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PREFATA

Evolutia contemporana a stiintelor agricole este marcata de o tranzitie
fundamentala de la ameliorarea conventionald bazata pe selectia fenotipica
catre strategiile avansate de ameliorare de precizie, fundamentate pe analiza
moleculara de inalta rezolutie. Lucrarea de fata, intitulata ,, Model de analiza
transcriptomica la specia Lolium perenne L si varianta ameliorata 'Mara' ”, se
constituie intr-o contributie stiintifica aplicatd oferind o perspectiva integrata
asupra dinamicii genomice a uneia dintre cele mai relevante specii de graminee
furajere.

Prezentul studiu este rezultatul unei sinergii institutionale intre Statiunea de
Cercetare-Dezvoltare pentru Cresterea Bovinelor Arad si Institutul de Cercetare-
Dezvoltare pentru Pajisti Brasov, reflectand necesitatea coroborarii expertizei din
domeniul zootehnic cu excelenta in ameliorarea plantelor.

Raigrasul peren (Lolium perenne L.) reprezinta un taxon de o complexitate
biologica remarcabila, a carui valoare agronomica este intrinsec legata de
plasticitatea sa ecologicd si profilul nutritiv superior. In contextul actual al
schimbarilor climatice globale, optimizarea bazei genetice a acestei specii devine
un imperativ. Analiza debuteaza cu o prezentare completa a caracteristicilor
botanice si a cerintelor ecofiziologice, culminand cu prezentarea soiului Mara - o
realizare autohtona de prestigiu a ICDP Brasov, care demonstreaza potentialul de
adaptabilitate si productivitate al germoplasmei roméanesti.

Din punct de vedere metodologic, lucrarea propune un flux de lucru
(pipeline) bioinformatic riguros, centrat pe tehnologiile de secventiere de noua
generatie (Next-Generation Sequencing - NGS). Autorii detaliaza etapele critice
de control al calitatii bibliotecilor de date, alinierea la genomul de referinta si
cuantificarea precisa a abundentei transcriptelor, oferind astfel un model
replicabil si pentru studiul altor specii de interes agricol.

Valoarea adaugata a acestei cercetari rezida in profunzimea analizelor
functionale si structurale prezentate in sectiunile de rezultate: analiza expresiei
genice diferentiale-identificarea arhitecturii moleculare care guverneaza
raspunsul varietatii ameliorate la factorii de mediu; adnotarea functionala (GO si
KEGG)-descifrarea retelelor metabolice si a proceselor biologice esentiale care
confera superioritate biologica soiului Mara; complexitatea structurala a
transcriptomului-investigarea mecanismelor de matisare/splicing alternativ si
identificarea siturilor polimorfice de tip SNP (Single Nucleotide Polymorphism) si
InDel, elemente fundamentale pentru dezvoltarea viitorilor markeri moleculariin
selectia asistata genomic (Genomic Selection).

Prin abordarea sa multidimensionald, aceast studiu depaseste cadrul unei
simple analize de specialitate, devenind un instrument teoretic si practic



indispensabil cercetatorilor, amelioratorilor si cadrelor didactice din domeniul
biotehnologiilor vegetale. Rezultatele prezentate fundamenteaza intelegerea
mecanismelor moleculare ale rezilientei si productivitatii, deschizand noi
orizonturi pentru securitatea resurselor furajere intr-o agricultura sustenabila.

Arad, 18.03.2026 Autorii
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1. INTRODUCERE

1.1 Lolium perenne L. —raigras peren — generalitati

1.2 Caracteristici botanice si morfologice

1.3 Cerinte ecologice

1.4. Tehnologia de cultura

1.5 Exploatarea si valoarea furajera

1.6 Avantaje si dezavantajele cultivarii speciei

1.7 Aspecte economice si ecologice

1.8 Ameliorarea raigrasului peren la ICDP Brasov

1.9 Soiuri de Lolium perenne L. realizate la ICDP - Brasov
1.10 Obiectivele ameliorarii raigrasului peren in conditiile

schimbarilor climatice

1.11 Metode de ameliorare

1. Lolium perenne L. - raigras peren — generalitati

Raigrasul peren este prima graminee furajera cultivata, istoria ei fiind
legata de introducerea pajistilor temporare in asolament in Anglia in secolul XVII.
Centrul de origine al raigrasul peren este zona temperata din Europa, Asia si
nordul Africii, de unde s-a extins in nordul si sudul Americii in secolul XVIII si in
secolul XIXin Australia si Noua Zeelanda.

In Romania, se cultiva in special in zonele colinare si de cAmpie cu regim
pluviometric favorabil, dar se intdlneste si in zonele montane, inclusiv in
amestecuri de pajisti. Importanta sa rezida in capacitatea de producere a unei
biomase de calitate inalta, bogata in proteine, palatabilitate, toleranta la pasunat
si valoarea ecologica. Este principala specie de pasune din Transilvania, nordul
Moldovei si Campia de Vest. Graminee de talie mica, se gaseste spontan sau
cultivata in pajisti din luncile raurilor, pe soluri fertile, cu aport freatic. In regiunile
montane, urca pana la 1300-1400 m altitudine. Temperatura optima de
dezvoltare este de 18-20° C, Figura 1. Prefera zonele cu ierni blande si zdpada
putind si este sensibila la ger uscat si veri secetoase. Este sensibila la rugini
(Puccinia graminis Pers ) si la mucegaiul de zapada (Fusarium nivale).
Principalele obiective de ameliorare, alaturi de productivitate si calitate sunt
rezistenta la boli si seceta care afecteaza perenitatea, indeosebi in recentele
conditii ale schimbarilor climatice.

Din punct de vedere al valorii furajere este specia de graminee perene de
pajisti cu valoarea nutritiva cea mai ridicata, avand un continut de proteina bruta
cuprins intre 14-17% si de 24-28 % celuloza bruta si un continut ridicat de
glucide solubile.

Este o specie tipica pentru pasunat, deoarece rezista la calcat si are o
buna regenerare dupa ce a fost exploatata fiind un bun partener al trifoiului alb
dar poate fi folosita si in amestecurile pentru faneata. Se recomanda fertilizarea
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pe baza de azot. In amestecuri are o competitivitate mare, mai ales in anul al
doilea de vegetatie.

-
Legenda:

[ Abundent (Campii, Podisuri)
[ Frecvent (Dealur, Subcarpafi
[ Sporadic (Zona montana inferioaré)
[ Absent/Foarte rar (Zona alpina)

Figura 1. Distributia geografica a speciei Lolium perenne L. (raigras
peren) in Romania.

1.2 Caracteristici botanice si morfologice

Specie perena, apartine familiei Poaceae si genului Lolium. Este o specie
diploida (2n=2x=14) dar in scopul cresterii caracterelor de interes agronomic au
fost create si soiuri tetraploide (2n=2x=28) prin duplicarea artificiala a
cromozomilor, Figura 2.
- Tulpina: erecta, cilindrica, cu 3-6 noduri, inaltime 30-80 cm.
- Frunza: sunt plane, lung acuminate, lucioase pe fata superioara de culoare
verde deschis, iar pe partea inferioara mate de culoare verde mai inchis, cu
lungime de 10-20 cm si 3—-6 mm latime.
-Ligula: scurta (1-2 mm), membranoasa; auricule bine dezvoltate.
- Inflorescenta: spic simplu, ax comprimat, 8-10 spiculete cu 6—-12 flori fiecare.
Spiculetele sunt asezate alternativ cu muchia pe rahis, pe dous randuri. infloritul
incepe in treimea superioara a spicului si dureaza 4-5 zile.
-Samanta: mica (2-3 mm), alungita, MMB 2-3 g. Durata de viata a culturii: 3-5
ani, Figura 3.
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Dublare
cromosomiala
prin blocare mitotic

Diploid Tetraploid
Lolium perenne Lolium perenne
(2n=2x=14) (2n=2x=28)

Calitdti agronomice crescute

Figura 2. Strategia de ameliorare a speciei Lolium perenne L. .

Inflorescenta

Samanta (2-3 mm) ) v >
MMB 2-3 g Ny Durata de viata: 3-5 ani

Figura 3. Aspecte morfologice, specia Lolium perenne L. .

1.3 Cerinte ecologice

- Temperatura: germinare la 6-8°C, optim 15-20°C; rezista péana la -
15°C.
- Umiditatea: necesita 600-800 mm precipitatii/an; fara irigare, productia scade
cu 40-60%.
- Solul: optim pe soluri fertile, textura mijlocie, pH 5,5-7,5; pe soluri sarace sau
acide necesita amendamente si fertilizare.

Specie cu o mare variabilitate privind adaptabilitatea la conditiile de
mediu, Figura 4.
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CERINTE ECOLOGICE PENTRU LOLIUM PERENNE

TEMPERATURA UMIDITATEA SOLUL
N\ A
' V\\\/l//fv Rezista pan

é a
N la-15°C
DAL
Lk
Bk

Optim
15-20°C

Germinare
6-8°C |

Figura 4. Conditiile pedoclimatice si regimul hidric
pentru specia Lolium perenne L. .

Soluri sérace
' sau acide

Fard irigare:
-40-60%
productie

==K

-~ . Amendamente
e vl . si fertilizare

1.4. Tehnologia de cultura
1.4.1 Pregatirea terenului
Aratura la 20-25 cm, grapare si tavalugire pentru pat germinativ uniform.
Se recomanda rotatia culturilor cu leguminoase pentru boabe sau prasitoare
fertilizate organic.
1.4.2 insamantarea
- Epoci optime: primavara (martie-aprilie) caz in care plantele se
dezvolta exclusiv vegetativ, cultura este valorificatd ca furaj; sfarsitul verii
(august-septembrie), in acest caz plantele intdlnesc conditii optime de
vernalizare si cresc echilibrat, cu un sistem radicular bine dezvoltat
- Norma de samanta: 25-30 kg/ha in culturd pura; 8-15 kg/ha in
amestecuri.
-Adancimea de semanat: 1-2 cm.
- Densitatea optima: 2000-2500 plante/m? la rasérire.
1.4.3 Fertilizarea
- Azot (N): 60-100 kg/ha/an in zone secetoase, 120-180 kg/ha/an in
conditii de irigare, fractionat dupa fiecare cosire/pasunat.
- Fosfor (P,0;): 40-60 kg/ha/an.
- Potasiu (K,0): 60-80 kg/ha/an, mai ales pe soluri usoare.
1.4.4 Lucrari de intretinere
- lIrigare in perioade secetoase (25-30 mm la 2-3 saptamani).
- Combaterea buruienilor prin erbicide selective si cosiri regulate.
- Reinsamantarea la 3-4 ani pentru mentinerea densitatii, Figura 5.

12



Rotatie cu aménta
Leguminoase o 255-?;3%%3

Adancime
1-2cm

Primavara (Martie-Aprilie) - Furaj Sfarsitul Verii (August-Septembrie) - Vernalizare

4.1 Pregatirea terenului 4.2 Insdméntarea
N:60-180kgha | L —
P,0;: 40-60 kg/ha ‘ZU’S Erbicide Selective
= K,0: 60-80 kg/ha R 2 7

!

