A

Siendo A un pardmetro de umbral duro. De esta manera, entre el perfil de expresion p; del i-ésimo nodo
y el perfil de expresion p; del j-ésimo nodo habra una adyacencia aj;=1 si el valor absoluto de la
correlacion entre p; y pj es igual o superior al umbral A.

Una red ponderada de co-expresion, es aquella que permite que las adyacencias tomen valores
continuos entre Oy 1. Para ello, los valores absolutos de las correlaciones entre las filas de P son elevados

a una potencia Tt (pardmetro de umbral suave), y conforman la matriz de adyacencia Ay, = {ai]-}, donde

{ai]-} se define como,
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ajj = (|C°r(Pi' pj)|n)

ajj es la adyacencia entre el i-ésimo nodo y j-ésimo nodo de P. De esta manera, entre el perfil de
expresion p; del i-ésimo nodo y el perfil de expresion p; del j-ésimo nodo habra una adyacencia a;; €
(0,1).

La eleccién adecuada del valor m puede hacerse mediante el criterio de topologia libre de escala
aproximada (Zhang & Horvath 2005). Se define grado del i-ésimo nodo como el niUmero de nodos vecinos
a los que se conecta el nodo i. Una red de co-expresion es libre de escala aproximada cuando los grados
de sus nodos tienen una distribucidn exponencial negativa. Muchas redes de interacciones bioldgicas,
como las redes génicas, de metabolitos y otras presentan una topologia libre de escala aproximada

(Barabasi et al. 2003).

En contraste con las redes no ponderadas, las redes ponderadas reflejan la naturaleza continua de los
valores de correlacién, evitando una posible pérdida de informacién.

Eleccidon del parametro de umbral suave T para redes ponderadas

Como se menciond anteriormente, una red de co-expresién es libre de escala aproximada cuando la
distribucién de las conectividades de sus nodos (grados de los nodos) sigue una distribucidon exponencial
negativa. Equivalentemente, la frecuencia n de la conectividad k, nk, (el concepto de conectividad se
describe en la siguiente seccidn), sigue una distribucién exponencial negativa (Barabasi et al., 2003),

Nk~ k™

Un valor de  adecuado es aquel que logra un buen ajustar de la red de co-expresidn a una topologia
libre de escala aproximada. Mediante un modelo de regresidn lineal se puede verificar el ajuste
adecuado de lared a una topologia libre de escala (Zhang & Horvath, 2005). Para este modelo, la variable
respuesta es el logionk y el predictor es el logiok (Zhang & Horvath, 2005). El modelo de regresién lineal
se ajusta para distintos valores de potencia T, y el coeficiente de determinacidon R? de dichas regresiones
proporciona un indices de ajuste a una topologia libre de escala.

Deteccion de médulos en la red

Una vez definida la matriz de adyacencias A, el paso siguiente es la deteccion de mddulos mediante el
agrupamiento de nodos. Para el agrupamiento se requiere definir una medida de similitud entre nodos.
Una medida de similitud basada en lenguaje de redes es la superposicidn topoldgica, TO, de su sigla en
inglés, topological overlapping (Zhang & Horvath 2005; Yip & Horvath ,2006). La superposicién
topoldgica entre dos nodos refleja su interconectividad (Zhang & Horvath, 2005). Intuitivamente, dos
nodos tienen una superposicion topoldgica alta cuando comparten el mismo grupo de nodos vecinos.
Dos nodos que comparten el mismo grupo de nodos vecinos se consideran cercanos en la red.
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La matriz de superposicion topoldgica, TOM;; = [Wi]-], provee una medida de similaridad entre dos
nodos basada en su superposicion topoldgica definida como:

li]' + aij
min{ki ’kl} +1- ai]-

Wij =

Doénde,

ajj es la adyacencia entre el nodo iy el nodo j de P

lij = z Ajy Ayj

u

ki ; k;j es la conectividad del nodo iy j respectivamente, tal que ki = Y, aj, y kj = Xyay;
La matriz TOM, se transformara en una matriz de disimilitud Dy, = {d;;} donde:
dij =1- Wij

Ravasz (Ravasz et al., 2002.) define al médulo de una red como una agrupaciéon de nodos con una
superposicién topoldgica alta. La deteccién de mddulos con nodos altamente conectados puede hacerse
mediante agrupamiento jerarquico utilizando enlace promedio (UPGMA) y una medida de distancia
basada en la superposicion topoldgica.

Tipicamente, cada mddulo tiene un nodo (gen o metabolito) que presenta la mayor cantidad de
conexiones con sus nodos vecinos. Estos nodos con alta conectividad pueden ser propuestos y
estudiados como posibles reguladores de la expresidon de sus vecinos o como biomarcadores
involucrados en procesos biolégicos de interés (Langfelder & Horvath 2008).

Si bien existen numerosas técnicas estadisticas para el analisis de co-expresidn, usar una técnica basada

en el lenguaje de redes permite:

1. Encontrar grupos de nodos (genes o metabolitos) altamente correlacionados entre si (mddulos)
gue participen en el mismo proceso biolégico.
2. Encontrar, para cada moddulo, el nodo con la conectividad mas alta. Este nodo puede ser
propuesto y estudiado como un regulador de la expresidon génica o biomarcador.
El analisis ontolégico—funcional, es de sumo interés en estudios de gendmica. Se lleva a cabo con el

objetivo de relacionar una lista de genes con caracteristicas bioldgicas de interés que pueden ser
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modificadas (enriquecidas o agotadas) bajo las distintas condiciones experimentales a las que son

sometidas.

La ontologia génica (GO) se define como un vocabulario en el cual se guarda toda la informacién referida
aungeny alos atributos del producto génico. La ontologia-funcional agrupa a los distintos genes en tres
campos segun tres aspectos diferentes de la biologia celular: Funcién Molecular (FM), Proceso Bioldgico

(PB) y Componente celular (CC).

La identificacion de términos enriquecidos dentro de las GO se ha convertido en una parte rutinaria del
analisis e interpretacion de datos de micro arreglos (Tavazoie et al ., 1999 ;Curtis et al ., 2005 ). El enfoque
mas utilizado para identificar estos términos enriquecidos se basa en contar el nimero de genes que
estdn anotados en cada termino que, ademads, fueron diferencialmente expresados. La significacion
estadistica de esta superposicion se establece utilizando las pruebas exactas de Fisher o x? (Sartor M. A

et al . 2008).

Se han desarrollado varias herramientas informaticas que utilizan estos métodos, como David / EASE
(Dennis, Jr et al ., 2003 ; Hosack et al ., 2003 ), el paquete Gostats de Bioconductor (Gentleman, 2005),
GOMiner (Zeeberg et al ., 2003 , 2005 ), entre otros. Khatri y Draghici ( 2005 ) proporcionaron una
comparacion de varios de estos programas y Rivals et al ., 2007 presentaron una revisién exhaustiva. La
limitaciéon inherente de los enfoques que se basan en los recuentos de genes expresados
diferencialmente es el requisito de elegir un nivel de corte de significacion especifico para distinguir
entre los genes que cambian y los que no (Sartor M. A et al . 2008). Las diferentes opciones de umbral
pueden conducir a categorias enriquecidas muy diferentes y, por lo tanto, a diferentes conclusiones

bioldgicas (Pan et al ., 2005 ).

Sartor M. A et al . 2008 presentd y validé un nuevo método basado en regresion logistica, que relaciona
funcionalmente la pertenencia al conjunto de genes anotados en un término GO particular (variable
dependiente) con la expresién diferencial de dichos genes (variable independiente). De esta manera,
dado un término GO y un conjunto G={g1,8>...,gn) de genes, se define la variable indicadora Y talque Y;=1
si el i-ésimo gen de G, pertenece a GO, caso contrario Y;=0. Asi, Y indica las ocurrencias de GO en G. Por

otra parte, sea x; un score para cada gen, como, por ejemplo, un fold change, o el estadistico de un
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contraste de hipdtesis (tal como, el estadistico T para diferencias de medias) podemos definir el

siguiente modelo para Y.

L ( p(Yi = 1]x;)
0
1—p(Y; =1[xp)

) = Logit(p) = Bo + B
Donde,

p(Y; = 1|x;) es la probabilidad que Y; = 1 cuando el valor de score es X;,

B; Indica cuanto aumenta el Logit(p;) por cada incremento unitario en x;, y

Bo El valor esperado del logit cuando x; = 0

De esta manera, si Logit(p;) aumenta (o disminuye) a medida que aumenta X; concluimos que la

categoria de GO estd asociada a expresion diferencial.

