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1. Imie i Nazw

isko: Aneta Sawikowska

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem nazwy,

miejsca i roku

2009

2006

2004

ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej:

Dyplom doktora nauk matematycznych w zakresie matematyki
Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Wydziat Matematyki i Informatyki

Tytut rozprawy doktorskiej: ,Graphs with minimum eigenvalue

for the number of vertices and edges”

Swiadectwo ukonczenia kursu kwalifikacyjnego pedagogicznego

dla czynnych zawodowo nauczycieli

Dyplom ukonczenia studiow wyzszych magisterskich
Politechnika Poznanska

Wydziat Budowy Maszyn i Zarzgdzania

kierunek: Matematyka

specjalnos¢: Matematyczne Metody Informatyki

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych.

od 09.2020

od 10.2016

Starszy specjalista biolog
Pracownia Bioinformatyki

Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk

Adiunkt
Katedra Metod Matematycznych i Statystycznych

Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
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10.2019 - 06.2020 Umowy o dzieto
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk

04.2017 - 10.2019 Matematyk
Zaktad Biometrii i Bioinformatyki

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk

12.2016 — 04.2017 Umowy o dzieto
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk

01.2010 - 12.2016 Adiunkt
Zaktad Biometrii i Bioinformatyki

Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk

10.2009 - 01.2010 Umowa o dzieto
Instytut Genetyki Roslin Polskiej Akademii Nauk

10.2004 — 06.2009 Studia doktoranckie z matematyki
Wydziat Matematyki i Informatyki

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

4. Omdwienie osiggniec, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85
z pobézn. zm.). Omdbwienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia
przedmiotowych osiggniec, jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny
wkiad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane osiggniecie jest dzietem
wspotautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku z okresu

catej kariery zawodowej.
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Tytut osiggniecia naukowego lub artystycznego:

Chemometria w metabolomice roslin

Cvkl prac omoéwionych w autoreferacie:

IB1. Sawikowska A., Piasecka A., Kachlicki P., Krajewski P. (2021). Separation
of Chromatographic Co-Eluted Compounds by Clustering and by Functional
Data Analysis. Metabolites 11(4), 214. IF=4.097; MNiSW=70 pkt.

IB2. Sawikowska A. (2020). Meta-analysis of flavonoids with antiviral potential

against coronavirus. Biometrical Letters 57: 13-22. MNiSW=20 pkt.

IB3. Piasecka A., Sawikowska A., Kuczynska A., Ogrodowicz P., Mikotajczak
K., Krajewski P., Kachlicki P. (2020). Phenolic metabolites from barley in
contribution to phenome in soil moisture deficit. International Journal of
Molecular Sciences 21(17), 6032. IF=4.556; MNiSW=140 pkt.

IB4. Kruszka D., Sawikowska A., Selvakesavan R.K., Krajewski P., Kachlicki P.,
Franklin G. (2020). Silver nanoparticles affect phenolic and phytoalexin
composition of Arabidopsis thaliana. Science of the Total Environment 716:
135361. IF=6.551; MNiSW=200 pkt.

IBS. Mieldzioc A., Mokrzycka M., Sawikowska A. (2019). Covariance
regularization for metabolomic data on the drought resistance of barley.
Biometrical Letters 56: 165—-181. MNiSW=20 pkt.

IB6. Piasecka A., Sawikowska A., Kuczynska A., Ogrodowicz P., Mikofajczak
K., Krystowiak K., Gudys K., Guzy-Wrébelska J., Krajewski P., Kachlicki P.
(2017). Drought related secondary metabolites of barley (Hordeum vulgare L.)
leaves and their association with mQTLs. Plant J, 89: 898-913. IF= 5.901;
MNiSW=45 pki.
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IB7. Swarcewicz B., Sawikowska A., Marczak t., tuczak M., Ciesiotka D.,
Krystkowiak K., Kuczynska A., Pislewska-Bednarek M., Krajewski P., Stobiecki
M. (2017). Effect of drought stress on metabolite contents in barley recombinant
inbred line population revealed by untargeted GC-MS profiling. Acta Physiol
Plant 39: 158. IF= 1.364; MNiSW=25 pkt.

IB8. Chmielewska K., Rodziewicz P., Swarcewicz B., Sawikowska A., KrajewsKi
P., Marczak t., Ciesiotka D., Kuczynska A., Mikotajczak K., Ogrodowicz P.,
Krystkowiak K., Surma M., Adamski T., Bednarek P., Stobiecki M. (2016).
Analysis of drought-induced proteomic and metabolomic changes in barley
(Hordeum vulgare L.) leaves and roots unravels some aspects of biochemical
mechanisms involved in drought tolerance. Frontiers in Plant Science 7: 1108.
IF=4.495; MNiSW=40 pki.

Wprowadzenie

Chemometria jest naukg zajmujgcg sie wykorzystaniem metod
komputerowych, matematycznych i statystycznych w analizowaniu danych
chemicznych. Natomiast metabolomika zajmuje sie badaniem ztozonych
oddziatywan jakie zachodzg w genomice funkcjonalnej i biologii systemow
poprzez identyfikacje oraz analize ilosciowg niskoczgsteczkowych produktow
naturalnych zwanych metabolitami. Metabolomika  jest nauka
interdyscyplinarng, a realizacja jej badan wymaga wspotpracy z matematykami,
informatykami, bioinformatykami i statystykami. Efektem takiej wspotpracy sg

wyniki moich badan naukowych.

Metabolomika znajduje zastosowanie w wielu dziedzinach nauki, np. w
rolnictwie, medycynie, naukach o zywnosci i zywieniu, toksykologii, genomice
funkcjonalnej oraz nutrigenomice. Obecnie w wielu badaniach naukowych w
metabolomice roslin stosuje sie nowoczesne, wysokoprzepustowe technologie,
ktére na catym sSwiecie stajg sie coraz bardziej popularne i szeroko stosowane.

Dane z analizy wysokoprzepustowej majg posta¢ wielowymiarowg. Zatem w
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wyniku takich badan uzyskuje sie do analizy bardzo wiele cech i generuje
ogromne ilosci danych. Gdy liczba prob jest duza (powyzej 30) liczba obserwacii
moze sie wahaC od kilkuset tysiecy do kilkudziesieciu milionow. Wiele
doswiadczen prowadzonych jest na duzg skale z wieloma genotypami, pod
wptywem roznych warunkow srodowiskowych, w roznych fazach rozwojowych
lub punktach czasowych oraz pod wptywem roéznych traktowan, w celu
pogtebienia wiedzy na temat metabolizmu roslin. Wszystko to prowadzi do
sytuacji, w ktérej prowadzone doswiadczenia majg strukture wieloczynnikowa,
a liczba prébek do analizy jest bardzo duza. Ponadto liczba powtdrzen
biologicznych musi by¢ wystarczajgca do prawidtowego oszacowania naturalnej
zmiennosci, co rowniez ma wptyw na liczebnos¢ danych. Wspotczesna
metabolomika wykorzystuje coraz bardziej czute przyrzgdy wysokoprzepustowe
| protokoty, co rowniez wptywa na generowanie duzej liczby danych. Wystepuje
takze tendencja do badania catego spektrum obserwowanych cech, np.
zwigzkdbw chemicznych, tzw. analiza niecelowana, biorgca pod uwage

wszystkie wykryte zwigzki. W efekcie analiza staje sie duzym wyzwaniem.

Ze wzgledu na duzg liczbe danych i ich wielowymiarowo$¢ nie da sie
wysnu¢ bezposrednio z surowych danych zadnych wnioskow. Wstepne
przetwarzanie danych oraz ich analiza statystyczna sg do otrzymania tych
wnioskow niezbedne. Na przestrzeni ostatnich lat dynamicznie rozwijaty sie
technologie, a wraz z nimi rosto zapotrzebowanie na rozwijajgce sie metody
obrébki i analizy statystycznej dla wieloczynnikowych doswiadczen
wysokoprzepustowych. W rozwoju takich metod udato mi sie uczestniczy¢. W
literaturze, przed pojawieniem sie prac stanowigcych moj dorobek habilitacyjny,
zaproponowano rozne metody statystyczne, jednak byly to analizy
jednoczynnikowe lub w przypadku przetwarzania danych w programach istniaty

ograniczenia co do liczby danych.

Metody zaprezentowane w omawianych tu publikacjach nie posiadajg
takich ograniczen, poniewaz zostalty dostosowane do wysokiego poziomu

skomplikowania danych moimi wtasnymi skryptami napisanymi w R i Genstat.
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Do przetwarzania big data zastosowatam supercomputing i zrownoleglenie
wykonywanych proceséw. Dane byly przetwarzane wtasnymi skryptami od
wysokoprzepustowych danych surowych poprzez analize statystyczng do

wynikow i integracji danych.

Analizujgc dane metabolomiczne wykonatam konieczne kroki wstepnego
przetwarzania danych takie jak: normalizacja, usuwanie linii bazowej i
wyréwnanie czasu retencji. Nastepnie przeprowadzitam analize statystyczna.
Zastosowatam analize wariancji w mieszanych modelach liniowych oraz metody
wielowymiarowe. Wykonatam analize sieci korelacyjnych oraz wprowadzitam
roznicowe sieci korelacyjne do badania istotnych réznic miedzy korelacjami w

réznych traktowaniach.

Aby w przysztosci mozliwe byto przeprowadzenie jeszcze dokfadniejszej
analizy statystycznej dostosowanej do tego typu danych, badatam problem

estymacji macierzy kowariancji dla danych metabolomicznych.

Omawiany tutaj cykl prac koncentruje sie na analizie duzych zbiorow
danych metabolomicznych pochodzgcych z roznych gatunkow roslin i z roznego
rodzaju powszechnie uzywanych urzgdzen, tj. chromatografii gazowej
sprzezonej ze spektrometrig mas (GC-MS), wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detektorem UV (LC-UV) oraz chromatografii cieczowej sprzezonej
ze spektrometrig mas (LC-MS). Chromatografia jest szeroko uzywang metodg

laboratoryjng do rozdzielania zwigzkéw chemicznych, m.in. metabolitéw.

Naktadanie sie pikdw jest czestym problemem rozdzielenia mieszaniny
zwigzkow w danych chromatograficznych. Ze wzgledu na istnienie zjawiska
koelucji roznych zwigzkéw o podobnych wtasciwosciach chromatograficznych
rozdzielanie pikéw staje sie trudne. W moich badaniach wprowadzitam dwie
nowe metody separacji wspolnie wyptywajacych zwigzkow w chromatografii:

przy pomocy analizy skupien oraz funkcjonalnej analizy sktadowych gtownych.

Moje badania koncentrowaty sie rowniez na meta-analizie, czyli procesie

potgczenia wynikow réznych badan dotyczgcych metabolomu. W odpowiedzi
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na sytuacje epidemiologiczng, wykonatam  meta-analize  danych

metabolomicznych o potencjale antywirusowym przeciw koronawirusowi.

Cele badan

Celem prowadzonych przeze mnie badan byto wstepne przetwarzanie,
analiza statystyczna, separacja zwigzkdw, meta-analiza i integracja duzych
zbiorow danych metabolomicznych oraz analiza ich struktury kowariancyjnej
wraz z interpretacjg uzyskanych wynikéw. Szczegotowe cele przedstawiaty sie

nastepujgco:

- wstepne przetwarzanie duzej liczby danych chromatograficznych z r6znego
rodzaju urzagdzen przedstawione na przyktadzie metabolitow pierwotnych i
wtérnych w jeczmieniu jarym pod wptywem suszy, a w Arabidopsis thaliana w
badaniach wptywu nanoczgsteczek srebra na sktad fenolowy i fitoaleksyny;
zastosowanie kilkukrokowych metod, tak aby z surowych danych
chromatograficznych uzyska¢ tabele gotowg do przeprowadzenia analizy
statystycznej, bez ograniczeh co do liczby danych, co narzucaty do tej pory

wszystkie programy,

- separacja wspolnie wyptywajgcych zwigzkow w chromatografii wprowadzajgc
dwie nowe metody, jedna wykorzystujgca analize skupien, druga funkcjonalng
analize sktadowych gtéwnych, na przyktadzie metabolitow wtérnych w

jeczmieniu jarym pod wptywem suszy,

- analiza statystyczna doswiadczen wieloczynnikowych na przyktadzie
metabolitow pierwotnych i wtdérnych w jeczmieniu jarym pod wptywem suszy
oraz danych z Arabidopsis thaliana w badaniach wptywu nanoczgsteczek

srebra na sktad fenolowy i fitoaleksyny,

- analiza sieci korelacyjnych oraz zdefiniowanie ré6znicowych sieci korelacyjnych
w doswiadczeniach wieloczynnikowych na przyktadzie metabolitéw pierwotnych

i wtornych w jeczmieniu jarym pod wptywem suszy,
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- estymacja macierzy kowariancji dla danych metabolomicznych z jeczmienia

pod wptywem suszy,

- meta-analiza metabolitéw z grupy flawonoidow o potencjale antywirusowym

przeciw koronawirusowi.

Materiat
Materiat badawczy pochodzit:

a) z badan prowadzonych w ramach projektu POLAPGEN-BD: Narzedzia
biotechnologiczne stuzgce do otrzymywania odmian zbdz o zwiekszonej

odpornosci na susze (Zatgcznik 5, [IF7), w ktérym bytam zatrudniona,

b) z badah prowadzonych w ramach projektu HyperNano: Badanie zmian
metabolizmu wtérnego u Hypericum perforatum pod wptywem nanoczgsteczek
poprzez zastosowanie zintegrowanego podejscia i technologii "omics"
(Zatgcznik 5, 1IF11),

c) z badan naukowych dostepnych w publicznych bazach danych.

W ramach pierwszego projektu dane uzyskano z badan jeczmienia jarego
(Hordeum vulgare) wykonanych w warunkach niedoboru wody. Wymienione
ponizej zbiory danych byty przedmiotem badan w pracach 1B1, IB3, IB5, IB6,
IB7, IB8 z Zatgcznika 5.

Dane dotyczgce metabolizmu pierwotnego z doswiadczenia pilotazowego
analizowane w pracy IB5 stanowity 9 odmian jeczmienia (CamB1, Georgia,
Harmal, Lubuski, Maresi, MDingo, Morex, Sebastian, Stratus) pod wptywem
suszy i w warunkach kontrolnych, badane w 4 fazach rozwojowych rosliny, w 4
powtorzeniach biologicznych i 2 powtdrzeniach technicznych, co stanowito 422
proby, po odrzuceniu przez doswiadczalnikow pewnych prob ze wzgledéw
technicznych. Badang czescig rosliny byt lis¢c. Doswiadczenie zostato
przeprowadzone w warunkach szklarniowych. Przedmiotem badan byty

metabolity pierwotne wykryte za pomocg chromatografii gazowej sprzezonej ze

9
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spektrometrig mas. Zbiér surowych danych skfadat sie z 51 135 cech dla 422

préb, co stanowi ok 21 min obserwacji.

Dane dotyczgce metabolizmu pierwotnego analizowane w publikacji IB7
stanowity populacje 100 zrekombinowanych linii wsobnych jeczmienia oraz
odmiany rodzicielskie Maresi, CamB, badane pod wptywem suszy i w
warunkach kontrolnych, w 2 powtorzeniach biologicznych, co stanowito 408
prob osobno dla liscia i korzenia. Doswiadczenie zostato przeprowadzone w
warunkach szklarniowych. Cechy stanowity intensywnosc¢ absorpcji metabolitow
pierwotnych wykrytych za pomocg chromatografu gazowej sprzezonego ze
spektrometrem mas. Zbidér surowych danych sktadat sie z dziesigtkdw milionow

obserwacji.

Dane dotyczgce metabolizmu wtérnego analizowane w pracy IB1 oraz
IB3 uzyskano badajgc wptyw niedoboru wody na poziom metabolitow wtérnych
jeczmienia jarego (Hordeum vulgare), wielokrotnie mierzonych w okresie
stosowania suszy. Przeprowadzone doswiadczenia stanowity badanie
pilotazowe. Dane uzyskano dla 9 odmian jeczmienia, 3 réznych wariantach
suszy (I, Il, I + IlI) i w warunkach kontrolnych, w 8 punktach czasowych i 4
powtdrzeniach biologicznych. Probki lisci do analiz metabolomicznych pobrano
z ros$lin poddanych suszy I, Il'i | + 1l po 3, 6 i 10 dniach niedoboru wilgoci oraz
w warunkach suszy | + Il po 1 dobie. Warto zauwazy¢, ze np. w przypadku
badania suszy | analizowane sg 3 punkty czasowe w trakcie trwania suszy oraz
1 punkt czasowy podczas warunkéw kontrolnych, natomiast w przypadku
taczonej suszy I+1l, najpierw zastosowano susze |, a nastepnie I+, co
wymagato badania w warunkach kontrolnych po 1 dobie zastosowania
traktowania |+1l. Pomiary intensywnosci absorpcji metabolitow przeprowadzono
za pomocg ultra-wysokosprawnego chromatografu cieczowego z detektorem
PDA. Liczba analizowanych probek wyniosta 547, przy czym liczba odrebnych
punktow czasu retencji w kazdym chromatogramie przekroczyta 10000, wiec

dane stanowity okoto 5,5 min obserwacji.