4.3 Fertilizarea 4.4 Lucrdri de intretinere
Figura 5. Tehnologia de cultura, specia Lolium perenne L. .

1.5 Exploatarea si valoarea furajera

Pasunat: suporta pasunatul rationalizat cu perioade de repaus de 20-30
zile. Cosire: recomandata in faza de burduf pana la inceputul inspicarii pentru fan
si siloz de calitate.

Valoare nutritiva:

- Proteina bruta: 14-18% frunza tanara, 9-12% la maturitate.

- Fibra detergent neutru (NDF): 40-50%.

- Digestibilitate: 65-75%.

- Realizeaza un siloz de foarte buna calitate, productia: 8-12 t s.u./ha/an
farairigare, 14-18 ts.u./ha/an cu irigare si fertilizare optima.

Utilizat in proportie mare in amestecuri pentru gazon.

1.6 Avantaje si dezavantajele cultivarii speciei

Avantaje: instalare foarte usoara, ritm de crestere rapid dupa rasarire,
regenerare rapida dupa exploatare, rezistenta la calcat, palatabilitate buna,
productivitate ridicata, valoare furajera foarte buna, compatibilitate in amestecuri
atat cu alte graminee perene de pajisti, cat si cu leguminoase furajere, cu
precadere pentru constituirea amestecurilor intensive cu trifoi alb sau ghizdei.
Amestecurile cu trifoi rosu sunt destinate furajarii la iesle sau pentru producerea
fanului si semifan.

Soiurile precoce sunt general utilizate in amestecuri destinate recoltarii
mecanice, pentru fan sau siloz, iar cele tardive pentru exploatare prin pasunat.

Dezavantaje: sensibilitate la seceta si temperaturi extreme, la boli,
durata relativ scurta de viata, necesar ridicat de fertilizare azotata.
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1.7 Aspecte economice si ecologice

Costul deinfiintare este moderat, dar inputurile pentru fertilizare siirigare
sunt esentiale. Contribuie la reducerea eroziunii solului, imbunatatirea materiei
organice si fixarea azotului in amestec cu leguminoase.

1.8 Ameliorarea raigrasului peren la ICDP Brasov

in tara noastra primele lucrari de ameliorare la plantele furajere perene
de pajisti s-au dezvoltat dupa anul 1950, primele soiuri “locale” fiind obtinute prin
selectiain masa din populatii si ecotipuri recoltate din flora spontana a pajistilor
naturale, programul de selectie in masa fiind organizat la statiunile experimentale
de la Marculesti, Moara Domneasca, Magurele, Suceava, obtinand-se la obsiga
si pir crestat primele soiuri locale, (Breazu, ., Grusea A., 1997).

La prima consfatuire a amelioratorilor din domeniul plantelor furajere,
desfasurata la Statiunea de la Magurele — Brasov, in 1977, cu o participare larga
a cercetatorilor de la Institutele Agronomice si Statiunile Agricole care aveau in
planul tematic ameliorarea acestor specii s-au discutat metodele de ameliorare
si testare a soiurilor si s-a stabilit planul tematic al activitatii de ameliorare,
facand-se referiri si la activitatea de colectare, evaluare, utilizare si mentinere a
ecotipurilor romanesti, (Breazu, I., Grusea A., 1997).

in cei peste 45 de ani de activitate in domeniul ameliorarii gramineelor si
leguminoaselor perene de pajisti de la ICDP Brasov, s-a acumulat o importanta
baza de date stiintifice, un bogat si valoros material biologic, care este mentinut
prin rezerva de seminte, dar si vegetativ, in colectia activa de clone, asigurand
premisa realizarii unor soiuri cu Tnsusiri valoroase intr-un interval redus de timp.

Existenta in flora spontana din Romania a unor resurse genetice
valoroase sub aspectul variabilitatii si adaptabilitatii, cercetate si selectate in
conditiile noi ale schimbarilor climatice asigura un castig genetic productiv,
reproductiv si adaptativ al soiurile viitoare, (Tod et al., 2015).

in lucrarile de ameliorare se urméreste crearea de noi soiuri cu un
potential de productie ridicat, cu o calitate superioara a furajului, cu o buna
adaptabilitate la conditile de mediu, cu rezistentd la boli si daunatori,
competitive, cu grade diferite de precocitate, cu potential de fructificare ridicat.

Prin utilizarea unei germoplasme cu variabilitate ridicata care a inclus si
resurse autohtone cu un continut de gene valoroase, prin selectarea unor
genotipuri cu insusiri morfo-fiziologice care corespund oiectivelor de ameliorare,
cu o buna capacitate combinativa generala, au fost create mai multe soiuri de
raigras peren, dintre care in prezent sunt incluse in Lista Oficiala de soiuri doar 2:
Mara si Brevis.

Pe baza insusirilor de alogamie, anemofilie, autoincompatibilitate,
heterozigotie, capacitate de Tnmultire si pe cale vegetative, au fost create
urmatoarele soiuri sintetice:
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1.9 Soiuri de Lolium perenne L. realizate la ICDP - Brasov

Marta omologat in anul 1981, este un soi tardiv diploid,, competitiv in
amestecuri simple sau complexe cu graminee si leguminoase perene de pajisti,
recomandat pe terenuri fertile, in zona colinard umeda. Realizeaza productii
ridicate de furaj de calitate buna. Este retras din Catalogul Oficial, Figura 6.

Figura 6. Lolium perenne 'Marta'.

Mara omologat in anul 1989 este un soi tardiv diploid, cu o buna
rezistenta la iernare, seceta si boli, o bund capacitate de regenerare dupa
folosinta si o excelenta calitate a furajului. Are in componenta atat germoplasma
autohtona cat si straina, este un soi tardiv, pretabil la utilizare, Tn special pentru
pasunat, cu o buna rezistenta la seceta si iernare, cu o buna perenitate si
adaptabilitate, cu productivitate ridicata (40-50 t/ha masa verde, 90-100 t/ha
substanta uscata si 650 kg samanta/ha). Furajul are o buna calitate, cu un
continut de 13,7% proteina bruta si 27% celuloza bruta.
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Este recomandat pentru pasune, in amestecuri simple sau complexe cu
Festuca rubra L., Festuca pratensis / Lolium pratense (Huds.), Poa pratensis L.
si Trifolium repens L. . De asemenea poate fi utilizat pentru terenuri sportive si
parcuri, alte spatii verzi. Se preteaza la terenurile fertile si cu umiditate suficienta.
Datorita adaptabilitatii si calitatilor lui deosebite acest soi este in continoare in
Lista oficala a soliurilorin Romania si Europa. Se multiplica siin prezentin Europa,
SUA si Canada, de catre o firma privata in baza unui contract de redeventa,
Figura 7.

Figura 7. Lolium perenne 'Mara'.

Magura omologat in anul 1999, este un soi semitimpuriu diploid, mai
precoce decat soiul Mara, pornirea in vegetatie este mai rapida decéat la soiurile
existente, prezinta o buna rezistenta la bolile foliare, rezistenta buna la iernat si
secetd. In amestecuri cu ghizdei si trifoi are o capacitate sporitd de
competitivitate si o palatabilitate ridicata. Este retras din Catalogul Oficial. Poate
fi utilizatin amestecuri simple si complexe de pajisti pentru faneata, Figura 8.
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Figura 8. Lolium perenne 'Magura'.

Brevis — la ICDP -Brasov omologat in 2025, soi sintetic semitimpuriu,
diploid, obtinut din selectia recurenta a soiului Magura, are rezistenta ridicata la
ger, si boli (la mucegaiul de zapada si rugini). Productie mai mare de samanta-
pana la 1000 kg /ha si talie mai mica a plantelor. Pretabil pentru gazon si pasunat,
dar si pentru faneata, Figura 9.
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Figura 9. Lolium perenne X Brevis.

1.10 Obiectivele ameliorarii raigrasului peren in conditiile schimbarilor climatice

1.10.1 Productia de furaj

Este obiectivul central al ameliorarii, reprezentand principalul criteriu de
evaluare agronomica. Potentialul productiv reflecta nivelul maxim de biomasa
economic utild pe care un genotip il poate realiza in conditii optime. Acest
caracter are control genetic poligenic, fiind influentat si de interactiunea genotip—
mediu. Factorii determinanti includ: vigoarea plantelor, capacitatea de infratire,
talia, dezvoltarea radiculara, ritmul de regenerare, rezistenta la stres termic si
hidric, precum si toleranta la boli si daunatori. Se urmareste totodata reducerea
corelatiilor negative intre productia de furaj si cea de samanta si cresterea
perenitatii, in special la Lolium perenne L.

1.10.2 Potentialul de fructificare

Obtinerea unor soiuri cu productie mare de samanta este esentiald pentru
extinderea lor in culturd. Productia de saméanta este influentata de factori
genetici, fiziologici si de mediu. Corelatia negativa dintre numarul de lastari
vegetativi (furaj) si generativi (sdamanta) ingreuneaza selectia, obiectivul fiind
identificarea genotipurilor echilibrate. Reducerea scuturarii semintelor si
uniformizarea infloritului sunt directii importante pentru eficientizarea
multiplicarii.

1.10.3. Calitatea furajului
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Calitatea nutritivda depinde de compozitia chimica, digestibilitate,
palatabilitate si valoarea alimentara. Se urmareste selectia unor genotipuri cu
proportie mare de frunze, continut ridicatin proteine, glucide solubile si fibre usor
digerabile, dar sarace in lignina. Raportul frunze/lastari este un indicator practic
al calitatii. Momentul recoltarii are o influenta majora — dupa inspicare, calitatea
scade semnificativ.

1.10.4 Rezistenta la boli si ddunatori

Rezistenta geneticad este o componenta esentiala a ameliorarii
durabile, mai ales Tn contextul incalzirii climatice, care favorizeaza
proliferarea agentilor patogeni. Bolile fungice (in special ruginile produse de
Puccinia sp.) afecteaza puternic raigrasul peren si sunt prioritare Tn selectia
pentru rezistenta. Soiurile rezistente asigura stabilitatea productiilor si
reduc degradarea covorului vegetal.

1.10.5 Rezistenta la stres abiotic

a) Seceta: toleranta la deficitul hidric reprezinta capacitatea de a mentine
o reducere minima a productiei de furaj in perioade uscate. Este determinata de
factori morfologici (sistem radicular profund, frunze erecte, cuticula groasa,
densitate stomatala optima) si fiziologici (reglarea presiunii osmotice, regenerare
rapida post-seceta).

b) Gerul si iernarea: rezistenta la temperaturi scazute este corelatd cu
acumularea de zaharuri si adaptari celulare care previn deteriorarea tesuturilor.
Se valorifica sursele genetice provenite din zone reci si genotipuri cu continut
ridicat de glucide solubile si acizi grasi nesaturati.

c) Solurile acide si saline: crearea de genotipuri tolerante la aciditate si
aluminiu mobil reprezinta o solutie economica si ecologica pentru zonele
podzolice. in cazul solurilor saline, selectia vizeaza genotipuri cu capacitate
osmotica ridicata si toleranta demonstrata la germinare si cresterea plantulelor.