La regresidn logistica es una extension natural de test x?, que permite que los valores de expresién

permanezcan en una escala continua sin requerir el uso de umbrales de significancia.

En base a estos antecedentes, en el presente trabajo nos proponemos examinar los patrones de
transcripcién y de metabolitos en dvulos fecundados de espigas de maiz posicionados en zona apical
(propensa al aborto) en comparacion a la zona media-baja (resguardada del aborto) para cultivos en dos
condiciones de densidad de siembra: baja y alta. Mediante el uso de un analisis de redes ponderadas y

un analisis ontolégico funcional.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Analizar y comparar los patrones transcriptémicos y metaboldmicos de évulos fecundados de maiz
ubicados en dos posiciones dentro de la espiga con distinta probabilidad de aborto, para altas y bajas

densidades de siembra.

Objetivos Especificos
Obtener y analizar redes de correlacion de genes para encontrar grupos (moédulos) de genes vy

metabolitos altamente correlacionados.

Determinar para cada médulo aquellos nodos con la mayor conectividad, que puedan ser propuestos y

estudiados como posibles reguladores y/o biomarcadores.

Realizar un analisis de enriquecimiento ontoldgico-funcional para determinar aquellas ontologias que

son modificadas por las distintas condiciones experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

ENSAYO EXPERIMENTAL

En la campaiia 2009-2010 se sembré en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de Buenos Aires (342 35°S, 582 29°0, suelo Argiudol Vértico, Soil Survey Staff, 2010) un
cultivo de maiz a dos densidades de siembra contrastante: 6 y 10 Pl m2. El material utilizado fue el
hibrido simple AX886 de la compaiiia Nidera Argentina en un disefio en bloques completos aleatorizados
con 3 réplicas por cada tratamiento. Cada parcela contaba de 5 surcos de una longitud de 8 m vy
distanciados a 0.7 m. Se sembraron manualmente 3 semillas en cada posicién, luego del estadio V3
(Ritchie et al. 1993) se ralearon dos para dejar una de ellas. Al mismo momento se instalé un sistema de
riego por goteo para abastecer de agua al cultivo durante todo su ciclo de vida. Se fertilizd en V4 con
urea a una dosis de 100 kg N ha™. El ensayo se mantuvo libre de enfermedades, malezas e insectos que
lo perjudiquen.

POLINIZACION SINCRONIZADA

En cada parcela se identificaron 3 plantas a las cuales se les cubrié la espiga principal con un sobre dias
antes de alcanzar el estadio de silking (R1, Ritchie et al. 1993). El mismo dia que sucedia el silking
(liberacién del primer estigma), se registraba la fecha y se dejaban pasar cuatro dias para luego descubrir
la espiga para que recibiera polen de plantas vecinas. Con este procedimiento se lograba que todos los
estigmas de la espiga salieran por fuera de las chalas y fueran polinizados al mismo momento (Carcova
y Otegui 2001). Con la sincronizacién de la polinizacién minimizamos los disturbios ocasionados por
ovulos fertilizados en distintos dias de crecimiento y dejdbamos en evidencia los disturbios ocasionados
por la posicién del ovario dentro de la espiga.

EXTRACCION DE MUESTRAS

A los 6 dias después de la polinizacidn se cosechd la espiga principal, se disectaron las chalas dejando al
descubierto los évulos fecundados. Se congeld inmediatamente en Nitrégeno liquido la zona apical de
la espiga y la zona media inferior. Ambas posiciones se desgranaron por separado quedando Unicamente
los dvulos fecundados. El material proveniente de las 3 pseudoréplicas se mezcld y molié. La mitad de la
muestra se destind para el andlisis de metabolitos y otra para su extraccion de ARN y analisis de
expresion genética.

ANALISIS METABOLOMICOS Y TRANSCRIPTOMICOS
Para el andlisis de expresidon masiva de genes utilizamos la técnica de micro-arreglos. Se extrajo el ARN

de 100 mg de muestra con Trizol (Life Technologies) siguiendo los protocolos adecuados. El analisis
micro-arreglos se realizé en las instalaciones de Syngenta USA utilizando un equipo Affymetrix MAS 5.0
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Hybridisation. El analisis de presencia de 250 metabolitos se realizé en Syngenta USA y para tal fin se
utilizaron las muestras en frio y pulverizadas.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos correspondientes a la expresion de 46682 genes y 214 metabolitos de maiz fueron obtenidos
mediante un experimento factorial de tipo 22. Los 4 tratamientos fueron conducidos en bloques
completos con 3 repeticiones. Los factores de tratamiento fueron zona de la espiga (Z) con dos niveles,
punta y medio, identificada como “T” y “M” respectivamente y densidad de siembra (D) con dos niveles
6 plantas.m?; y 10 plantas. m, identificados, respectivamente, como “6” y “10”.

ANALISIS PONDERADO DE REDES DE CO-EXPRESION

Se realizé un andlisis de red ponderada de co-expresioén, tanto para las expresiones de genes candidatos como
para la de metabolitos, a los fines de encontrar grupos de genes y metabolitos altamente correlacionados y
posibles candidatos reguladores de co-expresion o biomarcadores. Para ello, se usé el paquete de R WGCNA.

La funcion blockwiseModules realiza la construccién automatica de la red y la deteccion de médulos. La
funcién asigna un color para cada maddulo, el color gris es reservado para identificar aquellos nodos (genes o
metabolitos) que mostraron superposiciones topoldgicas muy diferentes a las de los nodos agrupados en los
restantes médulos. Es decir, agrupa aquellos nodos que no muestran semejanzas con los demds. La identificacidn
de los diferentes mddulos de la red se realizd mediante técnica de agrupamiento jerarquico utilizando enlace
promedio (UPGMA) y una medida de distancia basada en la superposicidn topoldgica. Las opciones usadas para
los argumentos de la funcidn blockwiseModules fueron las indicadas por defecto, excepto el argumento
potencia y TOMType al que se le asigno el valor “unsigned”.

La eleccidn del valor de potencia m se hizo utilizando la funcién pickSoftThreshold. Esta funcién,
ajusta un modelo de regresidn lineal para el logionk y el predictor logiok proporcionando un valor de R?
gue permite seleccionar el valor adecuado de ™ mediante el criterio de topologia libre de escala
aproximada. Se ensayaron valores de T comprendidos entre 1y 20

Para identificar los genes (o metabolitos) con las conectividades mas altas para cada mddulo se usé la
funcién chooseTopHubInEachModule.

Seleccién de genes candidatos

Los anadlisis de expresién masiva de genes mediante técnicas de microarreglos arrojan grandes
volumenes de datos. Pero no todos estos genes muestran una expresion diferencial entre las distintas
condiciones estudiadas. Por esta razén, mediante el ajuste de un modelo lineal mixto para un
experimento bifactorial conducido en blogques completos, se seleccionaron aquellos genes que
mostraron una expresion significativamente diferente entre tratamientos.

Para cada gen, se ajusté el siguiente modelo:
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Yijkig = W+ Dy + Z; + DZ;j + by + prateijryg
El modelo describe un experimento bi-factorial donde:

Yijkig representa el valor de expresion observado para el g-ésimo gen en la i-ésima densidad, j-ésima
zona, k-ésimo bloque.

D; es el efecto correspondiente al i-ésimo nivel del factor densidad de siembra (con dos niveles, 6y 10
pl m?),

Z; es el efecto correspondiente al j-ésimo nivel del factor zona de la espiga (con dos niveles medio y
punta),

DZ;; corresponde a las interacciones entre el i-ésimo nivel del factor densidad y el j-ésimo nivel del factor
zona de la espiga,

by corresponde al efecto aleatorio del k-ésimo bloque, para el que se asume bk~N(0, 6129),

P corresponde al efecto de la I-ésima parcela dentro de by y se corresponde con las dos densidades
2
ensayadas, para la que se asume p;;~N(0, 03)

eijkig €l término aleatorio, para el que se realizan los supuestos usuales de normalidad, independencia
y homocedasticidad.

Se comenzd analizando las interacciones hasta llegar a los factores principales. En este esquema
analitico se consideraron los genes cuyos p-valores fueron menor que 0.01. Los genes que fueron
significativos para la interaccidn no se consideraron en el andlisis de factores principales.