10



ANETA SAWIKOWSKA AUTOREFERAT Zatgcznik nr 3

Dane dotyczgce metabolizmu wtérnego analizowane w pracy |B6
stanowity populacje 100 zrekombinowanych linii wsobnych jeczmienia oraz
odmiany rodzicielskie Maresi, CamB, badanych pod wptywem suszy i w
warunkach kontrolnych, w 2 fazach rozwojowych rosliny (punktach czasowych
T1 1 T2), w 4 powtodrzeniach biologicznych. Liczba analizowanych prébek
wyniosta 1632. Badang czescig rosliny byt lis¢. Doswiadczenie zostato
przeprowadzone w warunkach szklarniowych. Cechy stanowity intensywnosci
absorpcji metabolitow wtérnych wykrytych za pomocg ultrasprawnego
chromatografu cieczowego z detektorem UV. Zbior surowych danych sktadat

sie z ok 43 milionéw obserwacji.

Dane metabolomiczne oraz integrowane z nimi dane proteomiczne
bedace przedmiotem pracy IB8 stanowity 2 odmiany jeczmienia (Maresi,
CamB), badane pod wptywem suszy i w warunkach kontrolnych, w 2
powtdrzeniach biologicznych i 2 powtorzeniach technicznych, osobno dla liscia
i korzenia, powtorzone w 2 doswiadczeniach. Doswiadczenia zostaty
przeprowadzone w warunkach szklarniowych. Pomiar biatek wykonano za
pomocg dwukierunkowej elektroforezy dla 64 prob. Metabolity pierwotne zostaty
wykryte za pomocg chromatografu gazowej sprzezonego ze spektrometrem

mas. Analizowano réwniez 14 cech fenotypowych.

W ramach drugiego projektu dane uzyskano z badan nad Arabidopsis
thaliana traktowanych nanoczgsteczkami srebra. Analiza tych danych zostata
opisana w pracy IB4 i dotyczyla metabolizmu wtérnego, w 3 punktach
czasowych dla 12 wariantow traktowania nanoczgsteczkami srebra i w
warunkach kontrolnych, w 3 powtdrzeniach biologicznych, 2 powtorzeniach
technicznych, co stanowito 225 préb, po odrzuceniu przez doswiadczalnikéw
Kilku powtérzen technicznych ze wzgledu na ich jako$é. W tym przypadku
analizowane byly nasiona. Cechy stanowity intensywnosci absorpcji
metabolitow wtérnych wykrytych za pomocg ultrasprawnego chromatografu
cieczowego z detektorem UV. Zbior surowych danych sktadat sie z prawie 10

miliondw obserwaciji.

11
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Analizowane dane dostepne w publicznych bazach danych pochodzity z
najwiekszych na swiecie naukowych baz: Metabolights i Prime, jak réwniez
publikacji naukowych. Byty to wybrane zbiory danych, w ktorych
zidentyfikowano co najmniej jeden z trzech metabolitow: roifoling, pektolinaryne
lub herbacetyne. Dane te zostaty uzyskane za pomocg wysokoprzepustowych
metod analitycznych m.in. chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas. Analizowane zestawy danych obejmujg nastepujgce rosliny

wraz z liczbg prob i cech:

jeczmien (CamB1, Georgia, Harmal, Lubuski, Maresi, MDingo, Morex,
Sebastian, Stratus) — 181 prob, 104 metabolity,

pszenica (Chinese Spring) — 18 prob, 371 metabolitow,

soja (linie wsobne G. max i G. soja) — 279 prob, 48 metabolitow,
ostrozen (Cirsium japonicum) — 15 préb, 10 metabolitow,

rosiczka (Drosera peltata) — 4 prob, 11 metabolitow,

ktosownica dwuktosowa (linie: Bd21, Bd3-1) — 36 prob, 517 metabolitéw,
fikus (Ficus deltoidea) — 100 préb, 387 metabolitow.

We wszystkich roslinach oprécz soi badane byty liscie. W przypadku soi badane
byty nasiona. Dodatkowo nasiona byty analizowane w przypadku pszenicy i

ktosownicy dwuktosowe;j.

Wyniki, metody i ich zastosowanie:

1. Wstepne przetwarzanie danych chromatograficznych

Praca z wysokoprzepustowymi danymi metabolomicznymi wymaga
odpowiedniego przygotowania i redukcji danych do dalszej analizy. Wybor
odpowiedniej metody czesto zalezy od charakteru danych i urzgdzenia z jakiego

sg generowane. W prezentowanym cyklu prac wstepne przetwarzanie danych

12
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sktadato sie z kilku zintegrowanych etapow wykonanych w moich wiasnych
skryptach napisanych w R z metodami dostosowanymi do duzej liczby danych
otrzymanych w duzych wieloczynnikowych doswiadczeniach. W omawianych
pracach wykonatam przetwarzanie danych z urzgdzen powszechnie
stosowanych w metabolomice: GC-MS (IB7, str. 3-4; IB8: str. 4-5; IBS: str. 167),
UPLC-UV (IB1: str. 5-6, 13; IB3: str. 17-18, IB4: str. 3,9; IB6: str. 899, 910-911,
Supplementary methods: 1-2). W kazdym z tych przypadkow nalezy pamigtaé
0 usunieciu niepozadanych informacji jak np. szum, czy tez linia bazowa oraz o
innych elementach przetwarzania w zaleznosci od instrumentu.

W przypadku UPLC-UV nie istniaty zadne programy do przetwarzania
duzych danych. Wszystkie zastosowane tu metody zostaty zapisane we
witasnych skryptach w systemie R i uruchomione rownolegle na klastrach
Poznanskiego Centrum Superkomputerowo-Sieciowego. W przypadku danych
otrzymanych z urzgdzenia UPLC-UV kazda préba posiada obserwacje
(intensywnos¢ absorpcji) w pewnym czasie retencji dla catego zakresu fal
ultrafioletowych. Zatem dane te majg tréjwymiarowg nature. W
przeprowadzonych badaniach dokonano wyboru dwdch najbardziej
reprezentatywnych dtugosci fal. Analizowane byty sygnaty (piki), ktére moga byc¢
interpretowane jako przedziaty czasu retencji, w ktdrych wystepuje metabolit lub
grupa metabolitow o podobnych wtasnosciach. Wykonatam poszczegdlne kroki
przetwarzania danych, ktére przedstawitam na przyktadzie odmiany jeczmienia
Maresi przy dtugosci fali 330 nm na rysunku Figure 3 w pracy IB1. Surowe dane
stanowigce chromatogramy z réznych prob dla réznych wariantéw suszy i
warunkow kontrolnych zostaty znormalizowane przez mase préobki. Z
porownania wizualnego przy tak duzej liczbie chromatograméw nie da sie
wysnu¢ zadnych wnioskéw. Dlatego zastosowanie wstepnego przetwarzania
danych byto niezbedne.

tatwo zauwazy¢, ze wystepuje tutaj linia bazowa, zatem wykonatam jej
usuniecie poprzez réznicowanie danych. Na przyktadzie wspomnianego
rysunku mozna zaobserwowaé, ze W poszczegolnych fragmentach

chromatogramow wystepujg przesuniecia czasowe, dlatego dokonatam
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wyréwnania czasu retencji przez zastosowanie algorytmu COW (correlation
optimised warping). Nastepnie wyodrebnitam piki. Najpierw wykrytam piki
indywidualne dla poszczegdlnych chromatogramow, a nastepnie piki wspdlne
dla wszystkich chromatogramow. Ostatecznie chromatogramy zostaty
zintegrowane w granicach wspolnych pikow. Na ostatnim etapie omawianego
rysunku szerokos¢ stupkow jest szerokoscig pikow, a wysokos¢ obrazuje
wielko$¢ pdl pod indywidualnymi chromatogramami w granicach wspolnych
pikbw. Rozwazmy poszczegolne kroki omawianego przetwarzania danych.
Linie bazowg mozna zdefiniowac jako ztozenie sumy idealnego spectrum i tta z
funkcja rozmywajgcg plus szum. Problemem jest odzyskanie idealnego
spectrum. Jednakze wiedza dotyczgca tta, funkcji rozmywajgcej i szumu jest
czesto niekompletna lub catkowicie brakujgca. Linia bazowa jest podstawg
prawdziwej mierzonej wartosci. Problem polega na tym, ze zerowe wartosci
zwigzkow nie zawsze sg reprezentowane przez 0. Linia bazowa prowadzi do
btednych obliczeh pola w obszarze pikow i moze zaburza¢ wszystkie kolejne
kroki analizy, zatem musiata zosta¢ usunieta. Aby abstrahowaé¢ od r6éznych
metod i probleméw z oszacowaniem linii bazowej i potrzebnych do tego
parametréw, w omawianych publikacjach usunetam linie bazowg poprzez
réznicowanie danych, co oznacza, ze odjeto od obserwacji nastepnej
obserwacje poprzednia.

Kolejnym wykonanym przeze mnie krokiem przetwarzania danych byto
wyréwnanie czasu retencji. Istniejg rozne metody rozwigzania tego problemu,
najczesciej stosuje sie dynamiczng transformate czasowg (dynamic time
warping), ale poniewaz jest ona wrazliwa na rozne intensywnosci pikow i moze
prowadzi¢ do niezadowalajgcego wyréwnania, w swoich pracach wybratam do
zastosowania COW (correlation optimised warping). Jego zaletg jest
wyréwnywanie chromatograméw poprzez dopasowanie ich do siebie w
odpowiednich fragmentach pod wzgledem ksztaltu, co nie zmienia znacznie
wysokosci i pol w ramach pikow. Ponadto wyrownanie za pomocg COW nie
wymaga wczesniejszego wykrywania piku chromatograficznego, w

przeciwienstwie do kilku innych metod. Nadmienie rowniez, ze COW nie byto
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wczesniej zaprogramowane w R. Zatem tak jak we wszystkich innych
elementach przetwarzania nie korzystatam z zadnych gotowych pakietéw, tylko
wiasnorecznie napisanych skryptow. Wyjatek stanowit zbiér danych w pracy
IB1, gdzie do usuniecia linii bazowej uzytam algorytm ,Rolling Ball” z pakietu
,baseline” w R ze wzgledu na potrzebe stosowania wymienionych w tej pracy
metod na danych, ktore nie sg zréznicowane jak w pozostatych przypadkach.
Stosujgc algorytm COW chromatogramy podzieltam na pewng liczbe
segmentow, ktore byty rozciggane Ilub zwezane po czasie. Optymalne
wyréwnanie, w napisanym przeze mnie programie, odbywato sie dla zadanych
parametrow m - dilugos¢ segmentu oraz t - maksymalne dopuszczalne
przesuniecie, ktére bylo obliczane na podstawie korelacji danego
chromatogramu z chromatogramem referencyjnym. Do ustalenia optymalnego
wyréwnania wykorzystatam macierz, ktérej elementy stanowig maksymalng
mozliwg skumulowang funkcje dobroci bazujgcg na korelacji odpowiednich
fragmentach profilu referencyjnego i interpolowanego. W celu wybrania
najlepszych parametrow m i t zastosowatam automatyczne COW. Utworzono
siatke parametrow m i t oraz wybrano najlepsze w danej grupie (np. dla
odmiany). Do ustalenia siatki parametréw zastosowatam tzw. regute kciuka oraz
przyblizong srednig szerokos¢ piku w chromatogramie refencyjnym. Do oceny,
ktore parametry sag najlepsze wykorzystatam podobienstwo wszystkich
wyréwnywanych chromatograméw miedzy sobg oraz wptyw wyréwnania czasu
na zmiany ksztattu i pola w obrebie pikow. Ponadto wyréwnanie czasu retencji
w przypadku IB6 odbywato sie dla kazdej odmiany osobno. Aby wykonac
wyréwnanie czasu retencji najpierw wybrano chromatogram, do ktérego czasu
retencji byly wyrobwnywane pozostate chromatogramy. Byt to chromatogram
najbardziej podobny do wszystkich pozostatych (co zostato oszacowane
odpowiednim parametrem). Najpierw wyboru chromatogramu referencyjnego
dokonano w obrebie kazdej odmiany z osobna, a nastepnie wsréd
chromatografow referencyjnych dla odmian zostat wybrany chromatogram
referencyjny dla danej dtugosci fali (réwniez jako najbardziej podobny do

wszystkich w tej grupie). Dla chromatogramow referencyjnych zostato
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wykonane wyréwnanie czasu retencji wzgledem wspolnego referencyjnego
chromatogramu i tak wyréwnane chromatogramy referencyjne staty sie dalej
podstawg do wyrownywania czasu retencji w poszczegdlnych odmianach.

Nastepnym niezbednym tutaj krokiem jest wykrycie pikow. Wprowadzitam
wtasng metode detekcji pikow tak, aby mozna je byto analizowac statystycznie
w catej grupie chromatograméw. Istnieje wiele metod detekcji sygnatow, ale
zadna inna znana mi metoda nie wykonywata detekcji wspolnych sygnatoéw dla
grupy chromatogramow, co jest potrzebne do porownywania tych
chromatogramoéw miedzy sobg. Pik w pojedynczym chromatogramie
zdefiniowatam jako przedziat, w ktorym wygtadzona druga roznica jest ujemna.
Wspolne piki dla grupy chromatograméw (w tym przypadku dla wszystkich przy
okreslonej dtugosci fali) zostaty wyznaczone jako suma pikow dla
indywidualnych chromatogramow (suma w sensie dodawania przedziatow).
Nastepnie rozwigzatam problem dekonwolucji pikow, czyli naktadania sie pikéw,
ktére majg bliskie sobie czasy retencji. Problem ten rozwigzatam za pomocg
wtasnej metody przy pomocy grupowania hierarchicznego, opisanego szerzej w
pracy IB1 oraz nastepnym rozdziale. Na réznych etapach wprowadzitam
eliminacje pikow nieistotnych, czyli np. zbyt krétkich, aby moglty byc¢
prawdziwymi pikami. Niektore parametry zastosowane podczas przetwarzania
danych jak np. m (dlugos$¢ segmentdw) i t (przesuniecie) w wyréwnywaniu czasu
retencji zostaty zoptymalizowane automatycznie. Inne parametry, takie jak progi
detekcji pikow UHPLC-UV, zostaty przetestowane z roznymi wartosciami oraz
przeprowadzono kilkuetapowe konsultacje z doswiadczalnikami dotyczgce
liczby i jakosci wykrytych metabolitéw.

Kolejnym zastosowanym przeze mnie krokiem byta integracja
chromatogramoéw w granicach wspolnych pikow. W wyniku przetwarzania
danych nastgpita ich duza redukcja. Tak przygotowane dane byty danymi
wejsciowymi  gotowymi  do  przeprowadzenia analizy statystyczne,;.

Opisane powyzej wstepne przetwarzanie danych roznito sie w zaleznosci
od wtasnosci danych pod wzgledem siatki parametréw m i t, pod wzgledem

podziatu na grupy, w ktorych wyréwnywanie czasu retencji odbywato sie
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osobno, pod wzgledem separacji pikdw w zaleznosci od liczby chromatograméw
sktadajgcych sie na wspdlny pik oraz czestosci wystepowania problemu
dekonwolucji. Wspomniany podziat na grupy, w ktérych wykonywany byt
osobno COW, w pracach IB1, IB3, IB6 stanowity poszczegodlne odmiany,
natomiast w pracy |IB4 wszystkie niezbyt liczne chromatogramy stanowity jedng
grupe odmiany Arabidopsis thaliana. Ponadto w pracy IB1 zastosowatam inny
sposdb usuniecia linii bazowej niz w pracach IB3, I1B4, IB6, w ktérych
zastosowatam réznicowanie danych. W tym przypadku uzytam algorytm
,Rolling Ball”’, co spowodowane byto potrzebg pracy na danych, ktére nie bytyby
zréznicowane do poréwnania dwoch metod separacji pikow.