1.10.6 Adaptabilitatea si competitivitatea in amestecuri

Adaptabilitatea exprima capacitatea genetica de a mentine productii
stabile in conditii variate de mediu si este asociata cu notiunea de plasticitate
ecologica. In culturile mixte de graminee si leguminoase, competitivitatea
soiurilor se urmareste prin selectia unor genotipuri cu port vertical, crestere
echilibratd si epoca de recoltare similara, pentru a favoriza cooperarea si
reducerea competitiei interspecifice.
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1.10.7 Precocitatea

Este oinsusire ereditara influentata de fotoperiodism, termoperiodism si
disponibilitatea apei. Tn contextul schimbarilor climatice, ameliorarea se
orienteaza catre soiuri timpurii, care finalizeaza productia inaintea perioadelor de
seceta si temperaturi extreme.

1.11 Metode de ameliorare

Soiul, in acceptiunea actuald poate fi definit ca o grupare de plante
apartinand aceluiasi grup taxonomic (familie, gen, specie, subspecie) care se
caracterizeaza prin anumite insusiri ereditare comune, distincte si stabile de lao
generatie la alta.

Definirea soiului are la baza urmatoarele criterii, (Savatti, M., 2004) :

e Criteriul de individualitate sau identitate, prin care un soi se
distinge de alt soi prin una sau mai multe caracteristici care sunt
proprii, conferindu-i 0 anumita particularitate (talie, perioada de
vegetatie, forma habitusului, etc).

e Criteriul de omogenitate are in vedere asemanarea privind
principalele caracteristici ale ansamblului de indivizi care
alcatuiesc soiul .

e Criteriul stabilitatii care se refera la mentinerea in urma
reproducerilor succesive, a caracterelor si insusirilor de identitate
si omogenitate.

Utilizarea metodelor de ameliorare este 1in concordanta cu
particularitatile genetice, biologice si botanice care caracterizeaza speciile de
graminee perene de pajisti:

e perenitatea,

e posibilitatile de inmultire atat prin seminte cat si pe cale vegetativa,

e autoincompatibilitatea,

e heterozigotia,

e gradul de ploidie,

e alogamia,

e polenizarea anemofila,

e controlul poligenic al majoritatii caracterelor agronomice

in cazul ameliordrii speciilor de plante furajere perene de pajisti se
exploateaza natura heterozigotd a plantelor individuale, rezultatd in urma
polenizarii libere. Ca urmare genotipul unei plante heterozigote nu se reproduce
cu exactitate in descendenta, el fiind o evaluare a performantelor rezultate dintr-
o incrucisare randomizata a unui genotip matern cu origine cunoscuta cu un
genotip patern (polen) cu origine necunoscuta.
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Existenta fenomenului de superioritate a heterozigotilor sub aspectul
productiei, calitatii, capacitatii de adaptare, rezistentei la factorii de stres,
respectiv vigoarea hibrida si-a pus amprenta asupra intregii activitati de
ameliorare, (Breazu, I., Grusea A., 1997).

o Selectiain masa

Cea mai veche metoda de ameliorare utilizata la plantele furajere prin
simplitatea si usurinta de realizare se bazeaza pe recoltarea in masa a semintelor
din populatiile locale stabilizate prin selectie naturala. Considerata o metoda
primitiva de ameliorare, in anumite situatii ea este eficienta, ca o faza pregatitoare
a unei faze decisive. Astfel, Thainte de incrucisarea libera a doua sau mai multe
populatii, pregatirea genitorilor se face prin alegereain masa, (Varga etal., 1998).
Bazata pe o mare variabilitate genetica naturald, ameliorarea consta in marirea
frecventei unor gene care corespund obiectivelor de ameliorare, (Varga et
al.,1998).

e Selectiarecurenta (selectia periodica)

Selectia recurenta contribuie la imbunatatirea substantiald a populatiilor
care se folosesc la crearea de soiuri sintetice. Fiecare ciclu al selectiei recurente
necesita evaluarea plantelor valoroase si incrucisarea in toate combinatiile
posibile a descendentelor acestora.

e Metodele polycross si topcross

Sunt un complex de metode si procedee prin care se obtin soiuri sintetice si
sunt metodele folosite in general la crearea de soiuri sintetice la speciile de
graminee si leguminoase perene de pajisti.

e Soiul sintetic este o0 populatie de plante, rezultata din multiplicarea

sexuata prin polenizare libera a descendentelor unor incrucisari multiple
intre un anumit numar de constituenti, selectati pentru anumite insusiri.

Componentele sinteticului trebuie sa fie asemanatoare din punct de vedere

fenotipic, dar deosebite din punct de vedere genetic pentru a permite

exteriorizarea unui efect heterozis maxim, (Varga et al., 1998).

Procedeul pentru obtinerea unui soi sintetic poate fi sumarizat la
urmatoarele:

- sinteticul este constituit din unitati reproductibile, clone;

- materialul biologic ce alcatuieste soiul sintetic se alege pe baza performantelor,
sub aspectul capacitati combinative sau a testelor de performanta a
descendentilor;

- sinteticul este constituit printr-o interpolenizare randomizata a genotipurilor
componente;

- unitatile componente pot fi mentinute vegetativ, prin clonare atat timp cat
sinteticul este necesar a fi reconstituit.
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Il MATERIALE $1 METODE

21 Recoltarea plantelor

2.2  Cadrugeneral. Controlul calitatii probelor. Constructia bibliotecilor
de date, secventierea
2.2.1 Controlul calitatii si pregatirea bibliotecilor

2.3 Clusterizare si secventiere realizate dupa controlul calitatii
bibliotecilor

2.4 Controlul calitatii datelor. Analiza bioinformatica

Prezentul studiu vizeaza o analizd comparativa a profilurilor de expresie
genica (transcriptom) la specia Lolium perenne L. (iarba de gazon perena)
recoltata din trei medii ecologice distincte din Romania—Arad (campie), Brasov
(zona montana joasa) si Platoul Muntilor Bucegi (altitudine Tnaltd)—precum si la
varietatea amelioratd Lolium perenne 'Mara'. Intelegerea raspunsurilor
transcriptomice la stresul abiotic impus de diferentele geografice, altitudinale si
microclimatice este esentiald pentru cercetarea in domeniul ameliorarii
plantelor. Din perspectiva bioinformatica, Lolium perenne L. este considerata o
specie non-model, intrucat dispune doar de un genom draft partial asamblat.
Aceasta limitare metodologica impune o rigurozitate sporita in controlul calitatii
datelor brute (Data Quality Control — DQC), deoarece orice eroare sau bias de
secventiere ar putea compromite fie acuratetea aliniamentului la genomul de
referintd, fie complexitatea necesara pentru o eventuala asamblare de novo a
transcriptomului. Controlul calitatii devine astfel o etapa determinanta pentru
succesul cuantificarii expresiei genice si pentru analiza expresiei diferentiale
(Differential Gene Expression — DGE).

2.1 Recoltarea plantelor

Au fost recoltate probe la specia Lolium perenne L. si varietatea Lolium
perenne 'Mara'. Probele recoltate au fost reprezentate de frunze (3 indivizi diferiti
pentru fiecare specie, varietate) din 3 locatii diferite, avand urmatorele
coordonate Degrees/Minutes/Seconds (DMS), respectiv atitudini: Baza de
Cercetari Pajisti Montane, Blana — Bucegi, Platoul Bucegilor, Bucegi Mts. -
45°24'36.00" N 25°26'60.00" E, 1788 m; Arad aria metropolitana - 46°10'2.37"
N 21°14'28.55" E, 102m; Brasov, aria metropolitana - 45°38'11.19" N
25°30'53.39" E, 569m, Figura 9, Tabel 1.
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Figura 9. Reprezentare grafica a locatiilor cu punctele de recoltare pentru
specia Lolium perenne L. si Lolium perenne 'Mara'.

Tabel 1. Specia/varietatea in varianta triplicata utilizate in experiment.

Cantitate ADN
Nr. . extrasa Raport . <
proba Specia (exprimata in 260/280 Tip proba
ng/ul)
Lolium perenne
1 L. 202,1 1,78 ADN
p  Lotium perenne 101,6 2,03 ADN
Mara
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2.2 Cadru general. Controlul calitatii probelor. Constructia biblioteclor de date,
secventierea.

Transcriptomul reprezinta un set al tuturor transcripturilor dintr-o celula
sau o populatie de celule aflate intr-un anumit stadiu. Analiza transcriptomului
ajuta la studierea identificarii genelor care sunt exprimate diferential in populatii
celulare distincte. Cercetatorii pot, de asemenea, obtine o perspectiva mai
profunda asupra identificarii limitelor genelor, clivajului variabil si variatiei
transcrierilor (Wang et al., 2009).

Secventierea ARN prin intermediul platformelor Illumina, bazata pe
mecanismul SBS (secventiere prin sinteza), ofera o gama larga de beneficii in
ceea ce priveste randamentul ridicat si precizia ridicata, cu un necesar redus de
probe. Aceasta metoda tehnica poate fi un instrument puternic pentru cercetarea
activitatii transcriptionale a ARN-ului. Fluxul de lucru este prezentat dupa cum
urmeaza in Figura 10:

Controlul calitatii Controlul calitatii Controlul calitatii
probelor bibliotecilor datelor
Preparare probe Constructie biblioteci l Secventiere I Analiza bioinformatica

Figura 10. Fluxul de lucru in analiza transcriptomica.

ARN-ul mesager a fost purificat din ARN-ul total folosind sfere magnetice
atasate la oligo poli-T. Dupa fragmentare, ADNc-ul primei catene a fost sintetizat
folosind primeri hexameri aleatorii, urmat de sinteza ADNc-ului celei de-a doua
catene folosind fie dTTP pentru biblioteca nespecifica catenei, fie dUTP pentru
biblioteca specifica catenei.

Biblioteca nespecifica catenei a fost finalizata dupa repararea capetelor,
coada A, ligatura adaptorului, selectia dimensiunii, amplificare si purificare
(Figura 11. A/B). Biblioteca specifica catenei a fost gata dupa repararea
capetelor, coada A, ligatura adaptorului, selectia dimensiunii, amplificare si
purificare.
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Figura 11. Protocol non-directional (A) si directional (B) de constructie al

bibliotecilor.



Bibliotecile a fost verificate cu Qubit si PCR in timp real pentru cuantificare si
cu bioanalizator pentru detectarea distributiei dimensionale. Bibliotecile
cuantificate au fost grupate si secventiate pe platforme Illumina, n functie de
concentratia efectiva a bibliotecii si cantitatea de date.

2.2.1 Controlul calitatii si pregatirea bibliotecilor.
Controlul calitatii probei siintegritatea ARN-ului au fost evaluate utilizand
sistemul Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, CA, SUA).

Pregatirea bibliotecilor pentru secventierea transcriptomului aferent
bibliotecii non-specifice pentru catena ARN-ul mesager a fost purificata din ARN-
ul total folosind oligo-atasamente poli-T la ”perle” magnetice. Dupa fragmentare,
prima catena de ADNc a fost sintetizata folosind primeri hexameri aleatori urmate
de ceade a 2 -a sinteza a ADNc catenar. Biblioteca a fost finalizata dupa sigilarea
capetelor, prin atasarea portiunii terminale "tail” A, ligatura adaptorului, selectia
dimensiunii, amplificarea si purificarea. Biblioteca a fost verificata cu Qubit si
RTPCR pentru cuantificare respectiv cu un bioanalizator pentru detectarea
distributiei dimensionale. Biblioteca specifica pentru ARN-ul mesager a fost
purificatd din ARN-ul total folosind oligo-atasat poli-T perle magnetice. Dupa
fragmentare, prima catena de ADNc a fost sintetizata folosind primeri hexameri
aleatori. Apoi, a doua catena ADNc a fost sintetizata folosind dUTP, in loc de
dTTP. Directionalitatea bibliotecii a fost gata dupa repararea capatului, coada A,
ligatura adaptorului, dimensiune selectie, amplificare si purificare. Biblioteca a
fost verificata cu Qubit si RT PCR pentru cuantificare respectiv cu un bioanalizator
pentru detectarea distributiei dimensionale.