Para cada gen se calculé el valor de fold change en cada término del modelo lineal mixto. Para esto se

uso la funcion foldchange del paquete gtools de R. Para el calculo del fold change para los términos de
densidad y zona se tomd como grupo de referencia la densidad de 6 y la zona T respectivamente. Para el célculo
del fold change para las interacciones se tomé como referencia el tratamiento 6T

Perfiles de expresion

Luego de la construccién de las redes y la identificacidon de los mddulos, se analizé el perfil de expresidn
promedio de los genes y metabolitos para cada tratamiento dentro de cada mddulo. Para ello, los valores
de expresion fueron centrados por las medias de cada nodo (gen o metabolito) y escalados por el desvio
estandar de los mismos.

Para identificar aquellos genes o metabolitos que mostraron una expresion diferencial mas nitida, se
realizé un analisis de componentes principales.
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En el espacio de los n componentes principales (cp) que lograron retener un porcentaje de variabilidad
total igual o mayor a 80% se definié la distancia al origen del i-ésimo gen o metabolito como sigue:

Dorigen = \/Cplz + cp2? + cp3?2 + -+ + cpn?

Luego, a estos valores de distancia D igen Se les determino el valor de percentil 95 (Dgs), finalmente, se
identificaron los genes y metabolitos que tuvieron un valor de distancia al origen D jgen superior al valor
de Dgg

Identificacién de Factores de transcripcion

Para cada mddulo se identificaron los factores de transcripcidn presentes y la familia a la que pertenecen. Para
esto, se utilizd una lista de factores de transcripcidn de Zea mays reportada en http://plIntfdb.bio.uni-
potsdam.de/v3.0/

ANALISIS ONTOLOGICO-FUNCIONAL

Se llevo a cabo con el objetivo de relacionar una lista de genes (nodos) con caracteristicas bioldgicas de
interés que pueden expresarse o reprimirse bajo las distintas condiciones experimentales. Para este
objetivo, se usé una técnica basada regresion logistica.

La regresion logistica, en su forma mas simple, modela el logit(p) de |la probabilidad p de un evento en
funcion de una covariable.

Si se toma como x; al estadistico T para la prueba de diferencia de medias entre dos condiciones
experimentales, se puede determinar si la probabilidad de la ocurrencia de GO sigue un patrén aleatorio
respecto de X; o no. Un patrén aleatorio implicaria, en el modelo logistico anterior, una pendiente
(betal) igual a cero. Si la pendiente fuera positiva y estadisticamente diferente de cero, entonces el
patrén no es aleatorio y se interpreta que la ontologia estd siendo modificada por las condiciones
experimentales contrastadas y que esa modificacién esta mediada por el incremento de la actividad
génica. Si la pendiente es negativa entonces la ontologia también esta siendo modificada, pero por una
disminucion de la expresidon génica. Existe un tercer escenario en el que, para una misma ontologia, haya
tanto genes sobre como sub expresados, y en tal caso, la pendiente podria resultar cercana a cero y no
significativa. Para diferenciar esta situacion de un patrén aleatorio, se ajusta el mismo modelo logistico,
utilizando como covariable el valor absoluto de x;, abs(x;), y el valor esperado de la pendiente (beta2),
en este caso, seria positivo. De esta forma, se pueden identificar aquellas ontologias que fueron
reguladas hacia arriba, hacia abajo o que simplemente estan “activas” por el efecto de los distintos
tratamientos.


http://plntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/
http://plntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/
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Para realizar este analisis se utiliz6 como covariable x; el estadistico T correspondiente a las pruebas
realizadas sobre los coeficientes de los modelos mixtos entre las siguientes condiciones experimentales
6T-6M, 6T-10T, 6T-10M.
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Resultados y discusion

Para todas las redes, se selecciond el valor de potencia mas bajo que mostro un buen ajuste a topologia
libre de escala aproximada (R? > 0.60).

Bajo los criterios utilizados para la seleccién de genes candidatos, de un total de 46.682 genes presentes
en cada microarreglo se retuvieron 6.894 genes candidatos.

Red de co-expresion génica

Para esta red se trabajé con una potencia de umbral suave de 13, para la cual se observé un R? = 0.60, y
un valor de pendiente de -0.97. Por lo tanto, la red de co-expresién génica tuvo un buen ajuste a una
topologia libre de escala aproximado.

El andlisis agrupo los 6.894 genes en 10 mddulos identificados por cédigos de colores: 4.407 en el médulo
turquesa, 968 en el médulo azul, 667 en el mdédulo marrdn, 209 en el médulo amarillo, 172 en el médulo
verde, 160 en el mddulo rojo, 118 en el mddulo negro, 113 en el médulo rosa, 69 en el médulo magenta,
11 genes fueron ubicado en el mdédulo gris.

Los perfiles de expresidon que describen estos grupos se muestran en la Figura 1. Para los genes
agrupados en el médulo turquesa los promedios de expresion mas altos se observaron a densidad de 10
Pl.m2 (tanto en la zona media, M, como en la punta, T). Para los genes agrupados en el mddulo marrdn
los promedios de expresidon mas altos se observaron a densidad 6 Pl.m2 (tanto para la zona T como M).

Para los genes agrupados en los mdédulos azul y negro, los promedios de expresidn génica mas altos se
observaron en el tratamiento 10 Pl.m2 en la zona T. Para los genes agrupados en los mddulos rojo, rosa
y amarillo, los promedios de expresién mas bajos se observaron a 10 P.m* en la zona M. Por ultimo,
para los genes agrupados en el médulo verde los perfiles de expresion promedio no muestran diferencias
claras entre tratamientos.
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Promedios y E.E de expresion
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Figura 1: Perfiles de expresion génica promedio en los nueve mddulos obtenidos a partir de los perfiles centrados y escalados de expresion
génica sobre los tratamientos

El gen con la conectividad mas alta para el modulo turquesa fue GRMZM2G039919 s_at. Este gen fue
anotado en las ontologias G0:0004553; GO:0005618; GO0:0005975; GO0:0006073; G0:0016762;
involucradas en actividades referidas a metabolismo de carbohidratos y en la ontologia GO:0048046
involucrada en actividad de apoplastos (pared celular).

El gen GRMZM2G045430_01_at fue el mds conectado en el médulo marrdn, entre las ontologias en las
cuales ha sido anotado este gen se mencionan G0:0004674; G0:0004713; GO:0005509. El gen
GRMZM2G100288 01_at fue el mds conectado en el médulo magenta y ha sido anotado en la ontologia
G0:0004672. Todas estas ontologias estan asociada a actividad de proteina quinasa (sefalizacion).

El gen GRMZM2G108959 01 at fue el mds conectado en el médulo negro, este gen ha sido anotado en
la ontologia GO:0003677 involucrada en proteinas de unién a ADN. Ademas, este gen ha sido anotado
como factor de transcripcion perteneciente a la familia MYB.

GRMZM2G083725_01_at para el modulo verde que ha sido anotado en las ontologias GO:0006869;
G0:0008289 involucradas en actividades de transporte y unién a lipidos.

GRMZM2G109526_s_at para el modulo rojo, este gen ha sido anotado en las ontologias GO:0006457;
G0:0015031 involucradas en plegamiento y transporte de proteinas respectivamente.

Por ultimo, el gen GRMZM2G144857 01 at fue el mds conectado en el mddulo azul, el gen
GRMZM2G026013_s_at fue el mas conectado en el mddulo amarillo y el gen GRMZM2G101699 01 at
fue el mas conectado en el médulo rosa. Estos genes no fueron anotados en ninguna ontologia génica.

Como se menciond anteriormente, la zona de la punta de la espiga (T) es mas propensa al aborto y la
zona media-baja (M) de la espiga esta mas protegida del aborto. Es por esta razén que, los médulos
turquesa, azul, marrén y negro fueron los de mayor interés. En estos mddulos, no sélo se observaron
patrones de interés en los perfiles de expresion génica (valores de expresidn génica mas altos a densidad
de siembra 10 y en la zona T para los modulos turquesa, azul y negro. Mientras que para el mdédulo
marron se observaron patrones de expresion promedio mas bajos a densidad de 10 en la zona T), sino
gue, ademas, los genes mas conectados para cada uno de estos modulos (a excepcién del médulo azul,
cuyo gen mas conectado no fue anotado en ninguna ontologia génica) estan asociados con procesos,
como metabolismo de carbohidratos, componentes de pared celular, ambos correlacionados con aborto
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de granos (Zhong et al. 2002), sefializacidn celular (actividad de proteinas quinasa) y proteinas de unién a
ADN. La tabla 1 muestra los valores de medias, errores estdandares, fold changes y p-valores obtenidos
mediante el ajuste del modelo lineal mixto para estos médulos de interés.

