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Streszczenie

Wspolczesne metody sekwencjonowania RNA stuza w przewazajacej liczbie przypadkow do oceny
poziomu ekspresji genow 1 iloSciowego porownywania ekspresji w réznych probach biologicznych.
Dane transkryptomiczne mozna jednak rozpatrywaé rowniez w kontekscie jakosciowym, znajdujac
roznice, podobienstwa 1 wyciagajac na ich podstawie wnioski.

Pierwszym celem niniejszej pracy bylo opracowanie metody jakosciowej analizy sekwencyjnych
danych transkryptomicznych w do$wiadczeniach wieloczynnikowych. Drugim - dolaczenie metody
interpretacji efektow biologicznych do tej analizy statystycznej. Wreszcie jako trzeci cel obrane zostato
sprawdzenie, czy porownanie jakosciowe moze rowniez poprawi¢ lub wprowadzi¢ nowy kontekst do
analizy iloSciowej.

Aby uzyska¢ poréwnania zbiorow danych w kontekscie wspolnie i roztgcznie wystgpujacych sekwencji
nukleotydow, wykorzystana zostala odleglos¢ Mash. Jest ona podstawa prowadzonej nastepnie analizy
zmiennosci jako$ciowej transkryptomow i identyfikacji efektow statystycznie istotnych ze wzgledu na
ich zréznicowanie. Ponadto, zaproponowano uzycie ontologii GOSlim GOA w celu uzyskania bardziej
szczegotowej interpretacji biologicznej wynikow. Przedstawiono przyklad zastosowania metody na
rzeczywistych danych eksperymentalnych oraz oméwiono uzyskane tym sposobem wyniki.

Rzeczywiste dane stanowily dane transkryptomiczne z eksperymentu tréjczynnikowego (czynniki:
genotyp, dzien, temperatura), przeprowadzonego na jeczmieniu (Mikolajczak i in., 2022), uzyskane
przez sekwencjonowanie za pomocg platformy I[llumina. Dane te zostaly poddane kontroli jakosci i
sktadaniu w skafoldy. Dla kazdej pary zbiorow zostata obliczona odlegtos¢ Mash, w wyniku czego
otrzymano macierz odlegtosci, ktora zostala poddana analizie PCoA, a nastgpnie jedno- i
wielowymiarowej analizie wariancji. Obliczenia przeprowadzone zostaty dla surowych danych, dla
skafoldow oraz wspolnie dla zbioru surowych i ztozonych danych, w celu poréwnania wynikow.
Wyniki analiz wykazaty najwigkszy wptyw czynnika temperatura oraz czynnika dzien na rdznice
jako$ciowe w zbiorach transkryptomow. Etap sktadania zauwazalnie roznicowat zbiory miedzy soba,
natomiast wyniki osobno dla skafoldow i dla surowych danych byty podobne.

Zbiory danych ztozonych zostaly podzielone na podzbiory ze wzgledu na terminy GOSlim przypisane
do poszczegolnych sekwencji. Dla kazdego terminu, dla ktorego podzbiory danych byly niepuste,
przeprowadzona zostata analiza jak ta opisana powyzej. Podobnie jak dla catych zbiorow, dla
podzbioréw na ogo6t wykazano istotnosci efektow czynnikdw: temperatury i dnia.

Dane zostaly poddane roznicowej analizie iloSciowej za pomocag dwoch modeli: modelu liniowego
analizy wariancji oraz z wykorzystaniem modelu analizy kowariancji, gdzie zmiennymi objasniajacymi
byly wspotrzedne gtowne. Liczby genéw wykazujacych zrdznicowany poziom ekspresji uzyskane przy
wykorzystaniu informacji zawartych w odlegtosciach Mash, tzn. w modelu analizy kowariancji, byly
nizsze niz te uzyskane przy uzyciu modelu liniowego.

Najwazniejsze wnioski ogdlne wynikajace z przedstawionej pracy to: odleglos¢ Mash jest
odpowiednim narzedziem do wprowadzenia kontekstu jakosciowego do analizy danych
transkryptomicznych, opracowana metoda jest stosunkowo malo wymagajaca w kontekscie czasu i
zasobow, a zastosowanie ontologii GOSlim pozwolito na wzbogacenie analizy danych
transkryptomicznych o element funkcjonalny. Wykorzystanie wynikow z PCoA wykonanej na
macierzy odleglosci Mash umozliwito poprawienie wynikéw roznicowej analizy ilo§ciowe;.

Stowa kluczowe: odlegtos¢, Mash, transkryptom, GO, GOSlim, do§wiadczenia wieloczynnikowe,

interakcja genotypu i srodowiska



Abstract

In most cases, modern RNA sequencing methods are used to assess the level of gene expression and
quantitatively compare expression in different biological samples. However, transcriptomic data can
also be considered in a qualitative context, when we find differences, similarities and draw conclusions
based on them.

The first goal of this work was to develop a method for qualitative analysis of transcriptomic sequence
data in multifactorial experiments. The second goal was to add a method for interpreting biological
effects to this statistical analysis. Finally, the third goal was to check whether qualitative comparison
can also improve or introduce a new context to quantitative analysis.

To obtain comparisons of data sets - in the context of jointly and disjointly occurring nucleotide
sequences - the Mash distance was used. It is the basis for the subsequent analysis of qualitative
variability of transcriptomes and identification of statistically significant effects due to their diversity.
Furthermore, the use of the GOSlim GOA ontology was proposed to obtain a more detailed biological
interpretation of the results. Examples of application of the methods on real experimental data are
presented and the results obtained in this way are discussed.

Real transcriptomic data from a three-factor experiment (factors: genotype, day, temperature),
conducted on barley (Mikotajczak i in., 2022) were obtained by Illumina sequencing. These data were
subjected to quality control and assembled into scaffolds. For each pair of sets, the Mash distance was
calculated, resulting in a distance matrix that was subjected to PCoA analysis and then univariate and
multivariate analysis of variance. Calculations were performed for raw data, for scaffolds, and jointly
for the raw and assembled data sets, in order to compare the results. The results of the analyses showed
the greatest influence of the temperature factor and the day factor on the qualitative differences in the
transcriptome sets. The assembly step noticeably differentiated the sets from each other, while the
results for scaffolds and raw data separately were similar.

The assembled data sets were divided into subsets based on the GOSlim terms assigned to the individual
sequences. For each term for which the subsets of data were non-empty, the analysis described above
was performed. As for the entire sets, the effects of the temperature factor and the day factor were
significant.

The data were subjected to quantitative differential analysis using two models: a linear analysis of
variance model and an analysis of covariance model, where the explanatory variables were the principal
coordinates. The numbers of genes showing differential expression levels obtained using the
information contained in the Mash distances (i.e., in the analysis of covariance model) were lower than
those obtained using the linear model.

The most important general conclusions resulting from the presented work are: Mash distance is a
suitable tool for introducing a qualitative context to the analysis of transcriptomic data, the developed
method cost is relatively low in terms of time and resources, and the use of the GOSlim ontology
allowed enriching the analysis of transcriptomic data with a functional element. Using the results from
PCoA performed on the Mash distance matrix allowed improving the results of differential quantitative
analysis.

Keywords: distance, Mash, transcriptome, GO, GOSlim, factorial experiments, genotype by
environment interaction



1. Wstep

W czasach, w ktorych dzieki nieustannie poszerzanej gamie przyrzaddéw pomiarowych oraz innych
technicznych rozwigzan mamy coraz wigcej mozliwosci prowadzenia obserwacji otaczajacego nas
$wiata, ro$nie rowniez zapotrzebowanie na opracowywanie metod pozwalajacych sprawnie analizowaé
1 systematyzowac ogromne ilo$ci danych, a takze wyciagac¢ z nich jak najwiecej przydatnych informacji.
Nauki biologiczne nie sg tutaj wyjatkiem.

W kontekscie roslin czesto spotykanym modelem eksperymentu jest obserwacja wptywu kilku
czynnikow doswiadczalnych na organizmy poprzez fenotypowanie oraz zastosowanie co najmniej
jednej z technik omicznych, np. genomiki, transkryptomiki, proteomiki lub metabolomiki. Badanie
wiecej niz jednego czynnika pozwala nie tylko zmniejszy¢ cene i koszt czasowy badan, ale tez
wychwyci¢ pewne zalezno$ci — interakcje migdzy czynnikami — ktdrych bez tego szerszego spojrzenia
nie datoby si¢ zauwazy¢. Eksperymenty wieloczynnikowe nie sa nowym wynalazkiem. Mozliwosci
sekwencjonowania i wykrywania czasteczek w takich uktadach doswiadczalnych oraz narzedzia
bioinformatyczne do obrobki i analizy otrzymanych danych rozwijajg si¢ bardzo dynamicznie.

W przypadku eksperymentéow wieloczynnikowych, w ktorych badany jest transkryptom, najczesciej
stosowang praktyka po otrzymaniu danych sekwencyjnych jest: sprawdzenie ich jakosci, usunigcie
btednych danych, ztozenie w sekwencje konsensusowe, a nastepnie analiza ilosciowa, pozwalajaca
porownac¢ odpowiedzi badanych organizméw na kombinacje poziomow czynnikow i stwierdzi¢, czy
efekty czynnikow byty, czy tez nie byty istotne statystycznie w sensie zmiany poziomu ekspresji genow.
Ze wzgledu na mozliwo$¢ okreslania liczebno$ci wystepowania konkretnych transkryptow, analiza
ilosciowa stata si¢ domeng eksperymentow na ros§linach wykorzystujacych protokot sekwencjonowania
nowej generacji RNA (RNA-seq). Zdecydowanie rzadziej w tego typu badaniach pojawia si¢ kontekst
jako$ciowy.

Zasadng wydaje si¢ wigc che¢ eksploracji i rozwinigcia metod zwigzanych z jakosciowa analizg
porownawczg danych transkryptomicznych otrzymanych w wyniku doswiadczen wieloczynnikowych.
Do spetnienia tego celu zdecydowalismy si¢ na wykorzystanie odlegtosci Mash, ktora ocenia wzgledny
udziat czeéci wspolnej badanych zbiorow sekwencji.

W pracy, w rozdziale drugim, zaprezentowany zostal stan wiedzy na temat sekwencjonowania
transkryptomoéw, natury zmian sekwencji nukleotydowych oraz metod badania zmienno$ci
nukleotydowej — w ramach tego ostatniego przedstawiona zostala idea korzystania z pojecia odlegltosci
oraz opisana zostala odleglo$¢ Mash. W rozdziale trzecim nakreslony zostat cel pracy: zaproponowanie
nowego sposobu analizy danych transkryptomicznych, opartego na odleglosci. Wyszczegolniono
réwniez wymagania, ktore powinna taka analiza spetnia¢. W rozdziale czwartym przedstawione zostaty
metody statystyczne i bioinformatyczne oraz narzedzia obliczeniowe wykorzystane w pracy. W
rozdziale pigtym znalez¢ mozna informacje na temat danych doswiadczalnych wykorzystanych w celu
sprawdzenia dzialania opracowanej metody, a w rozdziale szostym — wyniki uzyskane dla tych danych
za pomocg opisanej metody analizy. W siodmym rozdziale zamieszczona zostata dyskusja poruszajaca
tematy, ktore uznane byly za konieczne do omoéwienia lub warte poruszenia w zwigzku z
zaproponowanymi metodami i otrzymanymi wynikami, oraz wnioski koncowe.



2. Stan wiedzy

2.1. Sekwencjonowanie DNA

Historia rozwoju technologii sekwencjonowania zawiera w sobie prace bardzo wielu ludzi oraz
odkrycia, ktére stopniowo przyblizaty nas do obecnego stanu wiedzy i umiejetnosci. Ponizszy zarys
przytacza czes¢ =z tych dokonan (za rysem historycznym z: Dahm, 2005 oraz
https://www.nature.com/scitable/ebooks/cntNm-8/118521938/).

W 1869 roku Johannes Friedrich Miescher po raz pierwszy wyizolowat kwasy nukleinowe, poczatkowo
nazywane nukleinami. Pargnascie lat pozniej Albrecht Kossel odkryl, ze kwasy te sktadaja si¢ z pieciu
zasad azotowych (www.nobelprize.org a), a takze wyizolowal trzy z nich: adening (1885),
tyming (1893) i cytozyng (1894). Guanina wyodrebniona zostata duzo wczesniej, bo w 1844 roku, przez
Juliusa Bodo Ungera, z odchodow ptakow morskich, czyli guana - stad tez jej nazwa. Najp6zniej, bo w
1900 roku, odkryty zostat uracyl, wyizolowany przez Alberto Ascoli’ego w 1900 roku.

Kolejng wazng data dla historii sekwencjonowania byt rok 1928, kiedy to Frederick Griffith
przeprowadzil eksperyment na myszach, z wykorzystaniem bakterii Streptococcus pneumoniae
(Griffith, 1928). Jego celem bylo opracowanie szczepionki przeciw zapaleniu pluc — uzyskal jednak
inny zaskakujacy wynik i pierwszg, chociaz wtedy nie do konca zrozumiang, obserwacje zjawiska
przyjecia przez bakterie ,.czastki transformujacej”. To =zachgcilo trzech naukowcow:
Oswalda Avery’ego, Colina MacLeoda i Maclyna McCarty’ego do dalszego zbadania tego zjawiska.
W 1944 roku opublikowali oni wyniki z przeprowadzonego doswiadczenia, w ktorym otrzymali
argumenty przemawiajace za tym, ze to DNA jest owa ,,czastka transformujaca” (Avery i in., 1944).
Pozostali jednak ostrozni przy wycigganiu wnioskow i dopiero w 1952 roku Martha Chase i
Alfred Hershey eksperymentalnie potwierdzili t¢ teze¢ (Hershey i Chase, 1952).

Nastepng zagadka do rozwigzania byt ksztalt DNA. W 1938 roku William Astbury i Florence Bell
opublikowali w Nature artykut opisujacy jego struktur¢ jako ,,stos groszy” (ang. ,,Pile of Pennies”;
Astbury i Bell, 1938). W 1952 Rosalind Franklin pracowata nad uzyskaniem danych
krystalograficznych o DNA, w wyniku czego powstato migdzy innymi stynne ,,Zdjecie 517 (ang. ”Photo
517), czyli zdjgcie rentgenowskie przeprowadzonej przez nig dyfrakcji, wykonane przez studenta,
Raymonda Goslinga (Franklin i Gosling, 1953). Fotografia ta zostala przekazana przez
Maurice’a Wilkinsa Jamesowi Watsonowi i Francisowi Crickowi, ktorzy korzystajac z zawartych w
niej informacji i wynikow wilasnych badan, w 1953 roku zaproponowali trojwymiarowy model
podwojnej helisy DNA (Wattson i Crick, 1953).

Zatem w polowie XX wieku ludzko$¢ wiedziata juz, gdzie si¢ znajduje informacja genetyczna, z czego
jest zbudowana i jakg ma strukture przestrzenng. Jak jg jednak rozszyfrowaé? Potrzeba byto kolejnych
12 lat obserwacji i udoskonalen technik laboratoryjnych, by w roku 1965 Robert Holley odczytat
kolejnos¢ nukleotydéw w wyizolowanej z drozdzy czasteczce transportujacego RNA (tRNA; Holley 1
in., 1965) i nastgpnych 12 lat, aby w 1977 roku, w dwodch pracowniach — Fredericka Sangera i
Waltera Gilberta — niezaleznie opracowano dwa sposoby sekwencjonowania DNA. Sanger opracowat
metode enzymatyczng (Sanger i in., 1977), natomiast Maxam i Gilbert — opartg na degradacji
chemicznej (Maxam i Gilbert, 1977).

Najwczesniejsze metody sekwencjonowania nazywamy sekwencjonowaniem pierwszej generacji.
Pozwalajg one na doktadny odczyt jednej zadanej sekwencji. Nalezgca do tego zbioru technik metoda



Sangera — po modyfikacjach zwiazanych z odkryciem przez Karry’ego Mullisa (www.nobelprize.org
b) reakcji fancuchowej polimerazy (PCR) — uzywana jest do dzi$. Zaletami tego sekwencjonowania jest
wysoka doktadnos¢ (poza poczatkiem sekwencji o dlugosci 15 do 40 nukleotydow, czyli poza miejscem
przylaczania si¢ startera) oraz stosunkowo dtugie odczyty — od 300 do 1000 nukleotydow. Ma jednak
rowniez pewne ograniczenia. W jednej reakcji poznajemy jedna sekwencje, co w niektdrych
przypadkach w zupelo$ci nam wystarczy, jednak kiedy do zbadania mamy wigcej materiatu
genetycznego, zadanie staje si¢ pracochlonne i drogie. W odpowiedzi na rosnace potrzeby powstaly
metody zwane sekwencjonowaniem drugiej generacji - ich poczatki zwigzane sa z opracowana na
przetomie wiekéw XX i XXI technologig firmy Solexa, przejeta w roku 2007 roku przez firmg [llumina.

Sekwencjonowanie drugiej generacji, nazywane tez sekwencjonowaniem nastepnej generacji (ang.
Next Generation Sequencing, NGS), pozwala na rownolegle odczytywanie sekwencji wielu
fragmentéw DNA. Jest stosunkowo tanie i wydajne. Dlugo$¢ odczytow zazwyczaj zawiera si¢ w
przedziale od 50 do 300 nukleotydéw, co wynika z faktu, ze w trakcie przygotowania do
sekwencjonowania materiat zostaje poddany fragmentacji. Sekwencje odczytywane sa od koncow 5’ i
3’, w wyniku czego otrzymuje si¢ tzw. lewe i prawe odczyty. Przy pomocy odpowiednich narzedzi
bioinformatycznych przeprowadza si¢ sktadanie odczytow w dluzsze sekwencje (ang. assembly).
Przyktadem narzgdzia wykorzystywanego w tym procesie jest SOAPdenovo2, ktory bardziej
szczegotowo omowimy rozdziale 4.1.2, jednak ogdlng idea jest znajdowanie wsrdd odczytanych
ciggow nukleotydow wspdlnych, nakltadajacych si¢ fragmentéow i sktadanie z nich dluzszych,
konsensusowych ciggow. Niewielka dlugos$¢ i potrzeba sktadania odczytow generuje pewien problem
— sekwencjonowanie II generacji przestaje by¢ efektywnym rozwigzaniem, kiedy stajemy przed
wyzwaniem poznawania catych nowych genomow czy tez transkryptomow. Metody sktadania nie radza
sobie dobrze z regionami powtarzajacych si¢ sekwencji. Potrzebne wigc byly nowe rozwigzania -
jednym z nich jest sekwencjonowanie III generacji.

Sekwencjonowanie III generacji pozwala na odczytywanie dlugich sekwencji nukleotydowych.
Przyktadami technologii z tej grupy dostepnych obecnie na rynku sg metody: SMRT (Single Molecule
Real Time) oferowana przez Pacific Biosciences (PacBio) oraz Oxfordzki MinION (Oxford Nanopore
Technologies).

2.2. Natura i badanie zmian sekwencji nukleotydowych RNA

Na samym poczatku warto podkresli¢, ze praca ta tworzona byla z myslg o roslinach. Wigkszos¢
rozwazan prawdopodobnie bedzie rowniez miala zastosowanie do innych organizméw, jednak w celu
uniknigcia nieporozumien, juz teraz sygnalizujemy ten fakt.

Powstanie metod wielkoskalowego sekwencjonowania DNA umozliwito naukowcom efektywne
podejécie do poznania jako$ciowej zmiennosci sekwencji charakterystycznych dla réznych
organizméw. W tym obszarze badan stosowane jest najczesciej sekwencjonowanie genomow. Roznice
pomiedzy organizmami sg interpretowane w odniesieniu do ich filogenezy, czyli wspolnych przodkow
1 mechanizmoéw powstawania gatunkow. Mozliwe jest tez badanie r6éznic powstatych w krotszych
okresach czasowych pod wplywem czynnikow srodowiskowych i majacych posta¢ mutacji
punktowych.

Drugim obszarem badawczym, w ktorym analiza zmiennosci sekwencji ma szerokie zastosowanie, jest
porownywanie zbiorow sekwencji RNA powstatych z genomowego DNA na drodze transkrypcji.
Czasteczki RNA pelnig rozne funkcje, jednak najliczniejsza grupe stanowig takie, ktore zawieraja
informacje umozliwiajgce syntezg biatek z aminokwaséw w wyniku procesu zwanego translacjg (ang.
translation). Taki RNA nazywa si¢ informacyjnym RNA, w skrocie mRNA, od angielskiej nazwy:

9



messenger RNA (Alberts i in., 2019). Czasteczki RNA s3 znacznie bardziej zmienne w sensie
jako$ciowym niz czasteczki genomowego DNA. Ponadto podlegaja one zmiennosci ilo§ciowej, ktora
$wiadczy o zmiennej ekspresji genow. Mowiagc o analizach prowadzonych na zsekwencjonowanych
czasteczkach RNA, mowimy o zsekwencjonowanym transkryptomie. Transkryptom to zestaw
wszystkich RNA zawartych w danej komorce, grupie komorek lub catym organizmie w jednym punkcie
czasowym. Te metadane — punkt czasowy i zrodto materialu — sg niezbg¢dne do prowadzenia analiz
porownawczych i wyciggania wlasciwych wnioskow.

W sensie technicznym sekwencjonowanie transkryptomu sprowadza si¢ do sekwencjonowania DNA
komplementarnego do interesujacego nas RNA (ang. copy/complementary DNA, cDNA). W celu
otrzymania cDNA, izoluje si¢ mRNA (korzystajac z faktu, ze do mRNA w trakcie obrobki
posttranskrypcyjnej dotaczane sg na koncu tancuchy sktadajace si¢ z nukleotydow adeninowych, czyli
tak zwane ogony poliA), sprawdza pod katem stanu degradacji i traktuje enzymem zwanym odwrotng
transkryptaza. Otrzymane tym sposobem czasteczki sa trwalsze, co pozwala na odczytanie ich
sekwencji (Deonier i in., 2005).

Jakosciowe i iloSciowe poréwnywanie transkryptomoéw dostarcza waznych informacji na temat
badanych organizméw - moze na przyktad wskaza¢ konkretne szlaki metaboliczne, mechanizmy
odpowiedzialne za odporno$¢ czy tez podpowiedzie¢, co wptywa na rdéznice fenotypowe pomigdzy
badanymi organizmami. Zeby dobrze interpretowaé obserwowane réznice w transkryptomach, musimy
wiedzie¢, co moze odpowiadac za ich zmiennos¢.

Pierwsze czynniki to genom, czyli zbidr wszystkich genéw wlasciwych dla danego organizmu, oraz
genotyp, czyli sekwencje genow wlasciwe dla danego osobnika (warianty gendow). U organizmow
posiadajacych rozne genomy (na przyktad dab i dziurawiec) lub genotypy (na przyktad dwie odmiany
pszenicy) mozemy spodziewac si¢ roznic w transkryptomach, zarowno jakosciowych jak i ilosciowych
(chociaz mogg tez zaistnie¢ warunki, kiedy transkryptomy nie beda si¢ znaczaco roznity). Roznice te
wynikaja z przystosowania organizmow do zycia w danych warunkach na drodze filogenezy lub
dzialania czlowieka (inzynieria genetyczna, hodowla i selekcja).

Zaklada sie, ze genom organizmu jest taki sam we wszystkich jego tkankach, jednak wystepuja wyjatki
od tej reguty. Przykladami sa tzw. mozaikowo$¢ genetyczna oraz chimeryzm. Mozaikowos$¢ to
zjawisko polegajgce na wystgpowaniu roznic genetycznych w organizmie powstatym z dwoch komoérek
rozrodczych. Rozréznia si¢ mozaikowo$¢ prawdziwa i funkcjonalng. Przyczyng pierwszej moga by¢
punktowe mutacje, rekombinacje mitotyczne, utrata badz ,,pozyskanie” chromosomu. Druga wystepuje
na skutek zmiany pozycji genu (position-effect variegation, PEV), interferencji RNA, inaktywacji
chromosomu X lub inaktywacji poszczegolnych genow (piebaldyzm, heterochromia) (Szabad, 2021).
Chimeryzm z kolei dotyczy organizméw, ktore powstaty z wigcej niz dwoch komorek rozrodezych
badz — w przypadku roslin — w wyniku zaburzenia mitozy w stozku wzrostu lub poprzez szczepienie
roslin (Frank i Chitwood, 2016). Przyczyng powstania chimer moze by¢ opdznione badz podwojne
zaptodnienie, polaczenie si¢ embriondw, iniekcja embrionow lub komoérek w blastocyty czy tez
wymiana mi¢gdzykomorkowa (Szabad, 2021).

Transkryptom moze by¢ takze inny w zaleznosci od tego, z jakiego organu (na przyktad: korzen, 1i§¢)
czy tez z jakiej tkanki (na przyktad: okrywajaca, przewodzaca lub migkiszowa) bedzie pobrany. W
zaleznos$ci od wieku organu badz tkanki, czyli stadium rozwoju, zestaw RNA rowniez moze si¢ roznic.
Inne procesy zachodzg w mtodych lisciach rosliny, inne w rozwinigtych, a jeszcze inne w starych czy
obumierajacych (Lu i in., 2020). Te roznice rozlicznych wilasnosci oraz funkcji nie moga by¢
wyjasnione jedynie przez réznice genomu — ttumacza je dopiero procesy regulacji transkrypcji i procesy
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potranskrypcyjne. To dzigki nim komorki organizméw moga odpowiada¢ w okreslony sposob na
czynniki zewngtrzne i wewnetrzne (Casamassimi i Ciccodicola, 2019).

Réznice sekwencji RNA pomigdzy probami biologicznymi powstajace w czasie transkrypcji moga
wynika¢ z r6znic w strukturze chromosoméw lub chromatyny powodowanych przez dziatanie bialek
regulujacych chromatyne lub zjawiska epigenetyczne (takie jak: metylacja, acetylacja itd.), jak rowniez
z roznic w oddziatywaniach pomigdzy biatkami i DNA (na przyklad: dziatanie czynnikow
transkrypcyjnych, enhanceréw).

Po transkrypcji z otrzymanego pre-mRNA (czasteczki przepisanej z DNA, zawierajacej zarowno
kodujace eksony, jak i niekodujace introny) uzyskiwany jest dojrzalty RNA. Procesy prowadzace do
tego przeksztalcenia — zwane procesami potranskrypcyjnymi - rdwniez moga powodowac rdznice w
transkryptomie, wynikajace z wigkszej lub mniejszej trwatosci RNA, dostgpnosci czasteczki dla
czynnikoéw inicjujacych translacje albo po prostu z réznicy w uzyskiwanych sekwencjach. Do tej grupy
procesow zalicza sie miedzy innymi: sktadanie (ang. splicing, polegajacy na wycieciu z preRNA
niekodujacych fragmentow i potaczeniu czgsci kodujacych), edytowanie (ang. editing, zjawisko
polegajace na zmianie sekwencji nukleotydéw na inna sekwencje w wyniku insercji, delecji lub
deaminacji nukleozydow), modyfikacje RNA (ang. RNA modifications, polegajace na dodawaniu
czasteczek chemicznych bezposrednio do nukleotydow), poliadenylacje oraz dotaczanie czapeczki
(czyli odpowiednio: dotaczenie ogona poliA - tancucha skladajacego sie¢ z 100-250 nukleotydow
adeninowych - do konca 3’ czasteczki pre-mRNA oraz dotaczenie zmodyfikowanej guanozyny do
konca 5’ pre-mRNA; elementy te decyduja o odpornosci na degradacj¢ czasteczek mRNA) (Prall
iin., 2019).

Ostatnig grupa czynnikow, jaka nalezy tu wymieni¢, sa czynniki zewngtrzne — migdzy innymi:
pierwiastki i zwiazki chemiczne wystepujace w ziemi, wodzie lub w powietrzu, ré6znego rodzaju
niedobory, warunki pogodowe, dzialanie patogendow czy tez uszkodzenia mechaniczne organizmu.
Ogolnie, jakosciowe i ilosciowe zmiany transkryptomu moga nastgpowaé pod wplywem dzialania
czynnikow s$rodowiskowych - zaréwno biotycznych, jak i abiotycznych, ktore moga powodowaé
mutacje genomowe lub wptywaé na opisane wczesniej procesy transkrypcyjne i potranskrypcyjne.
Rozréznienie tych dwoch grup czynnikow zewnetrznych znajduje swoje przetozenie w obserwowanych
zmianach w transkryptomie — na przyklad w Arabidopsis thaliana wiele gendow reaguje tylko na jeden
z dwoch rodzajow stresow - stresy biotyczne albo abiotyczne (Biniaz i in., 2022).

Zauwazmy, ze badanie zmienno$ci sekwencji genomowego DNA pomigdzy ré6znymi organizmami
koncentruje si¢ zwykle na aspektach jako$ciowych, natomiast badanie zmian sekwencji RNA
wywolanych przez mechanizmy regulacyjne lub czynniki zewngtrzne — na aspektach ilo§ciowych.
Najczesciej bowiem o badaniu zmienno$ci genomowego DNA moéwimy w kontekscie: analiz
filogenetycznych, testow genetycznych (oznaczanie markerow np. w genealogii, kryminalistyce,
archeologii) czy testow i analiz pod katem identyfikacji genow odpornosci lub wykrywania przyczyn i
przypadkow chorob genetycznych. Sg to analizy opierajace si¢ najczesciej na aspektach jakosciowych;
wyjatkiem moze by¢ np. sprawdzanie liczby kopii danego genu. Natomiast badanie zmienno$ci RNA
polega najczesciej na analizie poziomu ekspresji gendw lub ich izoform. Stosowane sa do tego metody
oparte na sekwencjonowaniu lub na reakcji tancuchowej polimerazy, ktére dostarczajg danych
iloSciowych. Analizy jakoSciowe RNA sa wykorzystywane przy odkrywaniu genomow i
transkryptomoéw dla gatunkéw, dla ktdrych jeszcze nie sg one znane, poszukiwaniu miejsc splicingu,
badaniu dziatania czynnikéw potranskrypcyjnych, gendéw fuzyjnych (genéow powstatych przez
potaczenie dwoch niezaleznych gendéw na drodze translokacji, delecji lub inwersji chromosomowej)
lub zmian pojedynczych nukleotydow badz innych wariantow sekwencji (Yalamanchili i in., 2017
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Conesai in., 2016). Czyni si¢ to poprzez bezposrednie poroéwnanie sekwencji lub wspotliniowe
dopasowanie badanych sekwencji. Rzadziej wykonuje si¢ analizy jakosciowe na wigksza skalg, na
wigkszej liczbie organizméw lub prob biologicznych, dla opisania zjawiska plastycznosci RNA
zapewniajgcej funkcjonowanie organizméw. Jak wynika z przedstawionych wyzej argumentow,
zmiany takie mogg by¢ wywolane przez szereg czynnikow. Poszczegélne czynniki — genetyczne i
srodowiskowe — mogg wykazywac efekty niezalezne lub tez wchodzi¢ ze sobg w interakcje. Postepy
metod sekwencjonowania daja mozliwo$¢ przeprowadzania doswiadczen o strukturze
wieloczynnikowej, uwzgledniajacej wiele mozliwych przyczyn zmian sekwencji RNA. Istnieje
potrzeba rozwoju metod obliczeniowych i statystycznych wtasciwych dla tego typu badan.