2.3 Clusterizare si secventiere dupa controlul calitatii bibliotecilor

Diferitele biblioteci au fost grupate in functie de concentratia efectiva si
cantitatea de date vizate, apoi supuse la secventierea Illumina. Principiul de baza
al secventierii este ,Secventierea prin ,Sinteza”, unde dNTP-uri marcate
fluorescent, ADN polimeraza si primerii adaptori sunt adaugatiin celula de flux de
secventiere pentru amplificare. Pe masura ce fiecare grup de secventiere isi
extinde catena complementara, adaugarea fiecarui dNTP marcat fluorescent
elibereaza un corespondent semnal de fluorescenta. Secventatorul capteaza
aceste semnale de fluorescenta si le transforma in varfuri de secventiere prin
intermediul software-ului, obtindnd astfel informatiile despre secventa
fragmentului tinta.
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2.4 Controlul calitatii datelor. Analiza bioinformatica.

Datele brute (citirile brute) in format fastq au fost procesate maiintai prin
fastp software. in aceasta etap4, datele curate (citiri curate) au fost obtinute prin
eliminarea citirilor care contin adaptorul, a citirilor care contin ploy-N si citiri de
calitate slaba din datele brute. In acelasi timp, continutul Q20, Q30 si GC din
datele curate au fost calculate. Toate analizele ulterioare s-au bazat pe date
“curate” de nalta calitate.

2.4.1 Citirea si "maparea”/cartografierea la genomul de referinta, fisierele de
adnotare a genomului de referinta si a modelului genetic au fost descarcate direct
de pe site-ul web al genomului. Indexul genomului de referinta a fost construit
folosind Hisat2 v2.0.5 si citirile curate la capatul pereche au fost aliniate la genom
de referinta folosind Hisat2 v2.0.5. Am selectat Hisat2 ca instrument de mapare
pentru care Hisat2 poate genera o baza de date cu jonctiuni de imbinare bazate
pe fisierul de adnotare al modelului genetic si prin urmare, un rezultat mai bun al
cartografierii decat la alte instrumente de mapare/cartografiere non-splicing.

2.4.2 Predictia noilor transcrieri, citirile mapate ale fiecarei mostre au fost
asamblate de StringTie (v1.3.3b) intr-o abordare bazata pe referinte. StringTie
foloseste un algoritm nou de flux de retea, precum si un algoritm optional de novo
etapa de asamblare pentru asamblarea si cuantificarea transcrierilor complete
reprezentand mai multe variante de splicing pentru fiecare locus genic.

2.4.3 Cuantificarea nivelului de expresie genica, s-a utilizat featureCounts
v1.5.0-p3 pentru a numara numarul de citiri mapate pentru fiecare gena. Apoi,
FPKM-ul(Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads/
Fragmente per Kilobaza de transcript per Milion de citiri mapate) fiecarei gene a
fost calculat pe baza lungimii genei si numarul de citiri mapate la aceasta gena.
FPKM, ia in considerare efectul “adancimii” de secventiere si lungimea genei
pentru numarul de citiri in acelasi timp si este in prezent cea mai frecvent utilizata
metoda pentru estimarea nivelului de expresie genica.

2.4.4 Analiza imbogatirii setului de gene (GSEA), este o abordare
computationalad pentru a determina daca un set genetic predefinit poate prezenta
o consecventa semnificativa ca diferenta dintre doua stari biologice. Genele au
fost clasificate in functie de gradul de expresie diferentiala si apoi setul de gene
predefinit a fost testat pentru a vedea daca a fost imbogatit la partea de sus sau
de jos a listei. Analiza imbogatirii setului de gene poate include modificari subtile
ale expresiei. Am folosit versiunea locald a GSEA ca instrument de analiza
http://www.broadinstitute.org/gsea/index.jsp, GO, KEGG. Setul de date a fost
utilizat independent pentru GSEA.

2.4.5 Analiza corelatiilor, replicile biologice sunt necesare pentru orice
experiment biologic, inclusiv tehnologia ARN-seq. Corelarea nivelurilor de
expresie genica intre probe joaca un rol important in verificarea fiabilitatii si a
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selectiei probelor, ceea ce poate nu numai demonstra repetabilitatea
experimentului, dar si estima analiza expresiei genice diferentiale.

2.4.6 Analiza expresiei diferentiale DESeq2 cu replici biologice: analiza
expresiei diferentiale pentru doua conditii/grupuri a fost efectuata folosind
pachetul DESeqg2, R. DESeg2 ofera programe statistice pentru determinarea
expresiei diferentiale in datele digitale de expresie genica utilizand modele bazate
pe pe distributiile binomiale negative. Valoarea P rezultata este ajustata folosind
metodele lui Benjamini si Hochberg pentru a controla rata de descoperire a
erorilor. Rezultatul P-value a fost ajustat utilizand Benjamini & Hochberg” metod
pentru controlul erorii. Valoarea corecta P-value < 0.05 & | log2 (foldchange) | =1
a fost stabilit ca valoare de prag a semnificatie a expresiei diferentiale.

Analiza functionala

2.4.7 Analizele de imbogatire GO(ontologia genetica) si 2.4.8 KEGG(Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), analiza genelor exprimate diferential au
fost implementate de pachetul clusterProfiler. Termenii GO cu valoarea P
corectatd mai mica decat 0,05 au fost considerati imbogatiti semnificativ prin
exprimare diferentiald a genelor. KEGG este o resursa de baze de date pentru
intelegerea genelor la nivel Tnalt al functiilor si utilititile acestora in sisteme
biologice, cum ar fi celula, organism si ecosistem. Am folosit pachetul
clusterProfiler R pentru a testa imbogatirea statistica a genelor de expresie
diferentiala in caile KEGG.

2.4.9 Analiza PPI(Protein-Protein Interaction) a genelor exprimate diferential
a fost realizata utilizand baza de date STRING, care contine proteine cunoscute
si interactiunile dintre acestea. Pentru speciile prezente in baza de date, s-a
construit o retea prin extragerea listei de gene tinta din baza de date.

Analiza structurala

2.4.10 Analiza SNPs si InDels, un polimorfism cu un singur nucleotid (SNP)
este 0 substitutie a secventelor de nucleotide care apar in mod obisnuit intr-o
populatie (de exemplu, 1%), in care un singur nucleotid din genom sau alte
schimburi de secvente partajate se produc intre membrii unei specii biologice sau
cromozomi perechi. Doua tipuri de variatii apar la SNP-uri, si anume tranzitiile si
transversiile, cu un raport de probabilitate de 1:2. Regiunea cu aparitie ridicata a
SNP-urilor sunt adesea secventele CG, rezultand tranzitii de la C la T, care sunt
asociate cu tendinta lui C de a fi metilat. Spre deosebire de SNP-uri, InDel este
untermen de biologie moleculara pentru o insertie sau deletie de baze in genomul
unui organism, cu o lungime de la 1 la 10.000 de perechi de baze, care este
clasificata printre variatiile genetice mici.

2.4.11 Analiza spliceing-ului alternativ/matisarii alternative, splicing-ul
alternativ (AS) este un proces universal de reglare genica la majoritatea
eucariotelor. Genele eucariote divizate constau din secvente intronice si exonice.
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in timpul procesarii ARN-ului, intronii sunt imbinati de spliceozomi, in timp ce
exonii sunt editati continuu si retinuti in ARNm-urile mature. Unele pre-ARNm pot
avea modele de splicing diferit in conditii diferite si pot produce izoforme proteice
diferite, ceea ce creste complexitatea biologica si adaptabilitatea eucariotelor.
Schema generala a analizei bioinformatice este prezentata in Figura 12.

Date brute

Control calitativ

Aliniere la
genom de referinta

Rata erorilor de
distributie

Distributie continut GC

Filtrare date

Predictia
transcriptelor noi

Analiza de corelatie

Cuantificarea
expresiei genice
Analiza imbogatirii
seturilor de gene

Analiza
expresiilor diferentiate

Analiza functionala

Analiza SNP si InDel
Analiza structurala

Analiza splicing-ului
alternativ

Inbunatatire GO Inbunatatire KEGG

Analiza

interactiunilor
proteina - proteina

Figura 12. Fluxul tehnologic si analiza bioinformatica din RNA-seq.

Indicative pentru probele utilizate in prezentul studiu:

LP1_BV -individ nr. 1 recoltat din Brasov
LP2_BV -individ nr. 2 recoltat din Brasov
LP2_BV -individ nr. 3 recoltat din Brasov

LP1_AR-individ nr. 1 recoltat din Arad
LP2_AR-individ nr. 2 recoltat din Arad
LP3_AR-individ nr. 3 recoltat din Arad

LP1/LP1_B_Mts - individ nr. 1 recoltat din Platoul Muntilor Bucegi
LP2/LP2_B_Mts - individ nr. 2 recoltat din Platoul Muntilor Bucegi
LP3/LP3_B_Mts - individ nr. 3 recoltat din Platoul Muntilor Bucegi

LP1_A -individ nr. 1 varianta ameliorata
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LP2_A —individ nr. 2 varianta ameliorata
LP3_A -individ nr. 3 varianta ameliorata
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REZULTATE SI DISCUTII

3.1

Controlul calitativ al datelor

3.1.1 Date brute

3.1.2 Examinarea ratei de eroare in secventiere

3.1.3 Distributia GC in continutul secventiat

3.1.4 Filtrarea datelor de secventiere

3.1.5 Date statistice cu referire la calitatea secventierii

3.2

Alinierea

3.2.1 Rezultate aliniere/,,mapare”

3.2.2 Distributia citirilor la genomul de referinta
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3.1 Controlul calitativ al datelor
3.1.1 Date brute
3.1.2 Examinarea ratei de eroare in secventiere
3.1.3 Distributia GC in continutul secventiat
3.1.4 Filtrarea datelor de secventiere
3.1.5 Date statistice cu referire la calitatea secventierii

3.1 Controlul calitativ al datelor

Controlul calitatii datelor brute (FASTQ) este prima si cea maiimportanta
bariera de protectie Tmpotriva artefactelor tehnice, care pot introduce
variabilitate nejustificata sau pot reduce puterea statistica a experimentului.