Dane z urzgdzenia chromatograficznego GC-MS, podobnie jak dane z
UPLC-UV, majg réwniez trojwymiarowg nature. W tym przypadku wymiarami sg
czas retencji, stosunek masy do tadunku oraz intensywnosc¢ (wysokos¢ piku).
Dane GC-MS z publikacji IB7 oraz IB8 zostaty wyeksportowane do plikdw
NetCDF, na ktorych podstawie zostalty wyznaczone sumy z wartosci
intensywnosci po skanach oraz zbindowane moimi wtasnymi skryptami i przy
uzyciu pakietu ,ncdf” w R. Nastepnie dane przetworzytam za pomocg pakietu
TargetSearch w R. Uzytam bazy danych Golm Metabolome Database jako
biblioteki referencyjnej. Czas retencji zostat przekonwertowany na wskaznik
retencji (Rl) metodg wygtadzania, a korekcja linii bazowej zostata wykonana
przy uzyciu interpolacji liniowej. Specyficzne Rl (retention index) dla wszystkich
prébek wykryto na podstawie skorelowanych mas selektywnych za pomocg
normalizacji mediany i progu korelacji 0,95. Po usrednieniu skorelowanych mas
do dalszej analizy zostaly przefiltrowane metabolity o parametrach
spetniajgcych zatozenia wyznaczone przez chemikow doswiadczalnikéw.
Uzyskane dane zostaty znormalizowane wg standardu wewnetrznego, jakim byt
rybitol, a nastepnie usrednione po powtérzeniach technicznych. Tak
przygotowane dane stanowity dane wejsciowe do analizy statystycznej. W
przypadku danych z pracy IB5 byly to wyniki otrzymane z urzgdzenia o
mniejszej rozdzielczosci i w standardowym formacie. Do celu realizowanego w

tej publikacji nie byto potrzeby identyfikowania zwigzkow, wiec dane te nie
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wymagaty krokow zwigzanych 2z Dbibliotekg referencyjng. Wykonatam
usrednienie danych po powtdrzeniach technicznych, a nastepnie obliczenie
sumy intensywnosci po masach otrzymujac dla kazdej proby tzw. TIC (total ion
current chromatogram). Kazdy TIC reprezentuje intensywno$¢ zsumowang po
catym zakresie mas wykrytych w kazdym punkcie czasowym retencji. Po tym
etapie kazda préba biologiczna jest reprezentowana przez jeden chromatogram
TIC. Tak przygotowane dane stuzyty w kolejnych etapach analizy, opisanych w
rozdziale 5.

2. Separacja wspolnie wyptywajacych zwigzkéw w chromatografii za
pomoca analizy skupien oraz funkcjonalnej analizy skladowych

giéwnych

Naktadanie sie pikow jest czestym problemem w chromatografii, gtdwnie
w przypadku ztozonych mieszanin biologicznych jakimi sg metabolity. Ze
wzgledu na istnienie zjawiska koelucji réznych zwigzkéw o podobnych
wiasciwosciach, separacja pikow staje sie sporym wyzwaniem. W artykule 1B1
opisatam i poréwnatam dwie metody obliczeniowe separaciji takich zwigzkow, a
takze po raz pierwszy zastosowatam je do tego celu i wykonatam to na duzych
zbiorach danych chromatograficznych. Ponadto w omawianej publikacji metody
te zostaty zweryfikowane instrumentalnie. Prowadzg one od surowych
obserwacji do danych, ktére mogg stanowi¢ dane wejsciowe do analizy
statystycznej. Na poczgtku w obu metodach dane sg normalizowane na
podstawie masy prébki, usuwana jest linia bazowa, przeprowadzane jest
wyréwnanie czasu retencji i wykonywane jest wykrywanie pikdw. W pierwsze;j
metodzie do rozdzielania naktadajgcych sie pikow zastosowatam analize
skupien, w drugiej metodzie do tego samego celu zastosowatam funkcjonalng
analize sktadowych gtownych (FPCA). Wykonatam symulacje oraz postuzytam
sie danymi rzeczywistymi jako przyktadami do przedstawienia obu metod i ich
porownania. Rzeczywiste dane uzyskano w badaniu zmian metabolomicznych

lisci jeczmienia (Hordeum vulgare) pod wptywem stresu suszy. Uzyskane wyniki
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sugerujg, ze obie metody sg odpowiednie do rozdzielania nakfadajgcych sie
pikdbw, ale dodatkowg zaletg FPCA jest mozliwos¢ oceny zmiennosci
poszczegolnych zwigzkow wystepujgcych w tych samych pikach w réznych
chromatogramach. Dlatego metoda ta jest szczegodlnie przydatna do analiz
chromatograficznych majgcych na celu znalezienie réznic w rozwazanych
zwigzkach miedzy prébami lub wariantami eksperymentalnymi, w tym w
sytuacjach, gdy liczba préb lub wariantow jest duza. Opisane metody mozna
zastosowaC do rozdziatu pikdbw chromatograficznych zarejestrowanych za
pomocg detektorow absorbancji swiatta lub fluorescencji i uzyskanych
technikami separaciji, takimi jak chromatografia cieczowa lub elektroforeza
kapilarna. Omawiane metody po raz pierwszy zostaty zastosowane do
dekonwolucji pikow w danych chromatograficznych.

W przypadku pikow podejrzanych o to, ze sg miksturg wiekszej liczby
pikdw, pierwsza metoda bazujgca na analizie skupien dzieli zestawy profili
chromatograficznych w okreslonych czasach retencji, na grupy za pomoca
grupowania hierarchicznego oraz bootstrapu. W tym celu wykorzystatam pakiet
pvclust w R. Nastepnie wykonatam detekcje pikow w kazdej z grup. Oczywiscie
w réznych uzyskanych grupach chromatograméw, mogg wystepowac piki o
naktadajgcych sie czasach retencji jak i piki bedgce czescig innych pikow w
innych grupach. Zatem kolejnym zaproponowanym przeze mnie krokiem jest
przypisanie pikow miedzy grupami za pomocg wprowadzonego ,procentu
naktadania sie” (percentage of overlap), podanego wzorem w publikacji IB1.
Opisang w tej pracy procedurg piki o procencie naktadania sie powyzej 80% sag
przypisywane do innych pikéw.

Natomiast w przypadku metody bazujgcej na FPCA kluczowe jest
zaobserwowanie, ze FPCA jest to ciggta alternatywa dla klasycznej,
wielowymiarowej analizy sktadowych gtownych (PCA). Tutaj do obliczen
zastosowatam pakiet fda w R. Metoda polega na zastosowaniu FPCA do
poszczegolnych pikdw uzyskanych w ostatnim etapie przetwarzania danych,
ktorym jest wykrywanie wspolnych pikow dla wszystkich chromatogramoéw.

Stezenia zwigzkdw, analizowanych za pomocg chromatografii, reprezentowane
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sg przez wartosci kilku pierwszych wynikéw (scores) FPCA, a ich liczba jest
okreslona przez skumulowany procent wyjasnianej zmiennosci. Liczba ta jest
rowna najmniejszej liczbie pierwszych wynikow FPCA, dla ktorych
skumulowany procent wyjasnianej zmiennosci jest wiekszy niz ustalony prog
80%. Nastepnie dane sg przygotowane jako dane wejsciowe do analizy
statystycznej, np. analizy wariancji z czynnikami znajdujgcymi sie w
doswiadczeniu.

Do testowania obu metod zastosowatam scenariusz symulacji
odpowiadajacy sytuacji, w ktérej porownuje sie dwa warianty eksperymentalne
(np. grupy pacjentow, genotypdw roslin, traktowan), z ktérych kazdy jest
reprezentowany  przez szereg chromatograméw  odpowiadajgcych
poszczegolnym prébkom (replikacjom). Wykonatam symulacje danych dla
dwdch sytuaciji: po pierwsze, gdy obserwuje sie pojedynczy pik reprezentujgcy
jeden zwigzek, a po drugie, gdy obserwuje sie pik reprezentujgcy mieszanine
dwoch zwigzkdw, tj. pik podwaojny. Dla pojedynczego piku zatozytam, Zze srednie
stezenie zwigzku rézni sie miedzy dwoma wariantami doswiadczalnymi; dla piku
podwojnego zatozytam, ze Srednie stezenia roznig sie tylko dla jednego zwigzku
z mieszaniny. Symulowany zestaw danych dla kazdego wariantu
reprezentowany jest przez 50 chromatograméw opartych na 100 punktach
czasu retencji. Uzytam 6 funkcji B-sklejanych rzedu 3 do wygenerowania
poszczegolnych chromatograméw.

Wykonana przeze mnie analiza danych symulowanych wykazata, ze obie
metody daty oczekiwang liczbe rozdzielonych pikow i obie byty odpowiednie do
rozwigzania problemu wspolnie wyptywajgcych zwigzkow. Przeprowadzitam
test statystyczny na istotnosc¢ réznic miedzy wariantami i poréwnatam liczbe
odrzucen hipotezy zerowej o réwnosci wariantow za pomocg dwéch metod w
serii 1000 symulacji, aby odkry¢, ktéra metoda jest lepsza do wykrywania réznic
miedzy wariantami. W przypadku pojedynczego piku do przeprowadzenia testu
rownosci Srednich zastosowatam test t, w przypadku podwdjnego piku
zastosowatam test T? Hotellinga, aby przetestowa¢ dwuwymiarowg hipoteze

zerowg. W przypadku metody wykorzystujgcej analize skupien, obliczenia
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przeprowadzitam na wartosciach scatkowanych pikéw, w przypadku metody
stosujgcej FPCA na pierwszym wyniku lub dwoch pierwszych wynikach
(scores). W przypadku pojedynczego piku obie metody daty bardzo podobne
wyniki. W przypadku podwojnego piku FPCA data nieco lepsze wyniki, wiec
metoda ta lepiej zachowata réznice miedzy wariantami.

Przyktady dotyczgce danych rzeczywistych odnosity sie do najczestszych
probleméw zwigzanych z konwolucjg pikow. Pierwszy rozwazany przykfad
wybratam tak, aby pokazac problem wyptywania roznych zwigzkéw przy bardzo
podobnych czasach retenciji, ale obecnych w ré6znych chromatogramach, ktore
sg analizowane razem. Drugi przyktad ilustruje problem naktadajgcych sie pikow
wystepujgcych wspdlnie na kazdym pojedynczym chromatogramie. W obu
przypadkach walidacji metod dokonano na podstawie analizy instrumentalnej,
ktora wskazata na istnienie dwdch réznych metabolitdw. W pierwszym
przyktadzie wykazaty to rowniez obie metody, w drugim przyktadzie wykazata
to jedynie metoda stosujgcg FPCA, podczas gdy metoda wykorzystujgca
analize skupien wykazata tylko jedng grupe, zamiast dwoch. Zatem metodg tg
nie jest mozliwe uzyskanie grup wskazujgcych na dwa rézne piki, w przypadku,
gdy wszystkie chromatogramy majg podobny ksztatt.

W metodzie stosujgcej analize skupien stezenia zwigzkow we wszystkich
probkach obliczono przez catkowanie chromatograméw w granicach pikéw
otrzymanych po rozdzieleniu. W drugiej metodzie stezenia byty reprezentowane
przez wartosci kilku pierwszych wynikow FPCA, przy czym ich liczba byta
okreslona przez skumulowany procent wyjasnionej zmiennosci wiekszy niz prog
80%.

Metoda rozdzielania pikow poprzez grupowanie jest podejsciem, ktére
pozwala na ustalenie grup chromatograméw posiadajgcych rézne wzorce
sygnatow. W przypadku rzeczywistych danych z r6znymi pikami w tym samym
czasie w roznych profilach, chromatogramy byty dobrze pogrupowane,
oddzielajgc w ten sposéb piki. Jednak w przypadku naktadajgcych sie pikow w
kazdym profilu o podobnym ksztatcie, grupowanie nie byto w stanie stworzyc¢

grup odpowiadajgcych roéznym sktadowym. Gdyby grupowanie mogto
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wskazywac na pewne grupy, powstatyby one z powodu réznic w intensywnosci
lub z powodu niewielkich przesunie¢ czasu retencji, co nie jest interesujgce |
znaczgce. FPCA dato rownie zadowalajgce wyniki w obu rozwazanych
sytuacjach. Obie metody dekonwolucji pozwolity na rozréznienie dwéch pikow
w przypadku pierwszego przyktadu danych rzeczywistych, i rzeczywiscie,
analiza danych surowych wykazata, ze piki miaty r6zne maksima absorpciji.
Istnienie dwoch réznych metabolitdw zostato rowniez udowodnione przez
spektrometrie mas w przypadku drugiego przyktadu danych rzeczywistych, ale
tutaj prawidtowej odpowiedzi udzielit tylko FPCA. Metoda FPCA daje wiele
zmiennych, a liczba uzytych zmiennych, czyli funkcjonalnych sktadowych
gtbwnych, moze by¢ ograniczona przez prog wyjasnianej wariancji. W tym
konkretnym przypadku kazdy pik mozna interpretowac jako ztozenie dwoch
pikdbw, wiec w przypadku tej metody wyniki mozna zawsze przedstawi¢ w
dwuwymiarowym uktadzie wspotrzednych. Taka prezentacja wynikéw nie
zawsze jest mozliwa dla metody wykorzystujgcej grupowanie. Ponadto FPCA
nie oddziela pikow jawnie, ale wykrywa te o najwiekszej zmiennosci, zapewnia
optymalng, wielowymiarowg reprezentacje pikow. Zadna z wczesnie]
wprowadzonych metod przedstawionych w literaturze nie koncentruje sie na
zachowaniu roéznic miedzy wariantami eksperymentalnymi, co jest kluczowe dla
analizy statystycznej. Zastosowanie metody dekonwolucji z wykorzystaniem
FPCA do danych chromatograficznych daje te dodatkowg korzys$é. Rozwazajac
poréwnanie miedzy prébami, uwypukla sie, w tej metodzie, piki o roznej
powierzchni, co jest zgodne z nurtem niecelowanej metabolomiki

poréwnawcze;j.

3. Analiza statystyczna duzych doswiadczen wieloczynnikowych dla

danych metabolomicznych

W wiekszosci badan naukowych mamy do czynienia z traktowaniem i
kontrolg i istnieje wiele programéw do analizy tego typu danych. Jednak w

sytuacjach, w ktérych wystepuje wiecej czynnikdw nie odzwierciedlajg one
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interakcji miedzy czynnikami. Odpowiednie podejscie do analizy danych z
wieloma czynnikami i duzg liczbg danych na poczgtku mojej drogi naukowej
stanowito duze wyzwanie. We wszystkich analizowanych doswiadczeniach z
cyklu publikacji mamy do czynienia z wiekszg liczbg czynnikow. W pracy IB4
pochodzgcej z projektu HyperNano (Zatgcznik 5, 1IF11) czynnikami byty
warianty traktowania oraz punkty czasowe, natomiast w pracach IB3, I1B6, IB7,
IB8 pochodzacych z projektu POLAPGEN-BD (Zatacznik 5, IIF7) wystepowaty
odmiany, traktowania i punkty czasowe.

Analize danych metabolicznych dotyczgcych Arabidopsis thaliana
traktowanej nanoczagsteczkami srebra opisang w pracy IB4 (str. 3, 9-12,
Supplementary Data 1, Supplementary Data 2) przeprowadzitam w celu
zbadania ich zmian ilosciowych w 3 punktach czasowych (odpowiednio T1, T2,
T3), w 13 wariantach traktowania (wraz z warunkami kontrolnymi). Dane
przeksztatcitam przez logz(10°x), w celu sprowadzenia ich rozktadu do rozktadu
normalnego. Przeprowadzitam dwuczynnikowg analize wariancji z wariantem
traktowania i punktem czasowym jako czynnikami. Istotne efekty traktowania,
punktu czasowego i ich interakcji wybratam przy p-wartosci P<0,01. Aby wykry¢
statystycznie istotne zwigzki o obnizonej lub podwyzszonej zawartosci w
stosunku do kontroli, przetestowatam réznice miedzy Srednimi wartosciami dla
kazdego wariantu traktowania i punktu czasowego, stosujgc test Fishera
(FPLSD, na poziomie 1%) i wizualizowatam je dla cech o istotnej statystycznie
interakcji. R6znice miedzy srednimi warto$ciami traktowania rowniez poddatam
testowi Fishera (FPLSD, na poziomie 1%) i wizualizowatam dla cech o istotnym
wptywie traktowania, z wytgczeniem cech o istotnej interakcji. W ten sam
Sposob przetestowatam réwniez réznice miedzy Srednimi wartosciami punktow
czasowych oraz zwizualizowatam cechy z istotnym efektem punktu czasowego,
z wyltagczeniem cech o istotnej interakcji. Analize statystyczng przeprowadzitam
we wiasnych skryptach napisanych w Genstat. Analiza sktadowych gtéwnych
prébek pogrupowanych wedtug punktow czasowych wykazata, ze trzeci punkt
czasowy byt znacznie rézny od poprzednich. Wszystkie metabolity

pogrupowatam w odniesieniu do reakcji w czasie. Na podstawie analizy
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wariancji metabolity zostaty sklasyfikowane pod wzgledem znaczenia: (i)
Srednich réznic miedzy wariantami, (ii) sredniego efektu punktu czasowego oraz
(i) interakcji miedzy wariantami traktowania i punktami czasowymi. Niektore
wyrdzniajgce sie w analizie zwigzki zostaty opisane bardziej szczegétowo na
podstawie wynikdw, np. kamaleksyna. Na podstawie analizy wykazano, ze
nanoczgsteczki srebra mogg wywotywac istotne zmiany w metabolizmie
wtérnym roslin Arabidopsis thaliana. Stwierdzono, ze nanoczgstki wptywajg na
47 metabolitow wtérnych w zaleznosci od ich wielkosci, stezenia i punktu
czasowego. Wykazano réwniez, ze nanoczgsteczki srebra mogg dziataé jako
elicytory fitoaleksyn, takich jak kamaleksyna i pokrewne zwigzki w Arabidopsis
thaliana. Zdolno$¢ nanoczgstek do indukowania produkcji fitoaleksyn i innych
metabolitow wtérnych w roslinach pokazata, ze zjawisko to mozna wykorzystac
do zwiekszenia odpornosci roslin na patogeny, o ile zostang zastosowane w
zoptymalizowany sposob.

