OSCYLACJE WAPNIOWE W SYMBIOZIE Z ROSLINAMI.
PROGRAM ROZPOZNAWANIA TYPU SYGNALU.

Andrzej JARYNOWSKI”
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Zrozumienie symbiozy ro$lin straczkowych z grzybami (mikoryza), czy bakteriami (ryzobia Nod) jest jednym z
najwazniejszych biotechnologicznych wyzwan w polepszeniu efektywnosci rolnictwa (Hazledine 2008). Naszym
obszarem dociekan byta zmiana poziomu st¢zenia jonéw wapnia w wyniku interakcji symbiotycznych (mierzona
poki co tylko w dwoch osrodkach na Swiecie, a nasza praca oparta jest na eksperymentach z John Innes Centre
we Wschodniej Anglii). Badaliémy kilka modeli opartych na stochastycznych réwnan rézniczkowych opisujacych
sygnal i wyr6zniliSmy 2 rezimy (bazowy i impulsowy) oraz metody przej$cia. W niektorych interakcjach
bakteryjnych pojawia sig¢ trzeci system: strumien (duza fala wapnia) i opisowi tego zjawiska poswiecony jest
wlasnie ten artykul. Istnieje hipoteza, ze ten strumien jest czym§ w rodzaju protokétu komunikacji migdzy
bakteriami i ro$linami. WdrozyliSmy réwniez mechaniczny algorytm automatycznie rozrozniajacy rodzaje
interakcji symbiotycznej. Ten algorytm nie jest oparty na réwnaniach rézniczkowych jak poprzednie modele, ale
na geometrycznych wilasciwosciach sygnatu i bayesowskiej analizie widmowej. Automatyczna metoda
rozpoznawania jest niezwykle wazna w interpretacji wynikow, poniewaz eksperymentalne bledy, efekty
stochastyczne i deterministyczne funkcje tla znacznie przewyzszaja site sygnatu. Pytanie o kodowanie i
dekodowanie za pomoca oscylacji wapniowych pozostaje nadal otwarte, ale nasza praca, jak rOwniez inne ostepy
w dziedzinie bioinformatyki, moze pomoéc przettumaczy¢ ,,protokédt dyplomatyczny” pomigdzy Kroélestwem
Roslin, a Krolestwami Zwierzat, badz Grzybow.

1. Wprowadzenie

Program zostal opracowany w celu automatycznej identyfikacji szczeg6lnie wyjatkowego wzrostu st¢zenia wapnia w
komérkach wtoskow korzeni po dodaniu czynnika Nod. Ten algorytm nie jest oparty na rownaniach rézniczkowych
(Jarynowski 2010), ale geometrycznych wlasciwosciach sygnatu i bayesowskieh analizy widma. To bardzo wazne dla
naukowcow (algorytm rozpoznawania), poniewaz eksperymentalny szum, efekty stochastyczne i deterministyczne praw
podstawowych w niebanalnej formie i wstgpne rozumienie pochodzace z procesow biologicznych, czgsto nie sa
wystarczajaco dobrej jakosSci, aby umozliwi¢ im standardowe analizy.

1.1. Zalozenia

Nasz program spoglada na geometryczne wtasciwosci sygnatu i probuje rozpoznaé, czy wystepuja fala - strumien.
Eksperymentatorzy definiuj$ strumien jako ptynny wzrost wspotczynnika poziomu wapnia po dodaniu Nod, ale przed
impulsowym obszarem systemu (gtadkie wybrzuszenie na funkcji tta). Eksperymentatorzy mierza poziom wapnia w
dwoch miejscach: na koncowce (tip) i na komorce (cell). Nazywaja to strumieniem tylko wtedy, gdy pojawia si¢
réwnoczesnie w obu miejacah.

1.2. Metody

W naszej analizie mozemy zastosowaé¢ dwie metody numeryczne do detekcji strumienia (MinMax i1 Areas). Dodatkowo
metoda zostala poprawiona przez uwzglednienie lokalnych wariancji (w strumieniu nie ma impulsow, wigc nasze
wybrzuszenia powinny by¢ tagodniejsze niz reszta sygnatu). Prawdopodobienstwo warunkowe, wiedza a priori oraz
spektralna analiza zostaty uzyte do wyeliminowania niepotrzebnych zmiennych.
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2. Algorytmy

Program jest napisany w $srodowisku R jako zestaw procedur. Wejéciem dla tego programu sa 3 wektory: czas, sygnat
na koncéwce (tip), sygnal na komorce (cell). Poza tym program dziala na zasadzie quasi-prawdopodobienstwa
pojawienia sig strumienia w czasie. Program pozwala na automatyczne rozpoznanie pojawienia si¢ strumienia.