3.1.1 Date brute
A) Standarde de Calitate si Volumetrice

Desi volumul exact de citiri per esantion nu este furnizat, standardele
academice si industriale, cum ar fi cele recomandate de Consortiul ENCODE,
sugereaza ca fiecare replica biologica ar trebui sa atinga un minim de 10x106 citiri
aliniate. Respectarea acestui prag volumetric (adancime de secventiere) este
esentiala pentru a asigura detectarea fiabila a transcriptelor slab exprimate.
0O adancime de secventiere insuficienta sau o ratd mare de nealiniere cauzata de
o calitate scazuta a citirilor are ca efect direct cresterea variantei tehnice.
Aceasta varianta poate afecta negativ acuratetea pachetelor statistice utilizate
pentru DGE(/date de expresie genica difrentiald), cum ar fi DESeq2, care se
bazeaza pe distributia negativ-binomiala a numarului de citiri. O cuantificare
eronata sau incompleta genereaza o matrice de numere brute (raw counts table)
deficitara , ceea ce se traduce printr-o putere statistica redusa in detectarea
schimbarilor reale de expresie intre grupurile geografice si varietatea ameliorata.
B) Lungimea Citirilor si Consistenta Protocolului

O metrica importanta a datelor brute este lungimea citirilor secventiate.
Analiza profilurilor de distributie a ratei de eroare (Error Rate Distribution along
reads) pentru toate cele 12 probe indica o lungime uniforma a citirilor de 300 de
unitati (baze pereche sau baze simple). Aceasta uniformitate in lungimea citirii
sugereaza o consistentd metodologica excelenta in etapa de preparare a
bibliotecilor de ARN si in protocolul de secventiere, un factor care reduce
variabilitatea tehnica intre esantioane. Cu toate acestea, este necesara o
examinare atenta a diferentelor de calitate observate intre grupurile geografice
(Arad, Brasov, Bucegi si Mara). Desi lungimea citirii este omogena, se constata ca
esantioanele din Bucegi (LP2) si Brasov (LP1_BV, LP2_BV) tind sa prezinte rate
de eroare maxima mai ridicate comparativ cu cele din Arad sau Mara. Aceste
variatii subtile ale metricilor QC pot fi unindiciu al efectelor de lot (batch effects)

34



in secventiere. Daca esantioanele au fost procesate sau secventiate in loturi
diferite, variatiile in calitatea chimica a rularii pot masca sau distorsiona
diferentele biologice, impunand includerea acestui factor (lotul) ca o covarianta
in modelul statistic de analiza a expresiei diferentiale.

C) Pre-Filtrarea Datelor (Raw Counts Filtering)

Fluxul de lucru standard pentru DGE impune o pre-filtrare a tabelului de
numere brute (raw counts table) obtinut dupa aliniere. Obiectivul este eliminarea
genelor cu numar de citiri extrem de mic, care cel mai adesea reprezinta zgomot
de fond, si nu o expresie biologica valida. O strategie comuna este eliminarea
oricarei gene cu un numar total de citiri (row sum) sub un prag minim (de exemplu,
10 citiri pe toate esantioanele). Aceasta etapa nu doar ca elimina ,,zgomotul,,, dar
ajuta si la cresterea puterii statistice prin reducerea numarului de teste multiple
care necesita corectie (Multiple Testing Correction).

3.1.2 Examinarea ratei de eroare in secventiere

Analiza ratei de eroare (E) in functie de pozitia de-a lungul citirilor este un
indicator esential al fidelitatii datelor (Erlich Y, Mitra PP et al.2008; Jiang L,
Schlesinger F et al.2011). Rata de eroare este direct legata de Scorul Phred (Q),
unde Q=-10log 10 (E), (Jiang etal.). Unscor Q20 (E =0.010 sau 1% rata de eroare)
este considerat pragul minim pentru o baza de Tnalta calitate, Figura 13, mai
multe detalii specifice pentru fiecare proba in parte se regasesc in Anexa 1 -
Figurile 1-12.

Error rate distribution along reads ( LP1_BV )

% Error rate

3 160 200
Position along reads

Figura 13. Distributia ratei de eroare a datelor de secventiere, LP1_BV.*

* Axax reprezinta pozitia bazei de-a lungul fiecarei secvente citite (read), iar axay indica rata de eroare a
bazei.

35



3.1.3 Distributia GC in continutul secventiat

Distributia continutului GC detecteaza o potentiald separare AT/GC,
fapt care afecteaza cuantificarea ulterioara a expresiei genice. Avand in vedere
fragmentarea aleatorie si legile biologice ale continutului G/C-A/T, proportiile de
G si C, respectivde A si T, acestea ar trebui sa fie egale, iar continutul ar trebui sa
ramana stabil pe parcursul intregului proces de secventiere pentru o biblioteca
non-directionala (Parkhomchuk et al., 2009). Daca biblioteca este specifica de
catena (strand-specific), poate aparea fenomenul de separare AT sau GC. O
variatie mare a erorii de secventiere in primele 6-7 baze este permisa, luadnd in
considerare utilizarea primerilor aleatorii in constructia bibliotecii; in
tehnologiile actuale de secventiere de mare randament (high-throughput), este
normal ca primele baze sa prezinte o anumita preferinta de compozitie.

Terminologie cheie utilizata:
[ GC content: continut GC (proportia de guanina si citozina).
[ Gene expression quantification: cuantificarea expresiei genice.
[ Non-stranded library: biblioteca non-directionald (unde nu se pastreaza informatia despre catena
de origine).
[ Strand-specific library: biblioteca specifica de catena (sau directionala).
o Random primer: primer aleatoriu (folositi adesea pentru initierea sintezei cDNA).

[ High-throughput sequencing: secventiere de mare randament (NGS).

Profilul de compozitie per baza

Asa cu se poate observa in Figura14 (proba LP1_BV), respectiv pentru restul
probelor (Anexa 1 — Figurile 13-24 ), profilul prezintda un comportament tipic
pentru bibliotecile de secventiere de tip Ilumina:

Bases content along reads ( LP1_BV )

Percent of bases

I'*I Ij" c

Position along reads

Figura 14. Distributia in continut GC.
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¢ Faza de ,instabilitate” (pozitiile 1-9): se observa oscilatii evidente ale
liniilor A, T, C si G. Aceasta nu este o eroare, ci rezultatul primerilor
aleatorii utilizati la inceputul sintezei. Acestia au o preferinta biochimica
pentru anumite secvente, ceea ce face ca primele baze sa nu fie
distribuite perfect egal.

e Faza de echilibru (dupa pozitia 10): linille devin paralele si plate.
Aceasta stabilitate confirma faptul ca, pe masura ce citirea inainteaza,
compozitia nucleotidelor reflecta fidel genomul/transcriptomul tinta,
fara interferente tehnice.

Evaluarea separarii AT/GC
Conform cerintelor tehnice mentionate anterior:

¢ Pentru biblioteci non-directionale: in graficele rezultate, liniile pentru G
si C trebui sa fie aproape suprapuse, iar liniile pentru Asi T la fel.

e Constatare: dacaintoate cele 12 probe aceste perechiraman apropiate,
fnseamna ca nu exista o ,,separare AT/GC” problematica. Acest lucru
garanteaza o cuantificare corecta a expresiei genice ulterior.

Comparatia intre grupuri (Reproducibilitatea)
Faptul ca analiza include triplicate (LP1, LP2, LP3) pentru fiecare conditie (BV,
AR, A si B_Mts) permite o observatie cruciala:

o Uniformitatea probelor: graficele pentru grupul BV sunt aproape
identice cu cele pentru AR sau A.

e Concluzie: nu exista variatii sistematice introduse de tratamentul
probelor sau de procesul de laborator. Datele sunt extrem de robuste si
pot fi comparate statistic in etapele de analiza diferentiala.

3.1.4 Filtrarea datelor de secventiere

Citirile de secventiere (citirile brute sau raw reads) contin adesea
secvente de calitate scazuta sau citiri care includ adaptori, factori ce pot
afecta calitatea analizelor bioinformatice ulterioare (downstream). Pentru a
preveni acest lucru, este necesara filtrarea citirilor brute pentru a obtine
citirile curate (clean reads). Procesul de filtrare a citirilor brute este
urmatorul, Figura 15:

Citiri brute indepartarea citirilor Indepartarea citirilor Elinimare citiri la care peste 50%

care contin adaptori cu continut N din baze au un Qscore sub §
mai mare 10%

Figura 15. Etapele fluxului de lucru pentru filtrarea datelor.
Criteriile de filtrare a citirilor (reads):

1. Eliminarea citirilor contaminate cu adaptori: se elimind secventele
care contin fragmente din adaptorii utilizati in constructia bibliotecii.
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2. Eliminarea citirilor cu nucleotide incerte (N > 10%): se elimina citirile
in care bazele nedeterminate (notate cu,,N”) constituie mai mult de 10%
din lungimea totala a citirii.

3. Eliminarea citirilor de calitate scazuta: se eliminad citirile in care
nucleotidele de calitate slaba (cu un scor de calitate al bazei mai mic de
5) reprezinta mai mult de 50% din intreaga citire (Yan et al., 2011).

Secventele adaptori au fost urmatoarele:

P5 adapter :

P5->P7°(5’>3")
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACIi5]ACACTCTTTCCCTACACGACGC
TCTTCCGATCT

P7 adapter :

P5->P7’(5'>3’)
GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC[i7]JATCTCGTATGCCGTCTTC
TGCTTG

Rezultatele citirilor brute pe categorii din punctul de vedere al calitatii si
locatiei probelor au fost generate sub forma unor grafice, asa cum se observa si
n Figura 16(pentru proba (LP1_BV), detaliile pentru restul probelor se gasesc in
Anexa 1, Figurile 25-36.
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Classification of Raw Reads (LP1_BV)

[ Clean Reads (76370538, 99.11%)
Containing N (422, 0.00%)

" LowQuality (40, 0.00%)

[ Adapter Related (685136, 0.89%)

Figura 16. Clasificarea citirilor brute (LP1_BV).

Calitatea citirilor de secventiere este cuantificata prin Scorurile Phred
(Q-scores), care masoara probabilitatea ca o baza sa fie apelata incorect. Relatia

logaritmica este definita prin formula Q=-10log10P, unde P este probabilitatea
de eroare.

Standardele Acuratetei NGS: Q20 si Q30

Scorurile Q20 si Q30 sunt etaloane industriale pentru evaluarea calitatii
datelor NGS.

Q20: reprezinta o acuratete a apelarii bazei de 99%, echivalentul unei erori
la 100 de baze.
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Q30: reprezinta o acuratete de 99.9%, echivalentul unei erori la 1000 de
baze. Atingerea unui procent ridicat de baze peste Q30 este considerata
standardul pentru datele de inaltd calitate necesare in aplicatiile de citire a
expresiei, cum ar fi RNA-Seq, deoarece asigura faptul ca majoritatea citirilor vor
fi perfecte sau vor contine erori minime.

Desi datele specifice privind procentul de baze Q20 si Q30 nu sunt furnizate
in materialul de cercetare, se poate realiza o evaluare robusta a calitatii
secventierii utilizand metricile de filtrare deja analizate, care servesc caindicatori
de proxy.

Procentul extrem de mare de Clean Reads (intre 97.44% si 99.14%) este un
indicator puternic al calititii excelente a bazei de date obtinute. Tn plus,
eliminarea totala a citirilor Low Quality (raportata ca 0.00%) confirma faptul ca
baza de date rezultatd contine doar secvente cu scoruri Phred agregate
semnificativ peste pragurile de acceptabilitate minima. Aceste rezultate
sugereaza ca setul de date Clean Reads are o performanta Q30 in concordanta
cu standardele inalte ale platformelor Illumina.