Tabla 1: Valores de meda, errores estandar, p-valores y fold change obtenidos mediante el ajuste del modelo mixto.

Maddulo Gen mas conectado Términos del modelo Medias E.E | fold change | p-valor

6 10.47+0.07
Densidad -1.07 <0.01

10 11.25+0.07

T 11.10£0.07
Zona 1.05 <0.01
M 10.61+0.07

turquesa GRMZM2G039919_s_at

6T 10.81£0.09

6M | 10.1240.09 1.07

Densidad*Z 2

ensidad*Zona ™ o111 3940.09 1.0 0-28
10M | 11.10+0.09 -1.03

6 7.64+0.07
Densidad -1.03 0.17
10 7.85+0.07

T 8.10+0.07
Zona 1.10 <0.01
M 7.38+0.07
azul GRMZM2G144857_01_at
- - 6T 8.01+0.09
6M 7.2610.09 1.10
Densidad*Zona 0.47
10T 8.19+0.09 -1.02
10M 7.50+0.09 1.07

6 9.89+0.07
Densidad 1.05 0.02
10 9.41+0.07

T 9.46+0.07
Zona -1.04 <0.01
M 9.84+0.07

marrén GRMZM2G045430_01_at
6T 9.67+0.08

6M 10.11+0.08 -1.05
Densidad*Zona 0.59

10T 9.25+0.08 1.05

10M 9.58+0.08 1.01

6 5.03+0.07
Densidad -1.07 0.06
10 5.360.07

T 5.41+0.07
Zona 1.09 <0.01
M 4.98+0.07

negro GRMZM2G108959_01_at
6T 5.15+0.09

6M 4.90+0.09 1.05
Densidad*Zona 0.02

10T 5.67+0.09 -1.10

10M 5.05+0.09 1.02

Para los 3 mddulos de interés, se realizd un andlisis de enriquecimiento de ontologias génicas (GO)
mediante un modelo de regresién logistica.

La tabla 2 resumen los valores de pendientes, sus significancias y una descripcién de las GO consideradas
de interés en estudio de aborto que estan mas representadas en el modulo turquesa. Se pudo observar
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gue este moédulo esta enriquecido con genes que cumplen funciones en “procesos metabdlicos de
carbohidratos” (GO:0005975), “membrana” (GO:0016020) “integrales de membrana” (G0O:0016021) y
“regulacion de transcripcion” (GO:0006355).

Para GO:0005975 se observo una prevalencia de genes sub expresados en la zona de la punta a densidad
de 10. Por otra parte, el gen mas conectado de este médulo (GRMZM2G039919 s_at) fue anotado en
GO0:0005975. Para este gen se observaron niveles de expresion significativamente distintos para los
efectos principales de zona y densidad. Los valores medios mas altos de expresion se observaron a
densidad de 10 y en la zona T (tablal). Esto muestra la sensibilidad de este gen a las zonas de la espiga
y a la densidad de siembra.

Para GO:0006355 (regulacion de transcripcién dependiente de plantillas de ADN) se observo activa entre
los grupos 6T-10T.

Para GO:0016020 (membrana) y GO:0016021 (integrales de membrana), se observd una prevalencia de
genes sub expresados en la zona T a densidad de 10.

Tabla 2: valores de pendientes, sus significancias y una descripcion para las GO consideradas de interés en estudio de aborto por densidad
de siembra en el médulo turquesa

Division Trar GO Genes Betal p-value g-beta beta2 beta2.p-value beta2.g-valor Descripcion
6T-10T -0.08 0.07 0.23 -0.16 0.02 0.08 Regulacion
6T-6M | GO:0006355 & 368 | -0.23  <0.0001 = <0.0001 -0.07 0.24 0.32 de la transcripcién

dependiente de plantilla
6T-10M 0.16  <0.0001 @ <0.0001 & -0.2 0.02 0.08 de ADN
BP
6T-10T 024 | <0.0001 <0.0001  0.04 0.66 0.48
Procesos
6T-6M G0:0005975 180 -0.17 <0.0001 | <0.0001 0.07 0.3 0.34 metabdlicos de
carbohidratos
6T-10M -0.18 0.01 0.05 0.1 0.32 0.35
6T-10T 029 | <0.0001 @ <0.0001 | -0.04 0.53 0.44
6T-6M | GO:0016020 = 195 = -0.23 | <0.0001  <0.0001 = -0.03 0.58 0.44 Membrana
cc 6T-10M 0.16 = <0.0001 @ <0.0001 @ -0.19 0.02 0.08
6T-10T 0.16 = <0.0001 <0.0001 @ 0.28 <0.0001 <0.0001 Integrales
G0:0016021 | 122 g g ;
6T-6M -0.19 | <0.0001 @ <0.0001 | -0.06 0.36 0.38 € membrana

Cagnola et all (2018) observo un aumento de expresidon de genes asociados a ubiquitinas
(descomponedores de proteinas) y un aumento de un gen que codifica para una Polygalacturonasa
(degradacién de la pared celular) en maiz bajo distintas condiciones de riego y densidad de siembra.
Estos resultados sugieren que aumentan los genes asociados a la desintegracidn de los tejidos cuanto
mayor es el riesgo de aborto. En el andlisis ontoldgico realizado en el mddulo turquesa, no se
encontraron términos GO asociados a ubiquitinas y Polygalacturonasa, pero si se observé una sub
expresion de genes asociados a proteinas integrales de membranas, procesos metabdlicos de
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carbohidratos y membranas bajo las condiciones del tratamiento 10T, esto sugiere que, bajo estas
condiciones, hubo un aumento en la desintegracion de tejidos.

Un total de dos genes identificados como factores de transcripcion estuvieron expresados
diferencialmente entre las distintas condiciones. El gen GRMZM2G051528, pertenecientes a la familia
MYB, estuvo expresados diferencialmente sélo para el efecto de la densidad. Estas familias se reportaron
expresadas diferencialmente en condiciones de estrés (bidtico y abidtico) en el organismo modelos A.
thaliana (R. Sharma.; 2018). Esto sugiere que estos genes son sensibles a estrés por densidad de siembra.
El gen GRMZM2G001223, perteneciente a la familia MYB, estuvo expresado diferencialmente entre las
zonas de la espiga y por el efecto de la densidad de siembra. La Tabla 3 muestra valores de medias,
errores estandar, fold change y p-valores obtenidos mediante el ajuste del modelo mixto para estos
genes.

Tabla 3: Valores de media, errores estandar, fold change y p-valores para efectos principales de densidad, zona y su interaccion para
factores de transcripcion identificados en el mddulo turquesa

Genes Términos del modelo Medias E.E fold change p-valor
6 6.23 £0.07
Densidad -1.12 <0.01
10 6.98 +0.07
T 6.90 £ 0.07
Zona 1.09 <0.01
M 6.30 £0.07
MYB_GRMZM2G001223
6T 6.58 £0.09
6M 5.88 £0.09 1.12
Densidad*Zona 0.3
10T 7.23 £0.09 -1.1
oM 6.73 £0.09 -1.02
6 6.55 +0.05
Densidad -1.04 <0.01
10 6.90 £ 0.05
T 8.95 +0.05
Zona -1.03 0.12
M 9.19 £ 0.05
MYB_GRMZM2G051528
6T 6.62 +£0.07
6M 6.50 £0.07 1.02
Densidad*Zona 0.83
10T 6.98 £ 0.07 -1.06
10M 6.83 £0.07 -1.03

Para el médulo azul, si bien no se pudo asociar el gen mas conectado del médulo con una funcién
especifica (GO), es de interés el perfil de expresidn, ya que los valores promedios mas altos se observaron
en la zona T a densidad 10.

Las ontologias mas representadas (aquellas que tienen una mayor cantidad de genes presentes en este
modulo), estan asociadas a procesos referidos a “membrana”, “integrales de membrana”, “plastidos”
(mitocondrias y cloroplastos).
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El gen mas conectado de este modulo (GRMZM2G144857 _01_at) mostro diferencias significativas en su
expresion solo para el efecto principal de zona, los valores medios de expresidon mads altos se observaron
enlazonaT (tablal).

La Tabla 4 resumen los valores de pendientes, sus significancias y una descripcion de las GO consideradas
de interés en estudio de aborto presentes en el médulo azul.

