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Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar trés abordagens estatisticas distintas quanto a capacidade de
detecgdo da expressdo génica diferencial de dados obtidos por sequenciamento de RNA extraido de
glandula mamaria mantida em um sistema extracorporeo de bovinos de leite mesticos Holandés-Zebu e
infectada experimentalmente com Streptococcus agalactiae. Uberes de quatro vacas abatidas foram
colhidos, perfundidos e inoculados com S. agalactiae. Para cada (bere, dois quartos foram inoculados e
dois quartos foram utilizados como controle. Bi6psias do tecido alveolar foram feitas nos tempos 0 e 3
horas apds a perfusdo do tecido. O RNA das amostras foi extraido e sequenciado com a plataforma
HiSeq2000 (Illumina). A partir das leituras obtidas, os transcritos foram montados utilizando como
referéncia a anotagdo do genoma bovino UMD 3.1 e as abordagens estatisticas edgeR, baySeq e Cuffdiff
foram utilizadas para analise de expressdo génica diferencial. Foram identificados 1756, 1161 e 3389 genes
com expressdo génica diferencial pelo edgeR, baySeq e Cuffdiff, respectivamente. As abordagens
estatisticas estudadas apresentam grandes diferengas na identificagdo de genes, resultante dos diferentes
pardmetros em que sdo baseadas. Maior abrangéncia na identificagdo de genes associados a infecgdo da
glindula mamaria foi obtida com a abordagem Cuffdiff.
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Comparison of statistical methods for analysis of differential gene expression in real RNA-sequence
data

Abstract: The aims of this study was evaluate three different statistic approaches regarding to differential
gene expression data obtained by RNA sequencing from mammary glands of Holstein-Zebu crossbred dairy
cattle, kept in an extracorporeal system and experimentally infected with Streptococcus agaclatiae. Udders
of four slaughtered cows were collected, perfused and inoculated with S, agalactiae. For each udder, 2/4
were inoculated and 2/4 were used as control. Biopsies were obtained from the alveolar tissue at 0 and 3
hours after the tissue perfusion. The RNA sample was extracted and sequenced with HiSeq 2000 platform
(Illumina). From the reads obtained transcripts were assembled using as the reference the bovine genome
annotation UMD 3.1 and the statistics approaches edgeR, baySeq and Cuffdiff were used for differential
gene expression analysis. 1756, 1161 and 3389 genes with differential gene expression were identified by
edgeR, baySeq and Cuffdiff, respectively. The statistical approaches studied present great differences in
the identification of genes, resulting from the different parameters on which they are based. Larger
comprehensiveness in the identification of genes associated with infection of the mammary gland was
obtained with the Cuffdiff approach.
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Introdugio

Significativas perdas econdmicas em animais de produgdo sdo devido a diversas doengas, como
infecgdio da glandula mamaria em bovinos leiteiros. Anélise de transcriptoma com a utilizagdo da técnica
de sequenciamento de RNA, seguida de andlise estatistica possibilita identificar a expressdo génica
diferencial em diversos tecidos infectados experimentalmente. Os resultados permitem a geragdo de
estratégias de manejo e de selegéio que priorizem a utiliza¢do de animais mais resistentes. O objetivo deste
trabalho foi avaliar trés abordagens estatisticas distintas quanto a capacidade de detecgdo da expressdo
génica diferencial de dados obtidos por sequenciamento de RNA extraido de glindula mamaria mantida
em um sistema extracorporeo de bovinos de leite mestigos Holandés-Zebu e infectada experimentalmente
com Streptococcus agalactiae.

) Material e Métodos

Uberes de quatro vacas abatidas foram colhidos, perfundidos e inoculados com S. agalactiae. Para
cada ubere, dois quartos foram inoculados (anterior esquerdo - AE; e posterior esquerdo - PE) e dois quartos
foram utilizados como controle (anterior direito - AD; e posterior direito - PD). Biopsias foram feitas do
tecido alveolar nos tempos 0 e 3 horas apés a perfusdo do tecido. O RNA das amostras foi extraido e
sequenciado com a plataforma HiSeq2000 (Illumina). As sequéncias curtas de cada amostra foram
alinhadas com a versdo do genoma bovino referéncia UMD 3.1, utlizando o algoritmo TopHat. A partir
dos resultados do dinhamento das “reads’ com o genoma referéncia bovino, a montagem individua dos
transcritos para cada amostra foi realizada utilizando o programa Cufflinks e entdio as abordagens
estatisticas edgeR (ROBINSON et al., 2010), baySeq (HARDCASTLE; KELLY, 2010) e Cuffdiff
(TRAPNELL et al., 2013) foram utilizadas para analise de expressdo génica diferencial.