Celem pracy IB3 (str 3-6, 9-16, 18-19, Supplementary Table S1 A, S1 B,
S2, S3, S4) byta korelacja miedzy dynamikg zmian profili zwigzkoéw fenolowych
a zjawiskiem zewnetrznym dla oSmiu odmian jeczmienia pod wptywem suszy w
roznych punktach czasowych. Zatem analizie statystycznej poddatam nie tyko
zbidér danych metabolomicznych, ale rowniez fenotypowych oraz analizowatam
ich  korelacje. Do  wynikdbw  wstepnego przetwarzania  danych
chromatograficznych przeksztatconych przez log2(10%«) (w celu sprowadzenia
ich rozktadu do rozktadu normalnego) oraz do danych fenotypowych
zastosowatam analize wariancji opartg na algorytmie REML (restricted
maximum likelihood), do kazdej cechy niezaleznie. Istotnos¢ zmiennosci
sprawdzitam testami opartymi na aproksymaciji F statystyki Walda. W przypadku
cech fenotypowych mierzonych na dojrzatych roslinach model ANOVA
obejmowat (state) efekty odmiany (V), traktowania (D) i interakcji VD. Istotne
efekty wybratam przy p-wartosci P < 0,01. W przypadku metabolitéw model
ANOVA obejmowat (state) efekty odmiany (V), czas obserwaciji (T), traktowanie
(D) i efekty wszystkich mozliwych interakcji. W celu korekty poréwnan

wielokrotnych do wyznaczenia istotnych efektow, niezaleznie w kazdej grupie
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Vv, T, D, VT, VD, TD, VTD, zastosowatam wskaznik btedu FWER (family-wise
error rate) przy uzyciu poprawki Bonferroniego dla liczby metabolitow.
Interesujgce do interpretacji byty wyniki dotyczgce efektow D, VD, TD i VTD,
poniewaz reprezentujg one efekty niedoboru wody w poziomie absorpciji
metabolitow oraz modyfikacje tych efektow w zaleznosci od odmiany, czasu
obserwacji i interakcji miedzy nimi. Dlatego te wtasnie wyniki sg omawiane w
publikacji 1B3. Podane zostaty liczby metabolitow o istotnych réznicach w
akumulacji dla réznych wariantow suszy. Dane wskazujg na wiekszg mobilizacje
metabolitow fenolowych podczas deficytu wody na wczesnym etapie rozwoju
niz w fazie liscia flagowego w wariancie suszy | + |l, co zostato przetestowane
testem niezaleznosci y? z wykorzystaniem permutacji. Efekty traktowania
obliczytam jako réznice miedzy stezeniem w niedoborze wody a stezeniem w
kontroli. Analogicznie obliczytam srednie efekty czynnikéw z odpowiednich
wartosci srednich. Metabolity, dla ktérych efekty niedoboru wody byty istotnie
rézne w czasie, czyli nalezgce do grupy TD, pogrupowatam na 4 klasy zgodnie
z proflem czasowym efektow przy uzyciu kryterium maksymalnej
miedzygrupowej sumy kwadratow. Obliczone zostaty odlegtosci Mahalanobisa
miedzy grupami. Taki podziat ze wzgledu na profile czasowe efektow interakcji
TxD (usrednionych po odmianach) dla kazdego wariantu suszy osobno
zaowocowat szeregiem wnioskéw dla poszczegdlnych metabolitdw. Do
wizualizacji podobienstw miedzy odmianami a cechami fenotypowymi
wykorzystano biploty i przeprowadzono wielowymiarowg analize dla cech, dla
ktérych zaobserwowano efekty suszy specyficzne dla odmiany. Policzono
rowniez wspotczynniki  korelacji Pearsona miedzy istotnymi efektami
specyficznymi dla odmiany dla wariantu suszy |, dla cech fenotypowych i
metabolomicznych przy dwdch poziomach istotnosci: P < 0,05 oraz P < 0,01.
Najbardziej znaczacy wzrost zawartosci zwigzkow w niedoborze wody
zaobserwowano dla glikokoniugatow chryzoeriolu i apigeniny acylowanych
metoksylowanymi kwasami hydroksycynamonowymi, ktore wzmacniaty
skutecznos¢ ochrony przed promieniowaniem UV. Ponadto inne dobre

przeciwutleniacze, takie jak pochodne luteoliny i hordatyny, byty réwniez
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indukowane niedoborem wody. Zréznicowanie strukturalne metabolitow pod
wzgledem ich zawartosci zmienito sie¢ w odpowiedzi na niedobor wody, co
wskazuje na ich wielotorowg aktywnos¢ w warunkach stresu. Ros$liny narazone
na deficyt wody w stadium siewek mobilizowaty dwa razy wiecej metabolitéw
niz rosliny narazone na ten stres w stadium liscia flagowego. W dtugotrwate;
aklimatyzacji uczestniczyty specyficzne metabolity, takie jak kwasy
metoksyhydroksycynamonowe. Szereg roznego rodzaju dodatkowych
whnioskdw mozna znalez¢ w pracy IB3.

W pracy IB6 (str 899-902, 906-908, 911, Supporting Information: Table
S1, Table S3), w ktérej w réznych czesciach wspotuczestniczytam, analize
statystyczng przeprowadzono dla 98 cech (sposrod 135), dla ktorych liczba
obserwacji niezerowych we wszystkich warunkach byta wystarczajgca. Celem
analizy byto zbadanie zmian ilosciowych metabolitow wtornych w dwdch
punktach czasowych (T1, T2) podczas stosowania suszy w jeczmieniu jarym.
Obserwacje rowne zeru (ponizej poziomu wykrywalnosci) zostaty zastgpione
przez potowe minimalnej niezerowej obserwacji dla kazdego metabolitu.
Nastepnie w celu sprowadzenia rozktadu danych do rozktadu normalnego
obserwacje przeksztatcono przez logz(10°x). Analiza statystyczna zostata
przeprowadzona osobno dla T1 i T2 za pomocg wtasnych skryptéw napisanych
w Genstat oraz systemie R. Analize wariancji zastosowano osobno dla T1i T2,
aby przetestowac istotno$¢ réznicy miedzy warunkami kontrolnymi a suszg w
odniesieniu do poziomu metabolitu (efekt staty, P<0,05, z poprawkg
Bonferroniego dla liczby metabolitow), a takze réznice miedzy liniami RIL i
interakcjg RIL z traktowaniem (efekty losowe, komponenty wariancyjne byty
istotne, jesli byly wieksze niz trzy razy bitgd standardowy). Wptyw suszy
mierzono réznicg srednich wartosci miedzy suszg a warunkami kontrolnymi, co
wskazywato na dodatnig (wzrost) lub negatywng (spadek) regulacje akumulacji
metabolitow podczas suszy (istotnos¢ poszczegolnych efektow suszy dla linii
zostata oceniona przez test t przy P<0,05). Analize wariancji oddzielnie dla
kontroli i suszy zastosowano do oszacowania odziedziczalnosci cech

metabolicznych. Analize wspotrzednych gtownych (ze wspotczynnikami
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podobienstwa opartymi na odlegtosciach euklidesowych) przeprowadzono dla
wszystkich cech i przeprowadzono grupowanie hierarchiczne dla linii RIL i cech
(za pomoca funkcji heatmap2 w R) dla podzbioru cech wykazujgcych interakcije
linii i traktowania. Tak przeprowadzona analiza wspoétrzednych gtéwnych
wykazata, ze dyspersja linii byta najwieksza w T2 w warunkach kontrolnych (10
dni), a réznice miedzy liniami RIL w warunkach kontrolnych i suszy byty wieksze
w T2 nizw T1 (5 dni). Analiza statystyczna przeprowadzona dla omawianego tu
doswiadczenia pozwolita wysungc szereg wnioskow. Udato sie zidentyfikowaé
metabolity o akumulacji, ktéra byta gtéwnie zréznicowana w dwdch rezimach
nawadniania. Znalezienie metabolitow z efektem interakciji linii i traktowania byto
szczegolnie wazne, poniewaz sg to zwigzki, ktére w reakcji na susze zmieniajg
sie roznie w roznych liniach, a zatem sg interesujgce z punktu widzenia genetyki
roslin. Analiza statystyczna wykazata wyzszy poziom metabolitdw w odmianie
Maresi niz w CamB, a podczas stresu suszy zaobserwowano odmienne
przeprogramowanie metaboliczne u tych dwoch odmian rodzicielskich.
Pozwolito to wysnu¢ wniosek, ze obie odmiany rodzicielskie stosujg rézne
systemy przeciwutleniaczy podczas stresu suszy. Liczba metabolitdw o wyzej
zawartosci w suszy spadta z T1 do T2 w Maresi i wzrosta w CamB. Moze to
oznacza¢ lepszg ochrone metabolomiczng lisci w CamB niz w Maresi. W
przypadku populacji RIL na postawie analizy wnioskujemy, ze rosliny reagowaty
na warunki suszy wzrostem w czasie liczby metabolitéw o wyzej zawartosci w
suszy. Co wiecej, zréznicowanie reakciji linii na susze rowniez wzrosto w czasie.
Analiza pozwolita rowniez wyodrebni¢ pewne grupy chemiczne metabolitow i
wysnu¢ wnioski o ich reakcji nha susze. Interesujgce wnioski wysnuto réwniez
dla poszczegdlnych zwigzkow i ich reakcji na stres suszy w poszczegolnych
punktach czasowych. Wszystko to pokazato, Zze zastosowanie stresu
drastycznie wptyneto na dynamike metabolitdéw, szczegdlnie w T2.

Uzyskane dane dotyczgce metabolitéw pierwotnych w jeczmieniu jarym
analizowanych pod wptywem suszy (IB7, str. 3-10) po wstepnym przetwarzaniu
znormalizowatam do standardu wewnetrznego, ktorym byt rybitol i usrednitam

po powtdrzeniach technicznych. Analize  statystyczng, w  ktorej
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wspotuczestniczytam, przeprowadzono w Genstat, tylko w przypadku
metabolitow, w ktérych co najmniej 20% obserwacji byto powyzej poziomu
wykrywalnosci. W przypadku cech o wartosci ponizej poziomu wykrywalnosci
przyjete zostaty wartosci stanowigce potowe niezerowej wartosci minimalnej.
Nastepnie obserwacje zostaly przeksztatcone przez logz(10%x), w celu
sprowadzenia rozktadu danych do rozktadu normalnego. Analize warianciji
wykonano dla kazdego metabolitu w modelu ze statymi efektami linii i suszy;
istotno$¢ efektow oceniono na podstawie wskaznika btedu FWER (family-wise
error rate) < 0,05 przy uzyciu poprawki Bonferroniego. Efekty suszy zostaty
oszacowane za pomocg réznicy (kontrola - susza). Dla form rodzicielskich
wykonano klasyfikacje ze wzgledu na istotnosc¢ i znak efektu suszy, w podziale
na liscie i korzenie, co pozwolito poréwnac liczbe metabolitbw miedzy
wymienionymi wariantami. Podobnie jak w przypadku metabolitow wtérnych
zostata wykonana analiza wspotrzednych gtownych (ze wspotczynnikami
podobienstwa opartymi na odlegtosciach euklidesowych) oraz przeprowadzono
grupowanie hierarchiczne oparte na odlegtosci euklidesowej, metodzie petnego
wigzania oraz algorytmie (funkcje heatmap.2 oraz pvclust w R dla 1000
symulacji). Analiza statystyczna pozwolita wysnu¢ wnioski, ze reakcja linii
jeczmienia na susze byla raczej konserwatywna; dla wigkszosci genotypow
ulegt zmianie sktad metabolomu, niezaleznie w lisciach i korzeniach. Na
podstawie analizy wariancji sklasyfikowano metabolity co do istotnosci réznicy
miedzy liniami, efektu suszy (rozumianego jako réznica miedzy poziomem
metabolitu w suszy a poziomem metabolitu w kontroli), oraz interakcji linia x
susza. Ujawnione zmiany w akumulacji niektérych metabolitdw, np. proliny i
innych aminokwaséw, weglowodandéw lub kwasdw karboksylowych byty
podstawowg strategig roslin do uzyskania tolerancji na susze. Na podstawie
wynikow wyciggnieto pewne ogoélne wnioski. Zmiany metabolitow biorgcych
udziat w odpowiedzi na susze w jeczmieniu byly podobne jakosciowo miedzy
badanymi liniami, natomiast roznity sie ilosciowo. Zidentyfikowano grupy
zwigzkdw nagromadzonych podczas suszy. Wyciggnieto wnioski dotyczgce

specyfiki narzadu (lis¢, korzen) w odpowiedzi na susze na poziomie
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metabolomu we wszystkich grupach metabolitdbw. Ponadto znaleziono
metabolity, ktére réznicujg badane genotypy pod wptywem suszy i te zwigzki
mozna uznac¢ za potencjalne biomarkery zwigzane z tolerancjg na susze w
jeczmieniu.

W publikacji IB8 z danymi metabolomicznymi zestawione zostaty
dodatkowo dane proteomiczne, stanowigc rowniez przedmiot moich analiz.
Analizujgc dane proteomiczne dotyczgce jeczmienia badanego pod wptywem
suszy z pracy IB8 (str. 3, 5), istotnos¢ statystyczng wzglednej zmiany akumulaciji
plam biatkowych okreslitam za pomocg testu t-Studenta. Natomiast dane
metabolomiczne z tej samej publikacji (IB8: str. 4-5) poddatam analizie wariancji
w Genstat w celu zidentyfikowania istotnych réznic miedzy Srednimi dla
badanych odmian, miedzy warunkami kontrolnymi a suszg oraz w celu
zidentyfikowania istotnej interakcji odmiana x traktowanie suszg. Analiza
pozwolita wysnu¢ wnioski dotyczgce mechanizméw w metabolomie i proteomie,
ktére mogag przyczyni¢ sie do zwiekszonej tolerancji na susze obserwowanych
odmian. Zaobserwowano kilka wyraznych zmian w akumulacji biatek i

metabolitow, ktére byty podobne w obu badanych odmianach.

4. Analiza sieci korelacyjnych i réznicowych sieci korelacyjnych

Kolejnym waznym elementem analizy zawartym w omawianych pracach
jest analiza sieci korelacyjnych i réznicowych sieci korelacyjnych. Obecnie, gdy
wysokoprzepustowe urzgdzenia generujg ogromng ilos¢ danych, uzyskuje sie
wiele cech do analizy, a ich integracja w duzych interdyscyplinarnych projektach
naukowych daje dodatkowe wnioski. Do takiej integracji wykorzystuje sie sieci
korelacyjne bazujgce na korelacjach lub ich przeksztatceniach. Taka analiza
dostarcza szerszy oglad analizowanego duzego zbioru danych, a takze daje
mozliwo$¢ wnioskowania o grupach cech, jak i o wyraznych zaleznosciach
miedzy indywidualnymi cechami. Taka analiza daje doswiadczalnikom,
biologom, chemikom wyrazny obraz korelacji wielu cech dzieki wizualizacji.
Sieci korelacyjne sg popularne w wielu najnowszych badaniach w nauce.
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Natomiast roznicowe sieci korelacyjne po raz pierwszy wprowadzitam w
publikacji IB6 (Figure S2) dla metabolitow wtérnych, w celu badania istotnych
roznic miedzy korelacjami w réznych traktowaniach, w tym przypadku miedzy
warunkami kontrolnymi a suszg. Mozna je stosowac¢ do poréwnania zmian w
korelacjach cech miedzy dwoma warunkami, punktami czasowymi,
traktowaniami itd.