Para GO:0016020 (membrana) se observd una prevalencia de genes sobre expresadas en la zona T a
densidad de 10.

Para G0:0016021, G0:0009536 y GO:0005975 (integrales de membrana, plastidos y procesos
metabdlicos de carbohidratos), se observd una prevalencia de genes sub expresados en la zona T a
densidad de 10.

Tabla 4: Pendientes estimadas, significancias y una descripcion de las GO consideradas de interés en estudio de aborto en el médulo azul

Division Trat GO Genes beta p-valor g-beta beta2 beta2.p-valor Beta2.g-valor Descripcion
6T-10T -0.4 <0.001 <0.001 0.12 0.56 0.68
G0:0016020 49 Membrana
6T-6M -0.32 <0.001 <0.001 0.13 0.37 0.63
MF 6T-10T 0.41 <0.001 <0.001 0.12 0.54 0.68
6T-10M  GO:0016021 39 -0.15 0.01 0.01 -0.12 0.46 0.65 Integral de
membrana
6T-6M -0.24 0.01 0.01 -0.12 0.59 0.69
6T-10T 0.29 0.03 0.03 0.25 0.37 0.63
(o GO0:0009536 21 Plastidos
6T-10M -0.43 0.02 0.02 0.34 0.16 0.43
BP 6T-10T G0:0005975 10 115 | <0.001 | <0.001 1.00 <0.001 <0.001 Procesos metabdlicos

de carbohidratos

Dos genes pertenecientes a este modulo fueron identificados como factores de transcripcion.
GRMZM2G110402_s_at perteneciente a la familia C3H mostro expresion diferencial sélo entre las zonas
de la espiga, de la misma manera ocurrié con los genes GRMZM2G056986_01_at perteneciente a la
familia MYB y GRMZM2G127379_01_at perteneciente a la familia NAC. Esto sugiere que, estos genes
son sensibles a la zona de la espiga, pero no a la densidad de siembra. La Tabla 5 muestra los valores de
fold chan, medias corregidos, errores estandar y los p-valores obtenidos en el ajuste del modelo mixto
para estos tres genes.

Tabla 5 Valores de medias, errores estdndar, fold change y p-valores obtenidos en el ajuste del modelo mixto para los 3 genes
identificados como factores de transcripcion en el médulo azul.

Genes Términos del modelo Medias E.E fold change = p-valor

6 10.32+ 0.04
Densidad -1.01 0.04
10 10.38 £ 0.04
C3H_GRMZM2G110402_s_at
T 10.46 £ 0.05
Zona 1.02 <0.01
M 10.23 £0.05



Patrones de transcripcion y metabolitos en maiz

6T 10.48 0.05

6M 10.150.05 1.03
Densidad*Zona 0.05

10T 10.44 0.05 1.00

10M 10.32 0.05 1.02

6 6.55 £ 0.05
Densidad -1.05 <0.01
10 6.90 £ 0.05

6.80+0.5
Zona 1.02 0.12
M 6.66 + 0.05
MYB_GRMZM2G051528

6T 6.62 +0.07

6M 6.50 £ 0.07 1.02
Densidad*Zona 0.83

10T 6.98 £ 0.07 -1.06

10M = 6.83+0.07 -1.03

El médulo marrdn se vié enriquecido con genes que cumplen funciones en “actividad quinasa del sensor
de fésforo”. La Tabla 7 resumen los valores de pendientes, sus significancias y una descripcién para las
GO significativas en médulo marron.

Para la ontologia GO:0000155 (actividad quinasa del sensor de foforo), se observé una prevalencia de
genes sub expresado en la zona T a densidad de 10. Ademas, como se menciond anteriormente, el gen
mas conectado para este médulo (GRMZM2G045430_01_at) cumple funciones asociadas a la actividad
de proteinas quinasa, y mostro diferencias significativas en su expresion sélo para el efecto principal de
zona, el valor medio de expresidon mas alto se observé en la zona M de la espiga (tabla 1). Esto muestra
gue este gen es sensible a la zona de la espiga, pero no a la densidad de siembra.

La ontologia GO:0005975 (procesos catabdlicos de carbohidratos) estuvo activa entre los grupos de
interés 6T-10T.

Tabla 7: Valores de pendientes, sus significancias y una descripcion de las GO significativas presentes en el médulo marrdn

Division Trat GO Genes | beta | p-value (¢-beta beta2 beta2.p-value beta2.q_valor Descripcion
6T-10T 071  <0.001 = 0.02 0.12 0.7 0.26 - :

MF G0:0000155 17 Alc“‘”dad q“f'”afsa
6T-6M 046 001 0.04 | -0.12 0.68 0.26 del sensor de fosforo
6T-10T 0.14 0.18 0.22 0.38 0.04 0.12 "

BP G0:0005975 159 Przcesosbmﬁ.tjm"ws
6T-6M -0.02 0.84 0.31 0.58 <0.001 0.01 e carbohidratos

Dos genes anotados como factores de transcripcion estuvieron sobre expresados sélo en lazona T. Uno
pertenecia a la familia bHLH y el otro a la familia TALE, lo que sugiere que estos genes son factores de
transcripcién sensibles a la zona de la espiga, pero no a la densidad de siembra. La familia de bHLH se
reportd sobre expresada bajo condiciones de estrés por sequia y salinidad en Arabidopsis thaliana (Baillo
& Kimotho 2019).
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Un gen fue anotado en la familia de factores de transcripcion NF-YC, este gen mostro cambios de
expresion significativos tanto para densidad como para zona, el valor de media mas alto se observé a
densidad 10 en la zona T. La familia NF-YC se vio involucrada en la aceleracién de la floracién como
respuesta a escape a estrés por sequia en Arabidopsis thaliana (Hwang & Susila 2019)

La Tabla 8 muestra los valores de fold change, medias corregidas, errores estdndar y p-valores obtenidos
en el ajuste del modelo mixto para estos 4 genes.

Tabla 8: valores de fold change, medias corregidas, errores estdndar y p-valores obtenidos en el ajuste de un modelo mixto para cada gen
identificado como factor de transcripcion en el médulo marrdn

Genes Términos del modelo Medias E.E = fold change @ p-valor

6 6.63 £0.11
Densidad -1.07 0.04
10 7.13+£0.11

T 7.15£0.09
Zona 1.08 <0.01
M 6.61 +0.09
bHLH_ GRMZM2G385543_01_at
6T 6.92+0.13

6M 6.35+0.13 1.09
Densidad*Zona 0.09

10T 7.38+£0.13 -1.07

10M 6.88+0.13 1.01

6 6.96 £ 0.09
Densidad -1.05 0.07
10 7.30 £0.09

T 7.25+0.07
Zona 1.04 <0.01
M 7.00 +0.07
TALE_GRMZM2G076272_s_at

6T 7.08 +0.09

6M 6.84 +£0.09 1.04
Densidad*Zona 0.3

10T 7.42 +£0.09 -1.05

10M = 7.17 £0.09 -1.01

6 8.07 £+ 0.04
Densidad -1.05 <0.01
10 8.51+0.04

T 8.43£0.04
Zona 1.03 <0.01
M 8.15+0.04
NF-YC_GRMZM2G124421_01_at
6T 8.26 + 0.07

6M 7.89 £0.07 1.05
Densidad*Zona 0.2

10T 8.61+0.07 -1.04

10M 8.41 +£0.07 -1.02

El modulo negro, de menor tamafio (118 genes), tuvo como gen central a GRMZM2G108959 01 _at,
anotado como factor de transcripcidn perteneciente a la familia MYB, este gen mostro diferencias
significativas en su expresion sdélo para el factor principal zona (tabla 1). El valor mas alto de media de
expresion se observé en la zona T (tabla 1). La Tabla 9 muestra los valores de fold change, medias
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corregidas, errores estandar y p-valores obtenidos en el ajuste del modelo mixto para este factor de

transcripcion.

Tabla 9: valores de fold change, medias corregidas, errores estdndar y p-valores obtenidos en el ajuste del modelo mixto para el gen
identificado como factor de transcripcion y centro de modulo

Genes Términos del modelo
6
Densidad
10
T
Zona
M
MYB_GRMZM2G108959_01_at

6T

6M

Densidad*Zona

10T
oM

Medias E.E

5.03 £0.06

5.36 £ 0.06

5.41+0.04

4.98 £ 0.04

5.15+0.07

4.90 +0.07

5.67 £0.07

5.05+0.07

fold change = p-valor

-1.07 0.02
1.09 <0.01
1.05

0.08
-1.10
1.02

Como se menciond anteriormente, los genes con expresién diferencial mds nitida fueron identificados
mediante un andlisis de componentes principales. La Figura 2 muestra el biplot correspondiente a dicho
andlisis. En el mismo, se puede observar que 86.7% de la variabilidad total ha sido retenida por los cuatro
primeros componentes, por lo que la seleccidon de los genes en este espacio estara basada en una
representacién confiable de su variabilidad.