Resultados e Discussdo

Foram detectados 1756, 1161 e 3389 genes diferencialmente expressos pelo edgeR, baySeq e
Cuffdiff, respectivamente. Apenas 122 genes identificados foram comuns as trés abordagens. As
abordagens edgeR e baySeq sdo mais proximas na detecgdo de genes uma vez que 900 genes encontrados
coincidem pelas duas abordagens. Quando utilizadas as abordagens edgeR e baySeq em relagdo ao Cuffdiff,
apenas 221 e 145 genes coincidem, respectivamente.

A diferenga no nimero de genes identificados por cada método é explicada pelos diferentes
parametros nos quais cada método é embasado (Tabela 1). O método implementado pelo edgeR, utiliza
teste exato baseado em distribui¢do binomial negativa e foi desenvolvido para analisar experimentos com
poucas repetigdes. Este ¢ utilizado para ajustar a sobredispersdo ao redor de genes pelo uso da informagio
de outros genes (ROBINSON; SMYTH, 2008), sendo que a estratégia padrdo implementada converge
estimativas de dispersdo de genes em dire¢do a uma estimativa comum (ROBINSON; McCARTHY;
SMYTH, 2010) encontrando o maximo da fungéo.

O método implementado no baySeq assume que a distribui¢do dos dados é binomial negativa e
estima probabilidades posteriores da expressdo diferencial por métodos bayesianos empiricos em vez de
niveis de significancia (HARDCASTLE; KELLY, 2010), encontrando-se as distribuigdes dos parametros.
Esse método € teoricamente mais restrito comparado com os demais, o que pode ser comprovado pelos
resultados obtidos, dado que foi verificado um nimero menor de genes diferencialmente expressos para
esta metodologia. O método bayesiano pondera os resultados esperados em termos de numero de genes
significativamente expressos pelas informagdes a priori.

O método implementado pelo Cuffdiff mede a expresséo de um transcrito assumindo distribuigdo
beta binomial negativa para os dados de contagem, sendo que a mudanga nessa contagem é considerada
para identificar genes diferencialmente expressos (TRAPNELL et al., 2013). Para controlar a variabilidade
em profundidade do sequenciamento (OSHLACK; ROBINSON: YOUNG, 2010), o modelo de Poisson ¢
o mais simples e estima a variabilidade por calculo de contagem média entre réplicas (TRAPNELL et al.,
2013).

Os métodos implementados por edgeR e Cuffdiff apresentam suporte para analise pareada dos
fatores experimentais e para detec¢io de genes diferencialmente expressos sem amostras replicadas,
todavia, 0 baySeq ndo apresenta suporte para esses experimentos (RAPAPORT et al., 2013). Segundo
Hardcastle e Kelly (2010), o baySeq tem performance igual ao método edgeR para pequeno niimero de
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bibliotecas, conforme o nimero bibliotecas aumenta, baySeq demonstra melhora na performance sobre o
edgeR.

Tabela |. Métodos estatisticos para diferencial de expressiio génica
Teste de Diferencial de

Método Normalizagao Distribuigio = Referéncia
Expressdo

edgeR TMM' Binomial Negativa Teste exato Rglb :r;sg ln OEI

Avalia probabilidades

3 . . . posteriores por métodos  Hardcastle;

baySeq RLE: Binomial Negstiva bayesianos empiricos e os  Kelly, 2010
compara

Cuffdiff Geomerico e Beta Binomial Negativa Teste ¢ Texpuel o1

classificado pelo FPKM? al., 2013

'TMM: trimmed mean of M-values; *RLE: relative log expression; *FPKM: fragmentos por kilobase de
transcritos por milhdo de fragmentos mapeados.

Conclusio
As abordagens estatisticas estudadas apresentam grandes diferengas na identifica¢io de genes, que
¢ dependente do experimento biolégico e resultante dos diferentes pardmetros em que sdo baseadas. Para
este delineamento experimental as trés abordagens estudadas apresentaram bons resultados, sendo que
maior abrangéncia na identificagdo de genes associados a infecgdo da glandula mamaria foi obtido com a
abordagem Cuffdiff.
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