2.3. Metody badania zmiennosci transkryptomu

Zmienno$¢ ilosciowa transkryptomu bada si¢ sekwencjonujac RNA wyizolowany z materialu
biologicznego reprezentujacego warianty uwzglednione w do§wiadczeniu oraz oceniajgc udziat
ilo§ciowy poszczegdlnych transkryptow, roéznigcych si¢ sekwencjami, w catkowitym RNA. Inaczej
mowiac, poszczegolne proby biologiczne opisuje si¢ cechami o charakterze ilosciowym, zawierajagcymi
informacje o liczbie poszczegdlnych transkryptow. Podejscie takie w naturalny sposob dostarcza
obserwacji ciaglych zmiennych losowych, ktére nastepnie sa poddawane analizie statystycznej
metodami wlasciwymi dla tego rodzaju zmiennych. Przykladem jest analiza roznicowa ekspresji
genow.

Analiza r6znicowa pozwala na stwierdzenie, czy liczby pewnych transkryptow, czyli poziomy ekspresji
pewnych gendw, rdznig si¢ istotnie w kontekscie porownywania prob uzyskanych w poszczegolnych
warunkach eksperymentalnych. Po otrzymaniu odczytow z sekwencjonowania transkryptomu (zbiorow
danych z eksperymentu wieloczynnikowego, kazdy zbidr opisany odpowiednimi metadanymi),
kolejnymi krokami prowadzacymi do tej analizy sa: kontrola jako$ci danych, ztozenie odczytow w
sekwencje konsensusowe, mapowanie w genomie referencyjnym (lub w innych sekwencjach
konsensusowych bedacych referencja) i zliczenie wystgpowania kazdego transkryptu w zbiorze danych.
Otrzymane tg drogg pliki ze zliczeniami wraz z odpowiednio przygotowanym opisem (tabela z nazwami
zbioréw danych oraz przypisanymi do nich opisami traktowan) stanowig dane wejsciowe dla analizy
réznicowej.

Jednymi z najczg$ciej stosowanych narzgdzi w analizie réznicowej s3:

e w analizie i kontroli jakosci danych - FastQC (Andrews, 2010) i AdapterRemoval
(Schubert i in., 2016); inne popularne narzgdzia podobne do FastQC to np. HTSeq (Anders i
in., 2015), NGSQC Toolkit (Patel i Jain, 2012) czy Trim Galore
(https://github.com/FelixKrueger/TrimGalore), natomiast alternatywy dla AdapterRemoval to
np. Trimmomatic (Bolger i in., 2014), fastp (Chen i in., 2018) lub FASTX Toolkit
(https://github.com/agordon/fastx_toolkit);

e przy skladaniu odczytow — SOAPdenovo2 (Luo i in., 2012); innym narzgdziem jest
np. Cufflinks (https://cole-trapnell-lab.github.io/cufflinks/papers/);

e do mapowania odczytow w genomie referencyjnym - TopHat (Trapnell i in., 2009);

e do mapowania w sekwencjach konsensusowych i zliczania odczytow - Salmon (Patro i in.,
2017) lub Kallisto (https://github.com/pachterlab/kallisto); innym przyktadem jest Cufflinks;

e do analizy r6znicowej np. funkcje DESeq2 lub edgeR w pakiecie R (Love i in., 2014).

W przypadku badania zmiennosci jako$ciowej sytuacja wyglada inaczej. Sekwencje RNA mozna
rozumie¢ jako ciagi elementdéw ze zbioru {A, C, G, T, N} (dla uproszczenia, stosujemy symbol T dla
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uracylu). Niemozliwe jest bezposrednie okreslenie zmiennych ilosciowych, ktore opisywatyby
sekwencje lub cate zbiory sekwencji i pozwalalyby na ich poréwnywanie, przy jednoczesnym
uniknigciu utraty istotnych informacji. Pojeciem, ktére w tej sytuacji bedzie dla nas pomocne, jest
,»odleglosc”.

2.3.1. Odlegtosci i1 ich zastosowania

Odlegto$¢ to jedno z podstawowych narzedzi pomagajacych ludziom w badaniu otaczajacego nas
$wiata. Zeby wyznaczyé odleglo$é miedzy obiektami x i y nalezagcymi do pewnego zbioru P, nalezy
najpierw okresli¢ metryke d, czyli funkcje przyporzadkowujaca kazdej parze elementow z P liczbe
rzeczywistg nieujemna, ktora spelnia warunki:

1) d(x,x) =0 dla kazdego elementu x z P;
2) d(x,y) = d(y,x) dla kazdej pary elementow x i y nalezacych do zbioru P;
3) d(x,y) +d(y,z) > d(x,z) dla kazdej tréjki elementdw x, y i z nalezacych do P.

Woéwczas odlegtos¢ miedzy elementami x i y ze zbioru P to wartos$¢ d(x, y) metryki d dla tych obiektow,
a obiekt (P, d) nazywamy przestrzenig metryczna.

Patrzac na powyzsza definicje nietrudno doj$¢ do wniosku, zZe istnieje nieskonczenie wiele sposobow
na okres$lenie metryki dla zadanego zbioru (na przyktad majac zdefiniowang juz metryke d(x, y) mozna
stworzy¢ d*(x, y) = a-d(x, y), gdzie a to dowolna dodatnia liczba rzeczywista, natomiast - to mnozenie
przez skalar) — jednak nie wszystkie funkcje okreslajace odleglosci beda dla nas przydatne, tak samo
jak nie wszystkie beda w ten sam sposob obrazowac uktad tych samych obiektow wzgledem siebie.
Przypatrzmy sie przyktadowi przedstawionemu na Ryc. 2.1.

Rye. 2.1. Poréwnanie dwoch metryk zastosowanych na jednym zbiorze obiektow. W
zaleznosci od tego czy zastosuje si¢ metryke euklidesowg (bigkitne linie przerywane)
czy modyfikowang metra paryskiego (czerwone linie ciggte), inna jest odpowiedz na
pytanie: ktora para punktow — A i B czy C i D — jest blizej siebie?

Na plaszczyznie R? zaznaczone sa wszystkie punkty zbioru P , bedacego skonczonym podzbiorem
elementoéw z R?, oraz wszystkie odcinki ze zbioru O, bedacego podzbiorem zbioru odcinkéw taczacych
punkty ze zbioru P. Zauwazmy, ze niektore pary punktow ze zbioru P sg potgczone odcinkami ze zbioru
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O, a inne nie. Elementami zbioru P sg miedzy innymi punkty: 4, B, C i D. Jesli zadamy sobie pytanie,
ktoéra para punktoéw jest blizej siebie: 4 1 B czy C'i D, odpowiedz bedzie brzmiata: to zalezy od metryki,
jaka przyjmiemy.

Wezmy pod uwage dwie metryki:

e metryka euklidesowa — oznaczmy ja e(x,y)
e zmodyfikowana metryka metra paryskiego — oznaczmy ja p(x,y)

Pierwsza jest dobrze nam znang metryka, ktora w przestrzeni R* dla dowolnych dwoch punktow x =
(x1,x2) 1y = (1,)2) wyrazona jest wzorem:

e(x,y) =01 —2)? + (02 — 12)%,
i tak samo bedzie ona dziatata na podzbiorze R?stanowigcym zbior punktow P.

Te druga rowniez zdefiniujemy dla zbioru P: niech odlegtoscia miedzy dowolnymi dwoma punktami
dla powyzszego uktadu punktow bedzie wyrazona przez minimalng liczbe odcinkow ze zbioru O, ktdre
wraz z pewnymi wierzchotkami z P tworza tamang taczacg oba punkty, czyli:

p(x,y) = min{|t|,t € A},

gdzie A to zbior tamanych, ktérych wszystkie odcinki sg zawarte w O, a w zbiorze wierzchotkow
zawarte sa punkty x i y, natomiast |t]| to liczba odcinkéw zawartych w tamanej t. Szybko mozna
sprawdzic¢, ze definicja ta spelnia warunki metryki.

Majac powyzsze dwie definicje mozemy wroci¢ do pytania: ktére dwa punkty sa mniej oddalone od
siebie: 41 B czy Ci D? Zauwazmy, ze jesli przyjmiemy dla zbioru P metryke euklidesowa, to odcinek
faczacy A 1 B jest krotszy niz odcinek taczacy C i D, to znaczy:

e(4,B) <e(C,D),

czyli odlegtos¢ miedzy para 4 i B jest mniejsza niz miedzy C1i D. Jednak w przypadku zmodyfikowane;j
metryki paryskiej mamy:

2=1p(C,D)< p(4,B) =4
czyli to para Ci D jest blizejniz 4 1 B.

Ten przyktad pokazuje, ze pojecie ,,daleko” i ,,blisko” sa wzgledne — zaleza od metryki, jaka sig¢
przyjmie. Od czego zalezy wybor metryki? Od osoby badajacej odlegto$ci migdzy danymi obiektami —
to ona musi zada¢ sobie pytanie, jaka (w jaki sposob liczona) odleglos¢ dobrze zobrazuje rzeczywisty
uktad obiektow wzgledem siebie i pozwoli na porownanie ich konkretnych cech.

2.3.2. Odlegtosci miedzy sekwencjami

Odlegtosci znajdujg swoje zastosowania w wielu dziedzinach nauki, rowniez w badaniu réznic mi¢dzy
sekwencjami. Zdefiniowanie odpowiedniej metryki nie zawsze jest jednak oczywiste 1 nie ma
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, ktorg najlepiej zastosowac. Zalezy to miedzy innymi od rodzaju
danych, ktorymi dysponujemy, pytania, na ktore poszukujemy odpowiedzi oraz dostgpnego czasu i
mocy obliczeniowe;.

Intuicyjnie najprostszg metryka, zdefiniowang na zbiorze sekwencji tej samej dtugosci, jest odleglosé
Hamminga, wprowadzona przez Richarda Hamminga w 1950 roku. Dla kazdych dwoch sekwencji
nukleotydow zlicza ona liczbe miejsc, w ktorych odpowiadajgce sobie nukleotydy roznig si¢ migdzy
soba.
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AAGAATTA AAGAATTA AAGAATTA

CAGAATTA AAGTGCCG ACAGAATT

odleglos¢ =1 odleglos¢ =5 odlegtos¢ =5

Ryc. 2.2. Odlegltos¢ Hamminga migdzy dwiema pierwszymi sekwencjami wynosi 1.
Odlegtos¢ zaréwno dla drugiej jak i trzeciej pary sekwencji jest rOwna 5, mimo ze trzecia
para rozni si¢ tylko dwoma nukleotydami (wstawionym C i usunietym A).

Zaletami tej metryki sg prostota i szybko$¢ wykonywania obliczen, jednak nie pozwala ona na
porownywanie sekwencji r6znej dtugosci. Nie jest ona rowniez wlasciwa do opisywania takich zjawisk
jak duplikacja, insercja czy delecja, ktore w przypadku tej metryki moga diametralnie zmieni¢ wynik
(przyktad: Ryc. 2.2) - a nie zawsze tego oczekujemy pordwnujac dwie sekwencje.

Przyktadem metryki pozwalajacej liczy¢ odlegtosci na zbiorze sekwencji roznych dhugosci jest metryka
Damareau-Levenshteina, zdefiniowana na zbiorze skonczonych ciaggéw znakow — napisow - za pomoca
pojecia dziatan prostych. Jesli dzialaniem prostym na napisie bedzie jedna z operacji:

1) wstawienie w dowolnym miejscu nowego znaku do napisu;
2) usunigcie dowolnego znaku z napisu;

3) zamiana znaku w napisie na dowolny inny znak;

4) zamiana miejscami dwoch znakow obok siebie;

to wowczas odlegtoscig Damareau-Levenshteina L(A4, B) miedzy napisami A i B bgdzie minimalna
liczba dziatan prostych potrzebnych, aby jedng sekwencje przeksztatci¢ w drugg. Zaletami tej metryki
jest mozliwo$¢ porownywania sekwencji roznej dlugosci oraz fakt, ze algorytm ma na uwadze zjawiska
powszechnie wystepujace w sekwencjach biologicznych. Wadg jest ztozono$¢ algorytmu, a co za tym
idzie — czas potrzebny do wykonania obliczen.

2.3.3. Odlegtos¢ Mash

Zanim oméwimy nastepna koncepcje — odleglos¢ Mash — musimy przypomnie¢ sobie nastepujace
pojecia: k-mer i indeks Jaccarda.

k -mer

Majgc zadany ciag znakow S, k-merem nazywamy kazdy podciag sktadajacy si¢ z kolejnych elementow
ciggu S, ktorego dtugos¢ wynosi k. Na przyktad dla ciggu S = ,,ACTATGAT” 3-merami b¢dg migdzy
innymi ACT 1 GAT, a 5-merami bedg ACTAT czy tez CTATG.

Indeks Jaccarda

Indeks Jaccarda to warto$¢ wyznaczana dla par zbiorow, zalezna od stopnia ich podobienstwa w sensie
posiadania czesci wspolnej. Jesli zadane sg dwa zbiory elementow: 4 i B, indeksem Jaccarda nazwiemy
iloraz:

|A N B

J(A,B) =m,

gdzie |A N B| to liczba elementow wspolnych dla zbiorow 4 i B, a |AU B| to liczba wszystkich
elementow zawartych w zbiorze A lub zbiorze B.
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Dla przyktadu — niech 4 bedzie zbiorem liczb: {1,2,3}, natomiast B niech bedzie rowne {2,3,4,5,6}.
Cze$¢ wspolna tych zbiorow to zbidr {2,3}, natomiast wszystkie elementy nalezace do co najmniej
jednego z nich to {1,2,3,4,5,6}. Stad indeks Jaccarda dla zbioréw A i B wynosi:

AnBl 1{123}n{23456) 123 2 1

JAB) = OB T 123U 234560 1L23456] 6 3

Lemat 1.
Dla dowolnych dwoch zbiorow warto$¢ indeksu Jaccarda nalezy do przedziatu [0,1].
Dowdd:

Zat6zmy, ze lemat nie zachodzi. Znaczyloby to, ze istnieje para zbiorow A i B, dla ktoérych warto$é
indeksu Jaccarda jest ujemna lub wigksza od 1. Ujemno$¢ indeksu J(4, B) mozemy od razu wykluczyc,
poniewaz |A N B| oraz |A U B| jako liczebno$ci zbiorow nie moga by¢ ujemne. Pozostaje zastanowic
sie, kiedy iloraz powyzszych bytby wigkszy od 1: staloby si¢ tak w momencie, w ktorym liczba
elementow wspolnych zbiorow 4 i B bylaby wigksza od sumy wszystkich elementow tych dwdch
zbior6éw - jest to jednak niemozliwe, poniewaz kazdy element nalezacy do A N B musi naleze¢ rowniez
do A U B. Zatem lemat musi zachodzi¢.

O

Odleglos¢ Mash zostata zdefiniowana przez Ondova i in. (Ondov i in., 2016), ktoérzy zaproponowali
algorytm o tej samej nazwie, liczacy te odlegto§¢. W ninejszej pracy nazwa Mash bgdzie poprzedzana
stowem ,,odlegtos¢” lub ,,algorytm”, zeby jednoznacznie je rozréznia¢. Omowimy teraz idee stojaca za
odlegtoscia Mash oraz algorytmem Mash, liczagcym jej wartosci.

Zaldézmy, ze mamy dane dwa zbiory sekwencji: zbior A i zbior B. Oba zawieraja jeden lub wigcej
ciggdw znakow ze zbioru {A,C,G,T}, o niekoniecznie rownych dlugosciach. Poniewaz indeks Jaccarda
okresla podobienstwo miedzy zbiorami, chcieliby$my go uzy¢ przy wyznaczaniu odlegtosci miedzy A
i B. Zeby jednak méc go zastosowaé na zadanych zbiorach, najpierw ich elementy muszg byé
zdefiniowane w taki sposob, aby mozliwe byto porownywanie ich miedzy sobg i stwierdzenie, czy sa
rozne, czy identyczne.

Przyktadem takich elementow sa k-mery: dla ustalonego k£ dwa k-mery: xi...xx1 yi...yx sa sobie rowne
wtedy i tylko wtedy, gdy: x1=y1, x2=y»...., xx= yx. Aby przeksztalci¢ zbiory A i B w zbiory k-meréw
w nich wystepujacych mozna wykorzysta¢ metodg tzw. ,,przesuwanego okna” (ang. sliding window),
polegajaca na czytaniu po kolei fragmentow sekwencji dtugosci k: od pierwszego do k-tego znaku,
nastepnie od drugiego do (k+1)-go i tak dalej.

Tworzac reprezentacje dwoch zbioréw sekwencji w postaci odpowiadajacych im zbioréw k-merow
bedzie mozna obliczy¢ przyblizony indeks Jaccarda, a nastepnie odleglos¢ Mash ze wzoru:

(1) D= —2m2L,
k 1+j

gdzie k to zastosowana dtugo$¢ k-merow, a j to wyznaczona przyblizona warto$¢ indeksu Jaccarda.
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Zbidr A:
| GACACCATCGAATGGCGCAAAAC

TT
GACAC, ACACC, CACCA, ACCAT ...

GCATG
GATAG  AATGC

AAAAC
GCAAA
GCGCA

GGCGC ATGGC TGCAT
-ATGC A
TTTCC

AATGG TGGCG
CAAAA

GACAC ACACC

ATGAT CATGA

Zbior B:
CTTTICCATCGAATGCATGATAG

CACCA
ACCAT

CGCAA

Zbior A Zbior B,

Ryc. 2.3. Przyktad wyznaczania 5-mer6w za pomocg ,,przesuwanego okna”.

Konstrukcje zbioru k-meréw za pomoca ,,przesuwanego okna” ilustruje Ryc. 2.3 na przyktadzie £ = 5.
Wynikiem tego procesu sa zbiory 4s i Bs, dla ktoérych mozna wyznaczy¢ cze$¢ wspdlng i sume zbiorow.
Zauwazmy, ze zbiory A 1 B moga zawiera¢ k-mery powtarzajace si¢ wigcej niz jeden raz oraz pary
odwrotnie komplementarnych k-meréow (np. dwa k-mery zaznaczone czarng ramkg - ATGCA i
TGCAT); takie k-mery powinny by¢ uwzgledniane tylko jeden raz.

Algorytm Mash korzysta z tej metody, jednak z pewna modyfikacja pozwalajaca na skrocenie czasu
potrzebnego do wykonania obliczen. W trakcie czytania kolejnych k-merdéw wystepujacych w zbiorach
A 1 B, algorytm stosuje funkcje haszujaca s, ktéra pozwala skonstruowac zbiory h(Ay) oraz h(By)
reprezentujace zbiory 4 i B — tak zwane szkice (ang. sketch). Funkcja haszujaca jest narzedziem
pozwalajacym algorytmowi Mash dziata¢ szybko nawet na ogromnych zbiorach danych. Kazdemu
odczytanemu k-merowi przypisuje ona tak zwany hash - losowa warto$¢ 32- lub 64-bitowa (zaleznie
od wielkos$ci k) — a nastepnie sprawdza dla zadanego wczesniej parametru s, czy ten hash nalezy do s
najmniejszych warto$ci przypisanych do A-meréw. W ten sposob dla kazdego ze zbioréw sekwencji
algorytm Mash wybiera losowo s hashy reprezentujacych k-mery w nim wystgpujace (Ryc. 2.4). Na
zbiorach haszy liczony jest indeks Jaccarda, ktdry stanowi przyblizenie indeksu Jaccarda dla catych
zbioréw k-merow. Nastepnie obliczana jest odleglos¢ Mash wedlug wzoru (1).

|S|=5

Ryc. 2.4. Dzialanie funkcji haszujacej 4. 3-merowi TCA zostaje przyporzadkowana wartos¢ x;,
nastepnie sprawdzany jest warunek, czy jest ona wigksza od najwigkszej wartosci w zbiorze S,
zawierajagcym s najmniejszych haszy. Jesli tak jest, x; trafia do zbioru S, natomiast najwigcksza
warto$¢ w zbiorze, max(S), zostaje z niego usunigta.
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Poniewaz indeks Jaccarda jest liczony na losowo wybranych zbiorach k-merow reprezentujacych
porownywane zbiory sekwencji, méwimy o przyblizonym indeksie Jaccarda dla tych zbioréw. Przy
obliczeniach wyznaczane s3 dodatkowe parametry okreslajace precyzje wyliczanej oceny odlegtosci.
Podawana jest liczba wspdlnych haszy zawartych w szkicach oraz wartos¢ prawdopodobienstwa
przypadkowego otrzymania takiej lub wickszej liczby wspdlnych haszy. Mata warto$¢ tego
prawdopodobienstwa oznacza wyzsza wiarygodno$¢ wyniku.

Przy zadanych parametrach s i k, mozna wyznaczy¢ maksymalng warto$¢ odlegtosci dla pary zbiorow
posiadajacych cze$¢ wspolng. Na przyklad, przy s = 1000 i & = 21, warto§¢ ta wynosi w
przyblizeniu 0,329. Zalezno$¢ pomigdzy wartosciami indeksu Jaccarda a warto§ciami odlegtosci Mash
obrazuje Ryc. 2.5.

[s]
[s]
o
o
[+
w
o
w
g o
o
w
o
o
o
L RARREREILY
[e]
T T T T T T
0.0 0.2 04 06 08 1.0
indeks

Ryec. 2.5. Warto$ci odlegtosci Mash migdzy zbiorami danych w zaleznosci od indeksu Jaccarda dla
tych zbioréw. Za warto$¢ k przyjeto 21. Zauwazmy, ze dla indeksu Jaccarda rownego 0 mamy
asymptote i warto$¢ funkcji dazy do nieskonczonosci.

Wykazemy teraz, ze odleglto$¢ Mash spetnia warunki definiujgce pojecie odlegtosei.

Nieujemnos$¢:

Dowod tej wlasnosci przeprowadzimy metoda nie wprost. Zatézmy, ze dla pewnych zbiorow sekwencji

A 1 B zachodzi warunek:

D(A,B) = 11 2J(4.5)
2 Tk T+ @A B)
Zeby tak byto, utamek % musiatby mie¢ warto$¢ wicksza od 1. Majac na wzgledzie fakt, ze indeks

Jaccarda jest nieujemny, otrzymujemy nieroéwnosc:

2J(A,B) >1+]J(AB)
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ktora prowadzi do nierownosci J (4, B) > 1, ktora jest sprzeczna z Lematem 1. Zatem prawdg jest, ze
dla dowolnych dwoch zbiordéw 4 i B warto$¢ D (A, B) jest nieujemna.

Identycznos¢ nierozrdznialnych:

Ustalmy pewne dodatnie k. Sprawdzmy, czy zachodzi warunek:

D(A,B) =0 A=B.

Zaczniemy od implikacji: A = B - D(A, B) = 0. Poniewaz A = B, mamy:

(A.B) = J(4,A _1AnAl 1A
Zatem dla dowolnego ustalonego £:
1, 2] _ 1 _
—;lnl—ﬂ— X In1 0.
Przejdzmy do implikacji D(A, B) = 0 A = B. Zat6zmy, ze D(A, B) = 0. Oznacza to, ze — ln12—+]] =

0, co moze zachodzi¢ tylko w przypadku, gd 2 - 1, czyli gdy J = 1. Taki warunek zachodzi, gdy
ty przyp gdy 74 7 yh gay

zbiory A i B sg sobie rowne, co konczy dowod na identyczno$¢ nierozrdznialnych.

O
Symetryczno$¢:
Wezmy dowolne dwa zbiory sekwencji: 4 i B oraz ustalmy dodatni parametr k. Sprawdzmy, czy
D(A,B) = D(B,A).
Zauwazmy, ze indeks Jaccarda jest symetryczny, to znaczy:
J(A,B) = |A N BJ _ |B N Al B4
|[AUB| |BUA|
Stad tez, dla dowolnych dwoch zbioréw A4 i B oraz dodatniego parametru £:
1 2J(AB 1 2J(B,A
D(A,B) = —Eln% = —Eln% = D(B, A).
O

Nieréwnos¢ trojkata:

Wezmy dowolne trzy zbiory sekwencji: 4, B1i C, parami przecinajace si¢, oraz ustalmy dodatni parametr
k.

Sprawdzmy, czy dla tych zbioréw zachodzi nierownos$¢:

( 1)1 2J(A,B) (—1)1 2J(B,C) >( 1)l 2J(A,0)

k)14 B "T+JB,C) = "T1J40)

k

k

Po przeksztalceniu (pamigtajac o zatozeniu, ze przekroje zbioréw sg niepuste, w szczegélnosci:
J(4, C) # 0) jest to rownowazne nierownosci:

l 2J(A,B) , 2J(B,C) *1+](A,C) <0
1+J(4,B) 1+J(B,C) 2J(4C) )~

19




Poniewaz logarytm naturalny jest funkcjg monotoniczng rosngca, rownowazng nierownoscia dla tej
powyzszej jest:
YAB)+YBO)+[1+]A0]
[1+J(AB)]*[1+](B,O)]*2J(A4,C) ™

Z definicji indeksu Jaccarda oraz z zatozenia J (4, C) # 0 mianownik utamka z lewej strony jest $cisle
dodatni, zatem wystarczy sprawdzié¢, ze zachodzi:

2J(A,B)«2J(B,C) = [1+J(A,O)] < [1+J(A, B)] = [1 +J(B,C)] * [2](4, O)].
Zatem:

2](A,B) xJ(B,C) +](A,B) *](B,C) *J(A,C) < J(A,C) +J(A,B) *J(A,C) + ] (B,C) xJ (A, C),

2](A,B) xJ(B,C) < J(A,O)[1+](A,B) +](B,C) —J(A,B) *J(B, O)].

Korzystajac z faktu,ze 1 + x +y —xy = (1 + x)(1 — y) + 2y:
2J(A,B) *J(B,C) < J(A,O)[1+]J(A B)][1-J(B,O)] +2/(B,0C).
Odejmujac obustronnie 2/ (B, C) otrzymujemy:
2](B,C)x[J(A,B) —1]1 < J(A, O[1+]J(A B)][1-J(B,O)],

co musi zachodzi¢, poniewaz po lewej stronie mamy iloczyn liczby dodatniej i liczby co najwyzej
réwnej zero, zatem wartos¢ jest niedodatnia, natomiast po prawej stronie rownania mamy iloczyn liczb
nieujemnych, zatem jest to warto$¢ nieujemna.
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3. Cel pracy

Celem tej pracy jest zaproponowanie nowego sposobu analizy danych transkryptomicznych, opartego
na odlegtosci. Dla danych pozyskanych w wyniku sekwencjonowania transkryptomu stosuje sie
gltownie metody oparte na poréwnaniu ilosciowym - np. poprzez kontrasty w metodach Deseq2
(Loveiin., 2014) lub ALDEx2 (DOI: 10.18129/B9.bioc. ALDEx2), badanie poziomu ekspresji
konkretnych genéw, liczenie ekspresji na poziomie izoform itd. - natomiast dla analizy jakoSciowej
wykorzystywane metody bazujg na przyktad na prostych porownaniach za pomocg narzedzia blast lub
szukaniu polimorfizmow. Pojecie odpowiednio zdefiniowanej odleglosci pozwala na uwzglednienie
aspektu jakosciowego w analizie zbiorow danych transkryptomicznych i wyrazeniu réznic pomi¢dzy
nimi w sposob ilosciowy. Wystarczy znalez¢ odlegtos¢, ktorej funkcja zalezy od jakosciowych réznic
migdzy zbiorami sekwencjami — im wigcej r6znic miedzy danag para zbiorow, tym wyzsza liczbe
przyporzadkuje im funkcja. Taka odleglosciag jest odlegtos¢ Mash. Biorac pod uwage powyzsze,
sformutowany zostat glowny cel tej pracy:

Pierwszy cel: opracowanie nowej metody analizy wynikow do$§wiadczen wieloczynnikowych, w
ktorych uzyskano zbiory sekwencji transkryptomicznych (RNA).

Analizujac dane uzyskane w eksperymentach biologicznych stosujemy funkcje i obliczenia majace na
celu uporzadkowanie wynikow, znalezienie pewnych zaleznosci, oszacowan czy tendencji. Pracujemy
na liczbach, jednak efekty tej pracy ostatecznie potrzebuja interpretacji zwigzanej z obiektami
biologicznymi, dla ktorych zostaly pozyskane. To prowadzi nas do drugiego celu:

Drugi cel: znalezienie sposobu na uwzglednienie w wyzej wymienionej metodzie aspektu
biologicznego.

Patrzac w drugg strong: eksperymenty wieloczynnikowe sg wlasciwym sposobem badania réznic
ilosciowych miedzy transkryptomami. Miara odlegto$ci umozliwia iloSciowe opisanie roznic
jako$ciowych migdzy transkryptomami. Sformutowany zatem zostat cel trzeci:

Trzeci cel: sprawdzenie, czy uwzglednienie odlegtosci Mash w porownawczej analizie ilo§ciowej moze
poprawi¢ wyniki wnioskowania.
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4. Metody

W tym rozdziale opisane zostang metody i narzgdzia wykorzystane w pracy badawcze;j.

4.1. Przetwarzanie danych sekwencyjnych

4.1.1. Kontrola jakosci danych

Kontrola jako$ci danych polega na sprawdzeniu poprawnosci, liczby oraz pewnosci odczytow. Format
plikow wynikowych sekwencjonowania to FASTQ: kazdy odczyt zapisany jest w czterech wierszach,
z czego pierwszy stanowi identyfikator odczytu i zaczyna si¢ od znaku ,,@”, drugi jest zapisem
odczytanych nukleotydow w postaci ciggu znakow sktadajacego si¢ z ,,A”, ,,.C”, ,,G” 1,,T” oraz ,,N”
(,N” oznacza nierozpoznany nukleotyd lub niepewny odczyt), trzeci wiersz to jeden znak ,+7,
a czwarty jest ciggiem symboli oznaczajacych jakos$¢ odczytu, okreslona w skali Phred, zakodowana
przy wykorzystaniu symboli ASCII. Jakos$¢ w skali Phred wyliczana jest wzorem Q = -10logiop, gdzie
p oznacza prawdopodobienstwo blednego odczytu. Dla analizowanych danych sprawdzono liczby
odczytow w kazdym zbiorze danych, statystyki dotyczace ich jakosci (np. rozktad dtugosci odczytow,
liczba duplikatow, sekwencje, dla ktorych wystapita nadreprezentacja), a takze zawarto$¢ par GC
(ang. GC-content, zawarto$§¢ guaniny i cytozyny w sekwencjach, pozwala m.in. sprawdzi¢, czy nie
wystepuja pewne anomalie w proporcjach nukleotydow w odczytach), co wykonano korzystajac z
programu FastQC (FastQC v0.11.4; Andrews, 2010). Usunigcie fragmentéw koncowych odczytow,
ktore nie zostaty rozpoznane (N) lub ich odczyty byly stabej jakosci (ponizej okreslonego poziomu
doktadnosci) pomaga osiggnaé bardziej pewne wyniki w nastepnych krokach analizy. Nalezy rowniez
usuna¢ adaptery, czyli sekwencje nie bedace transkryptami, a fragmentami przygotowanymi
syntetycznie w celu umozliwienia sekwencjonowania. Warto rowniez odrzuci¢ odczyty, ktore po
procesie obrobki okazaty sie za krotkie. Do wykonania tych zadan postuzyt program AdapterRemoval
(AdapterRemoval 2.1.7; Schubert i in., 2016).