En este espacio los puntos mds extremos en cada eje de variacidon corresponden a los genes cuyas
expresiones diferenciales son mas nitidas. Como se recordar3, los genes con niveles de expresiéon mas
nitida se identificaron mediante el cdlculo de distancias al origen (Di) y luego se seleccionaron aquellos
genes cuyas distancias al origen superaron el valor de distancia definido por el percentil 95 (Dgs).
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Figura 2: biplot correspondiente al andlisis de componentes principales para la identificacion de genes con niveles de expresion mds nitida
entre tratamientos

Para el modulo turquesa un total de 226 genes mostraron diferencias nitidas en sus niveles de expresién.
9 de estos genes presentan funciones de interés y diferencias significativas para densidad y/o zona. La
Tabla 10 muestra los valores de fold change, medias, errores estandar y p-valores obtenidos en el ajuste
del modelo mixto para estos genes, las GO en las que estos genes han sido anotados y una descripcion

de las mimas.

Tabla 10: p-valores obtenidos mediante el ajuste de un modelo mixto para el gen con expresion mds nitida del mddulo turquesa

Genes Términos del modelo Medias E.E | fold change @ p-valor GO Descripcion
6 10.36 £ 0.07
Densidad 1.08 <0.01
10 9.57 £0.07 L .
Unidn a proteinas;
T 9.70+0.07 GO:0005515; union de iones de zing;
Zona -1.06 <0.01 membrana;
M 10.24+0.07 60:0008270; Actividad celulosa sintasa
GRMZM2G028353 G0:0016020; ]
6T 10.04 +0.10 G0O:0016760: (formadora dz UDP),
! Proceso de
6M | 10.68%0.10 -1.06 G0:0030244; biosintesis de
Densidad*Zona 0.4
10T | 9.35+0.10 1.07 celulosa

10M = 9.79+0.10 1.03
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GRMZM2G039811

GRMZM2G128880

GRMZM2G090563

GRMZM2G003252

GRMZM2G164821

GRMZM2G083058

Densidad

Zona

Densidad*Zona

Densidad

Zona

Densidad*Zona

Densidad

Zona

Densidad*Zona

Densidad

Zona

Densidad*Zona

Densidad

Zona

Densidad*Zona

Densidad

10

6T
6M
10T
10M

10

6T
6M
10T
10M

10

6T
6M
10T
10M

10

6T
6M
10T
10M

10

6T
6M
10T
10M
6

8.87 £0.07
8.34+0.07
8.41+0.07
8.80£0.07
8.76 £0.07
8.98 £0.07
8.06 £0.07
8.61+0.07
9.34+0.04
9.04 +£0.04
9.13+£0.04
9.25+0.04
9.23 £0.05
9.44 +0.05
9.02 £0.05
9.06 +£0.05
8.79+0.20
7.26+0.20
7.62+0.20
8.42+0.20
8.31+0.28
9.26+£0.28
6.93+0.28
7.58+0.28
11.10£0.09
10.40 £0.09
10.45 £ 0.09
11.05+0.09
10.77 £ 0.13
11.43+0.13
10.13+0.13
10.67 £0.13
11.32+0.07
10.95 £ 0.07
10.98 +£0.07
11.29+0.07
11.19 £ 0.09
11.45+0.09
10.77 £0.09
11.13+0.09
8.72+0.07

37

1.06

-1.05

-1.03
1.09

1.02

1.03

-1.01

-1.02
1.02
1.02

-1.11

1.07

-1.06

-1.06
1.06
1.01

1.03

-1.03

-1.02
1.04
1.01
1.06

<0.01

<0.01

G0:0016021

0.9

<0.01

0.06
G0:0003824;
G0:0008152;

014

<0.01

0.04
G0:0016021

0.6

<0.01

<0.01
G0:0005199

0.6

<0.01

<0.01
G0:0016021

0.7

<0.01 G0:0016021

Integral
de membrana

Actividad catalitica;
Procesos metabdlicos

Integral de
membrana

Constituyente
estructural
de pared celular

Integral de
membrana

Integral de
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10 8.25+0.07 membrana
T 8.29 +0.08

Zona -1.05 0.02
M 8.68 £ 0.08

6T 8.43+0.07

6M 9.01 £0.07 -1.07
Densidad*Zona 0.14

10T 8.14+0.07 1.04

10M 8.36 £ 0.07 1.01

6 10.21 £ 0.08
Densidad 1.05 <0.01
10 9.69 £ 0.08

Unidn a proteina;
T 9.68 +0.07

Zona 1.06 <0.01 G0:0005515; Membrana;
M 10.22 + 0.07 G0:0008270; Actividad
AF200533 G0:0016020; celulosa sintasa
6T | 10.02£0.08 G0:0016760; (formadora de UDP);
&M 10.40 + 0.08 1.04 G0:0030244; ) Procesos de
Densidad*Zona 0.1 biosintesis de celulosa
10T 9.33£0.08 1.07
10M  10.04 £0.08 -1.00
6 9.51+0.09
Densidad 1.02 0.02
10 9.35+0.09
T 9.26 £ 0.09
Zona -1.04 <0.01
M 9.61+0.09
S48291434 G0:0016020 Membrana
6T 9.34 £ 0.05
6M 9.68 + 0.05 -1.04
Densidad*Zona 0.90
10T 9.17 £ 0.05 1.02
10M = 9.53+0.05 -1.02

Entre los genes del mddulo azul sélo 9 de ellos mostraron diferencias nitidas, y 4 de ellos estan asociados
a funciones de interés en estudios de aborto. Los resultados obtenidos en los modelos mixtos ajustados
para estos 4 genes mostraron que sélo tuvieron diferencias significativas para el efecto principal de zona.
La Tabla 14 muestra valores de fold change, medias, errores estandar y los p-valores obtenidos en el
ajuste del modelo mixto, GO y una descripcién para estos 4 genes. La tabla 15 muestra los valores de
medias corregidos y errores estandar.

Tabla 14: valores de fold change, medias y errores estdndar, p-valores obtenidos mediante el ajuste de un modelo mixto para los genes de
interés con expresion mds nitida del mdédulo azul

Genes Términos del modelo Medias E.E | fold change @ p-valor GO Descripcion
6 9.85+0.11
Densidad 1.04 0.04
10 9.40+0.11

T 9.32+0.09

Zona -1.07 <0.01 Membrana
G0:0016020; . N
GRMZM2G339728_01_at M 9.96+ 0.09 GO:0051260 Homoollgomelrlzauon
de proteina
6T 9.45+0.14
Densidad*Zona 6M 10.25+0.14 -1.08 0.2
10T 9.20+0.14 1.06

38
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10M 9.60+0.14 -1.11
6 7.61+0.06
Densidad 1.03 0.2
10 7.41 +0.06 Canal de potasio
T 7164006 dependiente de
Zona e 110 <0.001 G0:0016021; .\{oltaje; .
M 7.86 + 0.06 G0:0005249; actividad de ion
S$11418315_ug_at G0:0006813; de potasio;
6T 7.31+0.09 G0:0009536; transporte integral
6M 7.92 +0.09 -1.08 G0:0055085 de plastidos;
Densidad*Zona 0.6 transporte
10T 7.01+0.09 -1.04 transmembrana
10M  7.81+0.09 -1.07
6 9.74 £ 0.09
Densidad 1.02 0.01
10 9.62 +£0.09
T 9.46 £ 0.09
Zona 1105 <0.001 '“tegt:a' de
M 9.90 +£0.09 . . membrana;
$46909602_ug_at 60'9016021’ Vesiculas
6T | 9.51+0.08 G0:0016023 rodeadas
6M | 9.97£0.08 -1.05 de membrana
Densidad*Zona 0.05
10T 9.41+0.08 1.02
10M  9.83+0.08 -1.06

6 9.00 £ 0.05
Densidad 1.06 0.
10 8.50 £ 0.05
Membrana

T 8.40+0.05 citoplasmatica;

Zona -1.08 <0.01 o
M 9.10 + 0.05 G0:0016020; actividad de
S50707673_ug_at G0:0016023; transferencia
6T | 86620.10 G0:0016740 de vesicula
6M | 9.35+0.10 1.08 rodeada
Densidad*Zona ) 0.3 por membrana
10T = 8.14+0.10 -1.06
-1.02

10M  8.86+0.10

Un total de 100 genes pertenecientes al médulo marrén mostraron diferencias significativas nitidas. 5
de ellos estdn asociados a funciones de sefializacién celular. Para el caso de $48285162 ug_at,
GRMZM2G375904_s_at, GRMZM2G155837_02_at y GRMZM2G011896 01_at, los modelos mixtos
ajustados mostraron que sus cambios en los niveles de expresidn eran significativos para los efectos
principales de densidad y zona.