W moim cyklu prac zaprezentowatam metode analizy duzych zbioréw
danych za pomocg sieci korelacyjnych oraz réznicowych sieci korelacyjnych w
celu porownania korelacji miedzy metabolitami pierwotnymi (IB7, str. 4, 9, 11-
12) i metabolitami wtérnymi (IB6, str. 902-904, 908-909, 911, Supporting
information: Figure S2, Table S2, Methods S1). Analize sieci korelacyjnych
przeprowadzitam za pomocg pakietu WGCNA w systemie R. Macierz korelacji
Pearsona przeksztatcitam w macierz przylegtosci wierzchotkéw i podniostam jg
do potegi wyznaczonej kryterium topologicznym oraz przeksztatcitam do
macierzy TOM (topological overlap matrix). Elementy macierzy TOM
wykorzystatam do wizualizacji sieci. Moduty, czyli grupy silnie skorelowanych
metabolitow wykrytam poprzez grupowanie hierarchiczne oraz algorytm
dynamic tree cut. Wyznaczytam takze huby, czyli cechy o najwiekszej liczbie
silnych korelacji z innymi cechami. W pracy IB6 aby poréwnac sieci korelacyjne
dla metabolitow wtoérnych z réznych traktowan i punktéw czasowych
przeanalizowatam parametry takie jak: connectivity i clustering coefficients dla
catych sieci oraz dla kazdego modutu. W IB7 clustering coefficients
wykorzystatam do poréwnania struktury korelacji dla metabolitow pierwotnych
miedzy warunkami kontrolnymi a warunkami pod wptywem suszy, zaréwno dla
liscia jak i korzenia. W celu znalezienia korelacji metabolitow lub biatek, ktore
istotnie r6znig sie miedzy suszg a kontrolg lub miedzy punktami czasowymi
wprowadzitam po raz pierwszy roznicowe sieci korelacyjne. Skonstruowatam je
w pracach IB6, IB7 na podstawie testu opartego na transformacji Fishera Z z
poprawkg Bonferroniego. Wizualizacje sieci wykonatam w programie

Cytoscape.
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W przypadku metabolitéw pierwotnych (IB7) skonstruowatam 4 sieci
korelacyjne metabolitow zaobserwowanych w warunkach kontrolnych i suszy,
osobno w lisciu i korzeniu. Skonstruowatam takze 2 roznicowe sieci korelacyjne
dla liscia i korzenia, w ktorych kazda krawedz wskazuje dla pary metabolitow
istothg zmiane w korelacjach miedzy warunkami kontrolnymi a suszg. W
przypadku metabolitow wtérnych (IB6) skonstruowatam 4 sieci korelacyjne
metabolitow zaobserwowanych po 5 i 10 dniach (co odpowiadato punktom
czasowym T1 i T2), osobno w warunkach kontrolnych i suszy, a takze 2
roznicowe sieci korelacyjne dla metabolitéw wtérnych zaobserwowanych po 5 i
10 dniach, w celu badania istotnych réznic w korelacjach zwigzkéw miedzy
warunkami kontrolnymi a suszg. Moduty wyznaczytam dla wszystkich 4
wariantéw sieci korelacyjnych, osobno w warunkach kontrolnych i suszy, w 2
punktach czasowych. Ponadto w publikacji IB6 skonstruowano sie¢ metabolitow
wtérnych z markerami SSR i SNP na podstawie analizy loci cech ilosciowych
(mQTL).

Opisane powyzej metody pozwolity na sformutowanie wielu wnioskow
dotyczgcych korelacji metabolitbw w jeczmieniu jarym. W przypadku
metabolitow pierwotnych (IB7) struktura korelacji byta silniejsza w lisciach niz w
korzeniach, co zostato wywnioskowane na podstawie clustering coefficient.
Wiekszos¢ duzych korelacji, zobrazowanych w sieci krawedziami, byta
dodatnia, z wyjatkiem trzech ujemnych korelacji w suszy w lisciu i jednej w
kontroli w korzeniu. Sita korelacji zmienita sie istotnie miedzy warunkami
kontrolnymi a suszg w korzeniu. Jednakze, zarowno w lisciu, jak i korzeniu
istniaty podsieci skfadajgce sie gtébwnie z aminokwaséw, ktére zostaty
zachowane miedzy warunkami kontrolnymi a suszg. Metabolity pierwotne
reprezentowane przez kwadraty, czyli wierzchotki z najwiekszg liczbg potgczen,
nalezg do grup: aminokwasow, lipidow lub grupy nieznanych metabolitéw (lipidy
tylko w warunkach suszy). Sieci roznicowe dla metabolitow pierwotnych w
lisciach jeczmienia wykazaty, ze ogdlnie korelacje miedzy tymi metabolitami

zmniejszyty sie w suszy w porownaniu z warunkami kontrolnymi. Zostaty
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wskazane nieliczne pary metabolitow, ktérych korelacje istotnie wzrosty z
warunkow kontrolnych do suszy.

Korelacje metabolitow wtérnych (IB6) byly silniejsze w warunkach
kontrolnych niz podczas suszy przez caty okres traktowania suszg. Metabolity
wtérne, ktoére wykazywaty szczegdlne zmiany w korelacji z innymi,
charakteryzowaty sie takze réznymi reakcjami linii RIL w réznych warunkach
suszy. Analiza poszczegolnych modutéw dla kazdej sieci korelacyjnej, osobno
w warunkach kontrolnych i suszy, po 5i 10 dniach, pozwolita wysnu¢ wnioski o
poszczegolnych grupach metabolitow wtérnych. Na przyktad modut ,cyan”
dotyczgcy sieci w suszy po 10 dniach sktadat sie z dwoch metabolitéw:
Jisoorientin 2"-O-glucoside” oraz ,isovitexin 7-O-glucoside”. oba metabolity
pozostaty razem w jednym module we wszystkich sieciach. Konstrukcja
réznicowej sieci korelacyjnej pozwolita zaobserwowa¢ znaczny wzrost liczby
istotnych zmian korelacji w czasie przechodzac od warunkéw kontrolnych do
suszy. Otrzymano réwniez szereg wnioskow dotyczgcych sieci metabolitow
wtdrnych potgczonych z markerami molekularnymi SSR i SNP, skonstruowane;j
za pomocg analizy mQTL, po 10 dniach trwania suszy. Miedzy innymi
metabolity wtérne, nalezgce do tego samego modutu, wykazaty tendencje do
tgczenia sie ze wspolnymi markerami; np. skorelowane metabolity o nr 13, 45,
61, 100 i 104 (IB6) zostaty potgczone z SNP 3101-111. Niektére metabolity
zostaty potgczone z izolowanymi markerami, ale znaleziono réwniez grupy
zwigzkow ze wspodlnymi grupami QTL. Niektére potaczenia miedzy takimi

grupami byty statystycznie istotne tylko w warunkach kontrolnych.

5. Estymacja macierzy kowariancji dla danych chromatograficznych

Jednym z elementéw analizy danych chromatograficznych byta analiza
struktury kowariancyjnej za pomocg regularyzacji oraz estymacji macierzy
kowariancji dla danych metabolomicznych z jeczmienia pod wptywem suszy.
Celem takiej estymacji jest lepsze poznanie struktury danych, aby moc

przeprowadza¢ w przysztosci jeszcze dokfadniejszg analize statystyczng
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dostosowang do tego typu danych. Rozwazatam w tym przypadku olbrzymi
zbidr danych, w ktorych liczba mierzonych cech przewyzsza liczbe niezaleznych
prob, a zatem trudno jest estymowacé macierz kowariancji. Jednym z rozwigzan
tego problemu jest natozenie na macierz kowariancji pewnej struktury
zaleznosci, a poniewaz nie wiadomo, w jaki sposob cechy mogg by¢ ze sobg
powigzane, starano sie ,dopasowac” strukture ze zbioru znanych, rozwazanych
w literaturze struktur kowarancyjnych.

W pracy IB5 koncentrowatam sie na wybraniu odpowiedniej struktury
kowariancyjnej, co nazywa sie regularyzacjg. Rozwazatam strukture kompletnie
symetryczng, trojdiagonalng i pieciodiagonalng Toepliza oraz autoregresje
pierwszego rzedu. Problem charakteryzaciji struktury kowariancji zbadalismy w
pracy IB5 za pomocg dwoch metod. Pierwsza oparta jest na normie Frobeniusa,
a druga na entropijnej funkcji straty. Dane analizowane w tej pracy pochodzity z
urzgdzenia chromatograficznego GC-MS, ktére jak juz wspomniano powyzej
ma tréjwymiarowg nature. Takie surowe dane po wstepnym przetworzeniu i
przygotowaniu do dalszej analizy zostaty zlogarytmowane. Analizowane dane
dotyczyty metabolitéw pierwotnych.

Pierwszg rozwazang strukturg jest struktura kompletnie symetryczna,
czyli struktura, w ktérej wariancje cech sg jednakowe i kowariancje cech rowniez
sg jednakowe. Zatem tym przypadku obserwacje sg jednakowo skorelowane,
CO 0znacza, ze wspoétczynnik korelacji nie zalezy do odlegtosci miedzy cechami.
Nastepng strukturg jest macierz Toepliza, ktéra ma jednorodne wariancje |
niejednorodne korelacje miedzy elementami. Skoncentrowano sie na strukturze
Toeplitza trojdiagonalnej i pieciodiagonalnej. Natomiast autoregresja
pierwszego rzedu charakteryzuje sie tym, Ze wariancje obserwacji sg
jednorodne, a wielkosS¢ korelacji miedzy dwiema obserwacjami zalezy od
odlegtosci (czasu retencji w danych GC-MS) miedzy nimi.

Niech A bedzie zbiorem struktur: A = {¥¢s, ¥r,, ¥r,, ¥ar}. Sposrod
wymienionych macierzy celem byto wybranie tej, ktéra najlepiej odzwierciedla
potencjalng strukture kowariancyjng. Takie dziatanie to regularyzacja lub,

innymi stowy, dobranie najblizszej struktury YA w sensie wybranej funkcji.
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Zatem interesujgca jest w tym przypadku minimalizacja odlegtosci miedzy

macierzg kowariancji, a struktura, rgigf(_o, #). Nie jest znana prawdziwa

macierz kowariancji Q, wiec do badania odlegtosci wykorzystatam jej estymator
najwiekszej wiarogodnosci:

S = %XlnXT, gdzie X jest macierzg obserwaciji oraz Q,, = I, —%lnlﬂ, gdzie I,
jest macierzg jednostkowg stopnia n, a 1, jest n-wymiarowym wektorem
jedynek.

Funkcjami, ktore byty minimalizowane byly odpowiednio norma Frobeniusa i

entropijna funkcja straty, zdefiniowane nastepujgco:

fF(S: ) = 1S — e

oraz
f:(S, V) =tr(ST1P)-In|S™ 1 ¥H-m.
Minimum odlegtosci w zalezno$ci od metody zostaty zdefiniowane nastepujgco

r;lelng(S. P),

min fz (S, ¥).

i dla rozwazanych struktur kowariancyjnych minima te sg znane z literatury. Do
wyznaczenia minimum w sensie normy Frobeniusa uzyto algorytmu
przedstawionego w pracy IIA3. Macierz probkowa S jest nieosobliwa. Aby sobie
poradzi¢ z tym problemem podzielitam macierz na 3 podzbiory i dla kazdego z
nich obliczylam macierz S. Wykonano symulacje, aby zweryfikowaé, czy
odlegtosci w sensie normy Frobeniusa i entropijnej funkcji straty wtasciwie
wyznaczajg prawdziwg macierz kowariancji z danych symulowanych z zadang
strukturg kowariancji. Zaoberwowano, ze obie funkcje rozpoznajg strukture
wtasciwie. Odlegtosci w sensie normy Frobeniusa i entropijnej funkcji straty

trudno poréwnac, wiec zostaty znormalizowane. Obliczono odlegtosci i
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znormalizowane odlegtosci dla rozwazanych struktur kowariancyjnych, dla 3
podzbioréw. Najlepiej dopasowang strukturg w sensie normy Frobeniusa jest
struktura kompletnie symetryczna lub autoregresja pierwszego rzedu, natomiast
w sensie entropijnej funkciji straty struktura kompletnie symetryczna. Porobwnano
parametry struktury kowariancyjnych dla trzech podzbiorow trzema metodami.
Otrzymano rézne estymatory z powodu uzycia réznych metod, w ktérych funkcje
prowadzity do réznych rozwigzan. Jednakze zaobserwowano, ze estymatory sg
porébwnywalne dla struktury kompletnie symetrycznej, trojdiagonalnej i
pieciodiagonalnej Toepliza sg porownywalne. Norma Frobeniusa jako mniej
obcigzona od entropijnej funkcji straty zostata w pracy IB5 wskazana jako
bardziej trafna do regularyzacji oraz estymacji. Zatem najlepiej dopasowang
strukturg okazata sie struktura wyznaczona w sensie normy Frobeniusa, tj.
struktura kompletnie symetryczna lub autoregresja pierwszego rzedu. Jednakze
warto rowniez pamietac, ze entropijna funkcja straty data niewielkie wskazanie
na korzysc struktury kompletnie symetrycznej. Uzyskane w tej pracy wyniki byty
badaniami wstepnymi nad regularyzacjg macierzy kowariancji przy pomocy
znanych z literatury metod. Prowadze dalsze badania nad strukturg blokowg

macierzy kowarianciji.

6. Meta-analiza danych metabolomicznych

Jednym z aspektdéw analizy danych metabolomicznych prezentowanego
cyklu byta meta-analiza metabolitbw z grupy flawonoidow o potencjale
antywirusowym przeciw koronawirusowi, w tym szczep SARS-CoV-2, ktory
zapoczagtkowat epidemie w Chinach. W pracy IB2 przeanalizowatam wszystkie
publicznie dostepne dane z eksperymentéw naukowych, ktére zawierajg
fitozwigzki znane z blokowania rozwoju koronawirusa.

Wszystkie koronawirusy produkujg biatka, ktore wywierajg negatywny
wptyw na nasz uktad odpornosciowy. Z literatury wiemy, ze szczegolnie trzy
roslinne produkty naturalne: roifolina, pektolinaryna i herbacetyna z grupy

fawanoidow, blokujg aktywnosc¢ tego biatka. tgczg sie z nim i tym samym
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deaktywujg biatko, unieszkodliwiajgc wirusa. W publikacji IB2 skoncentrowano
sie na najlepszym zrodle metabolitbw o potencjale przeciwwirusowym
przeciwko koronawirusowi, poniewaz problem ten nie byt wczesniej rozwazany
w literaturze i moze by¢ pomocny w walce z SARS-CoV-2.

Przeprowadzitam bioinformatyczne meta-analizy najwiekszych na
Swiecie dostepnych publicznie baz danych naukowych: Metabolights i Prime,
jak rowniez publikacji naukowych, w ktérych zidentyfikowano opisane
substancje. Bazy te zawierajg dane metabolomiczne pochodzace z
wysokoprzepustowych metod analitycznych m.in. chromatografii cieczowe;j
sprzezonej ze spektrometrig mas. Bazy danych przeszukiwano stowami
kluczowymi: rhoifolin, pectolinarin, herbacetin. Wyszukatam zestaw
eksperymentow dla kazdej z szukanych fraz. Przeanalizowatam rosliny znane z
duzej aktywnosci fitochemicznej: jeczmien, pszenica, ktosownica dwuktosowa,
a takze ostrozen, rosiczka, soja oraz fikus. Wszystkie zestawy danych dotyczyty
roznych rodzajow traktowania roslin i roznych warunkéw doswiadczalnych.
Dlatego do analizy wybratam tylko probki z warunkow kontrolnych.

W przypadku rosiczki analizowang cechg byt procent zawartosci
herbacetyny w tgcznej zawartosci wszystkich znanych z literatury metabolitow
fenylowych w kazdej probce. Obliczytam srednig warto$¢ cechy dla wszystkich
prébek. W przypadku fikusa, ostrozenia, jeczmienia, pszenicy, ktosownicy
dwuktosowej i soi analizowana ceche stanowi procent rozpatrywanej zawartosci
metabolitu w tgcznej zawartosci wszystkich znanych z literatury metabolitow w
kazdej probce. W przypadku jeczmienia przeprowadzitam dwuczynnikowg
analize wariancji dla czynnikdéw: odmiana i punkt czasowy (etap wzrostu roslin).
Tylko dla czynnika — odmiana, roznica miedzy S$rednimi byfla istotna
statystycznie, przy p-wartosci rownej 0,0106. Wykonatam dodatkowo
jednoczynnikowg analize wariancji dla czynnika - odmiana. Srednia zawarto$¢
roifoliny byta najwieksza dla odmian: Stratus i Morex. R6znice miedzy srednimi
dla odmian badatam pod katem istotnosci stosujgc test HSD Tukeya, Tukey’s
honest significant difference test (na poziomie 5%). Wykonatam mape ciepta ze

Srednimi wartosciami procentowymi roifoliny dla kazdej odmiany jeczmienia i w
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szesciu punktach czasowych. Dendrogramy zobrazowaty podziat na grupy
odmian i punktow czasowych. Stratus wyraznie sie wyroznit. Zawartosc
procentowa roifoliny w dwdéch liniach ktosownicy: Bd21 i Bd3-1 oraz pszenicy,
w lisciach i korzeniach, obliczona wsréd wszystkich znanych literaturowo
metabolitow odpowiednio dla lisci i korzeni Bd21, Bd31 oraz pszenicy
zaprezentowatam przy pomocy boxplotow. Analize statystyczng oraz wszystkie
wizualizacje wykonatam w R.

Na podstawie meta-analizy wywnioskowatam, ze wszystkie badane w
publikacji IB2 rosliny nalezy wzig¢ pod uwage w badaniach nad opracowaniem
lekow przeciwko koronawirusom, w tym SARS-CoV-2, ze wzgledu na wysokg
zawartosc¢ roifoliny, w szczegodlnosci w lisciach fikusa i jeczmienia, ale takze
antywirusowe metabolity przeciwwirusowe w rosiczce i ostrozeniu. Pomocne
mogqg takze okazac sie dalsze badania dotyczgce pszenicy, ktosownicy oraz

soi. Planowane sg dalsze badania w tym kierunku.