2.1. MinMax

Badamy symetryczna $rednig ruchoma, a doktadnie jej ekstrema. Odlegto$§¢ migdzy dwoma lokalnymi minimami jest
pomnozona przez odleglo$¢ pomigdzy maksimum i $rednig, tak ze dwa minima stanowia podstawg do obliczenia
prawdopodobienstwa (wczesniej nalezy unormowa¢ wymiar catego pudetka). Mozemy zilustrowaé to na wykresie
(Rys. 1), gdzie strzalki przedstawiaja odleglosci opisane powyze;j.
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Rys. 1. Obserwacja z wyraznie pozytywnym strumieniem (sygnal, MA(22)). Strzatki pokazuja odleglosci stosowane w
algorytmie MinMax.

2.2.  Areas
Odkrylismy, Ze najlepszym wyjasnieniem tla (z uwzglednieniem ztozonosci) daje wielomian drugiego rzedu PF(2).
Celem tej analizy jest znalezienie punktow przecigcia funkcyjnego dopasowania i MA(n) oraz obliczenie obszaru

powyzej 1 ponizej MA(n). Metoda Monte Carlo zostata zastosowana w tych obliczeniach. Tak obliczone Areas sa
réwniez znormalizowane przez wymiar pionowy wszystkich reakcji (odleglo$¢ migdzy minimalnymi wartosciami a

maksymalnymi).
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Rys. 2. Obserwacja z wyraznie pozytywnym strumieniem (sygnat, MA(22) i dopasowanie). Btyskawica pokazuje duzy
obszar miedzy MA(22) i dopasowaniem wielomianowym: PF(2), ktore jest wskaznikiem w algorytmie
Areas (por. Rys. 3-lewo).

Rys. 3. Wykresy prawdopodobienstwa dla metody Areas (z lewej) i MinMax (po prawe;j).

Oba algorytmy (MinMax i Areas) nie biora pod uwagg ptynnosci sygnatu. Aby doda¢ ten watek uzyjemy lokalnych
wariancji. Przesuwanie odbywa si¢ oddzielnie dla obu algorytméw. Po tym lokalnym zréznicowaniu znormalizowanym
przez globalna wariancjg, sygnat zostal przesunigty w kazdym wskazanym przedziale czasowym. Odchylenie zostato
obliczone po detrendowieniu sygnalu z MA(n). Przesunigcie moze si¢ odby¢ jako wariancja, badz odchylenie
standardowe. WybraliSmy przypadek posredni — pomiedzy dwoma wykladnikami 1 a 1/2. Mnozac przez czynnik
MinMax:

S MM =Var®” (T)/Var®(T;) (1)

gdzie 10 T; (i-tego przedzialu czasu migdzy dwoma minimami wskazanymi przez MinMax) i caly szereg czasowy: T= U
Ti.

Odpowiednio dla Areas:
S & = Var®” (T)/Var®*(T)) (1)

gdzie 0 T; (j-tego przedziatu czasu migdzy punktami przecigcia MA(n) z PF(2)) i OT;0T. Jezeli tOOT, wtedy S* nie
istnieje. Aby zobaczy¢, jak przesuwanie umozliwia lepsze rozpoznanie spojrzmy na Rys. 4.
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Rys. 4. Wykresy quazi - prawdopodobienstwa dla metody Areas (z lewej) i MinMax (po prawej). Wyzsze krzywe
powstate w wyniku przesunigcia przez wariancj¢. Musimy pamigtaé, ze operacja przeniesienia sprawia,
ze wynik nie moze by¢ rozumiany juz jako prawdopodobienstwo w pelnym tego stowa znaczeniu.