La Tabla 15 resume los valores de fold change, medias, errores estandar y p-valores obtenidos en el
ajuste del modelo mixto para estos 5 genes y las GO en la que estos genes fueron anotados mas una
descripcién de las mismos.

Tabla 15: Valores de medias, errores estdndar, fold change y p-valores obtenidos mediante el ajuste de un modelo mixto para los genes de
interés con expresion mds nitida del médulo marrdn

Genes Términos del modelo Medias E.E fold change p-valor GO Descripcion
6 10.53+0.18
S48285162_ug_at Densidad 1.15 <0.01 G0:0016301 Actividad quinasa
10 9.17 £0.18

39



Patrones de transcripcion y metabolitos en maiz

Zona

Densidad*Zona

Densidad

Zona

GRMZM2G375904_s_at

Densidad*Zona

Densidad

Zona

GRMZM2G155837_02_at

Densidad*Zona

Densidad

Zona

GRMZM2G011896_01_at

Densidad*Zona

Densidad

Zona
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Red de co-expresion de Metabolitos

Para la construccidn de esta red se trabajé con una potencia de 8. Se obtuvo un valor de R?=0.78 y una
pendiente -0.99. Se verifico asi un buen ajuste a una topologia libre de escala aproximada para esta red.

De un total de 214 metabolitos, el andlisis agrupé 39 metabolitos en el médulo turquesa, 39 en el médulo
azul ,34 en el médulo marrén, 31 en el mdédulo amarillo, 21 en el verde y 16 en el rojo. 34 metabolitos
no fueron asignados a ninguno de los mddulos anteriores (modulo gris).

Los perfiles de expresion para cada mdédulo se muestran en la Figura . Los perfiles de expresidon promedio
mas altos para los metabolitos agrupados en el médulo turquesa se observaron a densidad 10 en la zona
T. En el médulo azul los promedios mas altos de expresidn se observaron a densidad de 6. En el médulo
marron los perfiles de expresidn mas altos se observaron a densidad de 10. Para el médulo amarillo los
promedios de expresion mas altos se observaron a densidad de 6. Para los metabolitos agrupados en los
modulos verde y rojo no se observaron patrones de expresion de interés.
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Figura 3: Perfiles de expresién metabdlica promedio en los mddulos obtenidos a partir de los perfiles centrados y escalados de la
expresion metabdlica sobre los doce tratamientos.

El metabolito con la mayor conectividad en el mdédulo turquesa fue Uridina (importante en el
metabolismo de pirimidinas). Para el médulo azul, el metabolito con la conectividad mas alta fue O-
acetylserina (Derivado de fosfogliceridos). Para el médulo marrdn fue salicilato (Fenilpropanoide). Para
el modulo verde 1-palmitoilglicerophosphoinositol, para el caso del médulo rojo no fue identificado el
nombre del metabolito, pero si se informd que cumple funciones en el metabolismo de purinas. Para el
modulo amarillo el metabolito mas conectado fue valina (Aminoacidos de cadena ramificada (derivados
del piruvato)).

Los médulos turquesa, azul, marrén y amarillo mostraron patrones de interés en el estudio de aborto
por densidad de siembra. La tabla 16 muestra los valores de medias, errores estandar, fold change y p-
valores obtenidos mediante el ajuste de un modelo mixto para estos metabolitos.

Tabla 16: Valores de meda, errores estdndar, p-valores y fold change obtenidos mediante el ajuste del modelo mixto para los metabolitos
centrales de los mddulos de interés.

Modulo Metabolito Términos del modelo Medias E.E = fold change = p-valor

6 0.96+0.05
Densidad -1.09 0.06
10 1.04 +0.05

T 1.08 £0.09
Zona 1.16 <0.01
M 0.92 +0.09

turquesa Uridina
6T 1.03 £ 0.05
6M 0.89 +0.05 1.13
Densidad*Zona 0.32
10T = 1.13+0.05 -1.13
10M 0.95 +0.05 1.07
6 1.06 £ 0.04
Densidad 1.30 <0.01
10 0.82+0.04
T 0.85 +0.04
Zona -1.21 0.08
azul O-acetilserina M 1.03 +0.04

6T 1.03+0.05
Densidad*Zona = 6M | 1.10+0.05 -1.07 0.02
10T = 0.67+0.05 1.53
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10M = 0.96 +£0.05 1.07

6 0.67 £0.06
Densidad -1.95 <0.01
10 1.31+0.06

T 1.10 £ 0.06
Zona 1.25 0.29
M 0.88 £ 0.06

marron Salicilato
6T 0.88 £ 0.07
6M 0.46 £ 0.07 1.91
Densidad*Zona 0.34
10T 1.32+0.07 -1.57
10M @ 1.29+0.07 -1.47
6 1.21+0.03
Densidad 1.46 <0.01
10 0.83+0.03
T 1.05+0.03
Zona 1.06 0.26
. M 0.99£0.03
amarillo Valina
6T 1.31+0.04
6M 1.12+0.04 1.17
Densidad*Zona 0.05
10T 0.80%0.04 1.64
10M 0.870.04 1.51

El metabolito mas conectado en el médulo turquesa mostro diferencias significativas sélo para el efecto
principal de zona. Los nucledtidos de pirimidina son esenciales para las plantas. No solo son los
componentes basicos para la sintesis de acidos nucleicos, sino también proporcionan precursores para
una amplia gama de componentes celulares, como azucar, polisacaridos, glicoproteinas, fosfolipidos, y
como sustratos de enzimas, como el caso de Uridina difosfato glucosa (UDP-glucosa) sustrato de la
glucosiltransferasa. En arroz de tipo aus (Oryza sativa L.) tolerante a estrés por sequia y frio, se encontrd
una acumulacién mayor de este metabolito en tallo (Dong Q et al. 2019)

El metabolito mas conectado del médulo azul mostro diferencias significativas solo para el efecto de
Densidad. Los metabolitos pueden actuar como moléculas de seial que regulan las funciones de genes
y proteinas, reflejando el estado del medio interno y externo (Watanabe M et al. 2021). La O-acetilserina
cumple funciones reguladoras y es un metabolito clave que se relaciona con aminoacidos que contienen
azufre (Watanabe M et al. 2021). El gen inducido por deficiencia de azufre (SDI) se identificé
originalmente en trigo (Triticum aestivum var. Hereward). En el genoma de Arabidopsis thaliana , hay
cinco genes SDI, de los cuales dos, SDI1 y SDI2, pertenecen al grupo de genes O-acetilserina.
Experimentos adicionales utilizando ensayos de interaccién proteina-proteina demostraron que SDI1
interactua fisicamente con MYB28, que es un regulador positivo de glucosinolatos, para reprimir la
biosintesis de glucosinolatos y utilizar el sulfato preferentemente para metabolitos primarios en
condiciones de deficiencia de azufre (Watanabe M et al. 2021).

El metabolito mas conectado del médulo marrén presento una diferencia significativa para el efecto
principal de densidad. Una gran cantidad de estudios han demostrado que la via metabdlica de los
fenilpropanoides responde a una variedad de estimulos ambientales, que incluyen infeccién por
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patégenos, heridas, agotamiento de nutrientes, irradiacion UV, temperaturas extremas y otras
condiciones de estrés. (Huan J et al. 2010)

Varios estudios han empleado enfoques genéticos y moleculares para silenciar y/o alterar la via
metabdlica de los fenilpropanoides (Huan J et al. 2010). Las plantas de tabaco (Nicotiana tabacum )
suprimidas epigenéticamente en la expresidn de estas vias no desarrollaron resistencia sistémica
adquirida en respuesta a la infeccién por el virus del mosaico del tabaco. Esta resistencia suprimida se
asocié con una acumulacidn reducida de &acido salicilico. Analisis realizados en Arabidopsis thaliana
mostraron una alteracién en la ultra estructura de la pared celular secundaria. Ademas, estas plantas
fueron completamente susceptibles al oomiceto de mildiu velloso (Huan J et al. 2010).