4.1.2. Sktadanie odczytow

W celu otrzymania dlugich sekwencji transkryptow, tzw. kontigéw (ang. contig; pojecie to ma parg
znaczen, migdzy innymi okresla zbior naktadajacych si¢ fragmentow DNA, tu natomiast jest uzywane
w kontekscie odczytow tychze fragmentow potgczonych zgodnie z miejscami nakladania si¢ w
konsensusowy odczyt jednego, dluzszego fragmentu) lub skafoldow (ang. scaffold, to znaczy zbidr
kontigdbw wraz z przerwami miedzy nimi o znanej, okreslonej dlugosci), dane zostaly poddane
przetwarzaniu narzedziem SOAPdenovo2-master (wersja programu: SOAPdenovo-63mer 2.04-r241).
Jako dane wejsciowe program przyjmuje zbiory sekwencji w formacie FASTA, FASTQ lub BAM oraz
stworzone dla nich pliki konfiguracyjne, zawierajagce niezbedne informacje o odczytach i
zsekwencjonowanej bibliotece fragmentow. Program SOAPdenovo2-master wykorzystuje do sktadania
sekwencji metode opartg na grafach deBruijna (Luo i in., 2012), czyli grafach, ktorych wierzchotki
reprezentujg k-mery znalezione w danym zbiorze sekwencji, a krawedzie lacza tylko te pary
wierzchotkow, dla ktorych znaleziona zostata ,,naktadka” dtugosci k-1, to znaczy k-1-mer znajdujacy
si¢ na koncu sekwencji odpowiadajacej jednemu wierzchotkowi 1 na poczatku sekwencji
odpowiadajacej drugiemu z nich.
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4.2. Liczenie odlegtosci Mash

Do obliczenia odlegtosci Mash migdzy wszystkimi parami zbioréw danych postuzyt program o tej
samej nazwie (Ondov i in., 2016). Jako dane wejsciowe program przyjmuje pliki w formatach FASTQ
lub FASTA, w ktorych zapisane sg nukleotydowe dane sekwencyjne oraz parametry takie jak dtugosc¢
k-merdéw, ktore maja zosta¢ uzyte w obliczeniach i liczba haszy w szkicu. Domyslnie algorytm Mash
korzysta z alfabetu {A,C,G,T}, chociaz mozna ustawi¢ inny zbior znakow (na przyktad zbidr liter
oznaczajacych aminokwasy). Przy najprostszym stosowaniu oprogramowania wystarczy wywolaé
funkcje podajac pary plikow danych, dla ktorych odlegto$¢ ma zosta¢ policzona. Jako wynik
otrzymujemy tabele z identyfikatorami obu plikéw, odlegtoscia Mash, liczba haszy (reprezentujacych
k-mery), ktére byty wspolne dla zbiorow danych oraz warto$¢ prawdopodobienstwa przypadkowego
otrzymania takiej lub wigkszej liczby haszy. W przypadku duzej liczby zbioréw danych istnieje opcja
stworzenia szkicu przed liczeniem odleglto$ci, co przyspiesza obliczenia. W tej pracy nie zdecydowano
si¢ na to z powodu i tak krotkiego czasu wykonywania dziatan przez algorytm.

4.3. Analiza wspotrzednych gldéwnych

Na macierzy odleglosci proponujemy przeprowadzi¢ analizg wspotrzednych gtownych (Principal
Coordinate Analysis, PCoA; Zuur i in., 2007). Metoda ta pozwala na przedstawienie graficzne
wielowymiarowych danych opisanych za pomoca macierzy odlegtosci. Polega ona na znalezieniu
niskowymiarowej przestrzeni, w ktorej odleglosci euklidesowe migdzy punktami dobrze przyblizaja
odlegtosci w przestrzeni badanej. Numerycznie, polega ona na znalezieniu rozktadu wilasnego
macierzy, ktora powstata przez transformacj¢ macierzy odleglosci w nastepujacy sposob:

1) Najpierw majac macierz odlegtosci D, ktorej ij-ty element oznaczamy przez Dj, obliczamy
macierz A sktadajaca si¢ z elementow Aj; zdefiniowanych ponizej:

1 2
Aij = —EDU

2) Znajac elementy macierzy A obliczamy macierz E wedtug wzoru:
Eij =Al] —ZL—II] +Z,

gdzie A4, i Z] to $rednie odpowiednio z elementow i-tego wiersza i j-tej kolumny macierzy A, natomiast
A to $rednia z wszystkich elementéw macierzy. Wowczas wektory wlasne macierzy E odpowiadaja
wspotrzednym gtownym (ang. principal coordinates, PC). Przeksztalcenie dziata w ten sposob, ze
najwigksza cze$¢ zmienno$ci w przestrzeni oryginalnej przedstawia pierwsza wspotrzedna glowna
(PC1), potem druga wspotrzedna (PC2) i tak dalej. Korzystajac z tych wspotrzednych mozna
przedstawi¢ wieclowymiarowe dane w przestrzeni np. dwuwymiarowe;.

Analiza PCoA zostata wykonana z wykorzystaniem pakietu R (wersja 3.6.1; biblioteka: ,,ape”).

Do wynikéw analizy PCoA zalgczone zostaly wykresy Sheparda, to znaczy wykresy punktowe
przedstawiajace na osi rzgdnych odlegtosci Mash, a na osi odcietych odlegtosci euklidesowe migdzy
punktami w nizej wymiarowej przestrzeni, ktorych wspotrzedne uzyskano z analizy wspolrzgdnych
glownych. Rozwazano jeden, dwa, trzy, cztery, pi¢¢ i sze$¢ wymiarow, a do kazdego przypadku
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przeprowadzona zostata regresja liniowa odleglosci euklidesowych wzgledem odlegto$ci Mash. Wyniki
zgromadzono w odpowiednich tabelach.

Wspodtczynnik determinacji pojawiajacy si¢ w tabelach wynikowych jest wartosScia pozwalajaca
okresli¢, jak dobrze dany model matematyczny (w naszym przypadku regresji liniowej) opisuje
obserwacje. Jest on okreslony wzorem

R 2 —y)
L0 -y

gdzie y;,i = 1,...,n, oznacza obserwacj¢ zmiennej y, ¥ oznacza $rednig arytmetyczng wszystkich
obserwacji, a J; oznacza warto$ci zmiennej y wyliczone na podstawie modelu. Im wartos¢
wspoétczynnika determinacji jest blizsza 1, tym lepiej $wiadczy to o dopasowaniu modelu.

4.4. Analiza wariancji 1 kowariancji

W pracy wykonywana jest analiza wariancji dla danych sklasyfikowanych wedlug pozioméw trzech
czynnikéw doswiadczalnych oraz wedtug powtdrzen biologicznych. Oznaczmy przez y;- obserwacje
dotyczacg poziomow i, j, k czynnikow - odpowiednio - pierwszego, drugiego i trzeciego, oraz
powtorzenia biologicznego ». Wowczas model liniowy obserwacji bgdacy podstawg analizy wariancji
mozna zapisa¢ w postaci:

Vijir = M+ a; + B +vi + (@B)ij + (ay)ix + BY) jk + (@BY)ijik + €ijicrs €]

gdzie symbole ¢, S, y oznaczaja, odpowiednio, efekty gtdéwne (§rednie) trzech czynnikéw, symbole (af),
(ay), (By) efekty interakcyjne par czynnikéw, symbol (ofy) efekty interakcyjne drugiego rzedu trojki
czynnikéw, za§ indeksy dolne podaja numery poziomoéw czynnikow, ktorych te efekty dotycza.
Symbolem e; ., 0znaczono niezalezne btedy losowe o zatozonym rozktadzie normalnym z warto$cia
srednia O 1 jednakowej wariancji. Analiza wariancji polega na wyznaczeniu sum kwadratéw i srednich
kwadratéw odpowiadajacych wszystkim uwzglednionym efektom, a nastepnie na wyliczeniu ilorazow
srednich kwadratow, czyli wartosci statystyki F, ktore pozwalaja na ocene istotnosci statystycznej
efektow (Elandt 1964).

W rozdz. 6.1 1 6.2 do analizy zmiennosci wspotrzednych prob (transkryptomow otrzymanych w
poszczegdlnych probach) otrzymanych w analizie PCoA wykorzystywany jest model zredukowany w
stosunku do modelu (1), nie zawierajacy efektow interakcji drugiego rzedu:

Yijkr = b+ a; + B + v+ (@B)ij + (@y)uc + (BY) jk + €ijir- (2)

Inaczej mowiac, efekty interakcyjne drugiego rzgdu traktuje si¢ jako powodowane przez losowe btedy
doswiadczalne (sktadowe bledow losowych e;jx,). Czynimy tak ze wzgledu na czgsto spotykane
trudno$ci w interpretacji efektow interakcji drugiego rzedu oraz ch¢¢ zwigkszenia liczby stopni
swobody dla estymacji wariancji btedow doswiadczalnych.

W rozdz. 6.3 wykonywana jest analiza ekspresji genow za pomocg metody zaimplementowanej w
funkcji Deseq2 w pakiecie R (Love i in., 2014). Funkcja ta co prawda nie wykonuje standardowej
analizy wariancji dla zmiennej opisujgcej poziom ekspresji genu w poszczegolnych probach, jednak
rowniez postuguje si¢ modelem liniowym. Dla doswiadczenia trojczynnikowego moga to by¢ modele
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(1) lub (2), jednakze autorzy metody Deseq2 rekomenduja uzycie modelu o innej parametryzacji,
postaci

Yijkr = Mijk + €ijkr 3)

gdzie m;j, oznacza wartos¢ oczekiwang modelowanej zmiennej obserwowanej w  probie
odpowiadajacej kombinacji poziomow czynnikow (i,j,k). Metoda przewiduje estymacj¢ tych wartosci
oczekiwanych oraz testowanie istotnosci poréwnan (kontrastow) typu (m;jx — M, jik,), €0 pozwala na
oceng roznic ekspresji genow dla r6znych wariantow doswiadczalnych.

W rozdz. 6.3 zastosowana zostata tez modyfikacja metody Deseq2 wykorzystujaca zamiast modelu
liniowego doswiadczenia wieloczynnikowego odpowiadajacego analizie wariancji, jego modyfikacje
do postaci modelu analizy kowariancji. Jezeli dostepne sa obserwacje dodatkowych zmiennych
objasniajacych (towarzyszacych) zP,p = 1,2 ... P, ktore moga wyjasnia¢ réznice pomigdzy wariantami
pod wzgledem zmiennej modelowanej, to model analizy kowariancji ma posta¢

P
— p
YVijkr = Mijx + Z rpzijkr + €jjkr, (4)
p=1
gdzie lejkr oznacza obserwacje p-tej zmiennej objasniajacej dla proby (ij,k,r), zas rP oznacza

wspotczynnik regresji zmiennej modelowanej (zaleznej) wzgledem p-tej zmiennej objasniajacej. W
rozdz. 6.3 role zmiennych objasniajagcych pelnig wspoélrzgdne prob wyznaczone w analizie
wspotrzednych gltéwnych macierzy odlegtosci Mash pomigdzy transkryptomami obserwowanymi w
poszczegblnych probach.

W pracy wykorzystywana jest rowniez wielowymiarowa analiza wariancji (Morrison, 1967). Podobnie
jak w przypadku zastosowanej przez nas jednowymiarowej analizy, przeprowadzana jest ona dla
danych sklasyfikowanych wedlug pozioméw trzech czynnikéw doswiadczalnych oraz wedlug
powtodrzen biologicznych, jednak tym razem role zmiennych objasnianych petnia zestawy czterech
pierwszych wspotrzednych prob, wyznaczone w analizie wspdtrzednych gléwnych dla macierzy
odlegtosci Mash.

Analogicznie do analizy wariancji, model zostanie zredukowany poprzez pomini¢cie efektow interakcji
drugiego rzgdu. Model obserwacji bedzie wygladat jak we wzorze (2), z tg rbznica, ze y;ji, bedzie
wektorem wierszowym [Y1, Y2, V3, Yalijkr, podobnie czterowymiarowymi wektorami beda: u, a;, f;,
Yie» (@Bijs (@)ir> (BY) jie» (@BY)iji Oraz ejjyr.

Do dalszych rozwazan przyjmijmy, ze czynniki pierwszy i drugi (o efektach a i ) majg po dwa
poziomy, natomiast czynnik trzeci (o efekcie y) ma trzy poziomy. Ogolny zapis macierzowy modelu
liniowego to:

Y =A%t +¢, (5)
gdzie dla naszego konkretnego przypadku:

Y to macierz o wymiarach 36x4, ktérej kazda kolumna to kolejno pierwsze, drugie, trzecie i czwarte
wspotrzedne wszystkich prob. To dla tych wspotrzednych poszukujemy modelu, ktory by je opisywat
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w zaleznosci od czynnikow i ich kombinacji. Zatézmy, ze wiadomo, ze w macierzy Y w m-tym rzedzie
mamy obserwacj¢ ustalonych pozioméw i, j, k odpowiednio czynnikéw a, § oraz y. Przyjmijmy taka
kolejno$¢ elementow, ze w n-tej kolumnie i m-tym wierszu macierzy Y znajduje si¢ element:

yz—mod([%],z), Z—mod([?],z), Kn_z] mod(m-1,3)+1, n (6)

dlam € {1, ...,36},n € {1,2,3,4}, gdzie mod(a,b) to reszta z dzielenia a przez b, a [%] to wynik dzielenia
a przez b zaokraglony do calo$ci w gore. To znaczy, ze w powyzszym zapisie mamy: [ = 2 —
mod ([%] , 2) ,j =2 —mod ([%] , 2) Jk = [%], a warto$¢ mod(m — 1,3) + 1 to numer powtdrzenia

r.

¢ to macierz parametrow 24x4. Przy przyjetych zatozeniach n-ta kolumna tej macierzy dla n=1,2,3,4
bedzie miata postac:

[al,nr az,n: ﬁl,nr ﬁZ,n' Vl,n: YZ,n: Y3,n: (a.g)l,l,n' (05.3)1,2,71' (a.B)Z,l,n' (a.B)Z,Z,nr (ay)l,l,n, (7)
(a]/)z,Ln' (a]/)1,2,n' (0()/)2,2,11' (ay) 1,3,n (a)’)z,3,n' By) 1,1,n (ﬁy)z,l,n: (ﬂ]’h,z,na
(BY)Z,Z,n' (.By)l,&n' (By)2,3,n' Un ]’-

A to macierz 36x24 sktadajaca si¢ z zer i jedynek (macierz indykatorow), skonstruowana w taki sposob,
zeby wskazywac wspolczynniki odpowiadajace czynnikom oraz ich interakcjom na zaobserwowanych
poziomach. Przy powyzszych zatozeniach w #-tym rzedzie jedynki sa na miejscach: i-tym, (2 + j)-tym,
4+ k)-tym, (74 2@ — 1) +j)-tym, (11 4+ 2(k — 1) + i)-tym, (17 + 2(k — 1) + j)-tym i 24-tym.

€ to macierz btedow, o wymiarze takim samym jak Y, to znaczy 36x4.

4.5. Porownawcza analiza ekspresji genow

4.5.1. Mapowanie odczytéw

Aby przypisa¢ odczytom NGS sekwencji genetycznych odpowiadajace im geny czy produkty, nalezy
przyrowna¢ je do znanych nam juz sekwencji - tak zwanych genoméw lub transkryptoméw
referencyjnych. Kiedy badamy organizm, ktory zostal wczesniej w petni zsekwencjonowany, mozemy
skorzysta¢ z referencji dla danego organizmu znajdujgcych si¢ w bazach danych, natomiast w
przypadku gatunkéw, ktérych genom nie jest jeszcze znany, najczeSciej poszukujemy najblizej
spokrewnionych gatunkow. Majac takg referencje mozna wykona¢ mapowanie, ktoére w tym przypadku
zostato przeprowadzone za pomoca narzedzia TopHat (ver. 2.1.1.). Istnieje rOwniez opcja opracowania
referencyjnego genomu lub transkryptomu przy pomocy diugich odczytéw (sekwencjonowanie 111
generacji), a nastgpnie mapowania sekwencji w tak zbudowanej referencji.

4.5.2. Analiza r6znicowa ekspresji genow

W rozdziale 6.3 do porownania poziomow ekspresji genow migdzy wybranymi zbiorami danych
postuzyl nam pakiet DESeq2 (Love i in., 2014) obstugiwany przez R.

26



4.6. Ontologie genow

Aby wprowadzi¢ kontekst funkcjonalny do analizy odlegtosci migdzy sekwencjami, wykorzystalisSmy
informacje pozyskane z ontologii gené6w Gene Ontology, dokladniej z GOSlim GOA z bazy danych
Ensembl Plants.

Gene Ontology (Ashburner i in., 2000; The Gene Ontology Consortium 2023) to projekt
bioinformatyczny, ktorego celem jest usystematyzowanie informacji na temat gendéw i ich produktow
oraz umozliwienie rozbudowywania i aktualizowania ich w miar¢ rozwoju wiedzy na ten temat.
Konstrukcja ontologii i uporzadkowane stownictwo pozwalajg zarowno na zachowanie niezalezno$ci
gatunkowej przy jej rozbudowywaniu, jak i na proste przeszukiwanie w celu znalezienia interesujacych
nas danych. Strukture ontologii mozna przedstawi¢ jako graf. Jego wierzchotkami sg klasy zwane
réwniez terminami (ang. ,,classes”/”terms”), a krawedziami - zaleznosci: bycie podklasa lub nadklasa.
Istniejg trzy aspekty, wzgledem ktorych rozpatrywane sg geny lub ich produkty: funkcja molekularna
(ang. ,,Molecular Function”), sktadnik komorki (ang. ,,Cellular Component”) oraz proces biologiczny
(ang. ,,Biological Process”). Te trzy domeny wyznaczaja trzy rozdzielne spojne grafy. W funkcjach
molekularnych zawarte sg dziatania wykonywane przez produkty genow na poziomie molekularnym.
Aby uniknaé niejednoznacznos$ci, w nazwach terminow funkcji molekularnych pojawia si¢ stowo
»activity” (aktywnos$¢). Sktadnik komorki to domena odnoszaca si¢ do anatomii komaérkowej. Okresla
miejsce, w ktorym dany produkt peini funkcje. Z kolei w procesie biologicznym zawarte sa terminy
odnoszace si¢ do procesow realizowanych przez wiele dziatanh molekularnych (na przyktad: transdukcja
sygnatu, naprawa DNA).

GO Slims to uogolnione ontologie tworzone na potrzeby badaczy, w celu szybszej selekcji i fatwiejsze;j
obserwacji interesujacych ich zjawisk.

Do przedstawienia danych w formie czytelnych wykresow wykorzystano narzedzie CytoScape
(CytoScape v. 3.8.1) - program umozliwiajacy budowanie oraz wizualizacj¢ grafow.
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5. Opi1s danych doswiadczalnych

Do testowania opracowanej metody analizy wykorzystano dane eksperymentalne z badan reakcji
jeczmienia jarego (Hordeum vulgare L.) na podwyzszong temperature Srodowiska (Mikotajczak i in.,
2022). Pod uwagg brane byly trzy genotypy:

e Bowman (BW, dwurzgdowa odmiana jeczmienia jarego)
oraz jego dwie niemal izogeniczne linie (NILs):

o BWS&27, posiadajaca mutacje sdwl.a;

o BW8&28, posiadajaca mutacje sdwl.d.

Niemal izogeniczne linie BW827 i BW828 zostaty otrzymane przez wielokrotne krzyzowanie wsteczne
mutantéw z odmiang Bowman. U BWS827, posiadajacego mutacje sdwl.a, stwierdzono catkowita
delecje genu HvGA200x2. BW828 posiada 7-nukleotydowa delecje w tym genie, ktora powoduje
przesunigcie ramki odczytu i przedwczesne zakonczenie translacji, jednak nadal moze on czgsciowo
pehi¢ funkcje oksydazy GA-20. Zatem mutacje te powoduja, odpowiednio, niemal catkowite i
cze$ciowe ograniczenie syntezy oksydazy GA-20, ktéra pelni kluczowg role w syntezie kwasu
giberelinowego, ktéry z kolei stymuluje wzrost i rozwdj roélin (Xu i in. 2017).

Jeczmien rost w doniczkach, w kontrolowanych warunkach. Grupa kontrolna (OT) uprawiana byla w
temperaturze 8°C w nocy i 16°C za dnia w okresie migdzy siewem a koncem krzewienia, natomiast
miedzy koncem krzewienia a dojrzato$ciag - w temperaturze 12°C w nocy i 20°C za dnia. Grupa
traktowana wysoka temperaturg (HT) w okresie migdzy wysiewem a koncem krzewienia trzymana byta
w temperaturze 28°C, natomiast mi¢gdzy koncem krzewienia a dojrzalo$cig w takich samych warunkach
jak grupa kontrolna, czyli w temperaturze 12°C w nocy i 20°C za dnia. Material pobrano w dwdch
punktach czasowych: pierwszy dzien krzewienia (23-26 dzien w skali BBCH) i 10 dni pdzniej, przy
czym wykonano po trzy powtorzenia biologiczne. Z probek pochodzacych z tzw. koron roslin
jeczmienia (korona to pierwszy wezel powyzej ziamna, czg$¢ rosliny taczaca korzen i ped, ktora
powstaje w czasie rozwoju siewki; wytwarza paki, z ktorych rozwijaja si¢ pedy, korzenie przybyszowe,
klacza i rozlogi, a takze peini role magazynu rezerwy wegglowodanow majacego na celu wsparcie
wzrostu nowych organdw; merystemy w koronie orpowiadaja za regeneracje¢ pedoéw i korzeni rosliny
nastepujaca po stresie) wyekstrahowano RNA przy uzyciu TRI Reagent® RT (Molecular Research
Center, Inc., Cincinnati, OH, USA), a nastepnie oczyszczono otrzymany RNA przy pomocy DNazy 1.
W kolejnym kroku sprawdzono ilo$¢ i jako$¢ przy uzyciu spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific) oraz za pomoca stacji elektroforezy Experion™ potwierdzono, ze wskaznik
integralnosci RNA (RIN) jest wystarczajacy do przeprowadzenia sekwencjonowania. Konstrukcje
bibliotek ¢cDNA (TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit) oraz sekwencjonowanie
przeprowadzila firma Macrogen Inc. za pomocg platformy Illumina NovaSeq 6000, przy parametrach:
2 x 101 par zasad, sparowaniu koncow. Wykorzystane tutaj dane sa dostgpne w bazie danych
ArrayExpress pod numerem akcesyjnym E-MTAB-10789.
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6. Wyniki

6.1. Analiza podobienstwa transkryptomow w doswiadczeniach
wieloczynnikowych

W wyniku sekwencjonowania bibliotek RNA metoda Illumina otrzymano 36 zbioréw danych
(Tabela 6.1). Nazwy prob widoczne w pierwszej kolumnie tabeli beda uzywane rowniez w nastepnych
rozdziatach. Pierwszy czlon kazdej nazwy proby oznacza genotyp, drugi czlon odnosi si¢ do
traktowania roslin (oznaczenia: HT — wysoka temperatura, OT — optymalna temperatura), trzeci czton
oznacza punkt czasowy (1d — pierwszy dzien krzewienia, 10d — dziesig¢ dni pozniej), a czwarty to
numer powtorzenia (R1, R2 i R3). Uzyskano od 17,9 do 26,0 M par odczytow na probke. Kontrola
danych nie wykazala nieprawidtowosci w zakresie jakosci odczytow i zawartosci GC (Ryc. 6.1)

per base sequence quality, 1 per base sequence quality, 2

. Quality scores across all bases (Sanger / lumina 1.8 encoding)
Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding) I

2-43 48-40 54.55 6/ -8l 95.57
Position in read (bp)

GC sequence content, 1

Sequence cantent across all bases

1234567881213 1819 24-25 30-31 3637 4243 48-49 5455 60-61 66-67 72-73 78-79 8495 90-91 9697
Position in read (bp)

o 1234567801213 1819 24-25 30-31 36-37 42-43 48-49 5455 60-61 6667 72-73 78-79 8485 6001 9697 0
Fsition in read (bp)

Ryec. 6.1. Kontrola jakosci odczytéw lewych (1) i prawych (_2) za pomocg programu FastQC dla
proby BW8280OT10dR1 jako przykiad wynikéw kontroli jakosci danych. Jako$¢ sekwencji byta
zadowalajaca, zawarto$¢ 1 proporcje GC rowniez nie wskazywaty na btedy sekwencjonowania, ktore
moglyby niepokoic.
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Dane zostaty poddane obrobce, w tym usuwaniu adapterow, za pomocg programu AdapterRemoval.
Jako minimalng akceptowalng jakos$¢ przyjeto 20 (parametr: --minquality 20), z koncow sekwencji
usunigto fragmenty, ktore nie zostaty odczytane (N) lub ich odczyty byly stabej jakosci (parametry: --
trimns --trimqualities), a odczyty, ktore po tym procesie okazaty si¢ by¢ krotsze niz 50 nukleotydow,
zostaly usunigte (parametr: --minlength 50). Obrobka i filtrowanie ze wzgledu na jakos$¢ dostarczyty
zbioréw danych o liczbie odczytdw stanowiacych co najmniej 99,94% liczby danych surowych (Tabela
6.1).

Sktadanie odczytow w programie SOAPdenovo2 wykonano stosujac dtugo$¢ k-merdéw rowna 63
(K =63). Poniewaz odczyty uzyskane w wyniku sekwencjonowania mialty dtugos¢ 101 nukleotydow,
jako maksymalng dlugo$¢ odczytu ustawiono 101 (max_rd len =101), a jako $rednig dtugos¢ insertow
ustawiono 180 (avg ins = 180), zakltadajac $rednig dtugos$¢ fragmentow ok. 380 nukleotydow. Pod
uwage brane byly zarowno kontigi, jak i skafoldy (asm_flags = 3), co znaczy, ze jako wynik
otrzymali§my dla zbioréw danych osobno kontigi oraz skafoldy. W Tabeli 6.2 podana zostata liczba
kontigow 1 skafoldow uzyskanych dla poszczegdlnych prob oraz Srednia diugo$¢é, mediana i
maksymalna dtugos¢ dla jednych i drugich.

30



Tabela 6.1. Charakterystyki danych NGS przed i po obrobce jako$ciowej

Liczba par odczytow

Liczba par odczytow po

Procent danych pozostawionych

Proba w danych surowych obrdbcee jakosciowej po ﬁltrowa?;llijgéwzglqdu na
BWOTI1dRI1 25 102 660 25101 713 99,996
BWOT1dR2 21 958 409 21 956 514 99,992
BWOTI1dR3 18 942 686 18 942 090 99,997
BWOTI10dR1 18 743 112 18 742 617 99,997
BWOT10dR2 24 879 568 24 878 836 99,997
BWOTI10dR3 21 098 755 21098 108 99,997
BWHTI1dR1 23 584 479 23 583 623 99,996
BWHT1dR2 25251 806 25251169 99,997
BWHTI1dR3 22277752 22277 076 99,997
BWHT10dR1 23 088 395 23 079 547 99,962
BWHT10dR2 19029 517 19 029 040 99,997
BWHT10dR3 21983 374 21980 619 99,987
BW8270T1dR1 17 992 064 17 991 425 99,996
BW8270T1dR2 24590 779 24 589 361 99,994
BW8270T1dR3 19 090 449 19 089 880 99,997
BW8270T10dR 1 22334 471 22 321 852 99,944
BW8270T10dR2 21 475 652 21473279 99,989
BW8270T10dR3 21 467 245 21 466 283 99,996
BWS827HT1dR1 20918 239 20917 564 99,997
BW827HT1dR2 17 896 163 17 895 607 99,997
BWS827HT1dR3 25455112 25451 308 99,985
BWS827HT10dR 1 25978 755 25976 567 99,992
BW827HT10dR2 19 383 338 19 382 147 99,994
BWS827HT10dR3 23 153 841 23151 812 99,991
BW8280T1dR1 24392 622 24 390 899 99,993
BWS8280T1dR2 22 380 890 22 380 249 99,997
BW8280T1dR3 23 163 941 23 163 289 99,997
BW8280T10dR 1 19 237 549 19 236 531 99,995
BW8280T10dR2 20 623 545 20 622 201 99,993
BW8280T10dR3 20 711 720 20710 528 99,994
BW828HT1dR1 21917 691 21916 047 99,993
BWS828HT1dR2 18218 801 18216 752 99,989
BWS828HT1dR3 20 992 242 20 989 135 99,985
BWS828HT10dR1 21163 323 21 158 409 99,977
BW828HT10dR2 21 548 473 21547 757 99,997
BW828HT10dR3 20 131 925 20 128 793 99,984
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Tabela 6.2. Charakterystyka kontigow i skafoldow

Kontigi Skafoldy
s £ 3 g = s 83 g g
— o S p %: — w3 b= <§<3
BWOTI1dR1 65565 456 265 4630 64347 463 267 4742
BWOTI1dR2 57102 422 263 4372 56 139 428 264 4372
BWOTI1dR3 60029 475 287 4 466 58943 483 290 4 466
BWOT10dR1 587021 541 309 7 544 57569 550 312 7 544
BWOT10dR2 67302 536 287 7251 61093 585 298 7410
BWOT10dR3 62789 554 301 8 053 61315 566 303 8053
BWHTI1dRI1 71168 537 279 8023 69 181 551 280 8 066
BWHTI1dR2 70 144 529 284 9549 68370 541 285 9549
BWHTI1dR3 65560 536 290 7 683 64 039 548 292 7 683
BWHTI10dR1 64 868 514 298 7537 63747 522 300 7537
BWHT10dR2 65252 507 296 6161 64 160 515 298 6161
BWHT10dR3 66 631 495 295 7025 65416 503 298 7025
BWS8270T1dR1 50764 480 292 4416 49954 487 295 4 449
BW8270T1dR2 68 053 495 275 6 989 62041 539 281 7537
BW8270T1dR3 58196 486 291 4622 57122 494 294 4622
BWS8270T10dR1 61321 445 260 7091 60 624 449 261 7091
BW8270T10dR2 54979 462 285 7025 54111 469 286 7 025
BW8270T10dR3 60 162 488 294 7029 59111 495 297 7029
BWS827HT1dR1 126 307| 403 254 7 548 112 188 | 447 268 7 548
BW827HT1dR2 56829 594 318 11 500 512151 653 336 11 500
BW827HT1dR3 70950 509 258 11454 69 169 521 258 11454
BWS827HT10dR1 68 871 524 266 11976 67080 536 267 11976
BW827HT10dR2 92501 410 265 5682 90230 418 269 5682
BW827HT10dR3 704251 531 288 11 440 68 621 | 544 290 11 440
BW8280T1dR1 60 604 466 288 4420 59182 476 291 4420
BW8280T1dR2 60232 439 268 4 468 55933 469 274 4538
BW8280T1dR3 70228 531 284 10 267 68200 545 285 10 267
BW8280T10dR1 55948 536 311 7378 54913 545 314 7378
BW8280T10dR2 62074 481 273 7 006 60974 489 274 7 006
BW8280T10dR3 58305 493 291 6519 573001 500 294 6519
BWS828HT1dR1 64 248 565 297 11487 62239 581 301 11487
BW828HT1dR2 61 647 504 283 7 245 60383 514 285 7 245
BWS828HT1dR3 58665 455 283 4151 57270 464 286 4151
BW828HT10dR1 64 018 529 318 7 626 61792 546 326 7 626
BW828HT10dR2 70969 531 292 8 055 69 052 544 294 8 055
BW828HT10dR3 85226 449 285 5762 82465 462 290 5762




Charakterystyki kontigow i skafoldow w wigkszos$ci przypadkoéw nieznacznie roznily si¢ migdzy soba.
Pokazuje to Rycina 6.2, na ktdrej dla $redniej, mediany i maksimum dtugosci przedstawiono, o jaki
utamek wigkszy byl kazdy z tych parametrow dla skafoldow niz dla kontigow. Wartosci te nie
przekroczyly 0,1 i w wickszosci przypadkow byty mniejsze niz 0,03. Maksymalna dtugo$¢ zmienita si¢
tylko w szesSciu przypadkach. Najwigksza réznica wystapita dla proby BW8270T1dR2, gdzie
maksimum dla skafoldow bylo o 7,3% wicksze niz dla kontigow, jednoczes$nie reszta roznic nie
przekroczylta 2,3%. Réznice w medianach nie przekroczyty 5,4% i tylko dla trzech préb byly to wartosci
powyzej 3%. Roznice $rednich dla wigkszosci przypadkow nie przekroczyty 3%, wieksza roznice
zaobserwowano dla szesciu prob: BWOT10dR2 — 8,4%, BW8270T1dR2 — 8,2%, BW827HT1dR1 —
9,8%, BW827HT1dR2 — 9,0%, BW8280T1dR2 — 6,4%, BW828HT10dR1 — 3,1%.
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Ryc. 6.2. Réznice miedzy charakterystykami skafoldow i kontigdbw podzielone przez wartos¢
charakterystyk dla skafoldow. Kazda trojka stupkéw prezentuje wyniki dla jednego powtdrzenia
biologicznego.