Podsumowanie

W zaprezentowanym cyklu prac opracowatam rézne chemometryczne
metody analizy danych metabolomicznych wystepujgce w réznych stadiach
analizy wykonywanej pod réznymi aspektami, poczgwszy od przetwarzania
wielowymiarowych surowych danych, separacji zwigzkow, po analize
statystyczng, analize sieci korelacyjnych, réznicowych sieci korelacyjnych,

estymacje macierzy kowariancji oraz meta-analize.

Opracowane metody chemometryczne w badaniach metabolomu roslin
da sie zastosowa¢ do wszelkich danych pochodzgcych z wymienionych
instrumentdow, a w przypadku analizy danych o podobnym uktadzie
doswiadczalnym oraz w przypadku sieci korelacyjnych i réznicowych sieci
korelacyjnych do wszelkich danych omicznych. Poszczegdlne elementy
opisywanej analizy statystycznej w zaleznosci od potrzeb i warunkéw, mozna
zastosowac do réznych danych biologicznych oraz chemicznych, w réznych

uktadach doswiadczalnych. Opracowang meta-analize zwigzkéw chemicznych

37



ANETA SAWIKOWSKA AUTOREFERAT Zatgcznik nr 3

mozna przeprowadzi¢ w odniesieniu do wielu innych chorob i zastosowan

badanych zwigzkdw.

Ponadto moje zainteresowania naukowe obejmujg szeroko rozumiane
zagadnienia zwigzane z przetwarzaniem i analizg danych
wysokoprzepustowych pochodzgcych z roslin oraz algorytmy i metody algebry

liniowej, ktdére mogag by¢ zastosowane do tego typu danych.

W  swojej pracy naukowej zajmuje sie analizg danych
chromatograficznych dotyczgcych roslin i badaniem metabolitdbw w réznych
uktadach doswiadczalnych i pochodzgcych z réznego rodzaju urzadzen (np.
LC-MS, GC-MS, UPLC-UV). Ponadto moje badania koncentrujg sie na analizie
statystycznej danych metabolomicznych, fenotypowych oraz dotyczgcych
lipidow w roslinach oraz na analizie poziomu ekspresji gendw. Analizowatam
dane RNA-seq i CHIP-seq dotyczgce Arabidopsis thaliana w celu zbadania
podstaw molekularnych plastycznosci kontroli czasu kwitnienia w reakcji na
czynniki srodowiskowe (temperature i dtugos¢ dnia). Wykonatam rowniez
analize sieci korelacyjnych oraz konstruuje sieci korelacyjne réznicowe w celu
znalezienia korelacji cech, ktore istotnie réznig sie w dwoch badanych
traktowaniach, a takze wizualizacje wymienionych sieci. Przeprowadzitam
analize duzych zbiorow danych dotyczgcych metabolitow pierwotnych i
wtérnych pochodzgcych z jeczmienia jarego pod wptywem suszy, metabolitow
wtérnych w lisciach traw pod wptywem suszy oraz zasolenia, w roslinach z
rodzaju Kalanchoe, ziarnach r6znych odmian pszenicy jarej poddanej infekcji
patogena Fusarium, w réznych gatunkach roslin z rodzaju Passiflora, w
roslinach Brachypodium infekowanych Fusarium, a takze prowadzitam analizy
badan na epilobium i szatwi. Wykonatam detekcje metabolitow o zréznicowanej
akumulacji w gatunkach z rodziny Brassicadeae, w Arabidopsis thaliana
traktowanej roznymi grzybami podczas niedoboru fosforu oraz w roslinach
Poacease traktowanych Fusarium. Wykonatam analize danych RNA-seq i
CHIP-seq dotyczacg Arabidopsis oraz analize statystyczng danych

pochodzgcych z jeczmienia jarego, grochu, traw i innych roslin. W swoich
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badaniach wykorzystatam metody matematyczne (np. funkcjonalng analize
danych) i statystyczne (analiza wariancji w mieszanych modelach liniowych,
metody wielowymiarowe). Prowadzitam i kontynuuje takze badania na temat

estymacji macierzy kowariancji dla danych rzeczywistych.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczng
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytuc;ji kultury,

w szczegoblnosci zagraniczne;j.

Prowadzona przeze mnie dziatalno§¢ naukowa byta realizowana w
szesciu jednostkach naukowych: Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu, Instytut Genetyki Ro$lin Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu,
Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu, Instytut Chemii Bioorganicznej Polskiej
Akademii Nauk w Poznaniu (obecnie jestem zatrudniona w dwoch ostatnich),
The College of William and Mary w Williamsburg oraz The James Hutton
Institute w Dundee (w wyniku stazy zagranicznych) i obejmowata poza

wymienionymi zagadnieniami 8 zasadniczych kierunkdw:

Temat 1. Wyznaczanie metabolitéw o zr6znicowanej akumulacji w gatunkach z
rodziny Brassicadeae - analiza wysokoprzepustowych danych z najnowszych

urzgdzen do chromatografii cieczowej LC-MS
Zatgcznik nr 5, praca lIA1.

Obecnie wspétprace z pracownikami Instytutu Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk, gdzie znajdujg sie najnowoczesniejsze nie tylko w
Polsce, ale i w Europie urzgdzenia do chromatografii cieczowej sprzezonej ze
spektrometrig mas (LC-MS). W zwigzku z tym w ramach tej wspétpracy moge

pracowaC¢ na danych z najnowszych technologii. W pracy II1A1, w wyniku
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miedzynarodowej wspotpracy m.in. z Max Planck Institute for Plant Breeding
Research w Kolonii, znajdujg sie wyniki moich analiz danych metabolomicznych
dla Arabidopsis thaliana, Capsella rubella, Cardamine hirsuta, Eutrema
salsugineum traktowanych oligopeptydem pochodzgcym z bakterii (flg22).
Zatem w tym przypadku analizowatam 4 gatunki, traktowane flg22 i w
warunkach  kontrolnych, w 5 powtérzeniach biologicznych, w 3
doswiadczeniach, w jonizacji dodatniej i ujemnej, co stanowito 9616
metabolitow w 120 prébach. Problem z tego typu danymi polega na tym, ze
wielu doswiadczalnikéw, biologow, chemikow korzysta z programow np.
MZmine2, MetaboAnalyst lub XCMS, ktére nie nadajg sie do doswiadczen
wieloczynnikowych, sg w stanie przeanalizowac jedynie dane typu traktowanie
— kontrola. Zastosowania w tym przypadku takich programow sg btedne i nie
przedstawiajg prawdziwej sytuacji, w ktérej na wyniki majg wptyw interakcje
czynnikdbw. Natomiast ja zastosowatam wieloczynnikowe metody analiz
statystycznych we wtasnych skryptach w programie Genstat, a do wizualizacji
wtasne skrypty w R. Obserwacje ponizej progu detekcji zastgpitam potowg
minimalnej niezerowej obserwacji dla danego metabolitu. Nastepnie na
zlogarytmowanych danych przeprowadzitam dwuczynnikowg analize warianciji
z doswiadczeniem jako blokiem (efekt losowy) i dwoma statymi czynnikami:
gatunek i traktowanie flg22. Analize wykonatam razem dla dodatniej i ujemnej
jonizacji. Celem analizy byto wyznaczenie metabolitbw o zréznicowanej
akumulacji (Differentially Accumulated Metabolites, DAMSs), ktore zdefiniowatam
osobno dla kazdego gatunku w przypadku spetnienia wszystkich trzech
warunkow: 1) efekt traktowania lub efekt interakcji traktowania i gatunku byt
istotny przy g-wartosci < 0.05 (fdr — false discovery rate), 2) réznica miedzy
traktowaniem a warunkami kontrolnymi byta istotna, co zostato przetestowane
testami indywidualnymi dla kazdego gatunku przy p-wartosci < 0.05, 3)
|FC|>1.5, gdzie FC (fold change) jest ilorazem akumulacji metabolitu w
traktowaniu flg22 i warunkach kontrolnych. Wykonatam rowniez analize

sktadowych gtownych, mape ciepta, venn diagram oraz wykres stupkowy.
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Publikacja [IA1 pokazuje jak ewoluowata odpowiedz immunologiczna gatunkow
z rodziny Brassicadeae.

Dwie prace powstate we wspotpracy z ICHB PAN dotyczgce wyznaczania
metabolitow o zréznicowanej akumulacji z danych LC-MS w innych roslinach
zostaty wystane do recenzji, trzecia jest obecnie w przygotowaniu. W jednej z
prac zajmowatam sie wyznaczaniem metabolitéw o zréznicowanej akumulacji w
Arabidopsis thaliana traktowanej roznymi grzybami podczas niedoboru fosforu i
przy petnym fosforze, w dwodch doswiadczeniach, 4 powtorzeniach
biologicznych, jonizacji dodatniej i ujemnej, co stanowito zbiér 6415 metabolitow
w 142 probach. Przeprowadzitam analize wyznaczajgcg DAMy ze wzgledu na
poréwnanie grzybéw do kontroli, a takze ze wzgledu na traktowanie niedoborem
fosforu w poréwnaniu do petnego fosforu, w obu przypadkach osobno w lisciach
i korzeniach. Wyniki wskazujg na mozliwos¢ uzycia w rolnictwie grzybdéw
zamiast nawozenia fosforem. W Kkolejnej pracy wyznaczatam metabolity
wykazujgce istotne efekty w Brachypodium w trzech réznych organach (lis¢,
korzen, ktos) dla dwoch linii, w 4 powtdrzeniach biologicznych, w dwaoch
doswiadczeniach, jonizacji dodatniej i ujemnej, co stanowito 22307 metabolitéw
w 48 probach. W pracy, do ktorej jeszcze analizuje dane wyznaczam DAMsy w
roslinach Poacease traktowanych Fusarium w dwoch punktach czasowych, 4
powtdrzeniach biologicznych, 2 doswiadczeniach, jonizacji dodatniej i ujemnej
co stanowi 16781 metabolitow w 128 probach. Metody zastosowane w tym
przypadku wymagaty szczegélnych sformutowan ze wzgledu na liczbe
czynnikéw, rozbijajgc problem znalezienia DAMsow na pewne grupy efektéw i
ich interakcji wraz z innymi warunkami np. dla fold change, ktéry jest ilorazem

akumulacji danego metabolitu poczas traktowania i w warunkach kontrolnych.
Temat 2. Analiza sekwencjonowania nowej generacji (NGS) dla doswiadczen

na roslinie modelowej Arabidopsis thaliana

Zatgcznik nr 5, prace z p. Il A): 3, 9.
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W wyniku wspotpracy z Max Planck Institute for Developmental Biology,
Umea University, University Tubingen, Universidad de Malaga, University of
Basel, Beijing Forestry University w ramach mojego zatrudnienia do projektu
FlowPlast (Zatgcznik nr 5, IIFS) analizowatam dane RNA-seq i CHIP-seq
dotyczgce Arabidopsis thaliana w celu zbadania podstaw molekularnych
plastycznosci kontroli czasu kwitnienia w reakcji na czynniki srodowiskowe
(temperature i dtugosc¢ dnia). Moje wyniki, ujete w pracy I1A1, pozwolity wysnué
whnioski na temat zachodzgcych modyfikacji chromatyny H3K4me3 i H3K27me3
| rownoczesnych zmian ekspresji gendw w merystemie w czasie w odpowiedzi
na kwitnienie indukowane fotoperiodem. Stwierdzono, ze obecnos¢ H3K4me3
jest dobrym predyktorem ekspresji gendéw oraz ze H3K27me3 moze
towarzyszyé zaréwno aktywnym, jak i nieaktywnym genom. Opisano
wystepowanie nakfadajgcych sie modyfikacji H3K4me3 i H3K27me3 i
zaproponowano wyjasnienie tego faktu poprzez specyficzne funkcje komorek
merystemu wierzchotkowego. Nastepnie kontynuowatam badania poprzez
analize danych opisujgcych potozenie modyfikacji chromatyny oraz zmiany
ekspresji genéw we floemie w odpowiedzi na zmiany fotoperiodu, a wyniki
zostaty opublikowane w pracy |IA7. Moje analizy pozwolity zaobserwowac
dodatnig korelacje miedzy zmianami w ekspresji i poziom H3K4me3 gendw
zaangazowanych w podstawowe funkcje we floemie, w tym regulacje
metabolizmu, rytm okotodobowy, rozwdj i modyfikacje epigenetyczne.
Zaobserwowalismy réwniez, ze zmiany w H3K27me3 przyczyniajg sie w
niewielkim stopniu do zmian w ekspresji gendw. Zidentyfikowalismy wczesniej
niescharakteryzowane biatko MORN-MOTIF REPEAT PROTEIN
REGULATING FLOWING1 (MRF1), ktore byto silnie podwyzszone we floemie
w odpowiedzi na indukcyjny fotoperiod. Mutacja mrf1 opdznita kwitnienie,
podczas gdy nadekspresja MRF1 miata odwrotny efekt, co wskazuje, ze MRF1
dziata jako promotor kwitnienia.

Analize danych RNA-seq wykonatam zaczynajgc od mapowania
odczytdw NGS do referencyjnego transkryptomu Arabidopsis thaliana, z

pewnymi regionami rybosomalnymi RNA zamaskowanymi, przy uzyciu TopHat
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2.0.13. Liczbe odczytow NGS obejmujgcych transkrypcje obliczytam za pomoca
funkcji summarizeOverlaps w R. Ekspresowane geny zostaty zdefiniowane za
pomocg fragmentdw na kilobaze transkryptu, na milion odwzorowanych
odczytow (FPKM), jako te o FPKM>1 dla co najmniej jednego punktu
czasowego. Liczba odczytow postuzyta do analizy roznicowej ekspresji genow
w Deseq2 wykonanej przy FDR<0.05. Regularyzowane logarytmy liczby
odczytéw, obliczone za pomocg Deseq2, zastosowatam do analizy zaleznosci
miedzy poziomem ekspresji genow a modyfikacjami histonéw.

Analize danych CHIP-seq dotyczacg modyfikacji  histonéw
przeprowadzitam zaczynajgc od mapowania odczytow NGS do genomu
referencyjnego Arabidopsis thaliana za pomocg Bowtie2 2.2.4. Istotnie
wzbogacone regiony w probkach H3K4me3 i H3K27me3 w stosunku do kontroli
zidentyfikowatam za pomocg MACS2 2.1.0. Wykonatam filtrowanie regionow ze
wzgledu na réznice miedzy biologicznymi powtdrzeniami, dla kazdego punktu
czasowego oddzielnie. Regiony bedgce sumg regiondw z dwdch replikacji (dla
kazdego przeciwciata i punktu czasowego) stanowity ocene modyfikacji
histonow. Analize r6znicowg modyfikacji dla tych ocen wykonatam przy uzyciu
DiffBind68 (przy FDR<0.01), porownujgc punkty czasowe w parach. Oceny
modyfikacji zestawitam z adnotowanymi genami, aby uzyskac listy genow z
szczegolnym pokryciem przez H3K4me3 i H3K27me3. Wspotczynniki korelacii
rang Spearmana obliczytam i przetestowatam pod kgtem istotnosci w Genstat
18.

Nastepnie wykonano analize Gen Ontology (GO) uzywajgc program
AmiGO 2, aby oceni¢ nadreprezentacje i niedoreprezentacje w procesach
biologicznych o istotnych réznicach w probkach H3K4me3d i funkcjach
molekularnych w przeciwstawnych stanach modyfikacji H3K4me3-H3K27me3.
W celu korekty porownan wielokrotnych P-wartosci zostaty skorygowane przy
uzyciu poprawki Bonferroniego i jako prog istotnosci zastosowano P<0.05. Aby
zmniejszy¢ ztozonos¢, zbedne podrzedne terminy oparte na hierarchii GO

zostaty usuniete.
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Temat 3. Analiza danych fenotypowych pochodzgcych z jeczmienia i pszenicy.
Zatgcznik nr 5, prace z p. Il A): 4, 10, 11, 13, 15.

Cztery pierwsze z wymienionych prac powstaty w ramach mojej pracy w
projekcie POLAPGEN-BD (Zatgcznik 5, IIF7) i dotyczyty jeczmienia, kolejna
praca dotyczyta badan pszenicy.