Uniformitatea calitatii secventierii intre probele salbatice (LP_B_Mts, LP_AR,
LP_BV) si cele ameliorate (LP_A) este remarcabila. Aceasta omogenitate tehnica
confirma ca metodologia de secventiere a fost standardizatd si robusta,
indiferent de originea biologica sau de stresul geo-climatic suportat de planta
sursa.

Deoarece calitatea datelor este uniform ridicata, erorile introduse de baze
incorecte in timpul aliniamentului ulterior a fost minim. Aceasta fidelitate
crescuta a datelor maximizeaza acuratetea alinierii/maparii la genomul de
referintd al Lolium perenne L si creste increderea in cuantificarea exacta a
expresiei genice, intarind robustetea statistica a oricarei analize de expresie
diferentiala ulterioara.

Analiza controlului calitatii datelor transcriptomice (RNA-Seq) generate de
pe cele 12 probe de Lolium perenne L indica un set de date de inalta performanta
tehnica, care depaseste majoritatea standardelor acceptate in domeniul NGS.
Punctele forte principale sunt reprezentate de: randament curat exceptional,
procentul mediu de clean reads este de peste 98%.

Integritate Bazala Maxima: absenta totala a citirilor de calitate scazuta sau
care contin baze ambigue (0.00% N si Low Quality), garantand o fidelitate bazala
foarte inalta.

Uniformitate a distributiei bazelor: stabilitatea distributiei A, T, G, C pe
intreaga lungime de citire (300 bp) valideaza integritatea bibliotecii si absenta
biasurilor majore de secventiere sau de priming. Desi calitatea intrinseca este
omogena, au fost detectate variatii semnificative in doi parametri:
heterogenitatea randamentului absolut si variatiile geografice in rata de adaptori.
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Variatia de la 43 milioane la aproape 80 milioane de Clean Reads per proba
nu compromite calitatea datelor, dar indica o diferenta in sequencing depth intre
probe. Aceasta discrepanta este cel mai probabil rezultatul variatiilor in etapa de
preparare a bibliotecii sau in pooling-ul pe canalul de secventiere.

Faptul ca proba LP3_BV a avut cel mai mic randament (43M), dar a mentinut
o calitate procentuala excelentd (98.33%), subliniaza ca problema este una de
coverage, nu de eroare tehnica a secventiatorului. Un randament variabil necesita
o abordare statistica riguroasa care sa poata modela cu exactitate variabilitatea
stochastica a datelor de count in timpul analizei expresiei diferentiale.

Probele din Brasov (LP_BV) au prezentat in mod constant cele mai scazute
rate de contaminare cu adaptori (aproximativ 0.90%), indicand cea mai optima
preparare a bibliotecii din punct de vedere al selectiei marimii fragmentelor,
Tabelul 2.

Totusi, faptul ca toti parametrii de calitate, inclusiv procentul de Clean
Reads, au ramas excelenti si omogeni intre grupurile geografice (Arad, Brasov,
Bucegi) si genotipuri (salbatic versus ameliorat) este un rezultat crucial. Acesta
sugereaza ca diferentele biologice sau ecologice nu au afectat in mod diferentiat
integritatea ARN-ului pana la punctul in care sa introduca zgomot tehnic major.
Prin urmare, orice variatie observata in etapele ulterioare de analiza a expresiei
genice este atribuita cu o mai mare certitudine efectelor mediului (stres abiotic)
sau geneticii, si nu artefactelor de secventiere.

Tabel 2. Raport de sinteza privind calitatea datelor de secventiere.

Baze
¥ 2 Citiri Citiri Baze Ratade Procent
RN Riallareca brute glr':‘ tceitlrl filtrate filtrate eroare o o GC

LP1_BV  ERAS240003802-2r 77056136 11.56G 76370538 11.46G 0.01 98.83 96.35 49.64

LP2_BV  ERAS240003801-2r 71394830 10.71G 70748966 10.61G 0.01 98.65 95.79 54

LP3_BV  ERRA240003800-la 43781060 6.57G 43048934 6.46G 0.01 98.73 96.68 49.3

LP1_AR  ERRA240003806-1a 81476516 12.22G 79956546 11.99G 0.01 98.68 96.5 53.37

LP2_ AR ERRA240003807-1a 65539852 9.83G 63862696 9.58G 0.01 98.6 96.32 53.96
LP3_AR  ERAS240003808-2r 62390278 9.36G 61851126 9.28G 0.01 98.8 96.24 53.69
LP1 ERRA240003818-1a 73482600 11.02G 71799590 10.77G 0.01 98.63 96.38 55.09
P2 ERAS240003819-2r 63964260 9.59G 63235842 9.49G 0.01 98.25 94.56 54.38
LP3 ERRA240003820-1a 76408288 11.46G 74651126 11.2G 0.01 98.69 96.52 53.52
LP1A ERRA240003809-1a 78622852 11.79G 77191840 11.58G 0.01 98.58 96.28 54.82
LP2_A ERAS240003810-2r 67180146 10.08G 66602826 9.99G 0.01 98.75 96.13 54.43

LP3_A ERRA240003811-1a 73229780 10.98G 71677372 10.75G 0.01 98.55 96.24 55.06

Explicatie tabel 2.
Proba Identificatorul unic al probei analizate.
Bibliotecd Identificatorul bibliotecii de secventiere pregitite.
L Numarul total de citiri din datele brute. Fiecare unitate (read) este formata
Citiri brute . R -
din 4 randuri (formatul FASTQ).
Numarul total de baze din datele brute. Se calculeaza: (nr. citiri brute) x
Baze brute

(lungimea secventei), convertit in G (Gigabaze).
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Citiri filtrate

Baze filtrate

Rata de eroare

Procentul Q20

Procentul Q30

Procentul GC

Numarul de citiri rAmase dupa procesul de filtrare (indepartarea adaptorilor
si a bazelor de calitate slaba).

Numarul total de baze dupa filtrare. Se calculeaza: (nr. citiri filtrate) x
(lungimea de 150bp), exprimatin G (Gigabaze).

Rata medie de eroare la secventiere, calculata prin formula:
Qphred=—10log10(e).

Procentul bazelor care au un scor Phred mai mare de 20
(acuratete de 99%).

Procentul bazelor care au un scor Phred mai mare de 30
(acuratete de 99.9%).

Procentul de baze Guanina (G) si Citozina (C) din numarul
total de baze.
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3.2 Alinierea
3.2.1 Rezultate aliniere/,,mapare”
3.2.2 Distributia citirilor in genomul de referinta
3.2.3 Rezultate cu privire la vizualizarea alinierilor

3.2 Alinierea

Efectuarea alinierilor pe genomul de referinta utilizdnd HISAT2.
HISAT2 (Mortazavi et al., 2008) utilizeaza o metoda de aliniere bazata pe
grafuri si a succedat programele HISAT si TOPHAT2. HISAT2 este un
program de aliniere rapid si sensibil, conceput pentru maparea citirilor
(reads) provenite din secventierea de noua generatie (NGS). Pe langa un
index GFM global, HISAT2 include, de asemenea, un set vast de indexuri
GFM de dimensiuni mici care, colectiv, acopera intregul genom. Aceste
indexuri mici (indexuri locale), combinate cu strategii de aliniere multiple,
permit alinierea eficienta a citirilor RNA-seq, Tn special a citirilor care se
intind peste mai multi exoni (split reads). Figura urmatoare ilustreaza
algoritmul de comparare a citirilor divizate utilizat de HISAT2, Figura 17.
Algoritmul HISAT este impartitin trei parti, in functie de modulin care citirile
se potrivesc pe structura genelor:

alinierea integrala la un singur exon - intreaga secventa (read-ul)
este aliniata continuu n interiorul unui singur exon;

alinierea fragmentata la doi exoni - secventa este aliniata partial
(piecewise) pe doi exoni diferiti ai genomului, traversdnd o jonctiune de
splicing;

alinierea segmentata la trei sau mai multi exoni - secventa este
segmentata si aliniata la trei sau mai multi exoni ai genomului (caz specific
pentru citirile care acopera mai multe jonctiuni de splicing).

Prima rulare a programului HISAT pentru detectarea siturilor splice/matisare

— .
+—<« aliniat
[ et ] e
nealiniat

A doua rulare a HISAT pentru alinierea citirilor, utilizand lista siturilor splice/
matisare colectate anterior

[ [====
b —
I =

M citire 4~ Cautare generald
Exon 4= Céutare locald
W Intron « Extensie
+ Extensia jonctiunii

Figura 17. Efectuarea alinierilor pe genomul de referinta utilizand HISAT2.
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3.2.1 Aliniere la genomul de referinta/cartografiere(mapare)
Dupa etapa de control al calitatii (QC) si obtinerea secventelor curatate

(clean reads), urmatoarea faza esentiald in analiza datelor RNA-Seq este
alinierea. Aceasta etapa implica maparea citirilor ARN la genomul de referinta al
speciei Lolium perenne L. Succesul acestei etape depinde de calitatea citirilor si
de performanta algoritmului de aliniere utilizat, care trebuie sa fie capabil sa
gestioneze splicing-ul, specific transcriptomicii eucariote.
Rezultatele maparii sunt evaluate prin distributia citirilor (reads distribution)

pe diferitele regiuni structurale ale genomului de referinta. O mapare eficienta si
relevanta din punct de vedere biologic se caracterizeaza printr-un procentaj
ridicat de citiri aliniate la regiunile codificatoare (exoni), deoarece datele RNA-
Seq reflecta transcrierea activa.

3.2.2 Distributia citirilor la genomul de referinta
Distributia citirilor in regiunile genomice (reads distribution in reference
genome), analiza a cuantificat procentul de baze aliniate la cele trei regiuni

genomice principale: exon, intron si intergenic, detalii Tabel 3.