W nastepnym kroku policzone zostaly odlegtosci Mash mig¢dzy zbiorami danych, osobno dla kazdego
etapu przetwarzania danych: dla odczytow NGS po wstepnej obrobee danych, dla kontigéw oraz dla
skafoldow. Parametry uzyte przy obliczeniach to parametry domyslne, czyli: dlugos¢ k-meréw
rowna 21 1 wielkos¢ szkicu (sketch) rowna 1000. WartoSci prawdopodobienstwa wyliczane przez
program Mash byly bardzo niskie - raportowane przez program jako 0, co wskazuje na wartosci
wystarczajaco bliskie zeru - $wiadczac o duzej wiarygodnosci wynikow. Wynik obliczen kazdorazowo
zebrano w macierzy odleglosci, ktora postuzyla do dalszej analizy. Otrzymano w ten sposob trzy
macierze odlegtosci. Dwie z nich - dla danych NGS i dla skafoldow - przedstawiono w Suplemencie,
w Tabeli S1. Charakterystyki tych macierzy zostaly podane na Rycinie 6.3 oraz w Tabeli 6.3 — dla
kontigéw i skafoldow rdznity si¢ one w niewielkim stopniu.
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Ryc. 6.3. Czesto$¢ wystepowania danych odlegtosci Mash dla trzech
wariantow obliczen: dla danych NGS, kontigéw i skafoldow.

Tabela 6.3. Charakterystyki macierzy odlegtosci

Wariant obliczen Minimum Maksimum Srednia
Dane NGS 0,0339 0,0561 0,0418
Kontigi 0,0041 0,0288 0,0115
Skafoldy 0,0043 0,0286 0,0116

Przeanalizujmy doktadniej zaleznosci pomiedzy odlegtosciami liczonymi dla zbioréw danych na
roznych etapach sktadania (Ryc. 6.4). Patrzac na ilustracje 6.4.A widzimy, ze odlegto$ci Mash dla
zbioréw kontigéw i zbioréw skafoldow byly niemal identyczne. Dlatego tez do doktadnych analiz
postanowilismy wybra¢ tylko jeden z tych zbioréw: koncowy etap sktadania, czyli skafoldy. Patrzac z
kolei na wykres dla NGS i skafoldow widzimy roznice w odlegtosciach (6.4.B). Dla tego poroéwnania
policzona zostata regresja liniowa w R (funkcja Im). Wspoélczynniki wyliczone tym sposobem to:
-0,0212590610,78436643. Na wykresie czerwong linig zostata nakreslona prosta ilustrujaca te regresje:
y = -0,021 + 0,784x. Do poréwnania odlegtosci wyliczonych na réznych etapach analizy danych
powrocimy w Dyskusji.
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Ryc. 6.4. Wykres zalezno$ci pomiedzy odleglosciami Mash dla par zbioréow: A. kontigow i
skafoldow, B. skafoldow i danych NGS;

6.1.1. Analiza odlegtos$ci wykorzystujaca dane NGS

Wykonano analizg PCoA dla macierzy odlegtosci Mash liczonych na zbiorach danych NGS (po obrobce
jako$ciowej) 1 wyliczono wspoétrzedne prob w przestrzeni wspotrzednych gtownych (Tabela 6.4).
Procent zmienno$ci wyjasnianej przez pierwsze pie¢ wspotrzednych gléwnych wynosit
kolejno:11,82%, 7,22%, 5,64%, 4,26% oraz 3,90%; catkowity procent zmiennosci dla 5 zmiennych:
32,84%.
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Tabela 6.4. Wektory wspotrzednych prob uzyskane z PCoA, pierwsze pie¢ wspolrzednych

gtéwnych.

Proba PCl1 PC2 PC3 PC4 PC5
BWOTI1dRI1 -0,0121 0,0005 -0,0122 -0,0009 0,0063
BWOTI1dR2 -0,0120 0,0093 -0,0006 -0,0088 0,0085
BWOTI1dR3 -0,0082 0,0021 -0,0099 0,0020 0,0008
BWOTI10dR1 -0,0029 -0,0005 -0,0059 0,0016 -0,0143
BWOTI10dR2 0,0071 -0,0083 -0,0041 0,0013 -0,0137
BWOT10dR3 0,0021 -0,0083 -0,0107 0,0021 -0,0035
BWHTI1dR1 0,0069 -0,0125 -0,0018 -0,0047 0,0032
BWHTI1dR2 0,0047 -0,0098 -0,0050 -0,0014 0,0010
BWHTI1dR3 0,0056 -0,0119 -0,0071 -0,0070 0,0038
BWHTI10dR1 -0,0057 0,0016 0,0102 0,0037 0,0054
BWHT10dR2 0,0107 0,0079 -0,0074 0,0055 -0,0018
BWHT10dR3 -0,0021 -0,0004 0,0051 0,0077 0,0049
BW8270T1dR1 -0,0099 0,0019 -0,0053 -0,0051 0,0051
BW8270T1dR2 -0,0072 0,0013 -0,0010 0,0038 0,0057
BWS8270T1dR3 -0,0066 0,0017 -0,0098 -0,0033 0,0032
BWS8270T10dR1 -0,0114 0,0088 0,0053 -0,0030 -0,0047
BW8270T10dR2 -0,0145 0,0069 0,0007 0,0009 -0,0080
BW8270T10dR3 -0,0088 0,0020 0,0007 0,0042 -0,0090
BW827HT1dR1 0,0283 0,0146 -0,0047 -0,0110 -0,0058
BW827HT1dR2 0,0054 -0,0099 0,0026 -0,0085 -0,0042
BWS827HT1dR3 0,0043 -0,0083 0,0124 -0,0017 0,0008
BWE827HT10dR1 0,0023 -0,0048 0,0065 0,0086 0,0064
BW827HT10dR2 0,0179 0,0198 -0,0004 0,0036 0,0012
BW827HT10dR3 0,0162 0,0052 0,0015 0,0064 0,0041
BW8280T1dR1 -0,0117 0,0054 0,0030 -0,0003 0,0063
BW8280T1dR2 -0,0115 0,0096 -0,0099 0,0004 0,0007
BW8280T1dR3 0,0050 -0,0126 -0,0097 0,0108 0,0043
BW8280T10dR1 -0,0034 0,0004 0,0050 0,0056 -0,0097
BW8280T10dR2 -0,0061 -0,0013 0,0065 0,0003 -0,0036
BWS8280T10dR3 -0,0085 0,0019 0,0109 0,0106 -0,0053
BW828HT1dR1 0,0055 -0,0097 0,0105 -0,0042 0,0004
BW828HT1dR2 0,0000 -0,0029 0,0073 -0,0117 -0,0007
BWS828HT1dR3 -0,0062 0,0002 0,0046 -0,0133 -0,0005
BWS828HT10dR1 0,0002 -0,0005 0,0089 -0,0030 0,0020
BW828HT10dR2 0,0065 -0,0095 -0,0014 0,0061 0,0045
BWS828HT10dR3 0,0199 0,0100 0,0053 0,0026 0,0064
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Ryec. 6.5. Wykresy Sheparda dla surowych danych, kolejno dla jednej, dwoch, trzech, czterech, pigciu
1 szesciu pierwszych wspotrzednych gtownych.
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Rycina powyzej (Ryc. 6.5) przedstawia relacje odlegltosci Mash migdzy zbiorami danych i
odpowiadajacych im odlegtosci euklidesowych wyliczonych dla jednej, dwoch, trzech, czterech, pieciu
i sze$ciu wspolrzednych uzyskanych w wyniku analizy PCoA. Proste na wykresach wyznaczone zostaty

przy uzyciu regresji liniowej, ktorej wyniki zostaly zawarte w Tabeli 6.5.

Tabela 6.5. Regresja liniowa policzona dla odleglosci Mash i odleglosci euklidesowych.

Wspotczynniki regresji i ich bledy standardowe Wartos¢ P
(regresja liniowa; funkcja postaci: y=ax +b) dla
Liczba ) blad , blad VZZfe(ﬁinZinlk statystyki
wymiarow standardowy standardowy L F
1 0,2043079 | 0,0278831 | 0,0406189 0,0002139 0,07729 7,245¢e-13
2 0,2775980 | 0,0288460 | 0,0393810 | 0,0002870 0,12710 <22e-16
3 0,2526609 | 0,0306355 | 0,0392983 0,0003358 0,09629 9,507e-16
4 0,2497153 | 0,0319962 | 0,0391041 0,0003754 0,08696 2,505e-14
5 0,3937821 | 0,0313725 | 0,0372162 0,0003891 0,19930 <22e-16
6 0,4356194 | 0,0316358 | 0,0364886 0,0004076 0,23070 <2,2e-16
Wspétrzedne prob wyznaczone za pomoca PCoA przedstawione w Tabeli 6.4 poddano analizie

wariancji wedlug modelu dla do$wiadczenia trojczynnikowego. Tabela 6.6 przedstawia wyniki tej
analizy wariancji. W kolumnach PC1, PC2, PC3 i PC4 znajduja si¢ wartosci P dla statystyki F oraz
wartosci P otrzymane w wielowymiarowe]j analizie wariancji. Drukiem pogrubionym zostaty
zaznaczone wartosci P < 0,05.

Tabela 6.6. Analiza wariancji dla danych NGS

Wartosci P z ANOVA
Zrodto zmiennosci Wartos¢ P zMANOVA
PC1 PC2 PC3 PC4

Genotyp (G) 0,7521 0,1904 | 0,0142 0,9073 0,0722

Dzien (D) 0,3973 0,1950 | 0,0487 2,05e-05 8,809¢-06
Temperatura (T) 1,68e-05 | 0,3774 | 0,0132 0,0882 1,699¢-08
Interakcja GxD 0,4998 0,7668 | 0,9446 0,9586 0,7053
Interakcja GXT 0,0646 0,9321 | 0,9340 0,0170 0,0187
Interakcja DxT 0,7270 0,0463 | 0,1364 0,0037 3,481e-05

Potozenie prob w przestrzeni wspotrzednych PCoA ilustruje Ryc. 6.6. Poniewaz w wynikach dla
wszystkich wspolrzednych wystapily wartosci P mniejsze od ustalonego progu istotnosci 0,05,
wykonane zostaly wykresy dla PC1 w parze z: PC2, PC3 oraz PC4.

Ponizej podano interpretacj¢ wynikoéw analizy wariancji i potozenia prob w uktadzie wspotrzednych
gtownych w kontekscie czynnikow doswiadczalnych zastosowanych w do$wiadczeniu i ich interakcji.

Ryc. 6.6.A: punkty odpowiadajagce optymalnej temperaturze (kolor czarny i szary) majg na ogot
mniejsze wartosci wspotrzednych PC1 niz punkty odpowiadajace wysokiej temperaturze (kolor

38



czerwony 1 16zowy), co jest zgodne z istotnoscig efektu temperatury pokazang w Tab. 6.6. Na osi PC2,
dla grupy wyznaczone] przez wysoka temperaturg, punkty odpowiadajace pierwszemu dniowi
krzewienia (czerwone) maja na 0ogot nizsze wartosci niz te odpowiadajace dziesigtemu dniowi (rézowe),
natomiast dla grupy wyznaczonej przez optymalng temperature¢ punkty odpowiadajace pierwszemu
dniowi krzewienia (czarne) maja na ogoét wyzsze warto$ci niz te odpowiadajace dziesigtemu dniowi
krzewienia (szare); jest to zgodne z istotnoscig interakcji DxT dla PC2 pokazang w Tab. 6.6.

Ryc. 6.6.B: uktad punktow wzglgdem osi PC1 jest taki sam jak na Ryc. 6.6.A. Analizujac uktad
punktéw wzgledem osi PC3 dochodzimy do wniosku, ze punkty odpowiadajace genotypowi BW maja
wspotrzedne przewaznie ujemne, a punkty odpowiadajace BW828 — przewaznie dodatnie. Punkty
reprezentujagce BW827 znajduja sie po obu stronach osi PC3. Z tego wynika, ze istotnos$¢ efektu
genotypu w Tab. 6.6 dla PC3 jest spowodowana gléwnie roznica transkryptomow dla genotypéw BW
i BW828. Ponadto, punkty reprezentujace HT sa w wickszosci w gornej czgsci wykresu, a
reprezentujagce OT — w dolne;j. Jest to zgodne z istotnoscig efektu temperatury dla PC3. Istotny efekt
dnia nie jest wyraznie widoczny na Ryc. 6.6.B.

Ryc. 6.6.C: uktad punktow wzgledem osi PC1 taki jak na Ryc. 6.6.A. Patrzac na PC4 widzimy, ze
punkty odpowiadajace pierwszemu dniowi krzewienia (punkty czerwone i czarne) maja na ogo6t
mniejsze wartosci niz punkty odpowiadajace dziesigtemu dniowi (punkty jasne: rozowe i szare).
Jednakze, jak wskazuje istotnos¢ interakcji DxT w Tab. 6.6, podzial wg dni wzdtuz osi PC4 nie jest
jednakowy dla grup wyznaczonych przez temperature: w obrebie prob traktowanych wysoka
temperaturg (HT) punkty rozowe (10d) maja wicksze wartosci niz czerwone (1d), natomiast w obrebie
prob uzyskanych w optymalnej temperaturze (OT) taki podzial jest mniej widoczny. Ponadto mozna
zauwazyC€, ze réznica pomiedzy punktami reprezentujagcymi HT i OT jest najbardziej wyrazna dla
BW&28, co ttumaczy istotnos¢ interakcji GXT dla PC4.

Wyniki MANOVA byly zgodne z analizg poszczegolnych wspolrzednych i1 pokazaly, ze gldéwnymi
zroédtami zmiennoS$ci byly dzien i temperatura oraz interakcja tych czynnikow.
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Rye. 6.6. Polozenie prob w uktadzie wspolrzgdnych glownych PC1, PC2, PC3 i PC4 otrzymanych na
podstawie analizy PCoA danych NGS.

6.1.2. Analiza odleglosci wykorzystujaca skafoldy

W podobny sposob analiza PCoA zostata wykonana dla zbiorow skafoldéw, a nastgpnie ANOVA oraz
MANOVA. Procent zmiennosci wyjasnianej przez pierwsze pie¢ wspotrzgdnych gtownych wynosit:
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46,65%, 11,78%, 7,45%, 5,63% oraz 4,10%; catkowity dla tych 5 zmiennych: 75,61%. Wektory
wspotrzednych prob uzyskane z PCoA dla skafoldow zostaty przedstawione w Tabeli 6.7.

Tabela 6.7. Wektory wspotrzednych prob uzyskane z PCoA, pierwsze pig¢ wspotrzednych
glownych.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5

BWOTI1dR1 -0,0049 -0,0008 -0,0028 -0,0011 0,0005

BWOTI1dR2 -0,0126 -0,0015 -0,0018 -0,0011 0,0056
BWOT1dR3 -0,0055 -0,0007 -0,0041 -0,0008 0,0008

BWOTI10dR1 0,0005 -0,0003 0,0017 -0,0003 -0,0008
BWOTI10dR2 0,0033 -0,0012 0,0018 0,0002 -0,0015
BWOT10dR3 0,0036 -0,0011 0,0013 0,0002 0,0001

BWHTI1dRI1 0,0073 -0,0036 0,0002 -0,0008 -0,0007
BWHTI1dR2 0,0049 -0,0018 0,0005 -0,0017 -0,0012
BWHTI1dR3 0,0035 -0,0015 -0,0010 -0,0018 -0,0012
BWHT10dR1 0,0003 0,0008 0,0007 0,0014 0,0010
BWHT10dR2 0,0007 0,0022 -0,0002 0,0007 -0,0011
BWHT10dR3 -0,0004 0,0021 0,0015 0,0019 -0,0001
BWS8270T1dR1 -0,0101 -0,0017 -0,0028 0,0017 -0,0012
BWS8270T1dR2 -0,0001 -0,0023 -0,0026 0,0007 0,0005
BWS8270T1dR3 -0,0063 -0,0010 -0,0038 0,0005 -0,0018
BW8270T10dR1 -0,0048 0,0004 0,0052 0,0001 0,0013

BW8270T10dR2 -0,0100 0,0014 0,0050 -0,0013 -0,0025
BW8270T10dR3 -0,0035 0,0010 0,0028 -0,0011 -0,0014
BWS827HT1dR1 0,0134 0,0062 -0,0023 -0,0065 -0,0009
BW827HT1dR2 0,0048 -0,0020 -0,0001 -0,0014 0,0004
BWS827HT1dR3 0,0054 -0,0027 0,0001 -0,0006 0,0014
BWS827HT10dR1 0,0049 -0,0011 0,0000 0,0024 0,0004
BW827HT10dR2 -0,0012 0,0132 -0,0023 0,0016 0,0003

BWS827HT10dR3 0,0051 0,0011 0,0014 0,0031 0,0006
BWS8280TI1dR1 -0,0062 0,0005 -0,0020 0,0009 0,0003

BW8280T1dR2 -0,0093 -0,0003 -0,0028 -0,0008 -0,0042
BW8280T1dR3 0,0039 -0,0029 -0,0023 0,0006 -0,0016
BW8280T10dR1 -0,0005 0,0001 0,0032 0,0005 0,0000
BW8280T10dR2 -0,0028 0,0001 0,0030 0,0010 -0,0004
BW8280T10dR3 -0,0043 0,0004 0,0034 -0,0002 0,0002
BWg828HT1dR1 0,0058 -0,0035 -0,0003 -0,0005 0,0008
BW828HT1dR2 0,0027 -0,0012 -0,0002 -0,0016 0,0031

BW828HT1dR3 -0,0045 0,0005 0,0016 -0,0050 0,0017
BW828HT10dR1 0,0037 -0,0004 -0,0005 0,0019 0,0014
BWg828HT10dR2 0,0055 -0,0015 -0,0009 0,0035 -0,0023
BW828HT10dR3 0,0075 0,0029 -0,0008 0,0037 0,0025

Tak jak dla surowych danych, dla skafoldow wykonane zostaly wykresy Sheparda dla wymiaréw od
jednego do szesciu (Ryc. 6.7).
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Ryc. 6.7. Wykresy Sheparda dla skafoldow, kolejno dla jednej, dwoch, trzech, czterech, pieciu i
szesciu pierwszych wspotrzednych.
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Zostata rowniez przeprowadzona regresja liniowa, ktorej wyniki przedstawione zostaly w tabeli ponizej

(Tabela 6.8).

Tabela 6.8. Wyniki regresji liniowej dla odleglosci Mash i odlegtosci euklidesowe;.

Wspotczynniki regresji i ich btedy standardowe
(regresja liniowa; funkcja postaci: y =ax + b) Wartosé P
dla
Liczba 4 btad b btad Wspolczynnik | statystyki
wymiarow standardowy standardowy | determinacji F
1 0,6857542 | 0,0157909 0,0069496 | 0,0001316 0,7498 2,2e-16
2 7,268e-01 | 9,916e-03 5,874e-03 | 9,247e-05 0,8952 2,2e-16
3 7,666e-01 | 8,263e-03 4,967¢-03 | 8,183e-05 0,9319 2,2e-16
4 7,891e-01 | 6,952e-03 4,364e-03 | 7,172e-05 0,9534 <22e-16
5 8,027e-01 | 6,237e-03 3,953e-03 | 6,617e-05 0,9634 <22e-16
6 8,190e-01 | 5,480e-03 3,531e-03 | 5,957e-05 0,9726 2,2e-16

Tabela 6.9 przedstawia wyniki analizy wariancji. Tak jak w Tabeli 6.6, tu réwniez w kolumnach PC1,
PC2, PC3 i PC4 znajduja si¢ wartosci P otrzymane w wyniku jednowymiarowej analizy wariancji, a w
kolumnie MANOVA znajduja si¢ wartoSci P dla wieclowymiarowej analizy wariancji, wszystkie
zaokraglone do czterech miejsc po przecinku. Pogrubionym drukiem zostaty zaznaczone wartosci P <

0,05.

Tabela 6.9. Analiza wariancji dla skafoldow

) Wartosci P z ANOVA Wartos¢ P z
Zrodlo MANOVA
zmiennosci
PC1 PC2 PC3 PC4

genotyp (G) 0,9794 0,2891 0,7600 0,5929 0,4717
dzien (D) 0,5550 0,0238 | 5,2263e-09 0,0001 4,408e-12
temperatura (T) | 1,3123e-05 0,2501 0,4274 0,9548 6,723e-05
Interakcja GxD 0,2278 0,7138 0,1281 0,6033 0,4961
Interakcja GXT 0,2357 0,3987 0,0522 0,8020 0,1521
Interakcja DxT 0,0657 0,3098 | 8,1162e-09 | 4,0577e-05 2,232¢-09

Tak jak w przypadku danych NGS, potozenie prob w przestrzeni wspohrzgdnych PCoA zostalo
zilustrowane po uprzednim sprawdzeniu, dla ktorych wspotrzednych pojawiajg si¢ warto$ci P mniejsze

od ustalonego progu (Ryc. 6.8).

ANOVA i MANOVA wskazaty, podobnie jak dla danych NGS, istotno$¢ wptywu temperatury, dnia
obserwacji oraz interakcji tych czynnikéw na sekwencje transkryptow.

Ryc.6.8.A: patrzac na PC1 obserwujemy podobny uktad punktow jak w przypadku PC1 dla surowych
danych. Tutaj rowniez punkty odpowiadajgce optymalnej temperaturze (czarne i szare) majg w
og6lnosci nizsze warto$ci niz punkty odpowiadajace wysokiej temperaturze (czerwone i rozowe).
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Punkty odpowiadajace pierwszemu dniowi krzewienia (czarne i czerwone) maja ogolnie nizsze
wartosci PC2 niz te odpowiadajace dziesigtemu dniowi (szare i rozowe).

Ryc.6.8.B: uktad punktow wzgledem osi PC1 jest taki jak na Ryc. 6.8.A. Patrzac na PC3 widzimy, ze
warto$ci odpowiadajace pierwszemu dniowi krzewienia (czarne i czerwone) majg nizsze wartosci niz
te odpowiadajace dziesigtemu dniowi (szare i rézowe), jednak rozpatrujac osobno grupy wyznaczone
przez rozne temperatury widzimy, ze ze wzgledu na czynnik dnia punkty odpowiadajgce zbiorom
danych roztozone sa inaczej: dla optymalnej temperatury (czarne i szare) punkty odpowiadajace
pierwszemu dniowi maja nizsze wartos$ci niz punkty odpowiadajace dziesigtemu dniowi, natomiast dla
wysokiej temperatury (czerwone i rozowe) przedziatly wartosci dla obu punktow czasowych sa
podobne.

Ryc.6.8.C: uktad punktow wzgledem osi PC1 jest taki jak na Ryc. 6.8.A. Patrzac na PC4 mozemy
zaobserwowac, ze punkty odpowiadajace pierwszemu dniowi krzewienia majg na ogo6t nizsze wartosci
niz te odpowiadajace dziesigtemu dniowi. Jednocze$nie jesli rozwazymy rozklady punktow wewnatrz
grup temperaturowych, widzimy ze dla wysokiej temperatury (czerwone i roézowe) punkty
odpowiadajace pierwszemu dniowi majg nizsze wartosci niz te odpowiadajace dziesiatemu dniowi,
natomiast dla temperatury optymalnej przedziaty wartosci dla obu punktow czasowych sa podobne.

Zauwazmy, ze obraz interakcji DT jest inny dla wizualizacji otrzymanych dla wspotrzednych PC3 i
PC4. Na Ryc. 6.8.B, punkty odpowiadajace OT, lecz r6znym momentom obserwacji, s3 oddalone,
natomiast punkty odpowiadajace HT sg potozone blisko. Na Ryc. 6.8.C sytuacja jest odwrotna. Tak
wigc wyniki analizy dla skafoldow pokazuja, ze istnieje wymiar (PC3) pokazujacy wigksze
zroznicowanie dni w ramach OT niz w ramach HT, oraz wymiar (PC4) pokazujacy odwrotna zaleznosc¢.
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Ryec. 6.8. Potozenie prob w uktadzie wspotrzednych glownych PC1, PC2, PC3 i PC4 otrzymanych
na podstawie analizy PCoA dla skafoldow.

W celu sprawdzenia, czy etap sktadania, na ktorym byty zbiory danych, wptywat na ich rozmieszczenie
po analizie wspdtrzednych gléwnych, przeprowadzono jeszcze jedng analize wariancji, tym razem
uwzgledniajaca czynnik ,,przed/po skladaniu” jako jeden z czynnikow eksperymentalnych. Wyniki
obliczen zamieszczone sg w tabeli ponizej (Tabela 6.10).

Dla wszystkich czterech wspotrzednych pojawity si¢ wartosci P mniejsze od zatozonego progu. Na
rycinie 6.9 przedstawiono potozenie zbiorow danych wzgledem siebie dla PC1 i PC2 oraz dla PC3 i
PCA4.
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Tabela 6.10. Analiza wariancji dla pierwszych czterech wspotrzednych glownych przy uwzglgdnieniu
etapu skladania jako jednego ze zrodet zmiennosci.

ANOVA MANOVA

Zrodto zmiennosci PC1 PC2 PC3 PC4 Wartos¢ P

Przed/Po Sktadaniu (P) 7,2228e-31 0,0493 0,2070 0,2753 2,2e-16
Genotyp (G) 0,4708 0,0589 0,0953 0,0011 0,0015
Dzien (D) 0,8711 0,0533 0,4220 | 5,1352¢-06 7,756¢e-06
Temperatura (T) 9,9960e-06 | 2,1269¢-07 | 6,4479e-05 0,7966 2,893e-13
Interakcja PxG 0,4772 0,7409 0,5926 0,0219 0,1194
Interakcja PxD 0,5861 0,4318 0,9495 0,0018 0,0127
Interakcja PxT 0,3499 0,0327 0,0044 0,4436 1,470e-06
Interakcja GxD 0,5163 0,6347 0,2373 0,7557 0,3990
Interakcja GxT 0,0259 0,0167 0,8172 0,0934 0,0029
Interakcja DxT 0,2610 0,7427 0,0001 0,4470 0,0005
Interakcja PxGxD 0,9536 0,8711 0,5252 0,9629 0,7924
Interakcja PxGxT 0,5934 0,7461 0,8689 0,3024 0,6748
Interakcja PxDXT 0,4358 0,6962 0,0472 0,7184 0,1545
Interakcja GxDxT 0,0010 0,8783 0,0653 0,0326 0,0168

Ryc. 6.9.A: patrzac na PC1 widzimy, ze punkty odpowiadajace zbiorom danych przed sktadaniem
(punkty z bialg kropka w §rodku) maja nizsze warto$ci niz te odpowiadajace skafoldom (punkty petne).
Ze wzgledu na temperature, og6lnie punkty odpowiadajace optymalnej temperaturze (czarne i szare)
majg nieco wyzsze wartosci niz te odpowiadajace wysokiej temperaturze (czerwone i ré6zowe). Ro6zni
si¢ ta sytuacja miedzy genotypami, np. dla BW827 jest to bardziej widoczne niz dla BW828, co moze
potwierdza¢ interakcj¢ czynnikow genotyp X temperatura dla PC1. Patrzac oddzielnie na kazdy zbior
punktéw wyznaczony przez kolor (czerwone, czarne, rézowe, szare) rozwazymy podzbiory
wyznaczone przez dzien i temperaturg. Wowczas mozna zauwazy¢, ze w tych podzbiorach punkty
odpowiadajace réznym genotypom rdéznie sa wzgledem siebie rozmieszczone. Na przykilad dla
wysokiej temperatury pierwszego dnia (punkty czerwone) Bowman ma na og6t nizsze wartosci niz
BW827, czego nie mozna stwierdzi¢ o tych samych genotypach dla wysokiej temperatury dziesiatego
dnia (punkty ré6zowe). Punkty odpowiadajace wysokiej temperaturze majg na ogol wyzsze wartosci
PC2 niz te odpowiadajgce optymalnej temperaturze. Wzgledem tej osi nieco mniej widac¢ roznice
polozenia punktow wzgledem etapu skladania, jednak nadal mozna zauwazy¢, ze punkty
odpowiadajace skafoldom majg na ogdt nizsze warto$ci niz te odpowiadajace surowym danym NGS.
Analiza wariancji stwierdzita jeszcze istotno$¢ dwoch interakcji dla PC2: etap sktadania % temperatura
oraz genotyp X temperatura. Patrzac na rdéznice migdzy punktami odpowiadajacymi wysokiej i
optymalnej temperaturze widzimy, ze dla zbiorow danych przed sktadaniem sa one wigksze niz dla tych
po sktadaniu. Patrzac na genotyp zauwazamy, ze roznice mig¢dzy temperaturami sg ogélnie wicksze dla
BW827 (trojkaty) 1 dla BW828 (kwadraty) niz dla Bowmana (kotka).