W pracy |IA13 analizowatam statystycznie dane w celu zbadania
potencjatu plonowania rekombinowanych linii wsobnych jeczmienia (RIL)
wyprowadzonych z trzech krzyzéwek europejskich oraz syryjskich odmian
jeczmienia jarego: Maresi x CamB, Lubuski x CamB oraz Georgie x Harmal
oraz w celu identyfikacji loci cech ilosciowych (ang. quantitative trait loci — QTL)
w tych trzech populacjach. Linie RIL pochodzity z doswiadczen polowych
prowadzonych przez okres trzech lat (2011-2013) i byly genotypowane za
pomocg markeréw SNP (ang. single nucleotide polymorphism) oraz markeréw
SSR (ang. simple sequence repeats). Skonstruowano mape genetyczng dla
kazdej populacji, a nastepnie jedng wspdlng mape. Biologiczng interpretacje
zidentyfikowanych QTL uzyskano przez odniesienie do Ensembl Plants. Analiza
QTL wyrdznita 12 regiondw genomach badanych linii. Wiekszos¢ QTL
zidentyfikowano na chromosomie 2H. Odmiany rodzicielskie syryjskie wniosty
allele obnizajgce wartosci cech w wiekszosci QTL dla masy ziarna, liczby ziaren,
dtugosci ktoséw i czasu do kitoszenia oraz liczne allele zwiekszajgce dtugosé
todygi. Wyrézniono linie o akceptowalnym potencjale plonowania ziarna tgczace
pozgdane cechy lub allele od ich rodzicow. Bratam udziat w analizie
statystycznej wykonanej we wiasnych skryptach w programie Genstat.
Postawiono hipoteze, ze linie, ktére byly stabilne w naszych eksperymentach
przeprowadzonych w réznych latach, w réznych warunkach pogodowych sg
bardziej odporne na susze.

Badania te kontynuowalismy w pracach 11A10 i [IA11. W pierwszej z nich
celem byta identyfikacja loci cech ilosciowych (QTL) powigzanych z wysokoscig

roslin i potencjatem plonowania linii wsobnych (RIL) jeczmienia jarego
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hodowanych w réznych warunkach wilgotnosci gleby. Materiat roslinny
stanowita krzyzowka Maresi x CamB badana w trzyletnich doswiadczeniach
szklarniowych. Wykryto tgcznie 103 QTL wptywajgce na badane cechy, a 36 z
nich wykazato stabilny wptyw srodowiska. Stwierdzono, Zze dziesie¢ QTL ma
istotne znaczenie wytgcznie w przypadku niedoboru wody. Dziewie¢ QTL
wptywajgcych na dtugos¢ gtéwnej todygi zostato wykrytych na chromosomach
2H-6H. W przypadku czterech wykrytych QTL, allele pochodzgce z Maresi miaty
negatywny wptyw na tg ceche, najbardziej istotne okazato sie QLSt-3H.1-1 w
grupie sprzezen 3H.1. Sciste powigzanie miedzy zidentyfikowanymi QTL wokét
locus sdw1/denso, z pozytywnymi allelami wniesionymi przez Maresi, wskazuje,
ze potkartowata odmiana Maresi moze stuzy¢ jako dawca korzystnych cech
dajgcych poprawe plonowania, takze w warunkach niedoboru wody. Analizy
molekularne ujawnity, ze réwniez CamB przyczynito sie do zwiekszenia
potencjatu plonowania. Obserwacje cech fenotypowych poddano analizie
wariancji w modelu mieszanym ze statymi efektami roku, traktowania suszg oraz
interakcji roku i traktowania. Algorytm resztowej najwiekszej wiarogodnosci
(REML) zostat wykorzystany do estymacji komponentow wariancyjnych dla
efektow losowych. Statystyka F zostata obliczona w celu oceny istotnosci
efektow statych. Dziedzicznos¢ obliczono z odpowiednich komponentow
wariancyjnych. Korelacje Pearsona zostaty wykorzystane do oceny zwigzkdéw
miedzy dtugoscig gtéwnej todygi oraz inne cech. Wszystkie analizy zostaty
wykonane przy uzyciu programu Genstat. W publikacji 11A11 celem byta
identyfikacja loci cech ilosciowych (QTL) powigzanych z wczesnoscig roslin i
potencjatem plonowania linii wsobnych (RIL) jeczmienia jarego hodowanych w
roznych warunkach wilgotnosci gleby. Materiat roslinny stanowita krzyzowka
Lubuski x CamB badania w trzyletnich doswiadczeniach szklarniowych. Na
wszystkich chromosomach jeczmienia wykryto 60 QTL. Najwieksza liczba QTL
zostata znaleziona na chromosomie 2H. Gtéwny QTL zostat zlokalizowany na
chromosomie 2H, zidentyfikowany i powigzany z pewnymi cechami plonu.
Niniejsze badanie wykazaty, ze allel wczesnosci z CamB, wprowadzony do

genomu odmiany europejskiej moze poprawi¢c wydajnos¢ plonowania
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jeczmienia w warunkach suszy. Analize statystyczng przeprowadzono w
podobny sposéb jak w przypadku pierwszej publikacji. Dodatkowo wykonano
biploty.

Praca I1A4 dotyczy 60 odmian jeczmienia badanych przez 3 lata zaréwno
w warunkach szklarniowych jak i polowych. Jest to praca integrujgca wyniki
badan fenotypowych oraz genotypowych dla jeczmienia jarego pod wptywem
suszy. Mierzono wiele cech zwigzanych z plonowaniem jak i wtasnos$ciami
fizykochemicznymi. Doswiadczenia polowe byty przeprowadzone w 14
lokalizacjach, w ktérych cechy mierzono przez 3 lata miesiecznie wraz z
temperaturg powietrza oraz opadami. Wyodrebniono 5 odmian o wysokigj
wydajnosci plonu oraz 5 odmian stosunkowo stabilnych w obu warunkach:
szklarniowych i polowych. Cechy zwigzane 2z wydajnoscig plonu
zaobserwowane w roznych lokalizacjach byly powigzane ze zmiennymi
srodowiskowymi istotnymi dla dostepnosci wody. Suma opaddéw w kwietniu i
maju byta ujemnie skorelowana z masg 1000 ziaren i pozytywnie z wysokoscig
rosliny. Pozytywne Kkorelacje stwierdzono miedzy wysokoscig roslin a
temperaturami w czerwcu i lipcu. Pie¢ markerow wykrytych wczesniej jako
powigzane z loci cech ilosciowych w populacjach mapujgcych zostaty
zidentyfikowane jako majgce spoéjny efekt wsrdéd odmian o réznym rodowodach.
Wzgledne skutki suszy obliczono jako réznice miedzy warto$cig w czasie suszy
a wartoscig w warunkach kontrolnych pomnozong przez 100 i podzielong przez
wartos¢ w warunkach kontrolnych. Analiza wariancji dla danych szklarniowych
zostata przeprowadzona na surowych obserwacjach, ze statym modelem
uwzgledniajgcym efekty suszy (D), odmian (V) i interakcji D x V. Analiza
wariancji na danych polowych zostata przeprowadzona na srednich dla odmian
(a) z modelem efektow statych obejmujgcym efekty lat (Y), lokalizacji (L),
odmian (V) iefekty Y x L, Y x V, L x V oraz (b) z modelem efektow statych z
uwzglednieniem efektow komplekséw glebowych (S), odmian (V) i interakcji S
x V. Wykonano rowniez m.in. biploty, grupowanie hierarchiczne, wyliczono

korelacje Pearsona i zastosowano do nich test t.
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W pracy |IA15 analizowatam statystycznie dane dotyczgce plonowania
linii RIL pszenicy jarej traktowanej grzybem Fusarium. Doswiadczenia
obejmowaty krzyzowke odmian Zebra i Saar w liczbie 198 linii i odmian
rodzicielskich, w ktérych zaszczepiono patogena Fusarium culmorum,
obserwowang w ciggu trzech lat. Poziomy odpornosci oszacowano oceniajgc
objawy choroby na ziarniakach. Celem niniejszych badan byta ocena
zmiennosci populaciji linii RIL pszenicy, wyprowadzonej z form rodzicielskich o
umiarkowanej odpornosci, nie wnoszgcych gendéw gtéwnych odpornosci na
Fusarium, pod kgtem odpornosci na fuzarioze ktoséw oraz cech zwigzanych z
plonem. Pomimo podobnej reakcji rodzicow na infekcje F. culmorum,
stwierdzono istotne réznice miedzy liniami we wszystkich analizowanych
cechach. Wykazano rowniez, iz genotypy scharakteryzowane jako osciste
odznaczaly sie nizszg wartoscig stopnia porazenia ziarna, oraz wyzszg
wartoscig masay 1000 ziaren (zarowno w roslinach kontrolnych, jak i
porazonych). W badaniach wykorzystano réwniez markery mikrosatelitarne
zwigzane z QTL-ami odpornosci na Fusarium. Analizy molekularne wykazaty
m.in. iz w badanej populacji RIL markery Xgwm389 i Xgwm533 zwigzane byty
zarowno ze stopniem porazenia ziarna, jak i masg 1000 ziaren. Do dwéch cech:
stosunek do wagi i liczba nasion zostata zastosowana dwuczynnikowa analiza
wariancji, w ktérej lata i linie byly zrédtem zmiennosci (efekty state). W
przypadku masy ziarna z ktosa oraz masy 1000 ziaren obserwowanych na
poletkach infekowanych i kontrolnych przeprowadzono tréjczynnikowg analize
wariancji, a jako zrédta zmiennosci przyjeto linie, lata i traktowanie.
Wspdtczynniki odziedziczalnosci obliczono za pomocg estymowanych
komponentow wariancyjnych wykorzystujgc algorytm resztowej najwiekszej
wiarogodnosci (REML). Istotno$¢ zwigzkéw miedzy cechami fenotypowymi a

markerami SSR oceniano za pomoca testu F.

Temat 4. Analiza danych lipidomicznych w trawach.

Zatgcznik nr 5, praca [IA14.
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W pracy dotyczacej przebudowy sktadu glicerolipidéw lisci komorkowych
w warunkach suszy i ponownego nawodnienia w trawach pastewnych z
kompleksu Lolium-Festuca zajmowatam sie analizg statystyczng danych
lipidomicznych. Dwa blisko spokrewnione genotypy introgresji Lolium
multiflorum (zycica witoska) i Festuca arundinacea (kostrzewa wysoka) zostaty
tutaj uzyte jako model dla innych gatunkéw traw do opisania przegrupowan
lipidow podczas suszy i ponownego nawodnienia. Genotypy réznity sie
poziomem zdolnoséci fotosyntezy podczas suszy oraz zdolno$cig do regeneraciji
bton po ustaniu stresu. Dane pochodzity z ultrasprawnej chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas. Analizowatam 120 lipidow dla 2
genotypow, w 5 punktach czasowych i 4 powtdrzeniach biologicznych. Wyniki
moich badan jednoznacznie wykazaty, ze deficyt wody miat istotny wptyw na
metabolizm lipidbw w badanych trawach pastewnych. Wykazatam, ze
strukturalne i metaboliczne gatunki lipidow zmienity swojg liczebnos¢ podczas
okreséw suszy i ponownego nawadniania, a takze zaobserwowatam, ze pewne
istotne réznice zalezg od genotypu. Genotyp introgresji charakteryzujacy sie
zdolnoscig do regeneracji bton po ponownym nawodnieniu wykazat wyzszy
poziom akumulacji wiekszosci chloroplastéw i licznych pozachloroplastowych
gatunkow lipidow btonowych na poczatku suszy. Ponadto ten genotyp wykazat
rowniez znaczne zmniejszenie akumulacji wiekszosci lipidow chloroplastowych
po ponownym nawodnieniu, w porownaniu z innym genotypem introgresji bez
zdolnosci do regeneracji bton. W pracy [I1A14 omowiono potencjalny wptyw
zaobserwowanych zmian lipidomicznych na stabilno$¢ btony komérkowe;j i
zdolnos¢ fotosyntezy. Wyzsza tolerancja traw na susze moze by¢ zwigzana z
wczesniejszg reakcjg lipidomowg na sygnat stresowy oraz z regeneracjg bton
po ustaniu stresu. Dane po wstepnym przetwarzaniu komercyjnym
oprogramowaniem, dotgczonym do urzgdzenia chromatograficznego, zostaty
normalizowane oraz zlogarytmowne. Wykonatam analize wariancji w ukfadzie
powtarzanych pomiaréw z czynnikiem powtarzanych pomiaréw — czasem.
Istotne efekty interakcji genotyp, czas i genotyp x czas wybratam przy P < 0,01.

Obliczytam r6znice miedzy srednimi wartosciami w kolejnych punktach
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czasowych a poczgtkowymi wartosciami kontrolnymi oraz wykonatam dla nich
testy pod katem istotnosci za testu LSD Fishera (ang. Fisher's least significant
difference of means) na poziomie 5%. Wykonatam wizualizacje za pomocag map
ciepta. Wskaznik podwaojnego wigzania DBI (ang. Double Bond Index) obliczono

na podstawie zlogarytmowanych intensywnosci lipidow.

Temat 5. Analiza danych proteomicznych pochodzgcych z jeczmienia jarego.
Zatgcznik nr 5, praca |IA3.

Wykonana na szerokg skale analiza proteomiczna tkanki liscia i korzenia
wyodrebnita biatka, ktére reagujg na susze w sposéb specyficzny dla genotypu
jeczmienia. Uzyskane dane poddano analizie zalezno$ci miedzy markerami a
profilami biatkowymi i identyfikacji loci cech ilosciowych zwigzanych z biatkami
(pQTL). Taka analiza jest wartosciowa w kontekscie wskazania procesow
biochemicznych lezgcych u podstaw odpowiedzi jeczmienia na stres suszy oraz
moze pomoc w poszukiwaniu genow kandydatow zaangazowanych w te
procesy. Dane proteomiczne bedgce przedmiotem pracy [IA3 analizowatam
w ramach mojego zatrudnienia do projektu lIF7. Analizowane przeze mnie dane
stanowity populacje 100 zrekombinowanych linii wsobnych jeczmienia oraz
odmiany rodzicielskie Maresi, CamB, pod wptywem suszy i w warunkach
kontrolnych, w 2 powtdrzeniach biologicznych i 2 powtorzeniach technicznych,
osobno dla liscia i korzenia. Doswiadczenie zostato przeprowadzone w
warunkach szklarniowych. Pomiar biatek wykonano za pomocg dwukierunkowej
elektroforezy dla 1632 prob.

Po wstepnym przetwarzaniu danych, przeksztatcitam je przez In(103%x).
Analizy statystyczne przeprowadzitam we wtasnych skryptach w Genstat i R.
Zastosowatam analize wariancji (ANOVA) w celu wyznaczenia istotnych réznic
miedzy srednimi linii RIL i genotypami rodzicielskimi, réznic miedzy akumulacjg
biatek w warunkach suszy i warunkach kontrolnych (efekt suszy) oraz w celu

identyfikacji biatek o r6znym poziomie reakcji na susze wsrdéd badanych linii RIL
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(interakcja genotyp x srodowisko (G x E)). Efekty istotne wybratam przy P<0,05
z zastosowaniem poprawki Bonferroniego (P<0,05/z, gdzie z jest liczbg
obserwowanych biatek). Test chi-kwadrat zastosowatam do zidentyfikowania
znaczacych odchyleh od jednorodnych rozktadow w grupach funkcyjnych
biatek. Grupowanie hierarchiczne przeprowadzitam przy uzyciu pakietu pvclust
w R bazujgc na efektach suszy dla biatek z istotng interakcjg G x E przy
minimum 60 obserwacjach i opartam na odlegtosci euklidesowej oraz metodzie
petnego wigzania, a brakujgce dane zastgpitam wartosciami $rednimi. Dzieki
grupowaniu znaleziono homogeniczne grupy biatek. Analize wspotrzednych
gtébwnych przeprowadzitam dla wszystkich biatek oraz dla ich grup funkcyjnych.
Statystyczna ocena danych proteomicznych na duzg skale utatwita rozr6znienie
miedzy biatkami, ktére w podobnym stopniu zareagowaty na susze wsrod
badanych genotypdw, a biatkami, dla ktérych zmiana akumulacji silnie wahata
sie wsréd genotypow jeczmienia. Zostaty zidentyfikowane konkretne izoformy
biatkowe wykazujgce silne interakcje G x E, ktbre mogg stanowi¢ potencjalne
cele dalszych badan nad odpornoscia na susze.

Wykonatam réwniez analize sieci korelacyjnych osobno dla warunkéw
kontrolnych i suszy, za pomocg pakietu WGCNA w systemie R. Macierz
korelacji Pearsona przeksztatciam do macierzy TOM, a jej elementy
wykorzystatam do wizualizacji sieci. Moduty wykrytam poprzez grupowanie
hierarchiczne oraz algorytm dynamic tree cut, wyznaczytam huby, czyli cechy o
najwiekszej liczbie silnych korelacji z innymi cechami. Wspotczynniki korelacii
obliczytam dla wszystkich par biatek oraz zastosowatam test Manna — Whitneya
w celu przetestowania istotnosci roznic w tych wspétczynnikach. Wizualizacje
sieci przeprowadzitam w programie Cytoscape.