3. Analiza probabilistyczna
W niniejszym rozdziale przedstawiono rozwazania nad poprawieniem predykcji metodami bayesowskimi.
3.1. Dodawanie i mnozenie prawdopodobienstw

Zatézmy, ze przesunigcie warto$ci uzyskane z algorytméw MinMax 1 Areas moga by¢ traktowane jako
prawdopodobienstwa. Oznaczmy:

A - Istnieje strumien (wskazany przez geometryczne analizy)

Aww - Istnieje strumien (wskazany przez przesunigte MinMax)

A, - Istnieje strumien (wskazany przez przesunigte Areas)

P(Amm): - Prawdopodobienstwo koniecznosci strumienia w punkcie ¢ (zalecane przez przesunigte MinMax)

P(A4). - Prawdopodobienstwo strumienia w czasie ¢ (zalecane przez przesunigcie Areas)

Pod wzgledem logiki jesli Aum lub Aa bedzie prawdziwe (Awm [ Ax = A) to zdarzenie A jest tez prawdziwe. Mozemy
napisa¢ rownanie:

P(AMM |:| AA) t— P(AMM)t+ P(AA)t - P(AMM |:| AA) t (2)
Aby upro$ci¢ obliczenia przypusémy, ze oba algorytmy nie znajduja strumienia w tym samym czasie, wtedy
prawdopodobienstwo koniunkcji jest niewielkie { P(Aum U Aa) <<l}. Przy tym zalozeniu (zazwyczaj algorytmy

znajduja strumien w roznym czasie) mozemy P(Aum L AL) « przyjac za zeroi (2) przyjmuje forme:
jduja ym ) y przyjas przyjmuj &

P(A): = P(Am): + P(A4): @)

Musimy pamigtaé: poziom wapnia jest mierzony w dwdch miejscach: komorka (cell) i koncoéwka (tip) oraz dowody
strumienia muszg by¢ widoczne w obu miejscach pomiarowych. Aby odrézni¢ rézne obserwacje przyjmijmy notacje,
np. A - Istnieje strumien w komorce; AT - Jest strumien na koncowcee. Zakladajac, ze A© i AT sa niezalezne, dostajemy:

PA“0A") .= P (A"), [P(A°), (3)

Rownanie nie uwzglednia warunkowosci, o czym w nastepnym punkcie {gdzie P(A) (= P(ATA") }.
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3.2. Bayesowska analiza prawdopodobienstwa

Aby lepiej zrozumie¢ proces, to strumien moze sig tylko zacza¢ kilka minut po fizycznym zainfekowaniu czynnika
Nod. To daje nam apriorycznq wiedzg, ktéora moze by¢ wykorzystana do opracowania prawdopodobienstwa.
Przypomnijmy symbole i dodajmy nowe:

A - Istnieje strumien (wskazany przez geometryczne analizy)

B - Rzeczywiscie istnieje strumien (zakladamy, ze prawdopodobienstwo jest rowne 1, bo nie analizujemy ukrytych
strumieni)

Réwnanie Bayesa na prawdopodobienstwo warunkowe mowi:

p(A\B)=P(B\P/?2£9(M )

Warunkowe prawdopodobienstwa mozna rozumie¢ jako:

P(B) - zaktadamy ze jest 1, poniewaz nie analizujemy ukrytych strumieni

P(A) - prawdopodobienstwo wykrycia strumienia (wiedza a priori na temat czasu, kiedy strumien powinien sig¢
pojawic)

P(A\B) — prawdopodobienstwo wystgpowania strumienia je§li mamy przewidywania, ze si¢ pojawil:
prawdopodobienstwo a posteriori

Teraz mozemy przepisac (4) dla najwazniejszych wartosci prawdopodobienstwa aposteriori w funkcji czasu.

P(B\A) - prawdopodobienstwo koniecznos$ci strumienia uwarunkowane wilasnosciami geometrycznymi (obliczone w

ppkt 3.1)

P(A\B) , = P (B\4), [P(4), @)

Nasze prawdopodobienstwa a priori P(A), mozna opisa¢ przesunigta funkcja gestosci gamma. Parametry tej funkcji
szacuje si¢, aby uzyska¢ jej maksimum w punkcie czasu, gdzie zwykle pojawia si¢ strumien. Funkcja gestoéci Gamma
musiala zosta¢ przesunigta, poniewaz jest okreslona tylko na wartosciach nieujemnych (czas w naszym przypadku
rozpoczyna si¢ od warto$ci ujemnych, bo 0 oznacza, ze czynnik Nod zaczyna mie¢ wpltyw). To musiato byc
znormalizowane (aby uzyska¢ 1 dla maksymalnego punktu). Po tych manipulacjach prawdopodobienstwo a priori
moze by¢ wykorzystane (4’). Przyklad prawdopodobienstwa a priori jest pokazany na Rys.5. Prawdopodobienstwo a
priori jest obliczane dla wszystkich objawow reakcji (zarowno na komorkg - cell i koncowkg - tip) .
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Rys. 5. Funkcja a priori prawdopodobienstwa (zaczerpnigta z przesunigtej funkcji gestosci gamma). Maksymalna
warto$¢ prawdopodobienstwa jest usytuowana w jednym punkcie. .
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3.3. Bayesowska redukcja parametrow