Ryc. 6.9.B: punkty odpowiadajace optymalnej temperaturze maja ogdlnie wyzsze wartosci PC3 niz te
odpowiadajace wysokiej temperaturze. Patrzac pod katem etapu skladania, dla punktow
odpowiadajacych surowym danym (punkty z kropka) bardziej wida¢ roznice ze wzglgdu na temperaturg
niz dla skafoldow (punkty peine). Biorgc pod uwage czynnik dzien, dla dnia pierwszego (punkty
czerwone 1 czarne) bardziej wida¢ zréznicowanie roztozenia punktow wzgledem temperatury niz dla

46



dnia dziesigtego (punkty rézowe i szare). Patrzgc na punkty odpowiadajace r6znym temperaturom, dla
pierwszego dnia mozna zauwazy¢ wigksza roznice niz dla dziesiatego dnia, przy czym dla surowych
danych jest to wigksza roznica niz dla skafoldow. W przypadku PC4 punkty odpowiadajgce pierwszemu
dniowi (r6zowe 1 szare) maja na ogot wyzsze wartosci niz te odpowiadajace dziesigtemu dniowi
(czerwone i czarne). Biorac pod uwage zaréwno dzien jak i etap sktadania, punkty odpowiadajace
etapowi przed sktadaniem (punkty z biatg kropka) bardziej si¢ r6znig warto$ciami niz po (punkty petne).
Patrzac na genotyp, punkty odpowiadajace Bowmanowi (BW, kotka) maja w ogdlnos$ci nizsze wartosci
niz pozostale dwa genotypy (BW828 — kwadraty, BW827 - trdjkaty). Jednoczesnie dla punktow
odpowiadajacych zbiorom danych przed sktadaniem jest to zalezno$¢ bardziej widoczna niz dla
punktow odpowiadajacych skafoldom. Zeby dojrze¢ interakcje trzech czynnikow: genotypu, dnia i
temperatury warto przyjrze¢ si¢ oddzielnie punktom w kazdym kolorze — odpowiadaja one
konkretnemu dniowi i temperaturze — i przeanalizowa¢ ich polozenie z uwzglednieniem genotypu
(ksztalty punktoéw). Istotnie dostrzec mozna réznice w potozeniu wzgledem siebie punktow
odpowiadajacych poszczegdlnym genotypom w zaleznosci od tego, jaki dzien i temperature
analizujemy, na przyktad dla pierwszego dnia i wysokiej temperatury (punkty czerwone) genotyp BW
przyjmuje na ogo6t nizsze wartosci niz pozostate genotypy, natomiast dla drugiego dnia i wysokiej
temperatury (r6zowe punkty) nie zachodzi taka zaleznos¢.
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Ryc. 6.9. Potozenie prob w uktadzie wspotrzednych gtéwnych PC1, PC2, PC3 i PC4 otrzymanych
na podstawie analizy PCoA dla surowych danych NGS i skafoldow.

Odlegtosci Mash policzone dla par zbioréw: surowe dane NGS - ztozone z nich skafoldy, przedstawia
Tabela 6.11. Wyniki znalazty si¢ w przedziale migdzy 0,0346 (BW828HT10dR 1) a 0,0544
(BW8280T1dR2).
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Tabela 6.11. Odlegto$¢ Mash migedzy surowymi danymi i skafoldami.

Proba Odlegtos¢ | Proba Odlegtos¢ | Proba Odlegtos¢
BWOTI1dR1 0,0486 |BWS8270T1dR1 0,0477 |BW8280T1dR1 0,0429
BWOTI1dR2 0,0452 | BW8270T1dR2 0,0420 |BW8280T1dR2 0,0544
BWOTI1dR3 0,0475 | BW8270T1dR3 0,0477 |BW8280T1dR3 0,0475
BWOTI10dR1 0,0410 |BWS8270T10dR1 0,0406 |BWS8280T10dR1 0,0411
BWOTI10dR2 0,0482 | BW8270T10dR2 0,0519 |BW8280T10dR2 0,0438
BWOTI10dR3 0,0452 | BW8270T10dR3 0,0424 | BW8280T10dR3 0,0439
BWHTIdR1 0,0399 |BWS827HTI1dR1 0,0465 |BWS828HTI1dR1 0,0384
BWHTI1dR2 0,0427 |BW827HT1dR2 0,0427 |BW828HT1dR2 0,0355
BWHT1dR3 0,0430 |BWS827HTI1dR3 0,0411 |BWS828HTI1dR3 0,0429
BWHTI10dR1 0,0373 | BW827HT10dR1 0,0391 |BW828HT10dR1 0,0346
BWHT10dR2 0,0449 | BWS827HT10dR2 0,0482 |BW828HT10dR2 0,0435
BWHT10dR3 0,0436 | BW827HT10dR3 0,0447 |BW828HT10dR3 0,0435

W celu sprawdzenia, czy ktore$ z czynnikow eksperymentalnych wptynely istotnie na odlegtosci

migdzy surowymi danymi a skafoldami, przeprowadzona zostata analiza wariancji (Tab. 6.12).

Przyjeto P < 0,05. Wyniki wskazaty istotno$é czynnika temperatura. Srednia odlegto$é w grupie HT
wynosita 0,042 (bt. std. 0,00087), w grupie OT 0,046 (bt. std. 0,00091). Tak wiec sktadanie sekwencji

bardziej oddalito skafoldy od danych NGS dla prob pobranych w warunkach OT niz dla prob

pobranych w warunkach HT.

Tabela 6.12. ANOVA dla odleglosci Mash dla par NGS-skafoldy.

Czynnik Wartos¢ P
Genotyp (G) 0,4885
Dzien (D) 0,4281
Temperatura (T) 0,0060
GxD 0,8604
GxT 0,4236
DxT 0,1788
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6.2. Analiza podobienstwa transkryptomow w aspekcie funkcji molekularnych i
procesow biologicznych

Dotad rozwazaliSmy odlegtosci Mash miedzy zbiorami danych w celu sprawdzenia, czy réznice miedzy
sekwencjami w sensie wystepujacych albo niewystepujacych ciagéw nukleotydow moga byc
spowodowane konkretnymi czynnikami eksperymentalnymi. W tej analizie nie byty brane pod uwage
funkcje sekwencji, a jedynie ich budowa. W tym rozdziale zajmiemy si¢ proba potaczenia adnotacji
sekwencji z ich interpretacja w kontekscie analizy wykorzystujacej odlegtos¢ Mash. Podejmiemy sie
tego zadania korzystajac z Gene Ontology (GO), a dokladniej z uogoélnienia GO: GOSlim GOA z
Ensembl Plants, omowionej w rozdziale 4.6.

W celu przeprowadzenia dalszych badan, z bazy Ensembl Plants pobrali§my transkryptom referencyjny
Hordeum vulgare wraz ze wszystkimi izoformami (wersja z dnia 07.04.2021). Korzystajac ze skryptu
napisanego w jezyku R stworzyliSmy liste wszystkich termindéw GOSlim wystepujacych w adnotacji
sekwencji referencyjnych. tacznie lista zawierala 96 terminéw. Za pomoca narzedzia blast
(blast+/2.7.1; parametr -evalue 10e-50) zmapowaliSmy w sekwencjach referencyjnych sekwencje
skafoldow zawarte w zbiorach danych eksperymentalnych, w celu otrzymania identyfikatorow GOSlim
GOA dla tych skafoldow (wybierane byly te o najwyzszym procencie zmapowania). Nastepnie
podzielilismy kazdy zbiér danych na zbiory zawierajace tylko te skafoldy, ktore zostaty przypisane
konkretnym terminom w GOSlim GOA. Dla 4 termindéw wystapity zbiory puste. Ostatecznie kazdy
zbior skafoldow podzieliliSmy na 92 podzbiory, kazdy zawierajacy tylko te sekwencje, ktore zostaty
przypisane konkretnemu terminowi.

Kolejnym krokiem byto obliczenie odlegtosci Mash dla tych podzbiorow. Podobnie jak w poprzednie;j
analizie, na macierzach zostala przeprowadzona PCoA oraz analiza wariancji w celu sprawdzenia, czy
ktory$ z czynnikow eksperymentalnych miat statystycznie istotny wptyw na rozmieszczenie punktow
wzgledem osi uzyskanych przez PCoA: PC1, PC2, PC3 lub PC4. Ze wzglgdu na wielokrotne
poréwnania przy testowaniu hipotez w ANOVA zastosowano poprawke Bonferroniego. Wynikiem sa
cztery tabele (Suplement, Tabela S3, S4, S5, S6) przedstawiajace wartosci P dla pierwszych czterech
osi dla kazdego z analizowanych terminéw GOSlim oraz tabela przedstawiajaca procent zmiennosci
objasnianej przez te osie (Suplement, Tabela S2).

W Tabeli S2 zawarliSmy informacje na temat procentu zmiennosci objasnianej przez osie PC1, PC2,
PC3 i PC4. Dla pierwszej wspotrzednej wartosci zawieraty si¢ w przedziale miedzy 0,2029 (thylakoid)
a 0,8971 (motor activity), $rednia tych wartosci wyniosta 0,4527, a mediana 0,4406. Dla drugiej
wspotrzednej minimalna warto$¢ wyniosta 0,0474 (motor activity), maksimum 0,2859 (circadian
rhythm), $rednia 0,1011, a mediana 0,0900. Dla trzeciej wspotrzednej statystyki te wynosily
odpowiednio 0,0367 (motor activity), 0,1688 (signaling receptor binding), 0,0712 oraz 0,0666, a dla
czwartej wspotrzednej 0,0295 (DNA metabolic process), 0,1179 (signaling receptor binding), 0,0553
oraz 0,0533.

W ramach ontologii Molecular Function, najwickszy procent zmiennos$ci transkryptoméw opisany byt
przez PCI1 dla terminow nuclease activity i chromatin binding. Nalezy wnioskowac, iz dla tych
termindéw zmienno$¢ sekwencji moze by¢ najlepiej opisana w jednym wymiarze. Podobnie, dla
ontologii Cellular Component najwigkszy procent zmiennosci opisywanej przez PC1 dotyczyt
terminOw nuclear envelope i nucleoplasm, a dla ontologii biological process - termindow motor activity
1 DNA metabolic process.
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Spojrzmy dalej na tabele z wartosciami P otrzymanymi w ANOVA dla kolejno PC1, PC2, PC3 oraz
PC4.

Patrzac na tabelg dla pierwszej wspolrzednej gtéwnej widzimy, ze dla zadnego terminu genotyp nie byt
czynnikiem wplywajgcym istotnie na zmienno$¢ punktoéw odpowiadajgcych zbiorom danych. Dzien byt
istotny jedynie dla secondary metabolic process, natomiast dla 44 terminow (binding, biological
process, biosynthetic process, carbohydrate binding, carbohydrate metabolic process, catabolic
process, catalytic activity, cell wall, cellular component, cellular process, chloroplast, circadian
rhythm, DNA binding, DNA-binding transcription factor activity, endoplasmic reticulum, endosome,
enzyme regulator activity, external encapsulating structure, extracellular region, generation of
precursor metabolites and energy, hydrolase activity, lipid metabolic process, membrane, metabolic
process, mitochondrion, molecular function, photosynthesis, plasma membrane, plastid, protein
metabolic process, regulation of molecular function, response to biotic stimulus, response to chemical,
response to stress, secondary metabolic process, signaling receptor binding, structural molecule
activity, thylakoid, transcription regulator activity, translation, translation factor activity RNA binding,
translation regulator activity, transporter activity oraz vacuole) istotny byt czynnik temperatury. Z
interakcji jedynie dla extracellular region interakcja dnia z temperaturg okazata si¢ istotna.

Dla drugiej wspotrzednej gltownej genotyp byl istotny tylko dla endoplasmic reticulum oraz
Golgi apparatus. Dzien wplywat istotnie w 49 przypadkach (binding, biological process, carbohydrate
binding, carbohydrate metabolic process, catabolic process, catalytic activity, cell communication, cell
wall, cellular component, cellular component organization, cellular homeostasis, cellular process,
cellular protein modification process, DNA-binding transcription factor activity, external
encapsulating structure, extracellular region, flower development, hydrolase activity, kinase activity,
lipid metabolic process, membrane, metabolic process, molecular function, multicellular organism
development, nuclease activity, nucleic acid binding, nucleobase-containing compound metabolic
process, nucleoplasm, nucleotide binding, nucleus, plasma membrane, plastid, pollination, post-
embryonic development, protein binding, protein metabolic process, reproduction, response to abiotic
stimulus, response to chemical, response to endogenous stimulus, response to light stimulus, response
to stress, secondary metabolic process, signal transduction, signaling receptor activity, transcription
regulator activity, transferase activity, transport oraz tramsporter activity). Dla temperatury nie
wykazano istotnosci, jednak istotno$¢ interakcji temperatury z czasem otrzymano w 34 przypadkach
(binding, biological process, biosynthetic process, carbohydrate binding, catabolic process, catalytic
activity, cell cycle, cell differentiation, cell wall, cellular component, cellular component organization,
cellular process, cytoskeleton, DNA binding, DNA metabolic process, enzyme regulator activity,
external encapsulating structure, flower development, hydrolase activity, intracellular, metabolic
process, molecular function, nuclease activity, nucleic acid binding, nucleobase-containing compound
metabolic process, nucleus, protein binding, protein metabolic process, regulation of molecular
function, response to abiotic stimulus, response to stress, transferase activity, transport oraz transporter
activity). Pozostate rozwazane interakcje okazaly si¢ nie wpltywa¢ na rozmieszczenie punktow
wzgledem PC2.

Dla trzeciej wspolrzednej gtdéwnej genotyp byt istotny tylko dla dwdch termindw: secondary metabolic
process oraz signaling receptor activity. Dzien byl istotnym czynnikiem w 18 przypadkach (binding,
biosynthetic process, carbohydrate binding, catalytic activity, cellular process, cellular protein
modification process, DNA binding, DNA-binding transcription factor activity, extracellular region,
generation of precursor metabolites and energy, hydrolase activity, metabolic process, mitochondrion,
molecular function, nucleobase-containing compound metabolic process, nucleus, protein binding oraz
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thylakoid). Podobnie jak dla drugiej osi nie wykazano istotno$ci temperatury, jednak przy interakcji
temperatury z czasem otrzymano istotno$¢ w 29 przypadkach (DNA-binding transcription factor
activity, cellular protein modification process, membrane, extracellular region, kinase activity,
multicellular organism development, catalytic activity, external encapsulating structure, molecular
function, anatomical structure development, nucleic acid binding, cell wall, metabolic process,
carbohydrate binding, mitochondrion, nucleotide binding, biological process, transcription regulator
activity, embryo development, nucleobase-containing compound metabolic process, transferase
activity, carbohydrate metabolic process, transport, protein binding, cellular component, reproduction,
response to biotic stimulus, post-embryonic development oraz response to abiotic stimulus). Ponadto
dla interakcji genotypu z temperaturg wykazano istotno$¢ dla DNA-binding transcription factor activity.

Dla czwartej wspolrzednej gtdownej genotyp byt istotny dla terminu reproduction, temperatura dla DNA
binding, a dzien okazat si¢ nieistotny dla wszystkich termindéw. Z badanych interakcji tylko interakcja
dnia z temperaturg wykazata istotno$¢ — stalo si¢ tak dla 9 termindw (cytosol, endosome, lipid metabolic
process, response to chemical, response to endogenous stimulus, response to external stimulus, signal
transduction, structural molecule activity oraz translation).

Dysponujac przedstawionymi tabelami mozna sprawdzi¢, dla ktorych termindéw warto przedstawic¢
graficznie odleglosci miedzy podzbiorami danych sekwencyjnych i przyjrze¢ si¢ zaleznosci ich
potozenia od pozioméw czynnikéw eksperymentalnych.

Przyktad 1: secondary metabolic process

Analiza zostala przeprowadzona podobnie jak w rozdziale 6.1, tym razem dla podzbiorow danych
sekwencyjnych zawierajacych tylko sekwencje (skafoldy) zwigzane z secondary metabolic process.
Zatem, na poczatku policzone zostaly odlegtosci Mash dla kazdej pary podzbioréw i tym sposobem
uzyskana zostala macierz odlegtosci. Nastepnie przeprowadzona zostata PCoA. ANOVA i MANOVA
pozwolily stwierdzi¢, czy na roztozenie punktéw reprezentujacych zbiory danych w uzyskanym tym
sposobem ukladzie wzglgdem wspohrzgdnych PC1, PC2, PC3 i PC4 mogly mie¢ wplyw czynniki
eksperymentalne: genotyp, temperatura, dzien lub interakcja tych czynnikow.

Tabela 6.12. Wyniki analizy wariancji dla podzbiorow secondary metabolic process.

Czynnik Wartos¢ P ANOVA Wartos¢ P
PCI1 (27,19%) PC2 (18,53%) | PC3 (9,78%) | PC4 (8,09%) | MANOVA
Genotyp (G) 0,32323 0,83876 6e-06 0,06888 0,0008092
Dzien (D) Se-05 5e-05 0,38616 0,43659 2,012e-11
Temperatura (T) 9e-05 0,00112 0,35904 0,01633 4,385e-07
GxD 0,41332 0,54475 0,33745 0,04287 0,0517117
GxT 0,25265 0,23898 0,86712 0,44982 0,0705189
DxT 0,00106 0,01026 0,01526 0,22339 2,458¢-09

Wyniki wskazujg na zwiazek potozenia punktow wzgledem osi PC1 z dniem i temperaturg. Dla PC2
istotnym czynnikiem byt dzief, natomiast dla PC3 genotyp. Dla PC4 nie wykazano istotno$ci zadnego
z czynnikow ani ich interakcji. Zauwazmy, ze dla interakcji czynnikéw dzien i temperatura ANOVA
nie wykazata istotnosci, a MANOVA - tak, natomiast dla czynnika genotyp nastgpita sytuacja
odwrotna: ANOVA wykazata istotno§¢, a MANOVA nie. Ponizej (Ryc. 6.10) przedstawione sg
wykresy punktowe przedstawiajace rozmieszczenie punktdw reprezentujgcych podzbiory danych
wzgledem osi PC1, PC2 oraz PC3.
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Ryc. 6.10.A: wzgledem osi PC1 punkty zwigzane z pierwszym dniem (rézowe i szare) majag w
og6lnosci nizsze wartosci niz te zwigzane z dziesiatym dniem (czerwone i czarne), a punkty zwigzane
z wysoka temperaturg (czerwone i r6zowe) majag w ogdlnosci wyzsze wartosci niz te zwigzanie z
optymalng (czarne i szare). Wzgledem osi PC2 punkty zwigzane z pierwszym dniem maja w ogdlnosci
wyzsze wartosci niz te zwigzane z dziesigtym.

Ryc. 6.10.B: punkty odpowiadajace genotypowi BWS828 (kwadraty) maja w ogdlnosci wyzsze wartosci
PC3 niz punkty odpowiadajace dwdm pozostatym genotypom (kotka, trojkaty).
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Rye. 6.10. Potozenie prob w ukladzie wspotrzednych gtownych PCI1, PC2 i PC3 otrzymanych na
podstawie analizy PCoA dla podzbiorow skafoldow, dla secondary metabolic process.

Przyktad 2: extracellular region

Analiza zostata przeprowadzona jak w pierwszym przykladzie. Wyniki przedstawione w tabeli ponizej
(Tab. 6.13) wskazaly na zwiazek potozenia punktow wzgledem osi PC1 z temperaturg oraz z interakcja
czynnikow temperatura i dzien. Dla PC2 istotnym czynnikiem byt dzien, natomiast dla PC3 dzien oraz
interakcja czynnikow dzien i temperatura. Dla PC4 nie wykazano istotnosci statystycznej zadnego z
czynnikéw ani ich interakcji. Wyniki MANOVA byly zgodne z wynikami ANOVA. W zwigzku z
powyzszym, stworzone zostaly wykresy dla osi PC1, PC2 oraz PC3.
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Tabela 6.13. Wyniki analizy wariancji dla podzbiorow extracellular region.

Czynnik Wartos¢ P ANOVA Warto$¢ P
MANOVA
PC1 (24,32%) | PC2 (13,14%) | PC3 (11,61%) | PC4 (6,31%)
Genotyp (G) 0,9439 0,2084 0,0088 0,2377 0,077874
Dzien (D) 0,0002 8,9570e-07 3,0804¢-05 0,0849 1,364e-15
Temperatura (T) 1,9207e-11 0,0337 0,0097 0,8537 6,702¢-13
GxD 0,2221 0,0861 0,8716 0,6699 0,079525
GxT 0,0198 0,1427 0,9650 0,4513 0,003342
DxT 5,9062¢-07 0,0120 4,2747¢e-08 0,9174 4,769e-11

Ryc. 6.11.A: punkty odpowiadajace wysokiej temperaturze (czerwone i réozowe) majg w ogdlnosci
wyzsze wartosci PC1 niz te odpowiadajace optymalnej temperaturze (czarne i szare), jednoczesnie dla

pierwszego dnia (punkty czarne i czerwone) rdznica jest znaczaco wigksza niz dla dnia dziesigtego
(punkty szare i r6zowe), co wskazuje na interakcje tych dwoch czynnikéw. Punkty zwigzane z

pierwszym dniem maja na ogot wyzsze wartosci PC2 niz te zwigzane z dniem dziesigtym.

Ryc. 6.11.B: w ogolnosci punkty zwigzane z dniem pierwszym maja nizsze wartosci PC3 niz te
zwigzane z dniem dziesigtym. Mozna zauwazy¢ rowniez, ze dla wysokiej temperatury réznica jest

wigksza niz dla temperatury optymalne;j.

A. B.
© u
o
g |
o
g | o
<
= A
oy Ad Egm ? A _
F 3 2
< ° 5
F =
s 8 " A 2
S S « . %
g o g
s %o o
® o)
8 4mo
AN
©
S |
p=d A
' T T T T
-0.005 0.000 0.005 0.010
PC1(24.32%))
| |
[ |
o
O
Fi

=
8 ®
o A.
o L J
A
§7 * Al6>! 5 A
S |e A e
o A @]
& n
| n
b A
3 o o
s
= m|
e
o
8
o
T A o

-0.005

0.000 0.005

PC1(24.32%)

optymalna T, 1 dzien
optymalna T, 10 dni

wysoka T, 1 dzien
wysoka T, 10 dni

BW
BWE28

BW827

0.010

Ryc. 6.11. Potozenie proéb w ukladzie wspotrzednych gtownych PC1, PC2 i PC3 otrzymanych na
podstawie analizy PCoA dla podzbiorow skafoldow, dla extracellular region.
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Przyktad 3: binding

Tutaj rowniez analiza zostata przeprowadzona jak w pierwszym przyktadzie. Wykazany zostat zwigzek
polozenia punktow wzgledem osi PC1 z temperaturg, wzglgdem osi PC2 z dniem oraz interakcja
czynnikow dzien i temperatura, natomiast wzgledem osi PC3 tylko z dniem. Dla PC4 nie zostata
wykazana istotno§¢ zadnego z czynnikow ani ich interakcji. Wyniki MANOVA byly zgodne z
wynikami ANOVA.

Tabela 6.14. Wyniki analizy wariancji dla podzbiorow binding.

Czynnik Wartos¢ P ANOVA Wartos¢ P
MANOVA
PC1 (52,46%) | PC2 (7,5%) | PC3 (5,44%) | PC4 (4,63%)
Genotyp (G) 0,9332 0,0636 0,2114 0,7701 0,05776
Dzien (D) 0,4834 4,6346¢-06 1,1141e-08 0,4567 4,058e-12
Temperatura (T) 7,1856e-05 | 0,3530 0,2171 0,0257 2,644¢-06
GxD 0,2817 0,0449 0,6232 0,8762 0,11103
GxT 0,3527 0,1549 0,2355 0,4155 0,03706
DxT 0,0803 5,8838e-09 0,0002 0,1213 4,788e-10

Przygotowano wykresy ilustrujace polozenie punktow odpowiadajacych zbiorom danych wzgledem
PC1, PC2 i PC3 (Ryc. 6.12).
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Ryec. 6.12. Potozenie prob w uktadzie wspotrzednych gléwnych PC1, PC2 i PC3 otrzymanych na
podstawie analizy PCoA dla podzbiorow skafoldow, dla binding.

Ryc. 6.12.A: patrzac na o$ PC1 mozna zauwazy¢, ze punkty odpowiadajace wysokiej temperaturze
(czerwone i r6zowe) majg w ogolnosci wyzsze wartosci niz te odpowiadajace optymalnej temperaturze
(czarne i szare). Patrzac na PC2 mozemy zaobserwowac, ze punkty odpowiadajace pierwszemu dniowi
(czerwone i czarne) maja w ogolnosci nizsze wartosci niz te odpowiadajace dziesigtemu dniowi (rézowe
i szare), jednoczes$nie dla optymalnej temperatury to rozrdznienie jest wyrazniejsze niz dla wysokie;.

Ryc. 6.12.B: patrzac na PC3 wida¢, ze punkty odpowiadajace pierwszemu dniowi maja w ogolnosci
wyzsze warto$ci niz te odpowiadajace dziesigtemu dniowi.

Zaproponujemy teraz jeszcze jeden sposOb wizualnej prezentacji wynikéw analiz. Na rycinach
(Ryc. 6.13.A-B, Ryc. 6.14.A-B, Ryc. 6.15.A-B i 6.16.A-B) pokazano grafy ontologii GO,
zwizualizowane w programie Cytoscape (v. 3.8.1). Kazdy graf obejmuje wyniki dla jednej z osi: PC1,
PC2, PC3 i PC4, z podzialem na czgsci ontologii opisujace: procesy biologiczne, funkcje molekularne
i komponenty komodrkowe. Wierzchotki grafu odpowiadaja terminom z ontologii GOSlim, a krawedzie
oznaczaja relacje "jest podklasa", co jest rownowazne z zawieraniem si¢ zbioru sekwencji dla podklasy
w zbiorze dla klasy. Wielkos¢ wierzchotkoéw jest zalezna od procentu zmiennos$ci objasnianej przez
dana wspotrzedna gtowna dla podzbioréw sekwencji wyznaczanych przez dany termin. Kolory
wierzchotkow zaleza od czynnikéw, ktére dla tych podzbioréw, w wyniku analizy wariancji, okazaly
si¢ istotnie wptywaé na zmiennos$¢ sekwencji, czyli na potozenie podzbiorow danych wzglgdem siebie.
Znaczenie kolorow wierzchotkdéw podaja legendy rycin. Brak wierzchotka w postaci kota przy nazwie
terminu GOSlim oznacza, ze dla tego terminu nie znaleziono sekwencji w co najmniej jednym zbiorze
danych, co skutkowato nickompletnoscig macierzy odleglosci Mash. Dotyczylo to czterech termindw:
abscission, cell-cell signaling, lysosome oraz oxygen binding.
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Ryc. 6.13. Graf ontologii GO dla PC1; A — procesy biologiczne; B — funkcje molekularne i
komponenty komorkowe; kolor wierzchotka zalezy od obecno$ci istotnych efektéw czynnikow lub
ich interakcji.

Ryciny 6.13.A 1 6.13.B, dotyczace PC1, wskazuja, ze w 44 przypadkach istotny wptyw mial czynnik
temperatura. Sposrod tych przypadkdéw: dla jednego (secondary metabolic process) istotny byt rowniez
czynnik dzien, dla jednego (extracellular region) - interakcja dnia i temperatury. Dla 48 terminow
analiza statystyczna nie wykazala istotno$ci wplywu zadnego z czynnikow eksperymentalnych na
zmienno$¢ danych sekwencyjnych. Analizujac grafy mozemy zaobserwowac przypadki zanikania badz
pojawiania sig¢ istotnych czynnikow przy przejsciu od klasy do podklasy.

Dla terminu proces biologiczny oraz jego podklasy metabolic process istotny okazal si¢ czynnik
temperatura, natomiast dla terminu secondary metabolic process bgdacego podklasa metabolic process
poza temperatura pojawit si¢ jeszcze jeden czynnik, mianowicie dzien. Oznacza to tyle, ze jesli z
eksperymentalnych danych sekwencyjnych wezmiemy pod uwage podzbiory przyporzadkowane
terminowi biological process, otrzymamy istotno$¢ czynnika temperatura i to samo stanie si¢ przy
rozwazaniu zawartych w nich podzbioréw danych sekwencyjnych przyporzadkowanych
metabolic process, jednak gdy rozwazamy jeszcze mniejsza podklase — secondary metabolic process -
1 wyznaczane przez nig podzbiory danych sekwencyjnych, uktad tych podzbiorow wzgledem siebie
roznicuje istotnie nie tylko temperatura, ale réwniez dzien. Podobnie dla terminu cellular component
istotnym czynnikiem byta temperatura, natomiast dla podklasy extracellular region wazny byt czynnik
temperatura oraz interakcja temperatury z dniem.

W wielu przypadkach wystapito zanikanie istotnosci czynnikéw eksperymentalnych —
zaobserwowaliSmy to chociazby dla par klas: cellular component i nucleoplasm, binding i lipid binding
czy tez cellular process 1 cell cycle. W kazdym z powyzszych trzech przykladow dla wigkszych
podzbioréw, wyznaczanych przez klasy wymienione w pierwszej kolejnosci, analiza wariancji
wykazata istotnos¢ czynnika temperatura, natomiast dla mniejszych podzbiorow, wyznaczanych przez
podklasy tychze klas, istotno$¢ tego czynnika nie zostala wykazana.