Tabel 3. Distributia citirilor pe regiunile genomice

Proba Total citiri Aliniere totala Aliniere unica Allnl_e r% Aliniere Read1 Aliniere Read2
multipla

LP1_BV 76370538 33305222(43.61%) 31722487(41.54%) 1582735(2.07%) 15931251(20.86%) 15791236(20.68%)

LP2_BV 70748966 50487822(71.36%) 48124403(68.02%) 2363419(3.34%) 24223222(34.24%) 23901181(33.78%)

LP3_BV 43048934 23925226(55.58%) 22560297(52.41%) 1364929(3.17%) 11343507(26.35%) 11216790(26.06%)

LP1_AR 79956546 57596855(72.04%) 54905789(68.67%) 2691066(3.37%) 27605156(34.53%) 27300633(34.14%)

LP2_AR 63862696 46211278(72.36%) 44064747(69.0%) 2146531(3.36%) 22176056(34.72%) 21888691(34.27%)

LP3_AR 61851126 45421287(73.44%) 43280869(69.98%) 2140418(3.46%) 21729260(35.13%) 21551609(34.84%)

LP1 71799590 54375466(75.73%) 51831688(72.19%) 2543778(3.54%) 26073914(36.31%) 25757774(35.87%)

LP2 63235842 47835963(75.65%) 45921587(72.62%) 1914376(3.03%) 23172765(36.64%) 22748822(35.97%)

LP3 74651126 52310333(70.07%) 50030651(67.02%) 2279682(3.05%) 25166550(33.71%) 24864101(33.31%)

LP1 A 77191840 57234839(74.15%) 54932671(71.16%) 2302168(2.98%) 27632398(35.8%) 27300273(35.37%)

LP2_A 66602826 49421257(74.2%) 47541996(71.38%) 1879261(2.82%) 23885553(35.86%) 23656443(35.52%)

LP3_A 71677372 52318847(72.99%) 50155669(69.97%) 2163178(3.02%) 25232833(35.2%) 24922836(34.77%)
Aliniere catena Aliniere catena Aliniere Aliniere corecta in

Proba pozitiva negativa Aliniere matisata nematisata perechi

_LP1 BV 15880485(20.79%) 15842002(20.74%) 11552841(15.13%) 20169646(26.41%) 27611554(36.15%)

LP2_BV 24068177(34.02%) 24056226(34.0%) 18040438(25.5%) 30083965(42.52%) 40514698(57.27%)

LP3_BV 11272316(26.18%) 11287981(26.22%) 8182415(19.01%) 14377882(33.4%) 19577970(45.48%)

LP1 AR 27433541(34.31%) 27472248(34.36%) 19616584(24.53%) 35289205(44.14%) 48546324(60.72%)

LP2_AR 22012852(34.47%) 22051895(34.53%) 15037946(23.55%) 29026801(45.45%) 38795620(60.75%)

LP3_AR 21643854(34.99%) 21637015(34.98%) 15571822(25.18%) 27709047(44.8%) 37313628(60.33%)

LP1 25871413(36.03%) 25960275(36.16%) 20110147(28.01%) 31721541(44.18%) 45382622(63.21%)

LP2 22972345(36.33%) 22949242(36.29%) 18180238(28.75%) 27741349(43.87%) 38137824(60.31%)

LP3 24979340(33.46%) 25051311(33.56%) 18979755(25.42%) 31050896(41.59%) 43780364(58.65%)

LP1_A  27488443(35.61%) 27444228(35.55%) 20475609(26.53%) 34457062(44.64%) 48214156(62.46%)

LP2_ A  23782497(35.71%) 23759499(35.67%) 17137372(25.73%) 30404624(45.65%) 40967138(61.51%)

LP3_ A 25014033(34.9%) 25141636(35.08%) 17747150(24.76%) 32408519(45.21%) 43797408(61.1%)
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Explicatii tabel 3.

Proba
Total citiri
Aliniere totala

Aliniere unica

Aliniere multipla

Aliniere Read1

Aliniere Read2

Aliniere pe catena pozitiva

Aliniere pe catena negativa

Aliniere matisata (Spliced)

Identificatorul unic al probei.
Numarul total de citiri ,,curate” (clean) utilizate pentru analiza.
Numarul si procentul de citiri aliniate pe genom.

Numarul si procentul de citiri aliniate intr-o singura pozitie pe genomul de referinta
(esentiale pentru analiza cantitativa a expresiei genice).

Numarul si procentul de citiri aliniate in mai multe locatii din genomul de referinta.

Numarul si procentul de citiri de tip ,Read 1” (din secventierea paired-end) aliniate pe genom.
Numarul si procentul de citiri de tip ,,Read 2” aliniate pe genom.

Numarul si procentul de citiri aliniate pe catena de sens (+) a genomului de referinta.
Numarul si procentul de citiri aliniate pe catena antisens (-) a genomului de referinta.

Numarul de citiri care traverseaza jonctiunile de matisare (care sar peste introni)

si procentul lor.

Aliniere nematisata Numarul de citiri complete (continue) aliniate pe genom (care nu trec peste
(Unspliced) o jonctiune) si procentul lor.

Numarul de perechi (Read 1 si Read 2) aliniate corect pe genom
(la distanta si orientarea asteptatd) si procentul lor.

Aliniere corecta in perechi

Preponderenta alinierii la exoni

Pentru toate cele 12 probe, o majoritate covarsitoare a citirilor (intre 64.50%
si 74.42%) s-a aliniat cu succes la regiunile exonice. Aceasta distributie este
asteptata si valida din punct de vedere biologic pentru datele RNA-Seq, care
vizeaza ARNm matur. Un procentaj ridicat de mapare la exoni confirma: eficienta
protocolului, procedura de preparare a bibliotecii (in special selectia poli-A sau
depletia rARN) a functionat eficient, imbogatind esantionul in ARNm; calitatea
alinierii, software-ul de aliniere a reusit sa gestioneze corect jonctiunile de
splicing si sa plaseze citirile la pozitiile lor exacte in regiunile codificatoare.

Variatii in functie de locatie si genotip

Desi toate probele prezinta o orientare clara catre regiunile codificatoare, se
observa diferente in functie de grupul de provenienta:

platoul Bucegi (LP_B_Mts) - probele recoltate de la altitudine inalta (LP1,
LP2, LP3) au atins cele mai mari procentaje de mapare la exoni (74.42%, 74.41%,
72.45%) si, implicit, cele mai scazute procente de mapare intergenica (sub 23%).
Acest lucru ar putea reflecta fie o calitate intrinseca superioara a ARN-ului din
aceste plante (probabil sub stres crescut) care a condus la o imbogatire mai
eficienta a transcriptului, fie o structura genomica de referintd mai reprezentativa
pentru aceste ecotipuri;

Arad (LP_AR) si Brasov (LP_BV) - probele din aceste regiuni (LP_AR si LP_BV)
au demonstrat tendinta de a avea un procentaj mai mic de exoni (intre 64.50% si
68.04%) si un procentaj mai mare de aliniere la regiunile intergenice (pana la
29.76%in LP3_BV).
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Maparea la regiunile intronice / intergenice
Procentul de citiri mapate la introni este relativ scazut (intre 4.68% si 6.75%)
ceea ce este tipic pentru protocoalele care vizeaza ARNm matur. Prezenta
citirilor in regiunile intronice si intergenice poate fi atribuitd mai multor factori,
incluzand:
transcriptia ne-codificatoare (hcRNA) - citirile intergenice si cele din introni
pot proveni de la ARN-uri ne-codificatoare lungi (I(ncRNA) sau alte elemente de
reglare care nu sunt eliminate prin protocolul standard de secventiere;
contaminare genomica/transcriptie incompleta - citirile din introni pot
indica, de asemenea, prezenta de precursori de ARNm (ARNm incomplet
splicing-uit) sau o usoara contaminare cu ADN genomic.
Proba LP3_BV se distinge ca fiind cea care a avut cel mai mare procent
intergenic (29.76%), corelat cu cel mai mic procent exonic (64.50%).
Evaluarea vizualizarii rezultatelor de mapare
in context analitic, desi documentul furnizat nu include reprezentari grafice
(cum ar fi grafice de uniformitate a acoperirii sau wiggle plots), vizualizarea
rezultatelor de mapare (Figura 18) este cruciala pentru validarea distributiei
citirilor si identificarea biasurilor:
uniformitatea acoperirii exonice - vizualizarea ar trebui sa confirme faptul
ca adancimea de secventiere (coverage) este uniforma pe lungimea ”corpului
genic” (gene body coverage). In mod ideal, o mapare de fnalta calitate nu trebuie
sa prezinte o tendinta clara de bias 5’ sau 3’, desi un bias usor la 3’ este comunin
protocoalele bazate pe poli-A;
identificarea splicing-ului - vizualizarea fisierelor BAM aliniate Tn browsere
genomice (precum IGV sau UCSC Genome Browser) permite verificarea directa
a citirilor care traverseaza jonctiunile exon-intron, confirmand ca aliniatorul
spliced a functionat corect. Rezultate grafice, detaliiin Anexa 7, Figurile 37-48.
Concluzii privind robustetea datelor
Distributia rezultatelor de mapare pe genom confirma succesul etapei de
aliniere:
fidelitate transcriptomica - media de mapare la exoni de peste 70% pentru
majoritatea probelor demonstreaza ca setul de date Clean Reads este de natura
predominant ARN mesager (ARNm), fiind optim pentru cuantificarea expresiei
genice;
consistenta tehnica - procentele de mapare sunt relativ omogene intre
genotipurile salbatice si cel ameliorat, indicand o consistenta metodologica in
prepararea si alinierea bibliotecilor, cu exceptia unor variatii de distributie mai
mari in cateva replici (ex. LP3_BV).
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Aceste rezultate asigura o baza robusta si valida din punct de vedere biologic
pentru etapele ulterioare de cuantificare si analiza a expresiei diferentiale
(Differential Gene Expression - DEG).

Percent of genome regions (LP1_BV)

exon (3392514752, 68.04%)
intron (253438985, 5.20%)
intergenic (1333894894, 26.75%)

Figura 18. Citirile de secventiere la genomul de referinta.

3.2.3 Rezultate cu privire la vizualizarea alinierilor
Fisierele furnizate in format BAM reprezinta un format standard ce contin
rezultatele maparii (alinierii) — includ informatii despre genomul de referinta
corespunzator si adnotarile genice pentru anumite specii. Pentru vizualizarea
datelor din fisierele BAM, am utilizat software-ul Integrative Genomics

Viewer (IGV), spre exemplificare Figura 19. Principalele functionalitati ale

IGV sunt urmatoarele:

e afisarea pozitiilor citirilor (reads) individuale sau multiple Th genomul de
referintd, precum si distributia acestora intre exonii adnotati, introni sau
regiuni intergenice, ambele la o scara ajustabila;

e afisarea abundentei citirilor in diferite regiuni pentru a evidentia
nivelurile de expresie ale acestora, la scara ajustabila;

e furnizarea de informatii de adnotare atat pentru gene, cat si pentru
izoformele de splicing;
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o furnizarea altor informatii de adnotare conexe;
o afisarea adnotarilor descarcate de pe servere externe si/sau importate
de pe unitati locale.
Pentru instructiuni privind utilizarea browserului IGV, exista documentatia
pusa la dispozitie online la /IGVQuickStart.
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Figura 19. Fereastra din analiza de comparare a rezultatelor in IGV.
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3.3 Analiza genelor nou descoperite
3.3.1 Identificarea/ Predictia de gene noi
3.3.2 Adnotarea genelor noi

Informatiile de cartografiere (mapping) provenite de la toate probele sunt
combinate si utilizate ca date de intrare in asamblorul standard Cufflinks.
Transfrag-urile asamblate sunt apoi comparate cu transcriptele de referinta
pentru a determina daca sunt suficient de diferite pentru a fi considerate noi
(novel).

3.3.1 Identificarea/ Predictia de gene noi

Prin acest tip de analiza putem identifica gene noi, identifica exoni noi ai
genelor cunoscute si optimiza informatiile privind punctele de inceput si de sfarsit
ale transcriptelor cunoscute (Mihaela et al., 2015). Rezultatele sunt furnizate sub
forma de fisiere GTF; mai multe informatii despre formatul GTF sunt disponibile
la (http://mblab.wustl.edu/GTF22.html)

Teminologie in context

¢ Mapping information: se refera la datele rezultate in urma alinierii
secventelor pe un genom de referinta.

o Transfrags: este un termen specific (transcript fragments) care se refera
la fragmentele de transcripte asamblate care nu corespund neaparat
unei unitati de transcriptie complete.