Por ultimo, el metabolito mas conectado del mdédulo amarillo mostro valores de medias con diferencias
significativas para el efecto principal de densidad. Durante el estrés abiético, la adaptacion metabdlica
es crucial para la tolerancia a dicho estrés, y la acumulacién de aminoacidos especificos como
metabolitos secundarios derivados del metabolismo de los aminoacidos puede correlacionarse con una
mayor tolerancia a condiciones ambientales adversas (Buffangni V et a. 2020). En estudios realizados en
plantas de maiz (Zea mays) expuestas a sequia se observé una acumulaciéon de aminodacidos de cadena
ramificada, entre ellos valina, en la hoja. En estudios realizados en Arabidopsis thaliana bajo condiciones
de sequia, también se observaron alteraciones a nivel transcripciones de estos aminoacidos (Obata T et
al. 2015)

Los metabolitos con expresion diferencial mas nitida fueron identificados mediante un analisis de
componentes principales. La Figura 4 muestra el biplot correspondiente a dicho analisis. En el mismo, se
puede observar que 83.1% de la variabilidad total ha sido retenida por los seis primeros componentes,
por lo que la seleccidn de los metabolitos en este espacio estara basada en una representacion confiable
de su variabilidad.
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Figura 4: biplot correspondiente al andlisis de componentes principales para la identificacion de metabolitos con niveles de expresion mds

nitida entre tratamientos.

Sélo dos metabolitos mostraron diferenciacién nitida, hesperetin (metabolito secundario de para
flavonoides, fenilpropanoides) y ferulate (metabolito secundario para fenilpropanoides). Ambos
presentaron diferencia significativa sdlo para el efecto principal de densidad. La Tabla 17 muestra los
valores de media, errores estandar, fold change y p-valores obtenidos en el ajuste del modelo mixto para

estos metabolitos.

Tabla 17: valores de medias y E.E fold change y p-valores obtenidos mediante el ajuste de un modelo mixto para los metabolitos con

expresion mds nitida

Metabolitos Términos del modelo Medias E.E | fold change | p-valor
6 2.03 £0.06
Densidad 5.64 <0.01
10 0.36 +0.06
T 0.96 + 0.05
Zona -1.50 0.04
M 1.43 +0.05
hesperetin
6T 1.64 +0.07
6M | 2.22+0.07 -1.49
Densidad*Zona 0.57
10T | 0.08 £0.07 23
10M | 0.62+0.07 2.88
6 2.03+£0.05
Densidad 4.17 <0.01
10 0.36 + 0.05
T 0.96+ 0.07
Zona -2.08 0.02
M 1.43 +0.07
ferulate
6T 1.84 +0.06
6M 2.22+0.06 -1.79
Densidad*Zona 0.20
10T | 0.08 £0.06 8.16
10M | 0.64 +0.06 1.82
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Correlaciones entre metabolitos y genes mas conectados en los mdédulos de interés

El metabolito mas conectado del mdédulo turquesa (Uridina) mostro una correlacién positiva con el gene
mas conectado de los mddulos turquesa (r=0.73), que participa en procesos de metabolismo de
carbohidratos y pared celular, con el gen mas conectado del mdédulo azul (r=0.86) y con el gen central
del médulo negro (r=0.86) que cumple funciones de unién a ADN. Estos genes tuvieron niveles de
expresion mas altos a densidad de 10y en la zona T (figura 1), lo que sugiere que el metabolito Uridina
se acumula en los granos a densidad de 10 y en la zona T susceptible al aborto. Para este metabolito se
observd una correlacién negativa con el gen mas conectado del médulo marrdn (r=-0.76) que cumple
funciones de sefializacion celular (proteinas quinasa), esto sugiere que la acumulacion de Uridina en los
granos se asocia negativamente con las vias de sefializacion mediada por proteinas quinasas.

El metabolito mas conectado del médulo azul (O-acetilserina) mostro una correlaciéon positiva con el gen
mas conectado del médulo marrdn (r=0.70), mientras que mostro una correlacién significativa y negativa
con el gen mas conectado del médulo negro (r=-0.71) y el gene mads conectado del médulo turquesa (r=-
0.64). O-acetilserina tuvo una menor concentracion a densidad de 10, esto sugiere que su baja
acumulacién en granos a esta densidad puede participar en la regulacion de la expresién del gen
GRMZM2G108959 01 at (factor de transcripcion de la familia MYB, mddulo negro) y/o del gen
GRMZM2G039919 s_at (médulo turqués).

El metabolito mas conectado del médulo marrdn (salicilato) mostro una correlaciéon positiva sélo con el
gene mas conectado de los médulos turquesa (r=0.63).

El metabolito mas conectado del mdédulo amarillo (valina) no presento correlaciones significativas con
los genes centrales de los médulos turquesa, azul, marrén y negro.
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Figura 5: mapa de calor para las correlaciones entre genes y metabolitos mds conectados de cada modulo
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Conclusiones

El analisis de datos gendmicos y metabolémicos mediante redes ponderadas de co-expresion génica es
una estrategia ampliamente utilizada para detectar agrupaciones de genes (o metabolitos)
potencialmente co-expresados y, ademas, permite detectar genes (o metabolitos) centrales en estos
grupos que pueden pertenecer a una familia de factores de transcripcidn (que regulan la expresion aguas
debajo de los restante genes del médulo) o pueden ser propuestos como biomarcadores en procesos de
interés. Sin embargo, los resultados obtenidos en estos analisis se ven afectados debido a la necesidad
de una pre-seleccién de genes candidato, que, por lo general, excluye del andlisis gran parte de los genes
presentes en un microarreglo.

Para la red ponderada de co-expresion génica realizada en este trabajo, se utilizaron aquellos genes que
tuvieron p-valores <0.001 para el efecto de interaccion Densidad*zona o para los efectos principales de
Densidad y Zona. Si bien se obtuvo una red con buen ajustarse a una topologia libre de escala aproximada
y, ademas, se pudieron detectar médulos de genes con patrones de interés en sus niveles de expresién
y genes centrales en estos mdodulos con funciones que se vieron asociadas al aborto de granos, estos
resultados pueden cambiar si se cambia el criterio de seleccién de genes candidatos, ya que esto podria
quitar o agregar genes al grupo inicial.

Un modelo de regresion logistica es una técnica sencilla y muy intuitiva para el analisis ontolégico
funcional, y no requiere de la instalacién de paquetes ni del manejo de plataformas informaticas que
fueron desarrolladas para estos fines. Si bien es una técnica que ha demostrado un buen desempefio
(Sartor M. A et al. 2008), la distribucidon binomial se recomienda en grandes conjuntos de genes y no si
se trabaja con un conjunto pequefio y especifico para un fenémeno determinado.

Para este trabajo, el analisis ontoldgico funcional se utilizé para profundizar en la importancia de cada
uno de los mdédulos de interés en procesos de aborto. Sin embargo, es de esperar que todos los genes
anotados en una misma ontologia, no hayan quedado agrupados dentro del mismo modulo. Ademas,
algunos genes anotados en ontologias de consideracién en procesos de aborto quedaron excluidos
debido a la seleccidn de genes candidatos.

Por lo expuesto en el parrafo anterior, surge el interés y la propuesta de realizar un andlisis ontoldgico
funcional independiente de redes de co-expresion génica y con la totalidad de los genes presentes en
los microarreglos.

Sin embargo, a pesar de las limitaciones mencionadas para las dos estrategias propuestas, los
resultados obtenidos en este trabajo apoyan los resultados publicados en la literatura que asocian los
procesos referidos a metabolismo de carbohidratos, membranas celulares y pared celular con el aborto
de granos bajo condiciones de estrés. Ademas, se propone a los genes agrupados en el mdédulo marrén
(modulo asociado a funciones de sefializacién) como candidatos de interés para el estudio de aborto
en granos por densidad de siembra. Destacando, no solo las interacciones entre los genes de dicho
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madulo, sino también las asociaciones que hay entre estos y los pertenecientes a los mddulos
restantes.

Por ultimo, los resultados obtenidos para metabolitos no solo sugieren patrones metabdlicos de
interés en el estudio de aborto sino también, correlaciones de interés entre estos y los genes centrales
de cada mddulo.
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