Zaistniaty rowniez przypadki, gdy dla pewnej klasy dany czynnik byt istotny, dla jej podklasy istotnosci
nie wykazano, natomiast dla nastepnej podklasy zawartej w poprzednich dwoch dany czynnik znéw byt
istotny. Dla PC1, w przypadku molecular function, znaleziono dwie takie trojki klas: binding,
nucleic acid binding i DNA binding oraz binding, protein binding 1 signaling receptor binding.
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Ryec. 6.14. Graf ontologii GO dla PC2; A — procesy biologiczne; B — funkcje molekularne i
komponenty komorkowe; kolor wierzchotka zalezy od obecno$ci istotnych efektéw czynnikow lub
ich interakcji.

Ryciny 6.14.A 1 6.14.B, dotyczace PC2, wskazuja, ze w 49 przypadkach istotny wptyw mial czynnik
dzien. Sposrod tych przypadkow dla 25 termindw istotna byta rowniez interakcja dnia z temperatura.
Dla 9 terminow istotna byla jedynie interakcja dnia z temperaturg. W dwodch przypadkach analiza
wariancji wykazala istotno$¢ czynnika genotyp. Dla 32 termindéw nie wykazano istotnosci zadnego z
czynnikow eksperymentalnych. Podobnie jak dla PC1, na rycinach 6.13.A-B, dla PC2 mozna
zaobserwowac zanikanie, pojawianie si¢ oraz zanikanie i pojawianie si¢ istotnych czynnikow
eksperymentalnych przy przejsciu od klasy do podklasy.

Przyktadem zanikania istotnosci czynnika przy przechodzeniu od klasy do podklasy byta para terminéw
nucleic acid binding 1 DNA binding (Ryc. 6.14.B; funkcje molekularne). Dla nucleic acid binding
istotnymi czynnikami eksperymentalnymi byty dzien oraz interakcja dnia z temperatura, natomiast dla
DNA binding wykazana zostata tylko istotno$§¢ czynnika dzien. Dla drugiej podklasy
nucleic acid binding, mianowicie dla RNA binding nie wykazano istotnosci zadnego czynnika
eksperymentalnego.

Przyktadem zanikania i pojawiania si¢ istotnosci w czasie przechodzenia z klasy do podklasy byta
trojka: biological process, post-embryonic development 1 flower development. Dla pierwszej klasy
istotne byty czynniki dzien i interakcja dnia z temperatura, dla drugiej tylko czynnik dzien, a dla trzeciej
znowu dzien oraz interakcja dnia z temperaturg.

Na rycinie 6.14.A dla PC2 mozna réwniez zaobserwowac uktad, gdzie dla dwoch nadklas jednej klasy
zbiory istotnych czynnikow sg inne. Dzieje si¢ tak na przyktad dla klas cellular process i
biosynthetic process oraz ich wspolnej podklasy franslation: dla pierwszej klasy istotne byly czynniki
dzien oraz interakcja dnia z temperatura, dla drugiej tylko interakcja dnia z temperatura, natomiast dla
ich podklasy zaden z czynnikoéw nie okazal si¢ istotny. Innym przyktadem sa klasy growth,
cellular process 1 ich podklasa cell growth, gdzie tylko dla cellular process wykazano istotnosé¢
czynnikow dzien oraz interakcji dnia z temperaturg, natomiast dla dwoch pozostatych klas zaden
czynnik nie okazal si¢ istotny. Trzecim przyktadem takiego wukladu jest trojka: post-
embryonic development, anatomical structure development 1 flower development — tutaj z kolei dla
podklasy wykazano wigcej istotnych czynnikow niz dla jej dwoch nadklas, mianowicie dla post-
embryonic development istotny okazal si¢ czynnik dzien, dla anatomical structure development zaden
z czynnikoéw nie byt istotny, natomiast dla flower development istotny jest nie tylko czynnik dzien, ale
i interakcja dnia z temperatura.

Ciekawym przypadkiem sg pary: cellular component 1 Golgi apparatus oraz cellular component i
endoplasmic reticulum. Dla obu par dla nadklasy — cellular component — istotne byty czynniki dzien
oraz interakcja dnia z temperatura, dla podklas zaden z tych czynnikow nie byt istotny, natomiast
istotnos¢ zostata wykazana dla czynnika genotyp.
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Ryec. 6.15. Graf ontologii GO dla PC3; A — procesy biologiczne; B — funkcje molekularne i
komponenty komorkowe; kolor wierzchotka zalezy od obecnosci istotnych efektow czynnikow lub
ich interakcji.

Ryciny 6.15.A-B, dotyczace PC3, wskazuja, ze dla 2 terminow istotny byt genotyp. Dla 18 klas istotny
byl czynnik dzien — w tym dla 10 interakcja dnia z temperatura i dla jednej dwie interakcje: dzien z
temperaturag oraz genotyp z temperaturg. Dla 29 termindw istotna okazata si¢ interakcja dnia z
temperaturg. Dla 53 termindw zaden z czynnikow nie okazat si¢ istotny. Podobnie jak dla poprzednich
dwdch osi, rowniez tu mozna zaobserwowac pojawianie si¢ istotnych czynnikow eksperymentalnych
podczas przechodzenia z klas do podklas, na przyktad dla transcription regulator activity istotnym
czynnikiem byta interakcja temperatury zZ dniem, natomiast dla DNA-
binding transcription factor activity poza ta interakcja istotne byty oba czynniki osobno. Zanikanie
rowniez wystgpowato, na przyktad dla catalytic activity istotnymi czynnikami byly dzien oraz
interakcja dnia z temperatura, dla podklasy transferase activity tylko interakcja, a dla podklasy
hydrolase activity — tylko czynnik dzien. Zanikanie i pojawianie si¢ istotnych czynnikow jest kolejnym
zjawiskiem pojawiajacym si¢ réwniez dla przypadku PC3, czego przykladem jest trojka terminow:
biological process, cellular process oraz cellular protein modification process, gdzie dla pierwszego i
trzeciego terminu istotny byl czynnik interakcji dnia z temperatura (dla trzeciego rowniez czynnik
samego dnia), a dla drugiego tylko czynnik dnia. Co ciekawe, dla terminu
cellular protein modification process inng nadklasa jest protein metabolic process, dla ktérego analiza
nie wykazala istotno$ci zadnego czynnika. Dla PC3 mozemy rowniez zaobserwowac zanikanie
istotnosci konkretnych czynnikéw wraz z pojawieniem si¢ zupetnie innego, czego przyktadem jest para
termindw: metabolic process (dzien i interakcja dnia z temperaturg) i secondary metabolic process

(genotyp).

Ryciny 6.16.A-B, dotyczace PC4, wskazuja na istotno$¢ genotypu dla jednego terminu, istotnos¢
temperatury dla jednego terminu oraz istotnos¢ interakcji dnia z temperaturg dla 9 terminow. Lacznie
dla 81 terminow analiza wariancji nie wykazata istotno$ci zadnego z czynnikow eksperymentalnych.
Dla tej osi przyktadem zanikania istotnosci czynnikow przy przechodzeniu z klasy do podklasy byta
para termindw response to external stimulus (interakcja czynnika dzien z czynnikiem temperatura) i
tropism (brak czynnikow wplywajacych istotnie na odleglosci migdzy zbiorami danych). Przyktadem
pojawiania si¢ istotno$ci byla para terminow biosynthetic process (brak istotnych czynnikdéw) i
translation (istotny czynnik interakcji dnia z temperaturg). Przyktadem znikania i pojawiania sig
istotnych czynnikow byla trojka termindw: molecular function (brak istotnych czynnikéw),
catalytic activity (istotny czynnik genotyp) i transferase activity (brak istotnych czynnikow).
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Ryc. 6.16. Graf ontologii GO dla PC4; A — procesy biologiczne; B — funkcje molekularne i
komponenty komorkowe; kolor wierzchotka zalezy od obecno$ci istotnych efektéw czynnikow lub
ich interakcji.

6.3. Analiza roznicowa ekspresji genow uwzgledniajgca réznice transkryptomu

Ilo$ciowa analiza ekspresji gené6w na podstawie danych RNA-seq polega najczgsciej na badaniu
istotnosci wybranych porownan pomigdzy wariantami doswiadczalnymi uwzglednionymi w
eksperymencie za pomocg metod bazujacych na modelu analizy wariancji lub podobnych. W tej pracy
podane s3 metody pozwalajagce na opisanie zmienno$ci sekwencji transkryptéw i poroéwnanie
wariantow pod wzgledem samych sekwencji. Mozna oczekiwaé, ze szansa na ocenienie poziomu
ekspresji w wybranych wariantach jako podobnego jest wicksza wtedy, gdy warianty te r6znig si¢ mato
pod wzgledem sekwencji, niz wtedy, gdy r6znig si¢ znacznie, gdyz w tym drugim przypadku na r6znice
liczb zmapowanych odczytow wptywaja takze rdéznice w polimorfizmie transkryptow wzgledem
transkryptomu referencyjnego. Stad powstaje pomyst, aby przeprowadzi¢ ocene istotno$ci kontrastow
w roznicowej analizie ekspresji gendw z poprawka uwzgledniajaca podobienstwo sekwencji. Jezeli w
analizie r6znicowej ekspresji stosuje si¢ algorytm Deseq2, mozna to zrobi¢ zastgpujac stosowany w
nim zwykle model liniowy analizy wariancji modelem analizy kowariancji, dodajac do modelu
zawierajacego czynniki doswiadczalne zmienne objasniajace (towarzyszace) opisujace podobienstwo
sekwencji. Za takie zmienne mozna przyja¢ wspohrzedne gtowne wyliczone w analizie PCoA
wykorzystujacej macierz odlegtosci Mash dla prob. Poréwnanie wynikow uzyskanych w dwéch
modelach powinno pozwoli¢ na stwierdzenie, ktore geny wykazuja zroznicowany poziom ekspresji po
uwzglednieniu poprawki na réznice sekwencji, inaczej méwiac - po usunieciu wptywu podobienstwa
sekwencji na wynik.

Zbiory danych NGS zostaly zmapowane przy pomocy narzedzia TopHat (ver. 2.1.1.; Trapnell i in.,
2009). Jako genom referencyjny postuzyl genom Hordeum vulgare (wersja z dnia 07.04.2021).
Nastepnie zastosowano algorytm Deseq2 do analizy kontrastéw pomigdzy warunkami wysokiej
temperatury a warunkami kontrolnymi, dla wszystkich genotypow obserwowanych w dniach 11 10.

W Tab. 6.15 przedstawione sg wyniki analizy réznicowej ekspresji genow za pomocg algorytmu Deseq?2
z wykorzystaniem dwoch modeli: modelu analizy wariancji (rozdz. 4.4, wzoér 3) i modelu analizy
kowariancji (wzor 4), przy czym w modelu analizy kowariancji za zmienne towarzyszace przyjeto
wektory wspotrzednych prob wyliczone w analizie PCoA dla danych Illumina.
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Tabela 6.15. Liczby gendw o ekspresji zr6znicowanej pomiedzy warunkami wysokiej temperatury
1 warunkami kontrolnymi wedtug algorytmu Deseq2 z modelem analizy wariancji i z modelem

analizy kowariancji.

. . Analiza wariancji Analiza kowariancji
Kierunek zmiany — > — .
Genotyp . ] Dzien obserwacji Dzien obserwacji
ekspresji genow
1 10 1 10
W dot 1111 28 955 25
Bowman | W gore 252 267 203 238
Razem 1363 295 1158 263
W dot 889 338 832 289
BW&27 W gore 439 228 385 199
Razem 1328 566 1217 488
W dot 510 351 469 312
BWS828 W gore 216 210 176 192
Razem 726 561 645 504

Liczby gendéw o zréznicowanej ekspresji (DEG, ang. diiferentially expressed genes) byly na ogot
mniejsze w dniu 10 niz 1 zarbwno w przypadku analizy wariancji, jak i dla analizy kowariancji — za
wyjatkiem genotypu Bowman, liczby DEG o kierunku ,,w gér¢” oraz BW828, dla analizy kowariancji,
dla zmiany ekspresji ,,w gore”. Dla wszystkich wariantéw doswiadczalnych, dla ktorych oceniano
kontrasty, liczby DEG uzyskane w wyniku analizy kowariancji byty mniejsze niz uzyskane w wyniku
analizy wariancji — zachodzito to dla obu kierunkéw zmiany ekspresji. Tak wigc dodanie zmiennych
opisujacych podobienstwo sekwencji transkryptow do modelu analizy kontrastow zmniejszyto liczbe
znalezionych DEG. Inaczej - mozna powiedzie¢, ze nie jest wykluczone, iz pewna czes¢ DEG
znalezionych w analizie wariancji zostala uznana za geny o zroznicowanej ekspresji dlatego, ze
sekwencje ich transkryptow roznity si¢ pomiedzy warunkami OT i HT.
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7. Dyskusja

W tej pracy sformutowany zostat problem ,,jakosciowej analizy porownawczej transkryptomow roslin
w dos$wiadczeniach wieloczynnikowych” i zaproponowano odpowiednie dla niego metody analizy
danych (odleglos¢ Mash, PCoA, ANOVA). W tej sekcji zajmiemy si¢ zagadnieniami zwigzanymi z
metodami i otrzymanymi wynikami, ktore nie zostaly jeszcze poruszone, oraz rozwiniemy te, ktore do
tej pory zostaly jedynie zasygnalizowane.

Pierwsza rzecza, nad ktorg warto si¢ glebiej zastanowic, jest odleglos¢ Mash jako podstawa calej
analizy. Stosowana odleglo$¢ nie jest jedyna mozliwa opcja - wybdr powinien by¢ dokonany przy
uwzglednieniu zapotrzebowania, specyfiki badanej zmiennosci oraz dostgpnych zasobow ludzkich,
czasowych i obliczeniowych. Jakie sg zatem argumenty przemawiajace za wyborem odlegtos¢i Mash
w przypadku opisanym w tej pracy?

Odleglos¢ Mash pozwala znalez¢ réznice miedzy transkryptami, o ktorych byla mowa w sekcji 2.2
("Natura i badanie zmian sekwencji nukleotydowych"). Z definicji, odlegtos¢ Mash wykrywa SNP,
insercje, delecje, rearanzacje itp. Takie roznice wykrywa tez odleglo§¢ Hamminga, jednakze ta druga
moze by¢ stosowana tylko dla sekwencji réwnych dhugosci. Ponadto, wplyw insercji i delecji na
odleglos¢ Hamminga jest znacznie wigkszy niz wpltyw SNP, jak pokazano na przyktadzie w sekcji
2.3.2, za wyjatkiem sekwencji powtarzalnych. Dalej, odlegto$¢ Mash jest dobrze zdefiniowana jako
odleglos¢ zbiorow sekwencji, co udowodniono w sekcji 2.3.3, podczas gdy dla odlegto$ci Hamminga
nalezaloby poda¢ dodatkowa definicj¢ umozliwiajacg porownywanie zbiorow.

Wybdr odleglosci Mash jest rowniez uzasadniony zamiarem badania roznic jako$ciowych, a nie
ilosciowych, pomiedzy transkryptomami. W obliczeniach k-mery sa wykorzystywane tylko jeden raz,
co czyni wynik niezaleznym od powtérzen sekwencji (k-meréw). Ta wlasnos¢ zwigzana jest z
poczatkowym zastosowaniem odlegto$§ci Mash do badania rdznic pomigdzy genomami. W takim
przypadku moze by¢ ona interpretowana w terminach liczby mutacji przy zatozeniu modelu Poissona.
W przypadku analizy transkryptomow, taka interpretacja nie wydaje si¢ wlasciwa — dlatego
proponujemy nieco inne spojrzenie: dzigki modelowi Poissona jest to funkcja okreslona na zbiorze
transkryptomoéw, spetniajgca warunki na odlegtos¢ i pozwalajaca wykorzysta¢ indeks Jaccarda do
okreslania potozenia zbioréw danych wzgledem siebie, co otwiera mozliwos¢ poréwnywania zbiorow
w kontekscie jakosciowym.

Wybdr odleglosci Mash jest tez korzystny ze wzgledu na koszt czasowy obliczen. Dla odlegltosci
Damareau-Levenshteina (Zhao i Sahni, 2020) pomigdzy dwiema sekwencjami a i b zlozono$¢
obliczeniowa algorytmu liczgcego jej warto$¢ wynosi O(|a|*|b|) (gdzie |a] i |b| to odpowiednio dlugosci
sekwencji a 1 b, a symbol O oznacza oszacowanie gorne), co znaczy, ze dla dwoch genomow dlugosci
n bedzie to O(n*). Oczekiwany czas pracy programu wyznaczajacego dwa skecze potrzebne do
obliczenia odlegto$ci Mash pomigdzy dwoma genomami o dlugo$ci n wyraza si¢ wzorem O(2n + 2 s
log s log n)], gdzie s oznacza rozmiar skeczu. Wyznaczenie skeczu jest najbardziej czasochlonnym
procesem, a estymacja indeksu Jaccarda to koszt rzgdu O(s), stad tez czas obliczen dla algorytmu Mash
- okre$lony przez funkcje niemal liniowa - jest mniejszy niz czas potrzebny do wyliczenia odlegtosci
Damareau-Levenshteina, ktory okreslony jest przez funkcj¢ kwadratows.

Algorytm Mash wybiera losowo s k-merdéw z kazdego ze zbioréw sekwencji. Dla rzedu k istnieje 4°
réznych k-merdéw, czyli na przyklad istniejg 1024 rdézne 5-mery, a réznych 10-meréw jest juz ponad

70



milion. Zasadne jest wigc pytanie, jaki rozmiar k~-merow oraz zbiorow k-merdw reprezentujgcych zbiory
danych pozwala na dobre przyblizenie ich rzeczywistego indeksu Jaccarda bez ponoszenia duzych
kosztow obliczen. Wybor tych parametrow zostat szczegdétowo opisany w artykule Ondova i in. (2016).
Mnigjsze rozmiary k-meréw pozwalaja na oszczedno$¢ pamigci, jednak sa mniej czute na rdéznice
migdzy zbiorami sekwencji — nie tylko im blizsze filogenetycznie sg pordwnywane organizmy, tym
wigksza szansa, ze wiele k~-meroéw beda mialy wspdlnych, ale réwniez dla dwoch losowych genomow
ro$nie szansa znalezienia duzego zbioru wspolnych k-merow. Z kolei wieksze rozmiary k-merow
pozwalaja na lepsze rozrdznienie bardzo podobnych zbioréw sekwencji, jednak wymagaja wigce;j
pamieci obliczeniowej oraz sg mniej odporne na btedy wystepujace w zbiorach sekwencji. Wybor
rozmiaru skeczu s warunkuje zbudowanie dobrej reprezentacji zbioréw danych ale tez czas

wykonywania obliczen. Granica btgdu przyblizenia indeksu Jaccarda wyraza si¢ wzorem € = O(\/%),

zatem zalezy tylko od parametru s. Parametry £&=21 i s=1000 zostaly sprawdzone w wyzej wymienionej
pracy pod katem doktadnosci estymacji i dziataly dobrze dla wybranych przypadkéw genomdw (w tym
metagenomow). W niniejszej pracy odlegto$ci miedzy zbiorami danych zostaly policzone kilkukrotnie,
a wynikowe macierze odlegtosci nie r6znily si¢ pomiedzy soba.

Warto jeszcze przypomnie¢ o kwestii reprezentacji w zbiorach k-meréw tylko leksykograficznie
mniejszych (wystepujacych wezesniej w porzadku alfabetycznym) z par komplementarnie odwrotnych
k-meréow, w przypadku zaistnienia tychze. Takie postepowanie pozwala unikna¢ dwukrotnej
reprezentacji jednej grupy k-merow, kiedy inne mogly nie wystapi¢ w parze w zbiorze danych
uzyskanym w wyniku sekwencjonowania i przetwarzania danych i wskutek tego otrzymac tylko
jednokrotng reprezentacje.

Obliczenia prowadzone byty przy uzyciu komputeréw z Poznanskiego Centrum Superkomputerowo-
Sieciowego. Przy takich mozliwosciach sprz¢towych obliczenia trwaty stosunkowo krétko, a ponadto
wykorzystywano mozliwo$¢ zréwnoleglenia duzej liczby zadan, np. przy liczeniu macierzy odlegtosci.
Przyktadowo, dla zbiorow surowych danych BW8280T1dR3 i BW828HT1dR1 czas wykonywania
komendy mash, czyli odlegtosci pomiedzy parg zbiorow danych, wynosit: catkowity czas pomigdzy
wywolaniem i zakonczeniem dziatania programu (real time) — 8 minut 20,360 sekund; czas, w ktérym
procesor wykonywal prace (user time) — 7 minut 5,981 sekund; czas ktéry kod programu spedzit w
jadrze systemu operacyjnego (sys time) — O minut 4,622 sekund. Dla skafoldow czas wynosit
odpowiednio: real time — 0 minut 4,675 sekund, user time — 0 minut 3,899 sekund, sys time — 0 minut
0,027 sekund. Wystepowaly zatem znaczne roznice w czasie wykonywania obliczen dla danych
surowych i ztozonych, na rzecz skafoldow.

Innym zagadnieniem zwigzanym z ré6znicami wielko$ci danych jest interpretacja odlegtosci. W artykule
Ondova i in. (2016) wspomniane jest, ze nalezy byC ostroznym przy porownywaniu genomow o
znacznych roéznicach w dlugosciach. W naszym przypadku transkryptomy bedace podstawa zbiorow
danych pochodza z organizméw bardzo blisko spokrewnionych. Mozna przyjac, ze réznice wielko$ci
zbioré6w danych wynikajace z roznej liczby odezytéw dla roéznych prob, ktére w praktyce sa
akceptowane w analizie danych, nie wptywaja na interpretacj¢ wynikéw. Roznica migdzy wielkoscia
surowych danych a tymi po procesie sktadania (patrz sekcja 6.1.2) tez nie powinna mie¢ znaczenia,
poniewaz liczone przez odlegto$¢ Mash zbiory k-merdéw beda rozne tylko w tych miejscach, w ktorych
surowe dane zawieraja sekwencje, ktore przy sktadaniu zostaty odrzucone jako btedne lub nigdzie nie
pasujace. W przypadku, gdyby poréwnaniu podlegaly proby pochodzace z roznych gatunkow, np.
roslinnych, efekt wielko$ci zbioroéw danych moze wystapi¢, jakkolwiek nie jest prawdopodobnie duzy
ze wzgledu na ograniczone wahania liczb genéw u réznych gatunkow.
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Zastan6wmy si¢ nad przypadkiem, gdy poréwnywane zbiory danych sg parami roztgczne w tym sensie,
ze nie maja wspolnych k-merow. W zastosowaniach rozwazanych w tej pracy taki przypadek jest mato
prawdopodobny, gdyz mowimy na ogdt o doswiadczeniach, w ktorych badane sg blisko spokrewnione
organizmy, a wiec zbior wspolnych k-merdw nie jest pusty. W kontekscie roslin, nawet w przypadku
odleglych gatunkoéw, wspolne k-mery wystapig najprawdopodobniej dla gendw ortologicznych.
Zauwazmy rowniez, ze przy pustym zbiorze wspolnych k-meréw, czyli wartosci wspotczynnika
Jaccarda rownej 0, warto$¢ odlegtosci Mash jest nieokre$lona. Natomiast algorytm zastosowany w
programie liczacym odleglo$¢ Mash nadaje w tej sytuacji odlegto$ci warto$¢ 1. Zapewnia to spojnosé
otrzymywanych wynikow.

Program liczacy odleglo$¢ Mash pomija k-mery zawierajace nieodczytane nukleotydy, to znaczy: jesli
w przesuwanym oknie czytajacym kolejne k-mery pojawi si¢ taki zawierajacy obserwacje ,,N”, to nie
zostaje mu przypisany hasz i nie trafia w tej postaci do szkicu. Stad zbiér k-merdéw reprezentujacych
porownywane zbiory sekwencji zawiera tylko w pelni odczytane fragmenty. Gdyby tak nie byto,
algorytm musialby przypisywac¢ wartosci "N" jaka$ informacj¢ aby porownac zawierajacy ja k-mer z k-
merami innego zbioru. W zwiazku z tym musiataby nastgpowac jedna z dwoch sytuacji: k-mer
otrzymalby oddzielny hasz i bylby odczytywany jako element wspolny dwoéch zbiorow tylko w
przypadku wystapienia braku odczytu doktadnie w tym samym miejscu w tym drugim zbiorze (co
zaktada, ze spodziewamy si¢ braku odczytu w tym miejscu rowniez dla drugiego zbioru danych), albo
musialby otrzymaé¢ oznaczenie korespondujace z haszami dla k-meréw o identycznych odczytach w
innych miejscach niz ,,N” oraz dowolnym odczycie w miejscu ,,N”, co prowadzitoby do utozsamiania
ze sobg tychze k-meréw. Prowadzitoby to do sytuacji, w ktorej odleglos¢ Mash zawierataby informacje
o jakosci sekwencjonowania kosztem informacji o réznicach miedzy sekwencjami.

W pracy przedstawiono wyniki obliczen dla trzech zestawow zbioréw danych, pochodzacych z r6znych
etapow przetwarzania: danych NGS, kontigow i skafoldow. Pokazano bardzo duze podobienstwo
wynikow obliczen na zbiorach kontigdw i zbiorach skafoldéw i do interpretacji wybrano tylko drugi z
tych wariantow. Wyniki otrzymane na podstawie danych NGS i na podstawie skafoldow roznity sie
migdzy sobg, co wymaga dyskusji.

Odleglosci liczone na podstawie danych NGS roznity si¢ w sensie "polozenia" ich rozktadu znacznie
od odlegtosci liczonych na skafoldach - byly wigksze. Wynika to z tego, ze w NGS jest wigksza
réznorodno$¢ k-merow niz w skafoldach, w ktoérych pominigte sa k-mery nie pasujace do innych w
sensie grafu De Bruijna. To powoduje, ze dla danych NGS iloraz liczby wspolnych k-merow do liczby
wszystkich k-merow jest mniejszy. K-mery powstajace w skafoldach podczas sktadania sekwencji
prawdopodobnie nie wptywaja na wynik poroéwnania przy zatozeniu, ze sekwencjonowanie bylo
przeprowadzone z dostateczng gltebokoscia.

W sekeji 6.1 zauwazono, ze wyniki analizy wariancji wykonanej na danych surowych i skafoldach byty
podobne. Biorac pod uwage czas potrzebny do wykonania obliczen mozna by sadzi¢, ze bardziej
korzystne jest wykonanie analizy na skafoldach. Jednak ten wniosek nie bierze pod uwage kosztu
wykonania tychze skafoldow. Takze pomijajgc aspekt czasu obliczen, wydaje si¢, ze korzystniejsza jest
analiza skafoldow, ktére prawdopodobnie stanowia lepszg reprezentacje transkryptomu w sensie
jako$ciowym niz dane surowe. W sytuacji, gdy nie jest mozliwe ztozenie danych surowych w skafoldy,
wyniki dla danych surowych moga stanowi¢ przyblizenie wynikoéw, ktore uzyskano by dla skafoldow.

Interpretacja istotno$ci efektow dla poszczegdlnych wspdtrzednych gldéwnych w analizie wariancji

réwniez wymaga omowienia. Analiza wspotrzednych glownych miata na celu jak najlepiej przyblizy¢
rozmieszczenie wzglgdem siebie danych wielowymiarowych w przestrzeni o nizszym wymiarze.
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Skupilismy si¢ na czterech pierwszych wspotrzednych. Dla przedstawionych wykreséw Sheparda,
ilustrujacych zgodno$¢ miedzy odlegltosciami rzeczywistymi, a tymi uzyskanymi dla pierwszych
szeSciu wymiaroOw w analizie wspotrzgdnych gtdéwnych, dodawanie kolejnych wymiaréw po czwartym
nie poprawiato w sposéb znaczacy wynikoéw regresji liniowej; dla surowych danych wynik regresji
liniowej wskazywatl na znacznie stabszy liniowy zwiazek migdzy odlegto§ciami Mash a odlegtosciami
przedstawionymi przez PCoA niz wynik regresji liniowej dla skafoldow, dla ktorych dawata
zadowalajagce wyniki. Suma procentu zmiennos$ci uchwyconego przez cztery kolejne wymiary dla
danych surowych byla rowna 28,94% (z piatym wymiarem: 32,84%), a dla skafoldow byta rowna
71,51% (z piatym wymiarem: 75,61%). Mozna uznaé, ze pierwsze cztery wymiary z analizy
wspotrzednych gldwnych dobrze przyblizaja odlegto$ci Mash miedzy zbiorami danych dla skafoldow.
Jak wytlumaczy¢ roznicg pomiedzy stopniem wyjasniania zmienno$ci transkryptoméw i
dopasowaniem regresji liniowej odleglosci pomigdzy analiza prowadzona na danych NGS i na
skafoldach? Wydaje si¢, ze glownie tym, iz dane NGS zawieraja wigcej szumu i bledow
sekwencjonowania niz skafoldy, ponadto skafoldy sa skonstruowane z k-meréw metoda grafow de
Bruijna. Z tego wynika wigksza wymiarowo$¢ oryginalnej przestrzeni, w ktorej znajduja sie zbiory
danych NGS, cho¢ doktadnego wymiaru tej przestrzeni, przy obecnej wiedzy, nie mozemy podac.
Natomiast wiadomo, ze wymiarowos$¢ przestrzeni transformowanej za pomocg analizy wspotrzednych
gtéwnych ma duzy wptyw na stopien wyjasniania zmienno$ci przez pierwsze wyznaczone wspotrzedne.

Mimo réznic w stopniu objasniania zmiennos$ci i w wynikach regresji dla wykresow Sheparda, wyniki
dalszych analiz dla surowych danych i skafoldow byty niemal identyczne. Podobienstwo to wynika z
faktu, ze analiza PCoA ma za zadanie raczej uchwyci¢ zmienno$¢ migdzy danymi niz faktyczne relacje
odlegtosci. Miejscem, gdzie dwie analizy si¢ r6znity, byt wynik analizy wariancji dotyczacy istotnosci
czynnika genotyp i interakcji genotyp x temperatura. Dla tych przypadkow istotno$¢ w analizie danych
NGS miata miejsce dla trzeciej lub czwartej wspotrzednej, ktdre wyjasnialy matg cze$¢ zmiennosci.