Na strukture korelacji biatek zaangazowanych w mechanizmy obronne
susza wptyneta bardziej niz na przyktad na strukture korelacji biatek zwigzanych
z metabolizmem wegla w lisciach lub metabolizmem azotu w korzeniach.
Moduty biatek, czyli zbiory najbardziej skorelowanych zwigzkow, sktadaty sie z
biatek o réznych funkcjach. Zidentyfikowana struktura korelacji miedzy

aktywatorami Rubisco A i B =zostata zachowana w obu warunkach
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Srodowiskowych, co moze wskazywa¢ na wspolne mechanizmy regulacyjne
podczas tego stresu. Grupy najbardziej skorelowanych biatek (modutow)
zdefiniowane w sieciach korelacyjnych sktadaty sie z biatek o r6znych funkcjach.
Zidentyfikowane zostaly biatka o najwiekszej liczbie korelacji w lisciu oraz
korzeniu. Kilka podzbioréw biatek zachowato swojg strukture korelacji miedzy
warunkami kontrolnymi a suszg. Zostaty wyciggniete wnioski na temat
procentowego sktadu biatek z okreslonych grup funkcyjnych w pewnych
modutach. Wartosci te zostaty poréwnane miedzy liSciem a korzeniem oraz w
roznych warunkach srodowiskowych. W lisciu 73% i 77% korelacji byto
dodatnich odpowiednio w warunkach kontrolnych i suszy, natomiast w
korzeniach 59% i 58% korelacji byto dodatnich odpowiednio w warunkach

kontroli i suszy.

Temat 6. Analiza metabolitow wtornych i pierwotnych w réznych roslinach —
analiza danych z urzgdzen UPLC-UV, GC-MS oraz mniejszych doswiadczen
LC-MS.

Zatgcznik nr 5, prace z p. Il A): 7, 8, 12, 16.

W ramach swoich badan przeprowadzitam rowniez analizy metabolitéw
wtérnych w roslinach z rodzaju Kalanchoe, w réznych gatunkach roslin
leczniczych z rodzaju Passiflora, a takze prowadzitam analize chemometryczng
na ziotach takich jak epilobium (Epilobium augustifolium) i szatwia (Salvia
miltiorrhiza i Salvia przewalskii) oraz jeczmieniu jarym (Hordeum Vulgare), a
takze metabolitow pierwotnych w trawach. Dane dotyczgce dwdch ostatnich
roslin analizowatam w ramach projektéw IIF7 i 1IF8, w ktorych bylam
wykonawca.

W wymienionych analizach stosowatam takie metody jak analiza
wariancji, test Tuckey’a dla préb niezaleznych, grupowanie hierarchiczne,
wykonywatam diagramy Venna, dendrogramy przy uzyciu metody bootstrap, a

takze wykonywatam wstepnie przetwarzanie danych.
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Wyniki dotyczgce traw, pochodzgce z projektu IIF8, zostaty wystane do
recenzji. W tym przypadku analizowatam 2 gatunki traw: kostrzewe trzcinowg i
zycice trwatg, traktowanych zasoleniem, chtodem, suszg, w 4 punktach
czasowych, 4 powtorzeniach biologicznych i 2 powtdrzeniach technicznych.
Obliczenia ze wzgledu na ztozono$¢ wstepnego przetwarzania danych
wymagaty uzycia superkomputerow w Poznanskim Centrum
Superkomputerowo-Sieciowym. Analize statystyczng wykonatam we wtasnych

skryptach w programie Genstat, natomiast wizualizacje w skryptach w R.

Temat 7. Estymacja nieznanych struktur kowariancyjnych w modelach

wielowymiarowych.
Zatgcznik nr 5, praca z p. |IAG.

W wyniku pracy IIA6 nad aproksymacjg macierzy dodatnio okreslonych
pokazaliSmy, Ze rzutowanie na przestrzen liniowg macierzy Toeplitza nie
zawsze zachowuje nieujemng okreslonos¢ oraz podalisSmy metodologie i
algorytm numeryczny rzutowania na stozek wypukty nieujemnie okreslonych
macierzy Toeplitza. Ponadto wskazaliSmy pewng niescistosc¢ z literatury, gdzie
mylnie przyjeto stozek jako stozek macierzy Toeplitza dowolnego wymiaru, a
jest on jedynie stozkiem asymptotycznym. W omawianej pracy
przeprowadzitam badania symulacyjne w celu porownania wiasciwosci
statystycznych estymatoréw uzyskanych przez rzutowanie na stozek o
zadanym wymiarze macierzy oraz na stozek asymptotyczny. Przedstawiony
problem ma zastosowanie w estymacji nieznanych struktur kowariancyjnych w
modelach wielowymiarowych i kontynuujgc te badania zastosowatam
aproksymacje macierzy dodatnio okreslonych za pomocg macierzy Toeplitza,
do estymacji macierzy kowariancji dla danych chromatograficznych w
omawianej pracy IB5 z prezentowanego cyklu.

Wyniki tych obu prac wykorzystuje do kontynuacji badan dotyczgcych
wyboru odpowiedniej struktury kowariancji dla danych uzyskanych w badaniu

zmian metabolomicznych lisci jeczmienia (Hordeum vulgare) poddanych
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stresowi suszy, otrzymanych dzieki chromatografii gazowej sprzezonej ze
spektrometrem mas (GC-MS). W pracy IB5 rozwazylismy trzy wybrane
nieosobliwe podzbiory danych dotyczgcych jeczmienia. Obecnie analizuje caty

zbiér danych wykonujgc obliczenia na macierzy osobliwe;.

Temat 8. Narzedzia algebry liniowej i teorii graféow w zastosowaniach.
Zatgcznik nr 5, prace z p. Il A): 17, 18, 19.

W poczatkach mojej pracy naukowej koncentrowatam sie na badaniach
dotyczgcych wiasnosci macierzy informacji zwigzanych z uktadami optymalnymi
I prowadzitam je w ramach miedzyuczelnianego projektu badawczego IIF18.
Wyniki mojej pracy zostaty zawarte w publikacji 11A19, ktorej celem byto
scharakteryzowanie uktadoéw E-optymalnych ze wzgledu na estymacje efektow
obiektowych w pewnych klasach uktadéw. Wyniki te zostaty uzyskane w oparciu
0 wiasnosci algebraiczne macierzy informacji. Podane zostaty takze wskazowki
dotyczgce konstrukcji uktadéw E-optymalnych. Badania te sg pomocne w
planowaniu optymalnych eksperymentéw i w zwigzku z tym lezg w kregu
zainteresowan nauk rolniczych, biologicznych oraz medycznych.

Kolejnym tematem moich badan byta minimalizacja najmniejszej
wartosci wiasnej macierzy przylegtosci wierzchotkow graféw prostych,
nieskierowanych o zadanej liczbie wierzchotkow krawedzi, co zostato
opublikowane po uzyskaniu stopnia doktora w pracy |IA18. Praca byta
kontynuacjg wspotpracy z prof. Charlesem Johnsonem i odbytych dwukrotnie
stazy na The College of William and Mary w Williamsburgu. Problem sprowadza
sie do maksymalizacji wartosci szczegdlnej w zbiorze macierzy zero-
jedynkowych o zadanej liczbie jedynek. Problem graféw minimalizujgcych,
zostat postawiony na gruncie teorii grafow, ale w catosci rozwigzywany na
gruncie algebry liniowej, poniewaz problem ten sprowadza sie do minimalizacji
najmniejszej wartosci wiasnej w pewnej klasie macierzy zero-jedynkowych. W
pracy IIA18 zidentyfikowatam strukture grafu minimalizujgcego, ktéra jest

zwigzana z dwudzielnoscig grafu, dlatego dalej moje badania skoncentrowatam
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na minimalizujgcych grafach dwudzielnych. Postawitam hipoteze mdwigcg o
tym, ze w przypadku grafow dwudzielnych grafami minimalizujgcymi sg grafy
petne dwudzielne lub grafy tzw. ,nearly complete” lub grafy sktadajgce sie z
jednego z tych grafow oraz wierzchotkbw izolowanych. Hipoteze te
udowodnitam dla pewnych szczegolnych przypadkéw. Rozwazatam dwa
przypadki wymienionego problemu, tj. gdy liczba krawedzi jest na tyle mata, ze
konstrukcja grafu dwudzielnego jest mozliwa oraz gdy liczba krawedzi jest na
tyle duza, ze graf dwudzielny nie moze istnie¢. Opisany powyzej problem
znajduje zastosowanie w programowaniu dodatnio potokreslonym, ktore ma
szereg praktycznych zastosowan w tworzeniu portfela inwestycyjnego,
sterowaniu optymalnym i in., a takze jest interesujgcy sam w sobie w teorii
grafow.

Nastepnie koncentrowatam sie na analizie nowych algorytmow obliczania
wyznacznikbw macierzy wielodiagonalnych oraz wielodiagonanych z
naroznikami. W pracy II1A17 sformutowatam te algorytmy oraz poréwnatam do
innych znanych algorytméw w przypadku macierzy pieciodiagonalnych i
pieciodiagonalnych z naroznikami. Przedstawione zostaty réwniez
zastosowania zaprezentowanych algorytméw do teorii eksperymentéw w celu

scharakteryzowania uktadéw D-optymalnych.

Ponadto jako wykonawca projektu |IF4 bratam udziat w analizie danych
dotyczgcych sekwencjonowania DNA oraz RNA w celu badania cechy
wczesnosci kwitnienia u tubinu biatego i tubinu zéttego, co zostato opisane w
[IAS. Natomiast w projekcie IIF7, w ktorym bytam zatrudniona, poza analizg
szeregu zréznicowanych danych dotyczgcych jeczmienia jarego, co
zaowocowato wieloma publikacjami, bytam rowniez zaangazowana w integracje
danych, co zaowocowato wspomniang juz publikacjg [IA4 oraz rozdziatem w
monografii E1, w ktérej opisatam proces kolekcji danych w bazie, ich kurowania,

standaryzacji oraz usuwania danych odstajgcych.
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6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujgcych nauke lub sztuke.

A) Osiggniecia dydaktyczne

W ramach pracy na roznych uczelniach w Poznaniu prowadzitam zajecia z
przedmiotow takich jak: statystyka, matematyka, informatyka, dydaktyka
informatyki Il, elementy metod numerycznych, metody numeryczne |,

numeryczna algebra liniowa.

W trakcie pracy na Uniwersytecie Przyrodniczym prowadzitam c¢wiczenia z
analizy matematycznej, statystyki matematycznej, matematyki oraz technologii
informacyjnych. Opracowatam rowniez i wdrozytam nowy przedmiot dla
studentéw programu Erasmus: STATISTICAL INFERENCE IN GENETICS, Kod: AGRO
6.1, ECTS: 5. Przygotowatam wiele ciekawych c¢wiczen oraz skryptow w
programie R dla studentow. Materiaty dydaktycznie umieszczatam na

Wirtualnym Dziekanacie oraz mailowo.
B) Opieka naukowa nad studentami

opieka naukowa nad studentkg (stazystkg), 08-09.2014, Instytut Genetyki

Roslin, Polska Akademia Nauk

C) Udziat w komitetach organizacyjnych miedzynarodowych i krajowych

konferencji naukowych

International Conference on Trends and Perspectives in Linear Statistical

Inference LinStat’2018, 2018, Bedlewo, cztonek komitetu organizacyjnego
Mat Triad 2017, 2017, Bedlewo, cztonek komitetu organizacyjnego

[l Ogdlnopolska Konferencja IGR PAN: Genetics and genomics in improving
plants - from model plant to new variety, 2017, Poznan, czionek komitetu

organizacyjnego

Mat Triad 2009, 2009, Bedlewo, cztonek komitetu organizacyjnego
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D) Dodatkowe informacje organizacyjne

2018-2019 Prowadzenie seminarium Katedry Metod Matematycznych i

Statystycznych Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podac inne

informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczgce jego kariery zawodowe;j.

A) Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dziatalno$¢ naukowg

Nagroda za wyrdzniajgce osiggniecia, 2021, Rektor Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, za wyrdzniajgce wyniki pracy naukowej w

ostatnich czterech latach

Nagroda zespotowa |l stopnia, 2020, Rektor Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, za osiggniecia naukowe udokumentowane

publikacjami

Nagroda RID, 2019, Wielkopolska Regionalna Inicjatywa Doskonatosci w
obrebie nauk o zywieniu Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, za

najlepsze artykuty opublikowane w roku 2019

Dodatek specjalny, 2019, Rektor Uniwersytetu Przyrodniczego w
Poznaniu, za wyrdzniajgce osiggniecia naukowe potwierdzone
publikacjami w latach 2017-2018

Nagroda zespotowa |l stopnia, 2018, Rektor Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, za osiggniecia naukowe udokumentowane

publikacjami

Award for the best talk for young scientists, 2009, Komitet Naukowy MAT-
TRIAD 2009, za najlepszy wyktad dla mtodych naukowcéw
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B) Wspotpraca miedzynarodowa wynikajgca z publikacji i grantow:

e Department of Molecular Biology, Max Planck Institute for
Developmental Biology, Tubingen, Germany

e Max Planck Institute for Plant Breeding Research, Cologne, Germany

e Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology, Potsdam, Germany

e Evolutionary Dynamics and Biophysics Group, Max Planck Institute for
Developmental Biology, Tubingen, Germany

e Zentrum fur Molekularbiologie der Pflanzen, Eberhard-Karls-Universitat
Tubingen, Germany

e Leeds University, Leeds, United Kingdom

e Wageningen University, Wageningen, Netherlands

e Department of Mathematics, The College of William and Mary,
Williamsburg, USA

e Department of General Genetics, Center for Plant Molecular Biology,
University Tubingen, Germany

e Department of Plant Physiology, Umea Plant Science Centre, Umea
University, Umea, Sweden

e Beijing Advanced Innovation Centre for Tree Breeding by Molecular
Design, Beijing Forestry University, Beijing, China

e Department of Pharmaceutical Science, Health and Biological Science
Institute, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, Brazil

e Facultad de Ciencias, Departamento de Biologia Molecular y
Bioquimica, Instituto de Hortofruticultura Subtropical y Mediterranea,
Universidad de Malaga—Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, Universidad de Malaga, Spain

e Biozentrum, University of Basel, Basel, Switzerland

C) Wspdtpraca krajowa wynikajgca z publikacji i grantow:

e Department of Biometry and Bioinformatics, Institute of Plant Genetics,

Polish Academy of Sciences, Poznan
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e Department of Environmental Stress Biology, Institute of Plant Genetics,
Polish Academy of Sciences, Poznan

¢ Institute of Bioorganic Chemistry, Polish Academy of Sciences, Poznan

e Department of Mathematical and Statistical Methods, Poznan University
of Life Sciences, Poznan

e Faculty of Mathematics and Computer Science, Adam Mickiewicz
University, Poznan

e Poznan University of Technology, Poznan

e Department of Genetics, Faculty of Biology and Environmental
Protection, University of Silesia, Katowice

o Department of Botany and Nature Protection, Faculty of Biology and
Environmental Protection, University of Silesia, Katowice

e Department of Plant Physiology, University of Agriculture in Krakow,
Krakow

e Institute of Plant Physiology, Polish Academy of Sciences, Krakow

e Institute of Agricultural and Forest Environment, Polish Academy of
Sciences, Poznan

¢ |Institute of Agrophysics, Polish Academy of Sciences, Lublin

¢ Institute of Soil Science and Plant Cultivation — National Research
Institute, Pulawy

e Poznan Plant Breeders Ltd., Tulce

e Danko Plant Breeders Ltd., Choryn

e The State Vocational School of Higher Education, Gorzow WIkp.

e Research Centre for Cultivar Testing, Stupia Wielka

e Department of Botany, Breeding and Agricultural Technology for
Medicinal Plants, Institute of Natural Fibres and Medicinal Plants,
Poznan

e Department of Pharmaceutical Botany and Plant Biotechnology, Poznan

University of Medical Sciences, Poznan
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e Department of Pharmacology, Poznan University of Medical Sciences,
Poznan

e Department of Pharmacology and Phytochemistry, Institute of Natural
Fibers and Medicinal Plants, Poznan

e Department of Pathogen Genetics and Plant Resistance, Metabolomics
Team, Institute of Plant Genetics of the Polish Academy of Science,
Poznan

e Department of Clinical Chemistry and Molecular Diagnostics, Poznan
University of Medical Sciences, Poznan

e Division of Perinatology and Women'’s Diseases, Poznan University of
Medical Sciences, Poznan

e Laboratory of Molecular Biology, Poznan University of Medical
Sciences, Poznan

e Department of Nursing, University of Medical Sciences, Poznan

e Department of Molecular Phytopathology, Faculty of Agriculture and
Biotechnology, University of Technology and Life Sciences, Bydgoszcz

e Department of Plant Pathology, Plant Breeding and Acclimatization
Institute NRI, Radzikéw

D) Materiaty konferencyjne

Piasecka A., Sawikowska A., Witaszak N., Waskiewicz A., Kaczmarek J. (2019).
Resistance-related diversity in cereals response to pathogen infection, Plant
Genomes, Systems Biology & Engineering, 4-7.12.2019, New York, USA, Book

of abstracts: 79.

Sawikowska A., Krajewski P. (2019). Sieci w badaniach metabolitow i biatek w
jeczmieniu w warunkach suszy, Genetyka i genomika w doskonaleniu ro$lin

uprawnych, 5-7.11.2019, Poznan, Poland, Ksigzka streszczen: 65.

Sawikowska A. (2019). Networks in research on omic changes in barley under
drought, Multiomics to Mechanisms - Challenges in Data Integration, 11-
13.09.2019, Heidelberg, Germany, Abstract of papers: 177.
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