Predykcja naszych algorytméw zalezy od parametréw stosowanych wewnatrz procedur (Bretthorst 1988). Zatézmy, ze
n jest "uciazliwym parametrem", ktérego nie trzeba zna¢. Rozszerzajac nasze prawdopodobienstwo a posteriori z
parametrem n, mozemy zastosowac twierdzenie Bayesa:

P(n\A)
P(An\B)=P(An)———=
( ) =P(A,n) 0 Q)
i scatkowac po n,
P(A\B), = f dnP(A,n\ B), (5°)

W naszym przypadku dokonalismy dyskretnego catkowania dla réznych n. Do$wiadczenie grupy naukowcow z John
Innes Centre wskazato za najbardziej adekwatne n=22 (Hazledine 2008) i liczymy $rednie prawdopodobienstwo z
wartos$ci okolo tej liczby.
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Rys. 7. Wykresy prawdopodobienstwa. Jest to produkt koncowy naszego programu. Poziom prawdopodobienstwa
(zeby pozytywnie odpowiedzie¢ na pytanie, czy byt strumien) musimy ustawi¢ na 0,1. Na wykresie punkt
maksymalny jest powyzej 0,2 — pozytywny przypadek, gdzie wyst¢puje strumien..

4. Dyskusja wynikéw i podsumowanie

Istniejacy model opisujacy dwie fazy: szumu i impulséw potrzebowatl rozwinigeia (Jarynowski 2010). Nastgpnie
spojrzmy na wady tego modelu (strumien bedzie jednym z nich).
Dos$wiadczenie w analizowaniu danych wapnia pomaga nam ustali¢ prog. Jesli potraktujemy problem odwrotnie:
mozemy przebadac przypadki, ktore znamy i sa pozytywne lub negatywne "na oko" i oszacowac warto$¢ progu. Proces
ten daje na koniec poziom P=0,1 i to tylko sugestia dla eksperymentatorow (zostat wybrany arbitralnie). W przypadku
niektorych nietypowych zestawow musielismy zmieni¢ zasady (P=0,1). Dlatego nalezy sprawdzié:
® czy istnieje drugi szczyt przynajmniej wielko$ci potowy pierwszego i powyzej 0,075 (3/4 progu), to teraz prog
wynosi 0,2
* jesli istnieje trzeci lub dalszy szczyt zdecydowaliSmy si¢ powiedzieé¢, ze dane sa zbyt zaszumione, aby ustali¢
czy to przypadek negatywny czy pozytywny
* jesli szczyt jest wezszy niz 3-4 minuty nie zaakceptujemy go.
Dzigki tym przepisom mozna ustrzec si¢ zlych wnioskéw. Badania szeroko$ci szczytu mozna uniknaé przez dodanie
kilku parametréw MA, ale to bardzo zwigksza ztozono$¢ obliczeniowa, wigc postanowiliSmy zrezygnowac z tej opcji.
Te dodatkowe zatozenia stosuja si¢ do tylko kilku procent odczytéw i dotycza tylko tych bardzo trudnych do analizy,
ale sa waznym uzupetnieniem w zakresie statystycznej analizy ogromnej ilo$ci danych.

5. Podzi¢gkowania

Ta praca nie powstalaby bez owocnych dyskusji z Richardem Morrisem (dyrektorem Zaktadu Biologii Obliczeniowej i
Systemowej, John Innes Centre w Norwich) jak réwniez bez wspotpracy z doswiadczalnikami rowniez z John Innes
Centre, a zwtaszcza z Giuliag Morieri. Badania byly rowniez czg$cia migdzynarodowego projektu (Leonardo da Vinci)
obstugiwanego przez Politechnike Wroctawska, a finansowane ze zrédet BBSRC (Biotechnology and Biological
Sciences Research Council, UK).
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