ANOVA umozliwia sprawdzenie, czy dane czynniki lub ich interakcje wplywajg istotnie na zadang
zmienng, natomiast MANOVA pozwala to sprawdzi¢ dla kilku zmiennych naraz. W tym przypadku
zmiennymi byty wspotrzgdne punktow odzwierciedlajace odlegtosci zbioréw danych wzgledem siebie.
Stosujac ANOVA sprawdzono istotno$¢ czynnikéw wzgledem kolejnych wymiaréw, natomiast
uzywajagc  MANOVA sprawdzono to samo wzgledem polozenia punktdéw w przestrzeni
czterowymiarowej. W przypadkach, gdy MANOVA potwierdzata istotnos¢ efektow, ktorych nie
wskazata ANOVA, mozna uzna¢, ze dopiero analiza w czterowymiarowe]j przestrzeni pozwolila
wychwyci¢ réznice, ktére nie byly widoczne dla poszczegdlnych wymiardw i stwierdzi¢ istotno$é
zadanego czynnika lub interakcji czynnikow. W przeciwnym przypadku, to znaczy gdy ANOVA
potwierdza istotno$¢ czynnikow niepotwierdzonych przez MANOV A, przyczyn mozna doszukiwaé si¢
w tym, ze dla pojedynczych wymiaréw roéznice mogly wydawac si¢ wigksze niz byly dla czterech
wymiarow. Ogolnie, wyniki MANOVA byly zgodne z analiza poszczegdlnych wspotrzednych.
Pokazaly one, ze gtownymi zrodtami zmiennosci sg dzien i temperatura oraz interakcja tych dwaéch
czynnikow. Wykonanie obu analiz, jedno- i wielowymiarowej, pozwolilo, z jednej strony, na
potwierdzenie wynikow, z drugiej strony, na uzyskanie szerszego obrazu zmiennosci zbiorow danych.

Zeby uzyska¢ bardziej szczegdtowe wyniki dotyczace wplywu czynnikéw eksperymentalnych na
rozmieszczenie zbioréow sekwencji wzgledem siebie, rozbiliSmy je na podzbiory odpowiadajace
terminom GOSlim i przeprowadzilismy dla kazdego z nich analogiczng analiz¢ jak dla catych zbiorow
danych. Jest to punkt, w ktéorym znalezlismy si¢ najblizej interpretacji biologicznej wynikéw — w innych
miejscach, mimo wykazania pewnych zaleznosci migdzy odleglosciami a czynnikami
cksperymentalnymi, nie zostaje poczynione zadne glebsze wnioskowanie poza prostymi
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stwierdzeniami, ktore wynikajg bezposrednio z obliczen. Natomiast ontologia GOSlim pozwolita nam
potaczy¢ wyniki analiz z sensem biologicznym. Wybor tej ontologii zostal dokonany glownie ze
wzgledu na stosunkowo niewielki rozmiar i — co za tym idzie — prostsze i szybsze obliczenia.
Oczywiscie, jak juz zostato wspomniane wczesniej (rozdzial 4.6), istnieje wiele ontologii i w kazdym
przypadku prowadzenia analizy z uzyciem tego typu informacji warto dobra¢ taka, ktora najlepiej
odpowiada zar6wno tematowi badan, jak i poziomowi szczegdlowosci, jaki zamierza si¢ osiggnac.
Warto w tym miejscu nadmieni¢, ze wiarygodno$¢ informacji zawartych w wykorzystywanym
referencyjnym zbiorze transkryptow zadnotowanych wzgledem ontologii rowniez moze by¢ do
pewnego stopnia kontrolowana poprzez dobdr tylko tych adnotacji, ktore znalazty si¢ tam na podstawie
doniesien z zaufanych zrédel (np. potwierdzone eksperymentalnie, wyniki zamieszczone w
opublikowanym artykule). W przypadku rozwazanego tutaj zbioru danych, analiza wykorzystujaca
anotacje GOSlim pozwolila m.in. na stwierdzenie, iz efekt interakcji dnia i temperatury, nie uznany za
istotny w przypadku ogolnej analizy wariancji dla pierwszej wspolrzednej gléwnej, okazal si¢ jednak
istotny dla terminu GOSlim extracellular region, co pokazuje praktyczng przydatnos¢ proponowanej
analizy.

Przy podziale zbiorow danych na podzbiory wyznaczone przez kategorie GOSlim, dla pewnych
kategorii nie we wszystkich zbiorach danych znalezione zostaly sekwencje powigzane z nimi (za
pomoca blast). Przyczyna tego jest brak w zbiorze danych sekwencji dostatecznie podobnych do
transkryptow referencyjnych zwiazanych z tymi kategoriami. To z kolei moze wynika¢ z niskiej lub
zerowej ekspresji pewnych genow lub z pojawienia si¢ transkryptow (izoform) nieuwzglednionych w
danych referencyjnych badz tez z btedéw sekwencjonowania. Wyjscie z tej sytuacji poprzez np. zmiang
czuto$ci w mapowaniu programem blast nie jest zalecanym rozwigzaniem. Z definicji, odlegtos¢ Mash
zbioru pustego od dowolnego zbioru sekwencji jest nieokreslona. Arbitralne ustalenie odlegtosci
miedzy pustymi zbiorami danych a reszta zbiorow mogloby przektamaé¢ wyniki. Sposobem
zastosowanym w tej pracy bylo wykonanie petnych analiz tylko dla niepustych podzbiorow i zataczenie
informacji, ktére zbiory danych zostaly pominigte z tytutu braku danych. W zwiazku z powyzszym,
przy liczeniu macierzy odleglosci pominigte zostaly wiersze 1 kolumny zwigzane z pustymi
podzbiorami, a PCoA i ANOVA zostaty wykonane na niekompletnym zbiorze prob. Takie rozwigzanie
ma sens przy braku niewielkiej ilosci danych. Nalezy doda¢, ze by¢ moze istnialby sposéb na
uzupetnienie brakujacych danych w macierzy odleglosci Mash za pomoca metod stosowanych w
statystyce. W takim przypadku, nalezatloby stosowal rozwiazania dedykowane dla sytuacji
wystepowania brakéw nielosowych, zaleznych od poziomu ekspresji danego genu lub od doktadnosci
sekwencjonowania (Carpenter i Smuk, 2021).

W pracy opisane rowniez zostalo wykorzystanie wynikow z analizy PCoA jako zmiennych
objasniajagcych do analizy roéznicowej poziomu ekspresji genow. W wyniku dodania w modelu
informacji z analizy wspotrzgdnych gtéwnych we wszystkich kontrastach zmniejszyta si¢ liczba genow
uznanych za ulegajace istotnej zmianie ekspresji. Oznacza to, ze odleglosci te objasniajag do pewnego
stopnia roéznice w ekspresji gendw. Zatem, dodanie informacji o odleglosciach moze okazac si¢
pomocne, jesli chcemy oceni¢ roznice w ekspresji gendw z poprawka na podobienstwa transkryptomu.
Badaniem, ktore nie zostato przeprowadzone w ramach tej rozprawy, ale rowniez mogloby przynies¢
ciekawe wyniki, jest przyjrzenie si¢ odlegtosciom migdzy sekwencjami odpowiadajgcymi tym genom,
ktore utracity status zroznicowanej ekspresji (to znaczy tym, ktorych zmiennos$¢ ekspresji jest
objasniana przez odlegtosci). Mozna by wtedy sprawdzi¢, czy bliskie/dalekie odleglosci miaty
bezposredni wpltyw na analize¢ roznicowa ekspresji gendw, czy tez nie jest to tak bezposrednie
przetozenie na wyniki.
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Jest to postepowanie w pewnym sensie podobne do stosowanego w analizie asocjacyjnej (GWAS). W
tym wypadku, analizuje si¢ cech¢ ilo§ciowa obserwowana w populacji akcesji w modelu liniowym
zawierajacym polimorfizm wybranego SNP oraz, jako dodatkowe zmienne objasniajace, wspotrzedne
akcesji w przestrzeni PCoA wyznaczone na podstawie duzej liczby polimorfizmow, co pozwala na
poprawienie (adjustment) efektu analizowanego SNP ze wzgledu na podobienstwo akcesji ocenione za
pomoca duzej liczby pozycji w genomie (podobienstwo sekwencji genomowych). Okresla si¢ to
mianem ,,poprawienia ze wzgledu na strukture populacji”.

Nastepng kwestia, ktora nalezy poruszy¢ w dyskusji, jest normalno$¢ danych wykorzystywanych w
analizie wariancji. Na Ryc.7.1 przedstawiono histogram wartosci wspotrzednych PC1 zebranych z
analiz PCoA dla wszystkich terminéw GOSlim. Taki wektor warto$ci ma rozmiar odpowiedni do
sprawdzania normalnosci rozktadu. Test Shapiro-Wilka odrzucit hipoteze o normalnosci rozktadu na
poziomie P <0,001. Jak wida¢, odrzucenie hipotezy wynika gldwnie ze sko$nosci rozktadu — wystepuje
tutaj lewoskos$no$¢, przy wspolczynniku skosnosci -0.8735. Literatura wskazuje, ze odchylenia od
normalno$ci danych zwigzane z ich sko$noscia sa przy takim wspolczynniku skosnosci stosunkowo
dobrze tolerowane przez ANOVA (Blanca i in., 2017). W przypadku danych o rozkladzie
odbiegajacym od normalnego, jednym ze sposoboéw stosowanych w analizie wariancji jest obliczanie
poziomow istotnosci poprzez permutacje danych. Takie obliczenia wykonano dla pierwszych trzech
wspotrzednych gtownych w analizie skafoldow. Otrzymane wyniki nie r6znity si¢ istotnie od wynikdéw
uzyskanych poprzez zwykla analize wariancji, co dodatkowo wskazuje na to, ze w przypadku tych
danych sko$nos¢ nie zaburza prowadzonych analiz w sposob nakazujacy odrzuci¢ t¢ metode na rzecz
innych narzedzi statystycznych.

Histogram wartosci wspotrzednych PC1
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Ryc.7.1. Histogram warto$ci wspotrzgdnych PC1 zebranych z analiz PCoA dla wszystkich terminow
GOSlim.

Wyniki analiz wykazaty istotnos¢ wpltywu czynnikow temperatura i dzien na odleglosci migdzy
transkryptomami, a czynnik genotyp na ogét nie byl istotny. Znaczy to, ze metoda nie wykazata

75



istotnych statystycznie réznic w kontekscie jakoSciowym, co moze wskazywac, ze te rosliny,
reprezentujgce rézne genotypy, maja bardzo podobne lub nawet takie same mechanizmy obronne, a
r6znig si¢ dopiero ilosciowo w ekspres;ji.

Warto w dyskusji jeszcze odnies¢ si¢ do wynikow analiz uzyskanych na tych samych danych w pracy
(Mikotajczak i in., 2022). Poniewaz przeprowadzone zostaly one pod katem konkretnego pytania
badawczego, dobrane metody ro6znig si¢ znaczaco od tej przedstawionej w niniejszej pracy, co jednak
nie wyklucza przeprowadzenia pewnych poréwnan.

Podobienstwo badanych linii do genotypu Bowman ocenione w publikacji na podstawie SNPow trzech
typow (frakcja markeréw typu RNA-seq, 50k Chip, GBS) wyniosto: BW827 — 70,12%, BWg28 —
10,44%, co wskazuje na wigksze podobienstwo BW827 do BW niz BW828. Ta analiza bazowata na
prébach uzyskanych w warunkach kontrolnych w 1d (trzy potaczone powtoérzenia). Wynik ten zostat
potwierdzony odlegto$cia Mash. Srednie odleglosci pomiedzy trzema powtérzeniami dla OT, dl
wynosity: BW-BW827: 0,0094, BW-BW828: 0,0112.

Wspdlnym punktem analiz zawartych w artykule Mikotajczaka i in. (2022) i w niniejszej pracy wydaje
si¢ by¢ analiza réznicowa ekspresji genéw. Tutaj jednak réwniez konieczne jest wskazanie miejsc,
gdzie metody w tych pracach si¢ roznity oraz komentarz, jakie ma to konsekwencje w kontekscie
interpretacji 1 porownywania wynikow. Przypomnijmy, ze w tej rozprawie analiza DEG zostata
przeprowadzona na dwa sposoby — z poprawka na odleglos$¢ sekwencji i bez poprawki. W artykule nie
wzigto pod uwage DEG polimorficznych (poza tymi zwigzanymi z sdwl — znajdujacymi si¢ w
prawdopodobnym regionie delecji tego genu). Porownujac wyniki, najwigcej DEG znalezlismy w
analizie bez poprawek, co jest oczywiste w przypadku artykutu, a w przypadku przedstawionym w tej
pracy zostalo juz omdwione. Zaréwno przy zastosowaniu analizy kowariancji jak i odrzuceniu
polimorfizmow, DEG bylo mniej wszedzie za wyjatkiem jednego przypadku: dla odmiany Bowman w
10 dniu wynik byt taki sam. Wniosek: stosujac rozne metody na usunigcie wplywu w roéznicy sekwencji
na analiz¢ r6znicowa ekspresji genéw uzyskano podobne wyniki, tzn. redukcje liczby DEG podobnego
rzedu.

W artykule szukano takze DEG, dla ktorych zmiana poziomu ekspresji w reakcji na temperature byta
rézna w r6znych momentach czasowych - nazwano je DRG (differentially reacting genes). Zauwazmy,
ze w ninigjszej pracy wykazano, ze interakcja czynnikow czas i temperatura byla istotna statystycznie
w analizie jako$ciowej transkryptow. Mozna postawi¢ pytanie, czy analiz¢ DRG, ktéra bazuje na
analizie kontrastow podobnie jak analiza DEG, mozna "poprawi¢" podobnie jak powyzej analiz¢ DEG
stosujgc analizie kowariancji w Deseq2. Pozostaje to do wyjasnienia, podobnie jak to, czy
przedstawione tutaj wyjasnienie zmienno$ci transkryptomoéw za pomocg adnotacji funkcjonalnej
GOSlim ma odniesienie do konkretnych polimorfizmow znalezionych w analizie przedstawionej przez
Mikotajczaka i in. (2022).

Wreszcie, ogdlny wniosek z artykutu jest taki, ze istniato wigcej DEG w porownaniach pomiedzy HT i
OT niz w poréownaniach pomig¢dzy genotypami - biorgc pod uwage poziom ekspresji gendw. W
niniejszej pracy rowniez czynnik temperatura okazatl si¢ wazniejszy niz czynnik genotyp - biorac pod
uwage réznice w sekwencjach transkryptow.
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L.

Opracowana metoda pozwala na analizg sprawdzajacg powiazanie miedzy roznicami jakosciowymi
transkryptoméw (RNA) uzyskanych w wyniku doswiadczen wieloczynnikowych, a
uwzglednionymi czynnikami eksperymentalnymi; jest to mozliwe dzieki wykorzystaniu odlegtosci
Mash.

Przedstawiony dowdd tego, ze odleglo$¢ Mash spetnia warunki bycia odleglo$cia w sensie
matematycznym, przemawia na korzys$¢ stosowania tej funcji w analizie danych doswiadczalnych.
Zaprezentowane wilasnosci odlegtosci Mash, Hamminga oraz Damareau-Levenshteina wskazuja,
ze wybor odlegtosci Mash do analizy jakosciowych réznic pomiedzy transkryptomami byt
wiasciwy.

Opracowana metoda analizy danych transkryptomicznych jest stosunkowo mato wymagajaca pod
wzgledem czasu i zasobow potrzebnych do obliczen.

Zastosowanie odlegtosci Mash oraz ontologii GOSlim pozwolito na wzbogacenie analizy danych
transkryptomicznych o biologiczny aspekt funkcjonalny.

Pokazano, ze opracowana metoda pozwala na zmodyfikowanie roznicowej analizy iloSciowej
ekspresji gendw w ten sposob, ze brane sg pod uwage podobienstwa sekwencji transkryptomow w
poszczegblnych zbiorach danych, co moze by¢ wtasciwe w przypadku niektorych zastosowan.
Metoda zostata sprawdzona na rzeczywistym zbiorze danych transkryptomicznych, pozyskanych
w wyniku eksperymentu wieloczynnikowego.

Poréwnujac wyniki analiz réznicowych ekspresji gendw i analizy odlegtosci Mash bazujacej na
roéznicach sekwencji transkryptow zauwazono podobienstwa i rdznice zastosowanych podejsé i
metod obliczeniowych.
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Tabela S2: Procent zmiennosci objasniany przez wspotrzedne gtowne PC1 - PC4 w oddzielnych
analizach dla poszczeg6lnych terminéw GOSlim.

Ontologia | Termin GOSlim PC1 PC2 PC3 PC4

komponent | cell wall 0,2131 | 0,1454 | 0,1045 | 0,0842
cellular component 0,4653 | 0,0751 | 0,0664 | 0,0508
chloroplast 0,3890 | 0,0674 | 0,0658 | 0,0551
cytoplasm 0,4369 | 0,0750 | 0,0608 | 0,0523
cytoskeleton 0,6435 | 0,0644 | 0,0558 | 0,0376
cytosol 0,3864 | 0,0787 | 0,0776 | 0,0615
endoplasmic reticulum 0,4945 | 0,0896 | 0,0678 | 0,0580
endosome 0,4568 | 0,0868 | 0,0773 | 0,0639
external encapsulating structure 0,2105 | 0,1446 | 0,1032 | 0,0832
extracellular region 0,2432 | 0,1314 | 0,1161 | 0,0631
Golgi apparatus 0,4826 | 0,0832 | 0,0799 | 0,0548
intracellular 0,5194 | 0,0687 | 0,055 | 0,0463
membrane 0,4399 | 0,075 | 0,0671 | 0,0566
mitochondrion 0,4178 | 0,0714 | 0,0632 | 0,0501
nuclear envelope 0,7154 | 0,0853 | 0,0637 | 0,0497
nucleolus 0,5148 | 0,1014 | 0,0523 | 0,0425
nucleoplasm 0,6568 | 0,0693 | 0,0452 | 0,0351
nucleus 0,5354 | 0,0685 | 0,0542 | 0,0405
peroxisome 0,4883 | 0,1049 | 0,0653 | 0,0597
plasma membrane 0,3822 | 0,0797 | 0,0726 | 0,0639
plastid 0,3980 | 0,0689 | 0,0639 | 0,0536
ribosome 0,2994 | 0,1916 | 0,0898 | 0,0479
thylakoid 0,2029 | 0,1390 | 0,1047 | 0,0630
vacuole 0,3415 | 0,1051 | 0,0654 | 0,0635

Junkeja binding 0,5246 | 0,0750 | 0,0544 | 0,0463
carbohydrate binding 0,3680 | 0,1053 | 0,0856 | 0,0488
catalytic activity 0,4682 | 0,0912 | 0,0672 | 0,0498
chromatin binding 0,6243 | 0,0845 | 0,0667 | 0,0495
DNA binding 0,4965 | 0,0818 | 0,0668 | 0,0482
DNA-binding transcription factor activity 0,3062 | 0,1235 | 0,0745 | 0,0573
enzyme regulator activity 0,4364 | 0,1008 | 0,0561 | 0,0524
hydrolase activity 0,5258 | 0,0709 | 0,0543 | 0,0451
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kinase activity 0,4598 | 0,0944 | 0,0567 | 0,0512
lipid binding 0,3964 | 0,102 | 0,0923 | 0,0671
molecular function 0,5023 | 0,0809 | 0,0599 | 0,0511
motor activity 0,8971 | 0,0474 | 0,0367 | 0,0315
nuclease activity 0,6744 | 0,0566 | 0,0473 | 0,0346
nucleic acid binding 0,5724 | 0,064 | 0,0594 | 0,0371
nucleotide binding 0,5669 | 0,0639 | 0,0525 | 0,0487
protein binding 0,5321 | 0,0781 | 0,0514 | 0,0425
RNA binding 0,5951 | 0,0673 | 0,0513 | 0,0415
signaling receptor activity 0,4689 | 0,1032 | 0,0755 | 0,0564
signaling receptor binding 0,2735 10,1845 | 0,1688 | 0,1179
structural molecule activity 0,3499 | 0,1861 | 0,0932 | 0,0458
transcription regulator activity 0,3920 | 0,0968 | 0,0660 | 0,0580
transferase activity 0,4608 | 0,0806 | 0,0690 | 0,0571
translation factor activity RNA binding 0,5771 | 0,1191 | 0,0733 | 0,045
translation regulator activity 0,5664 | 0,1206 | 0,0724 | 0,0450
transporter activity 0,4283 | 0,1029 | 0,0786 | 0,0569
proces anatomical structure development 0,4312 | 0,0841 | 0,0672 | 0,0436
biological process 0,4774 | 0,0831 | 0,0643 | 0,0503
biosynthetic process 0,5064 | 0,0726 | 0,0674 | 0,0482
carbohydrate metabolic process 0,4607 | 0,1081 | 0,0695 | 0,0518
catabolic process 0,4423 | 0,0921 | 0,0663 | 0,0547
cell communication 0,4412 | 0,0781 | 0,0596 | 0,0505
cell cycle 0,5988 | 0,0664 | 0,0532 | 0,0404
cell death 0,4683 | 0,1986 | 0,1099 | 0,0882
cell growth 0,4227 ]0,1391 | 0,0746 | 0,0714
cell differentiation 0,4179 | 0,1001 | 0,0786 | 0,0716
cellular component organization 0,5442 | 0,0743 | 0,0526 | 0,0469
cellular homeostasis 0,3601 | 0,1229 | 0,0817 | 0,0685
cellular process 0,4956 | 0,0732 | 0,0608 | 0,0507
cellular protein modification process 0,4681 | 0,0774 | 0,0660 | 0,0494
circadian rhythm 0,3738 | 0,2859 | 0,1196 | 0,0858
dna metabolic process 0,6951 | 0,0808 | 0,0449 | 0,0295
embryo development 0,4717 | 0,0966 | 0,082 | 0,0585
flower development 0,3950 | 0,1126 | 0,0706 | 0,0648
generation of precursor metabolites and energy | 0,3828 | 0,1215 | 0,0898 | 0,0549
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growth 0,4192 | 0,1052 | 0,0734 | 0,0647
lipid metabolic process 0,4399 | 0,0829 | 0,061 | 0,0561
metabolic process 0,476 0,0751 | 0,0687 | 0,053
multicellular organism development 0,4351 | 0,0852 | 0,0653 | 0,0432
nucleobase-containing compound metabolic | 0,6045 | 0,0584 | 0,0492 | 0,041
process

photosynthesis 0,2655 | 0,1807 | 0,0997 | 0,069
pollination 0,3602 | 0,1315 | 0,0769 | 0,0661
post-embryonic development 0,3927 | 0,0923 | 0,0654 | 0,0491
protein metabolic process 0,4305 | 0,0769 | 0,0615 | 0,06
regulation of gene expression, epigenetic 0,6849 | 0,155 |0,0616 | 0,0453
regulation of molecular function 0,4576 | 0,1058 | 0,0573 | 0,0546
reproduction 0,3977 | 0,0902 | 0,0632 | 0,055
response to abiotic stimulus 0,3562 | 0,1077 | 0,0676 | 0,0555
response to biotic stimulus 0,3926 | 0,0943 | 0,0653 | 0,0558
response to chemical 0,3127 | 0,1008 | 0,0775 | 0,0696
response to endogenous stimulus 0,3285 | 0,0973 | 0,0734 | 0,0662
response to external stimulus 0,4141 | 0,088 | 0,0585 | 0,0568
response to light stimulus 0,3964 | 0,1086 | 0,0785 | 0,0524
response to stress 0,4803 | 0,078 | 0,055 | 0,0471
secondary metabolic process 0,2719 | 0,1853 | 0,0978 | 0,0809
signal transduction 0,4322 | 0,0808 | 0,0584 | 0,0552
translation 0,4217 | 0,1422 | 0,0899 | 0,0413
transport 0,4689 | 0,0854 | 0,0659 | 0,0595
tropism 0,3607 | 0,1783 | 0,1145 | 0,0883
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Tabela S3: Wyniki ANOVA dla terminéw GOSlim, dla poszczegolnych czynnikéw, dla PC1.

Termin GOSlim Genotyp | 1y ien () | TemPErAUIA L ol GxT | DxT
(G) (T)
komponent
cell wall 0,7789 | 10,0002 6,40e-07 | 0,3393 [ 0,2348 | 10,0375
cellular component 0,8989 0,343 6,47e-05 0,2476 | 0,3369 0,114
chloroplast 0,9694 | 03622 6,63e-05 | 0271 | 0,5463 | 0,0189
cytoplasm 0,8972 | 03451 0,0001 02214 | 0,4587 | 0,0305
cytoskeleton 0,9981 | 10,1048 0,0018 0,4932 | 0,5758 | 0,0067
cytosol 0,9158 | 0,1904 0,0002 0,3337 | 0,4964 | 0,0289
endoplasmic reticulum 0,9131 0,1578 3,33e-05 0,0684 | 0,2524 0,0431
endosome 0,7818 | 10,3946 8,93e-05 | 0,0765 | 0,3782 | 10,0205
ifr’;z;rl:”wp sulating 0,806 | 0,0003 515e-07 | 03283 | 0223 | 10,0328
extracellular region 0,9439 0,0002 1,92¢-11 0,2221 | 0,0198 5,91e-07
Golgi apparatus 09113 | 0,1471 0,0003 0,1929 | 0,501 | 0,0058
intracellular 09115 | 0,5435 0,0001 0,2913 | 0,3104 [ 0,0515
membrane 0,9587 | 0,3593 9,18¢-05 | 0,231 | 0,3408 | 0,1577
mitochondrion 0,8102 | 0,6305 2,80e-05 | 02132 | 0252 [ 0,0217
nuclear envelope 0,6079 | 0,1641 0,0003 0,1646 | 0,7034 | 0,0796
nucleolus 0,9273 | 10,5308 0,0001 0,1776 | 0,3345 | 0,0984
nucleoplasm 0,9109 | 0,6437 0,0006 0,2533 | 0,3076 | 0,4674
nucleus 0,9312 | 0,6096 0,0002 0,3397 | 0,3949 | 0,1246
peroxisome 0,9671 | 0,6441 0,0002 0,4157 | 0,7218 | 03424
plasma membrane 0,9395 0,2534 7,92¢e-05 0,2468 | 0,3714 0,0095
plastid 09762 | 03725 6,17e-05 | 0,2725 | 0,5465 | 0,0215
ribosome 0,1068 | 0,1207 0,0025 0,8283 | 0,1367 | 0,8877
thylakoid 0,338 | 0,492 3,66e-07 | 0,4966 | 0,0388 [ 10,3889
vacuole 0,8065 | 0,2385 9,60e-05 | 0,2321 | 0,4654 | 00714
funkcja

binding 0,9332 | 04834 7,19¢-05 | 02817 | 0,3527 | 10,0803
carbohydrate binding 0,7787 | 0,4693 2,03e-05 | 0,2248 | 0,4687 [ 0,0679
catalytic activity 0,9788 | 02725 546e-05 | 02436 | 0,3502 [ 0,0538
chromatin binding 0,034 | 0,1951 0,0007 0,4362 | 0,5114 | 0,0344
DNA binding 0,9031 | 0,6299 4,98¢-05 | 0,3284 | 03968 | 10,0464
Z Z‘irb;’gi’v’jfy franscription 09174 | 0235 3,57¢-06 | 0,1013 | 0,1406 | 0,0393
enzyme regulator activity 09147 | 0,1243 6,65¢-05 | 0,1917 | 0,5273 | 0,0508
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hydrolase activity 0,976 0,3892 7,54e-05 0,2519 | 0,4137 0,0565
kinase activity 0,9311 0,5407 0,0004 0,2311 | 0,5166 0,1126
lipid binding 0,8888 0,0883 0,0008 0,224 | 0,3681 0,0563
molecular function 0,9237 0,4561 9,77e-05 0,2724 | 0,3346 0,1143
motor activity 0,9949 0,1108 0,0017 0,7527 | 0,678 0,002
nuclease activity 0,828 0,8073 0,0002 0,3538 | 0,5513 0,1216
nucleic acid binding 0,9244 0,6793 0,0002 0,2736 | 0,4422 0,0791
nucleotide binding 0,9729 0,4474 0,0002 0,332 | 0,4376 0,0849
protein binding 0,9069 0,5735 0,0001 0,2825 | 0,3527 0,0764
RNA binding 0,8489 0,5438 0,0002 0,2062 | 0,5042 0,148
signaling receptor activity 0,7897 0,8877 0,0024 0,2489 | 0,4048 0,0792
signaling receptor binding 0,0518 0,0025 3,85e-05 0,482 | 0,3543 0,0414
structural molecule activity 0,8629 0,4134 3,68e-05 0,3477 | 0,257 0,1038
transcription regulator activity | 0,9623 0,6535 2,48e-05 0,1665 | 0,1465 0,1494
transferase activity 0,9476 0,5216 0,0002 0,1904 | 0,3613 0,0775
translation factor activity RNA | - ¢e36 | 5643 8,88¢-05 | 02624 | 02792 | 10,0761
binding
translation regulator activity 0,8903 0,5898 8,37e-05 0,2669 | 0,2657 0,0759
transporter activity 0,9994 0,4498 6,61e-05 0,1633 | 0,2844 0,1078
proces
anatomical structure 0,8049 | 0,7754 0,0003 02107 | 02892 | 10,1024
development
biological process 0,9496 0,3714 4,37e-05 0,2209 | 0,3406 0,0629
biosynthetic process 0,9434 0,495 7,01e-05 0,2267 | 0,3237 0,0343
carbohydrate metabolic process| 0,9583 0,1208 1,06e-05 0,1998 | 0,3038 0,0243
catabolic process 0,9591 0,2583 6,28e-05 0,2208 | 0,3517 0,1413
cell communication 0,8716 0,4224 0,0004 0,1685 | 0,3757 0,1519
cell cycle 0,9803 0,3834 0,0003 0,3354 | 0,4899 0,019
cell death 0,9944 0,1783 0,0054 0,1299 | 0,6914 0,1645
cell differentiation 0,9787 0,2838 0,0005 0,1241 | 0,4487 0,0952
cell growth 0,9934 0,2876 0,0004 0,3914 | 0,4345 0,173
cellular component 0,99 0,32 0,0005 03117 | 0,5255 |  0,0435
organization
cellular homeostasis 0,7293 0,8726 0,0006 0,1322 | 0,1965 0,0231
cellular process 0,9519 0,4758 5,46e-05 0,2075 | 0,3472 0,0533
cellular protein modification 1 o gy | 0 4913 0,0001 0,1764 | 0,3131 | 0,0907
process
circadian rhythm 0,7651 0,0037 1,37e-05 0,983 | 0,9453 0,0008
DNA metabolic process 0,9336 0,612 0,0003 0,4254 | 0,5586 0,037
embryo development 0,8472 0,7058 0,0006 0,2511 | 0,4714 0,0806
flower development 0,8839 0,6005 0,0004 0,1727 | 0,4704 0,3057
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generation of precursor

, 0,9494 0,1143 9,36e-06 0,2375 | 0,1634 0,011
metabolites and energy
growth 0,9832 0,3607 0,0002 0,3613 | 0,4933 0,4829
lipid metabolic process 0,9619 0,4596 9,96¢e-05 0,1772 | 0,3734 0,0597
metabolic process 0,9502 0,4659 4,06e-05 0,2457 | 0,3233 0,0612
multicellular organism 0,7869 | 10,8994 0,0003 02206 | 0254 | 0,119
development
nucleobase-containing 0,9446 | 0,7933 0,0001 02313 | 0,4055 | 0,0721
compound metabolic process
photosynthesis 0,4778 0,0036 8,18e-06 0,5094 | 0,1051 0,001
pollination 0,7539 0,792 0,001 0,2742 | 0,5044 0,0531
post-embryonic development 0,7911 0,9973 0,0002 0,1962 | 0,3137 0,1554
protein metabolic process 0,8894 0,5354 7,23e-05 0,2181 | 0,3514 0,0782
regulation of gene expression. | 13y | (2183 0,0015 0,5579 | 0,4056 | 0,0928
epigenetic
regulation of molecular 0,9354 | 0,1687 535e-05 | 0,1832 | 04968 | 10,0381
Sfunction
reproduction 0,876 0,8274 0,0004 0,2648 | 0,3809 0,0902
response to abiotic stimulus 0,8277 0,4494 0,0001 0,2565 | 0,3832 0,2043
response to biotic stimulus 0,9907 0,5831 9,23e-05 0,2785 | 0,4846 0,1195
response to chemical 0,9809 0,1712 1,94¢-05 0,313 | 0,2179 0,0381
response to endogenous 0,9447 | 10,2634 0,0001 0,3106 | 0,264 | 0,1199
stimulus
response to external stimulus 0,9191 04121 0,0002 0,2331 | 0,4526 0,138
response to light stimulus 0,869 0,5769 0,0002 0,2091 | 0,3433 0,3289
response to stress 0,9342 0,6452 8,86e-05 0,3358 | 0,4034 0,082
secondary metabolic process 0,3232 5,25e-05 9,10e-05 0,4133 | 0,2526 0,0011
signal transduction 0,9242 0,3648 0,0003 0,1402 | 0,3231 0,1408
translation 0,9701 0,4895 4,16e-05 0,3665 | 0,305 0,0547
transport 0,9545 0,3462 0,0001 0,2295 | 0,4354 0,0699
tropism 0,7834 0,0801 0,0007 0,1073 | 0,7199 0,4947
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Tabela S4: Wyniki ANOVA dla terminéw GOSlim, dla poszczegolnych czynnikéw, dla PC2.

Termin GOSlim Genotyp Dzien (D) | Temperatura | GXD | GXT DxT
(&) (T)
komponent
cell wall 0,3402 6,86e-08 0,0673 0,0555 | 0,2214 4,43e-06
cellular component 0,4914 8,64e-10 0,4779 0,0499 | 0,2978 9,67e-07
chloroplast 0,0649 0,0008 0,1539 0,8755 | 0,5552 0,6824
cytoplasm 0,1056 0,0011 0,9233 0,1435 | 0,2324 0,0003
cytoskeleton 0,5159 0,0001 0,2139 0,0473 | 0,2137 6,89¢-05
cytosol 0,1439 0,0011 0,1703 0,108 | 0,7458 0,6534
endoplasmic reticulum 2,11e-06 0,0055 0,7709 0,672 | 0,1505 0,4134
endosome 0,2693 0,0166 0,5622 0,5098 | 0,1488 0,5454
external encapsulating 0,4824 1,03e-07 0,0994 0,0696 | 0275 | 8,50e-06
structure
extracellular region 0,2084 8,96¢-07 0,0337 0,0861 | 0,1427 0,012
Golgi apparatus 8,99¢-05 0,0028 0,692 0,1811 | 0,0384 0,84
intracellular 0,2549 0,0012 0,6534 0,2588 | 0,1905 1,49¢-08
membrane 0,2488 4,06e-08 0,06 0,2718 | 0,5263 0,0102
mitochondrion 0,2094 0,1805 0,0997 0,9582 | 0,4239 0,0435
nuclear envelope 0,2935 0,5889 0,8941 0,082 | 0,7002 0,8836
nucleolus 0,7194 0,0034 0,4534 0,5099 | 0,6154 0,4663
nucleoplasm 0,7355 9,93e-05 0,551 0,2133 | 0,3908 0,001
nucleus 0,2017 2,52¢-05 0,5965 0,0138 | 0,3711 1,78e-09
peroxisome 0,002 0,2465 0,1569 0,7234 | 0,7357 0,3669
plasma membrane 0,6056 5,21e-07 0,112 0,5793 | 0,0743 0,0197
plastid 0,1603 7,83e-05 0,6627 0,5686 | 0,1242 0,114
ribosome 0,1463 0,0171 0,0993 0,6436 | 0,6495 0,0125
thylakoid 0,1452 0,9082 0,8901 0,718 | 0,8444 0,0012
vacuole 0,798 0,0012 0,288 0,7455 | 0,2575 0,007
funkcja

binding 0,0636 4,63e-06 0,353 0,0449 | 0,1549 5,88¢-09
carbohydrate binding 0,0351 1,80e-08 0,7157 0,0256 | 0,036 9,22¢-09
catalytic activity 0,3954 6,59¢-08 0,688 0,1246 | 0,0486 5,60e-06
chromatin binding 0,175 0,1898 0,2016 0,0146 | 0,9241 0,0053
DNA binding 0,1071 0,1515 0,381 0,0176 | 0,1168 2,96e-10
DNA-binding
transcription factor 0,673 6,89¢-09 0,8499 0,6825 | 0,8425 0,0002
activity
enzyme regulator activity 0,4229 0,0069 0,2717 0,0436 | 0,1652 3,05e-07
hydrolase activity 0,5682 5,17e-05 0,0462 0,084 | 0,0472 2,02¢-09
kinase activity 0,0469 9,06e-09 0,1336 0,7982 | 0,1298 0,0002
lipid binding 0,2757 0,0001 0,1896 0,1115 | 0,9412 0,0004
molecular function 0,3424 5,86e-10 0,0395 0,0044 | 0,214 4,03e-05
motor activity 0,3072 0,209 0,9455 0,1059 | 0,025 0,2466
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nuclease activity 0,494 2,30e-05 0,5161 0,0061 | 0,1145 5,02¢-05
nucleic acid binding 0,0644 8,68e-07 0,1568 0,0287 | 0,706 5,96¢e-06
nucleotide binding 0,0003 1,32¢-09 0,3014 0,2179 | 0,087 | 0,0097
protein binding 0,0166 4,64e-07 0,4604 0,0203 | 0,1167 | 1,62e-06
RNA binding 0,2779 0,0005 0,2418 0,45 | 0,4119 | 03814
signaling receptor 0,2274 1,19¢-05 0,005 0,4214 | 0,6841 | 0,488
activity
signaling receptor 0,6905 0,5251 0,4128 0,243 | 0,1995 | 0,288
binding
structural molecule 0,0534 0,0421 0,9065 08418 | 0,5198 | 0,0641
activity
transcription regulator 0,7425 335¢-10 |  0,1604 09158 | 0,7193 | 0,0001
activity
transferase activity 0,0053 3,48e-14 0,5793 0,0012 | 0,0045 8,65e-05
translation factor activity

2 4 1 21 462 2
RNA binding 0,0299 0,0487 0,1696 0,9217 | 0,7462 |  0,6927
translation regulator 0,0223 0,0405 0,1738 09074 | 0,7762 | 0,688
activity
transporter activity 0,2865 2,64e-12 0,0254 0,0019 | 0,0051 6,02¢-10

proces

anatomical structure 0,7498 0,0002 0,7953 09279 | 0,665 | 04851
development
biological process 0,1938 4,58e-12 0,4473 0,0097 | 0,0181 2,28e-05
biosynthetic process 0,1573 0,2925 0,2921 0,3384 | 0,3138 3,50e-08
carbohydrate metabolic 0,4041 2,64¢-08 0,2602 0,0072 | 0,2439 | 0,0039
pl"OC@SS
catabolic process 0,9382 1,48¢-06 0,3309 0,0134 | 0,0087 | 5,45e-11
cell communication 0,0481 3,13e-08 0,1429 0,0435 | 0,0549 0,0003
cell cycle 0,0908 0,0005 0,0884 0,0065 | 0,1273 | 1,41e-08
cell death 0,0691 0,0357 0,079 0,1525 | 0,0283 | 0,836
cell differentiation 0,5024 0,0016 0,7295 0,0083 | 0,0814 | 2,07e-05
cell growth 0,5937 0,0085 0,8393 0,881 | 0,435 | 0,623
cellular component 0,6772 5,96e-05 0,6777 0,0373 | 0,4274 |  8,14e-06
organization
cellular homeostasis 0,4815 2,04e-07 0,0392 0,6093 | 0,2221 0,0093
cellular process 0,2441 9,87¢-07 0,4966 0,0412 | 0,1292 4,43e-07
cellular protein 0,0414 1,39¢-06 0,9695 0,9487 | 0,1523 | 0,0004
modification process
circadian rhythm 0,8829 0,6696 0,7952 0,1328 | 0,0869 | 0,2686
DNA metabolic process 0,0339 0,0067 0,6015 0,0139 | 0,5517 6,95e-09
embryo development 0,775 0,002 0,8607 0,6116 | 0,6235 0,9843
Sflower development 0,0601 1,53e-07 0,8449 0,003 | 0,1694 2,69¢-05
generation of precursor 0,2667 0,0432 0,3333 0,6211 | 0,6791 | 0,0218
metabolites and energy
growth 0,6663 0,0057 0,9803 0,9455 | 0,5645 | 09122
lipid metabolic process 0,0105 1,61e-11 0,9803 0,1178 | 0,0083 0,0294
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metabolic process 0,3518 9,97e-10 0,4268 0,0488 | 0,0405 3,25e-06
multicellular organism 0,7312 5,89¢-05 0,8659 0,8433 | 0,5303 | 0,966
development
nucleobase-containing
compound metabolic 0,1422 3,80e-07 0,8466 0,0347 | 0,5005 1,61e-07
process
photosynthesis 0,1177 0,0518 0,0141 0,4283 | 0,3261 | 0,0003
pollination 0,4205 2,24¢-10 0,0001 0,7787 | 0,0008 | 0,4965
post-embryonic

developm | 0,5783 6,70e-05 0,5656 0,6095 | 0,2102 | 0,1286

ent
protein metabolic process 0,0459 1,29¢-06 0,3007 0,8726 | 0,636 2,82e-05
regulation of gene 0,016 0,165 0,231 0,4317 | 0,5949 |  0,0027
expression, epigenetic
regulation of molecular 0,3558 0,0071 0,1597 0,017 | 03223 | 9,85¢-08
function
reproduction 0,1668 8,31e-05 0,8994 0,8702 | 0,246 | 0,4038
response to abiotic 0,1616 2,35e-05 0,074 0,1799 | 0,0879 | 2,77¢-05
stimulus
response to biotic 0,3799 0,0008 0,3022 0,4739 | 0,2832 | 0,9285
stimulus
response to chemical 0,935 2,92¢-07 0,3179 0,1166 | 0,2669 0,0844
response fo endogenous | o0, 2,05¢-05 02411 0,233 | 0,7004 | 0,2531
stimulus
response to external 0,217 0,0011 0,5606 07925 | 0,4366 | 0,9215
stimulus
response to light stimulus 0,095 2,90e-05 0,1798 0,0614 | 0,0373 0,0003
response to stress 0,2996 4,19¢-06 0,0883 0,1669 | 0,233 9,95e-07
secondary metabolic 0,8388 5,11e-05 0,0011 0,5448 | 0,239 | 0,0103
process
signal transduction 0,2846 7,84e-08 0,0729 0,0191 | 0,1159 0,0001
translation 0,0453 0,0207 0,2808 0,7259 | 0,4444 | 0,1649
transport 0,1695 5,00e-11 0,3454 0,0079 | 0,0915 6,19¢-06
tropism 0,5256 0,0899 0,4958 0,7761 | 0,6742 | 0,234

88




Tabela S5: Wyniki ANOVA dla terminéw GOSlim, dla poszczego6lnych czynnikéw, dla PC3.

Termin GOSlim Genotyp Dzien (D) | Temperatura | G xD GxT DxT
(&) (T)
komponent
cell wall 0,008 0,0013 0,0407 0,0178 0,0365 4,83e-07
cellular component 0,1401 0,002 0,4542 0,7514 0,4754 1,87e-05
chloroplast 0,3377 0,0323 0,0436 0,5015 0,1427 0,0019
cytoplasm 0,3458 0,0413 0,1694 0,8752 0,5634 0,3876
cytoskeleton 0,2816 0,1385 0,1307 0,986 0,3048 0,0159
cytosol 0,4904 0,4095 0,9566 0,4037 0,4402 0,2097
endoplasmic reticulum 0,332 0,6993 0,1043 0,7681 0,3033 0,0903
endosome 0,0068 0,0112 0,2857 0,4108 0,0009 0,0251
external encapsulating | ) 0,0009 0,0429 0,0165 | 0,0223 | 2,39¢-07
Structure
extracellular region 0,0088 3,08e-05 0,0097 0,8716 0,965 4,27e-08
Golgi apparatus 0,2771 0,0014 0,3898 0,0365 0,3219 0,0003
intracellular 0,0873 0,0002 0,1431 0,503 0,684 0,0702
membrane 0,3859 0,0036 0,9109 0,35 0,4918 6,33¢-09
mitochondrion 0,2 1,57e-09 0,5199 0,0012 0,0045 3,37e-06
nuclear envelope 0,2304 0,0011 0,2628 0,4808 0,0186 0,0002
nucleolus 0,2575 0,2027 0,833 0,0874 0,0775 0,2156
nucleoplasm 0,0002 0,8361 0,2315 0,1244 0,488 0,0538
nucleus 0,2773 3,87¢-06 0,0893 0,2954 0,8535 0,0012
peroxisome 0,3581 0,0046 0,9254 0,282 0,65 0,0214
plasma membrane 0,0263 0,7124 0,0457 0,1692 0,6688 0,003
plastid 0,0957 0,6899 0,0263 0,7199 0,7161 0,0041
ribosome 0,4147 0,1293 0,001 0,944 0,9889 0,0118
thylakoid 0,7687 4,99e-07 0,2025 0,3906 0,7998 0,0015
vacuole 0,0003 0,687 0,7984 0,6856 0,6513 0,36
funkcja

binding 0,2114 1,11e-08 0,2171 0,6232 0,2355 0,0002
carbohydrate binding 0,0233 1,20e-06 0,2826 0,9878 0,446 2,33e-06
catalytic activity 0,21 2,19¢-06 0,2188 0,9454 0,5812 2,11e-07
chromatin binding 0,1113 0,1046 0,9014 0,5545 0,9323 0,533
DNA binding 0,0276 1,56e-09 0,052 0,1216 0,9506 0,037
DNA-binding
transcription factor 0,8425 1,56e-07 0,0015 0,0192 3,31e-05 | 4,61e-11
activity
enzyme regulator | 1493 0,7324 0,2424 0,9954 | 0,3885 | 0,0549
activity
hydrolase activity 0,0009 8,78e-07 0,0076 0,1262 0,1497 0,0194
kinase activity 0,0611 0,0003 0,7446 0,0894 0,0329 8,24¢-08
lipid binding 0,9453 0,3748 0,023 0,8408 0,4022 0,0063
molecular function 0,4146 2,64e-05 0,345 0,7983 0,3713 2,51e-07
motor activity 0,0037 0,5195 0,5768 0,5189 0,7817 0,0611
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nuclease activity 0,1056 0,0854 0,0023 0,8916 |0,3937 |0,3839
nucleic acid binding 0,1574 0,0017 0,0191 0,2777 0,1347 3,74e-07
nucleotide binding 0,9341 0,0036 0,2804 0,6969 | 0,8342 | 3,98¢-06
protein binding 0,6257 2,05¢-05 0,1111 0,6875 | 09741 | 1,82e-05
rna binding 0,4597 0,8559 0,1673 0,3767 | 0,1073 | 0,0064
signaling recepior | 7 54e-06 | 0,0026 0,5898 0,6541 | 02389 | 0,297
activity
signaling recepior | 6.0081 0,1112 0,0087 0,5707 | 0,0751 |0,2132
binding
structural ——molecule | 75, 0,0678 0,2489 08356 | 0,7819 | 0,4454
activity
transcription _regulator |, ¢35, 0,0004 0,0065 03842 | 02768 | 4,44¢-06
activity
transferase activity 0,6421 0,0318 0,1359 0,9762 0,8776 1,28e-05
translation factor
422 111

activity RNA binding 0,797 0,0656 0,9068 0,4229 | 0,1118 | 0,0007
translation regulator | ¢) 5, 0,0589 0,9854 03971 |0,1423 | 0,0008
activity
transporter activity 0,0767 0,0076 0,0485 0,9694 0,1276 0,002

proces
anatomical structure 0,1749 0,2306 0,991 0,0059 | 0,0511 | 2,90e-07
development
biological process 0,1931 0,0012 0,8515 0,5944 0,3464 4,16e-06
biosynthetic process 0,0328 2,35e-06 0,2245 0,3937 0,889 0,9158
carbohydrate metabolic | |1, 0,006 0,513 0,9891 | 03497 | 1,31e-05
pl"OC@SS
catabolic process 0,5537 0,0039 0,1967 0,5225 0,8303 0,1826
cell communication 0,8394 0,0045 0,023 0,6905 0,4651 0,0118
cell cycle 0,1101 0,0007 0,5341 0,8921 | 0,4999 | 0,0884
cell death 0,0141 0,0941 0,6828 0,8065 | 0,1695 | 0,1389
cell differentiation 0,5822 0,5112 0,3508 02174 | 04362 | 0,0868
cell growth 0,6954 0,3465 0,7405 0,0885 | 0,5519 | 0,0579
cellular component 0,1834 0,0738 0,0541 0,9705 | 0,4431 | 0,0877
organization
cellular homeostasis 0,5359 0,183 0,708 0,21 0,5723 0,1468
cellular process 0,0909 1,84e-05 0,3731 0,9295 0,3875 0,0004
cellular protein 0,0586 7,38e-07 0,3783 0,029 | 0,0067 | 1,44e-09
modification process
circadian rhythm 0,0356 0,5964 0,4527 0,2245 | 02778 | 0,7706
DNA metabolic process | 0,6892 0,0061 0,0975 0,1269 | 0,8839 | 0,0605
embryo development 0,4651 0,6221 0,995 0,4667 0,2893 4,92¢-06
Sflower development 0,0123 0,1064 0,604 0,9043 0,1266 0,0003
generation of precursor |, ) qq 1,22e-05 0,8619 02941 | 0,7342 | 0,023
metabolites and energy
growth 0,5048 0,258 0,4079 0,1145 | 04627 | 0,631
lipid metabolic process 0,7813 0,6855 0,0253 0,8342 0,6516 0,6607
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metabolic process 0,1666 1,42¢-05 0,6503 0,7664 0,786 1,98¢-06
multicellular organism |, ;955 0,0604 0,7147 0,0034 | 0,0883 | 1,10e-07
development
nucleobase-containing
compound metabolic 0,2072 2,07e-05 0,2179 0,2478 0,5439 9,46¢-06
process
photosynthesis 0,7901 0,0005 0,0579 0,3654 0,7377 0,928
pollination 0,1344 0,6023 0,6322 0,98 | 0,293 |0,2942
post-embryonic

develop | 0,6967 0,6659 0,8746 0,1013 | 02967 | 6,00e-05

ment
protein metabolic 0,7314 0,0002 0,1167 02686 | 0,1272 | 0,0006
process
regulation of gene 0,2912 0,98 0,6902 0,6124 | 0,2007 | 0,1098
expression, epigenetic
regulation of molecular |, o721 0,9825 0,0481 0,3753 | 04213 | 0,5164
Sfunction
reproduction 0,1966 0,1604 0,8717 0,0483 | 0,3587 | 2,07e-05
response to abiotic 0,6221 0,0821 0,4104 0,1987 | 04361 | 9,08¢-05
stimulus
response to biotic 0,4115 0,1342 0,0634 0,1013 | 0,6795 | 2,59¢-05
stimulus
response to chemical 0,7048 0,0473 0,0486 0,9313 0,3493 0,7914
response (o endogenous | o, 0,0066 0,0246 0,6623 | 03464 | 0,8298
stimulus
response to external 0,0009 0,0565 0,0297 03831 |0,1044 | 0,42
stimulus
response (o light 0,1952 03737 0,1512 00266 |0,5275 | 0,0004
stimulus
response to stress 0,2291 0,1899 0,0067 0,4015 0,9284 0,0002
secondary metabolic 6,56e-06 | 0,3862 0,359 0,3375 | 0,8671 | 0,0153
process
signal transduction 0,2388 0,1373 0,1964 0,3184 0,139 0,9873
translation 0,8803 0,121 0,6674 0,7686 | 0,584 | 0,4763
transport 0,1344 0,0059 0,2529 0,6772 | 0,0719 | 1,56e-05
tropism 0,0208 0,6688 0,1261 0,4822 | 0,7258 | 0,0046
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Tabela S6: Wyniki ANOVA dla terminéw GOSlim, dla poszczegolnych czynnikéw, dla PC4.

Termin GOSlim Genotyp | Dzien (D) | Temperatura | GXD | GXT DxT
(&) (T)
komponent
cell wall 0,0312 0,3392 0,9122 0,9373 | 0,4928 0,761
cellular component 0,9608 0,0212 0,0056 0,9921 | 0,4765 0,5109
chloroplast 0,4415 0,1507 0,2629 0,9889 | 0,3253 0,001
cytoplasm 0,8355 0,5453 0,509 0,2798 | 0,1 0,0005
cytoskeleton 0,3626 0,8493 0,1333 0,2101 | 0,2177 0,7424
cytosol 0,1129 0,448 0,9006 0,1626 | 0,4032 1,90e-05
endoplasmic reticulum 0,1484 0,1353 0,6244 0,9547 | 0,1273 0,5377
endosome 0,2491 0,2052 0,6946 0,0349 | 0,3458 9,83e-05
external encapsulating 0,0405 | 0,3304 0,932 0,9323 | 0,5719 | 0,9676
Structure
extracellular region 0,2377 0,0849 0,8537 0,6699 | 0,4513 0,9174
Golgi apparatus 0,0002 0,2409 0,4053 0,8156 | 0,5237 0,0463
intracellular 0,8817 0,4741 0,3505 0,4593 | 0,4957 0,3752
membrane 0,6258 0,0064 0,0029 0,8373 | 0,2312 0,5251
mitochondrion 0,1442 0,4771 0,698 0,8358 | 0,5441 0,2342
nuclear envelope 0,3799 0,214 0,6149 0,9025 | 0,4687 0,6524
nucleolus 0,0285 0,227 0,876 0,309 | 0,6943 0,9056
nucleoplasm 0,6817 0,5062 0,6867 0,5597 | 0,1299 0,8709
nucleus 0,4669 0,0256 0,0167 0,3259 | 0,0253 0,7049
peroxisome 0,0009 0,1359 0,4026 0,9071 | 0,5067 0,2972
plasma membrane 0,0313 0,0056 0,6061 0,9417 | 0,8555 0,006
plastid 0,2629 0,0447 0,4079 0,9553 | 0,3239 0,0052
ribosome 0,0104 0,1821 0,4228 0,0112 | 0,4096 0,0053
thylakoid 0,0153 0,3502 0,4678 0,2752 | 0,7942 0,0199
vacuole 0,5971 0,0621 0,1497 0,2483 | 0,5794 0,0494
funkcja

binding 0,7701 0,4567 0,0257 0,8762 | 0,4155 0,1213
carbohydrate binding 0,0002 0,0021 0,0321 0,3168 | 0,2731 0,4276
catalytic activity 0,7663 0,0844 0,0123 0,9216 | 0,4133 0,8467
chromatin binding 0,7975 0,7072 0,1081 0,048 | 0,945 0,0289
DNA binding 0,5572 0,0111 8,15e-05 | 0,5894 | 0,3294 0,1483
DNA-binding transcription 0,9357 | 0,5501 0,0019 | 0,7162 | 0,4583 | 0,054
factor activity
enzyme regulator activity 0,783 0,0022 0,0311 0,3443 | 0,2587 0,1497
hydrolase activity 0,1301 0,0066 0,0087 0,9136 | 0,6366 0,1053
kinase activity 0,3313 0,7739 0,0077 0,8604 | 0,7507 0,5101
lipid binding 0,175 0,0142 0,8786 0,7289 | 0,6631 0,0063
molecular function 0,7252 0,8755 0,0572 0,6814 | 0,0638 0,0523
motor activity 0,6809 0,01 0,122 0,2878 | 0,4088 0,8195
nuclease activity 0,5336 0,2616 0,24 0,8587 | 0,4924 0,3169
nucleic acid binding 0,1554 0,3176 0,051 0,807 | 0,3837 0,9938
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nucleotide binding 0,8504 0,1342 0,0108 0,477 |0,7606 | 0,014
protein binding 0,0044 0,3311 0,3772 0,5355 | 0,0547 | 0,6513
RNA binding 0,1172 0,2323 0,4053 0,2715 | 0,3511 0,0006
signaling receptor activity 0,2043 0,364 0,0076 0,6124 | 0,0728 0,1084
signaling receptor binding 0,2538 0,3357 0,2329 0,4626 | 0,4222 0,5085
structural molecule activity 0,0224 0,0256 0,4217 0,0026 | 0,0374 7,56e-07
transcription regulator 03644 | 04978 0.0651 | 05198 | 0,1258 | 0,0066
activity
transferase activity 0,2545 0,9053 0,0374 0,7782 | 0,8764 0,0452
translation factor activity RNA | 1354 | ( 9305 03297 | 0.1361 | 0,0519 | 0,0023
binding
translation regulator activity 0,2118 0,768 0,1812 0,1726 | 0,0371 0,0017
transporter activity 0,7919 0,1057 0,0272 0,9448 | 0,7491 0,0051
proces
anatomical structure 0,0032 | 0,8431 00034 | 0,1479 | 0,8525 | 10,1928
development
biological process 0,5265 0,535 0,0159 0,9615 | 0,2363 0,2513
biosynthetic process 0,942 0,0733 0,0751 0,9267 | 0,681 0,1301
carbohydrate metabolic 0,7434 | 0,4462 0,0111 | 0,7101 | 02452 | 10,0388
process
catabolic process 0,4127 0,0003 0,3281 0,5086 | 0,8291 0,0562
cell communication 0,0041 0,2467 0,6687 0,1119 | 0,311 0,5588
cell cycle 0,0005 0,0826 0,7299 0,265 | 0,7436 | 0,4487
cell death 0,8202 0,9279 0,7932 0,2531 | 0,2644 0,1099
cell differentiation 0,0488 0,163 0,0292 0,1442 | 0,1287 0,5355
cell growth 0,078 0,9769 0,1631 0,2664 | 0,3629 | 0,0001
cellular component 02314 | 0,2023 0,7806 | 03658 | 0,2766 | 0,0439
organization
cellular homeostasis 0,8255 0,6737 0,522 0,8927 | 0,8914 0,7544
cellular process 0,8361 0,034 0,0767 0,8968 | 0,445 0,5548
cellular protein modification 0,4062 | 0,2936 0,0264 | 03493 | 0459 | 0,7681
process
circadian rhythm 0,3246 0,5668 0,0537 0,4314 | 0,1954 | 0,2573
dna metabolic process 0,0045 0,4124 0,1971 0,3478 | 0,9869 0,0572
embryo development 0,0023 0,0042 0,8119 0,0603 | 0,0829 | 0,3941
flower development 0,0263 0,1607 0,7281 0,8416 | 0,2836 0,3638
generation of precursor 0,3274 | 0,0074 03152 | 0,7329 | 0,4045 | 0,0002
metabolites and energy
growth 0,4583 0,4962 0,6945 0,1055 | 0,1674 | 10,0002
lipid metabolic process 0,9831 0,017 0,6793 0,7425 | 0,617 7,88e-09
metabolic process 0,5054 0,3562 0,0276 0,9992 | 0,3074 0,569
multicellular organism 0,0067 | 0,4286 0,0115 | 0.2823 | 0,2478 | 0,4703
development
nucleobase-containing 0,7859 | 0,0578 0,0302 | 0,999 |0,1646 | 0,497
compound metabolic process
photosynthesis 0,8611 0,0117 0,7918 0,8096 | 0,6502 | 0,0209
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pollination 0,4232 0,7338 0,826 0,7555 | 0,0269 0,0533
post-embryonic development 0,0002 0,1315 0,7333 0,2483 | 0,0651 0,2972
protein metabolic process 0,634 0,1058 0,1625 0,5036 | 0,4102 0,0143
regulation of gene expression. | 1300 | ( 5515 0,0151 | 0,6911 | 04952 | 0,3911
epigenetic

regulation of molecular 0,283 | 0,0061 0,0292 | 0,3392 [ 0,051 | 0,0405
function

reproduction 1,28e-06 | 0,0385 0,6546 0,8208 | 0,1717 0,5087
response to abiotic stimulus 0,1076 0,0135 0,008 0,9777 | 0,3064 0,5948
response to biotic stimulus 0,5771 0,0545 0,6089 0,6454 | 0,0247 0,1735
response to chemical 0,727 0,1353 0,8515 0,501 | 0,9723 7,06e-07
response to endogenous 0,9986 | 0,0444 0,7974 | 02729 | 0,6675 | 1,97¢-08
stimulus

response to external stimulus 0,282 0,4074 0,7522 0,4813 | 0,8724 9,10e-07
response to light stimulus 0,1508 0,4687 0,1584 0,5236 | 0,2355 0,1635
response to stress 0,0362 0,0129 0,0039 0,1548 | 0,6145 0,9554
secondary metabolic process 0,0689 0,4366 0,0163 0,0429 | 0,4498 0,2234
signal transduction 0,3696 0,0027 0,1167 0,7881 | 0,0967 7,24e-05
translation 0,1595 0,1028 0,0585 0,0096 | 0,0633 1,05e-05
transport 0,8529 0,4762 0,0299 0,91 0,3245 0,4063
tropism 0,1638 0,0047 0,769 0,3229 | 0,8763 0,7956
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Oswiadczenie promotora pracy dyplomowe;j

Oswiadczam, ze niniejsza rozprawa doktorska zostala przygotowana
pod moim kierunkiem i stwierdzam, Ze spelia ona warunki do
przedstawienia jej w postgpowaniu ws. nadania stopnia naukowego
doktora nauk rolniczych w dyscyplinie rolnictwo i ogrodnictwo.

Data Podpis promotofa rozprawy

Oswiadczenie autora pracy doktorskiej

Swiadomy odpowiedzialnosci prawnej o$wiadczam, Zze rozprawa
doktorska przygotowana przez mnie nie zawiera tre$ci uzyskanych w
sposob niezgodny z obowiazujacymi przepisami.

Oswiadczam réwniez, ze przedstawiona rozprawa nie byla wezesniej
przedmiotem procedur zwigzanych z uzyskaniem stopnia naukowego
W wyzszej uczelni lub innej uprawnionej instytucji naukowej.
Oswiadczam ponadto, ze niniejsza wersja rozprawy jest identyczna z
zalaczong wersjg elektroniczng.

Data Podpis autora pracy
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