¢ Novel:in acest context,inseamna ,,descoperit recent” sau care nu a fost
raportat anterior in bazele de date de referinta.

e GTF (Gene Transfer Format): un format standard de fisier utilizat pentru
a stoca adnotarile genice.

3.3.2 Adnotarea genelor noi

Dupa ce o gena noua este asamblata, se va adnota utilizadnd baze de date
precum Pfam, Swissprot, GO sau KEGG. Rezultatele adnotarilor Pfam si
Swissprot sunt sintetizate in Tabelul 4. Analiza globala a datelor transcriptomice
generate de cele 12 probe (din Arad, Brasov, Bucegi si varietatea amelioratd) a
permis identificarea unui set de cinci gene noi distincte (notate novel.1 pana la
novel.5).

Detalii despre bazele de date mentionate
in bioinformaticd, procesul de adnotare functionald este esential pentru a
intelege ce ,,face” o secventa de ADN nou descoperita. lata ce reprezinta aceste
resurse:
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Pfam - o baza de date care clasifica proteinele in familii si domenii
conservate, ajutand la identificarea functiei pe baza structurii proteice;

Swissprot - 0 baza de date de secvente proteice de inalta calitate,
adnotata manual si non-redundanta;

GO (Gene Ontology) - un sistem de clasificare standardizat pentru a
descrie functia genelor in trei aspecte: proces biologic, functie moleculara si
componenta celulara;

KEGG - o resursa pentru intelegerea functiilor la nivel inalt ale
sistemelor biologice, cum ar fi caile metabolice (pathways).

Toate cele cinci gene noi identificate sunt situate pe acelasi cromozom
(CM033332.2) si sunt transcrise pe catena pozitiva ('+'). Lungimile acestor
transcripturi variaza semnificativ: lungimea maxima(bp) 1,305 bp (novel.1)
respectiv lungimea minima, 509 bp (novel.3).

Tabel 4. Detaliile Structurale ale genelor noi identificate
GenelD Cromozom Pozitie Start Pozitie Stop  Lungime (bp)

novel.1 CM033332.2 247179 250716 1305
novel.2 CM033332.2 1200900 1201690 791
novel.3 CM033332.2 1356906 1357502 509
novel.4 CM033332.2 1509363 1522742 761
novel.5 CM033332.2 1590534 1593662 602

Semnificatia functionala

Desi majoritatea genelor noi (novel.1, novel.2, novel.3, novel.4) nu prezinta o
descriere functionala explicita in baza de date si nu au un nume atribuit, genele
noi de tip novel sunt adesea candidate valoroase pentru a explica fenomenele de
adaptare specifice genotipului sau mediului.

Genei novel.5 i-a fost atribuita o anotare functionala preliminara, sugerand
un rol potential in raspunsul la mediu si semnalizare celulara: omologie proteica
cu proteina "Receptor kinase-like protein Xa21" din Oryza sativa L.(orez).
Domeniile conservate contin domeniile proteice PFO0069: protein kinase domain
si WRKY. Prezenta domeniului protein kinase indica faptul ca novel.5 ar putea
functiona ca o kinaza cu rol in caile de semnalizare celulara. Kinazele receptor-
like, cum ar fi Xa21 din orez, sunt esentiale in perceptia semnalelor externe (ex.
patogeni sau stres abiotic) sitninitierea raspunsurilor de aparare sau de adaptare.
Domeniul WRKY este, de asemenea, un factor de transcriptie cunoscut, frecvent
implicatin reglarea raspunsului la stres.

50



Implicatii pentru variatiile geo-climatice si ameliorare

Identificarea genelor noi cu potential rol iIn semnalizarea de tip kinaza
(novel.5) in Lolium perenne L. este de o importanta deosebitd pentru studiul
variatiilor geo-climatice si al ameliorarii.

Desi datele nu ofera detalii privind distributia unica a acestor gene in functie
de grupul de probe (LP_A, LP_AR, LP_BV, LP), existenta lor sugereaza ca ele ar
putea reprezenta: mecanisme de raspuns la stres, Novel.5 ar putea fi un element
cheie in raspunsul plantelor de pe platoul muntilor Bucegi (LP) la stresul termic
sau hidric crescut de la altitudine; trasaturi de ameliorare, alternativ, expresia
genelor noi ar putea fi modulata specific in varietatea ameliorata (Lolium perenne
'Mara' - LP_A), contribuind la rezistenta sau performanta imbunatatita a acesteia.

Analizele ulterioare, axate pe cuantificarea expresiei diferentiale (DEG) a
acestor cinci gene noi in functie de locatie si genotip, este esential pentru a
elucida rolul lor functional si relevanta lor in adaptarea si ameliorarea speciei
Lolium perenne L.
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3.4 Analiza nivelului de expresie genica
3.4.1 Cuantificarea expresiei genice
3.4.2 Distributia nivelului de expresie genica
3.4.3 Analiza de corelatie
3.4.4 Analiza componentelor principale (ACP)
3.4.5 Co-expresia in diagramele Venn

Analiza nivelului de expresie genica reprezinta sarcina centrald intr-un
experiment de RNA-seq. Nivelul de expresie genica este calculat pe baza
numarului de read-uri cartografiate (mapped reads).

Explicatie contextuala:

in fluxul de lucru al secventierii ARN, acest pas transforma datele brute
(secventele citite de aparat) in informatie biologica cuantificabila;

mapped reads - se refera la acele fragmente de secvente (read-uri) care s-au
potrivit (,,aliniat”) cu o precizie ridicata pe o anumita regiune a genomului sau a
transcriptomului de referinta;

cuantificarea - cu céat exista mai multe read-uri care se suprapun peste o
anumitd gena, cu atat se considera ca acea gena a fost mai activa (mai
»exprimata”) in proba biologica respectiva;

nota privind normalizarea - deoarece numarul brut de read-uri depinde de
lungimea genei si de profunzimea secventierii, in pasul urmator acest calcul este
de obicei normalizat folosind unitati de masura precum:

FPKM (Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads)
TPM (Transcripts Per Million).

3.4.1 Cuantificarea expresiei genice
Abundenta transcriptelor reflecta in mod direct nivelul de expresie genica.
in experimentele de RNA-seq, nivelul de expresie genicd este estimat prin
abundenta transcriptelor (humarul de secventieri/read-uri) care s-au cartografiat
pe genom sau pe exoni (Goldstein et al., 2016). Numarul de read-uri (read counts)
este proportional cu nivelul de expresie genica, lungimea genei si profunzimea
secventierii (Liao et al.,, 2014). FPKM (prescurtare de la numarul estimat de
Fragmente Per Kilobaza de transcript per Milioane de perechi de baze
secventiate) (Trapnell, Cole, et al.,, 2010) este cea mai utilizatd metoda de
estimare a nivelurilor de expresie genica, aceasta luand Tn considerare atat
efectele profunzimii secventierii, cat si lungimea genei asupra numararii
fragmentelor (Mortazavi et al., 2008).
in bioinformaticé, intelegerea modului in care se trece de la ,read-uri
brute” la valori comparabile este esentiala:
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lungimea genei - o gena mai lunga va produce, in mod natural, mai
multe fragmente de ARN decét o gena scurtd, chiar daca ambele sunt exprimate
la acelasi nivel;

profunzimea secventierii (sequencing depth) - daca o proba a fost
secventiatd mai intens decat alta, va avea mai multe read-uri in total, ceea ce ar
putea crea iluzia unei expresii mai mari;

Formula FPKM simplificata:

numar de fragmente

FPKM =

(hmgimea] Esuei in bp ) % ( numarul to;g}i de read—uri)

Diferenta dintre Read Counts si FPKM - in timp ce Read Counts
reprezinta datele brute (utile pentru analize statistice precum DESeq2), FPKM
este o valoare normalizata care permite compararea expresiei intre gene diferite
in cadrul aceleiasi probe sau intre probe diferite.

3.4.2 Distributia nivelului de expresie genica

Pentru a compara nivelurile de expresie genica in conditii diferite,
distributia nivelurilor de expresie genica si a valorilor FPKM (Bray et al., 2014) in
randul diferitelor probe este vizualizats prin diagrame boxplot. In cazul replicilor
biologice, valoarea FPKM finala va fi reprezentata de valoarea medie a acestora,
Figura 20.

distributia expresiei genice

\\ ” grup
[ LP_BV
= LP_AR
] LP_B Mis

log2(fpkm+1)

LP A

RS AR G S A SN
NN AN 5

<o,
ve
<o,

proba

Figura 20. Distributia expresiei genice in probe (diagrama Box Plot).
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Axa X reprezinta numele probei, axa Y indica log2(FPKM+1), fiind indicati parametrii diagramelor box plot,
inclusiv valoarea maxima, cuartila superioara, mediana (valoarea de mijloc), cuartila inferioara si valoarea
minima
. log2(FPKM+1): Se foloseste scara logaritmica in baza 2 pentru a normaliza distributia datelor.
Adunarea valorii ,,1” (pseudocount) este necesara deoarece log(0) nu este definit, permitand
astfel includerea genelor cu expresie zero in grafic.
. Cuartila superioara (Q3 / 75th percentile): Reprezinta limita de sus a ,,cutiei”; 75% din gene au
un nivel de expresie sub aceasta valoare.
. Mediana (Mid-value / Q2): Linia centrala a cutiei. Daca aceasta este situata la acelasi nivel in
toate probele, inseamna ca datele au fost normalizate corect.
. Cuartila inferioara (Q1 / 25th percentile): Limita de jos a cutiei; 25% din gene au un nivel de
expresie sub aceasta valoare.
. Maximum/Minimum: De reguld, acestea sunt capetele ,mustatilor” (whiskers), excluzand
valorile aberante (outliers) care sunt reprezentate prin puncte individuale.

Evaluarea distributiei nivelurilor de expresie genica intre esantioane
reprezintd un pas critic pentru validarea consistentei si a comparabilitatii
datelor RNA-Seq. Analiza box-plot-urilor prezentate in Imaginea 20
demonstreazda o omogenitate remarcabila a profilurilor globale de
transcriptie. Toate cele 12 esantioane (LP1_BV pana la LP3_A) prezinta
mediane (reprezentate de linia centrala din fiecare caseta) care se aliniaza
strans, situate uniform Tn jurul valorii de 1.5-2.0 pe scara. Intervalele
interquartile (IQR) - reprezentate de casete — si intinderile (whiskers) care
definesc variatia generala a expresiei sunt, de asemenea, aproape identice
pentru toate grupurile . Aceasta uniformitate tehnica este o dovada solida a
eficacitatii normalizarii datelor, confirmand faptul ca varianta observata siin
etapele ulterioare de analiza (Corelatie si ACP) si nu este un artefact al
variabilitatii de prelucrare a esantioanelor.

Din punct de vedere biologic, constanta distributiei indica faptul ca, in
ciuda conditiilor ecologice extrem de variate (de la climatul continental
cald/uscat din Arad la cel alpin rece din Bucegi), Lolium perenne L. mentine
0 activitate metabolica de baza (gene de housekeeping) constanta.
Adaptarea la stresul de mediu nuimpune o oprire sau o accelerare globala a
transcriptiei; dimpotriva, sugereaza o redirectionare strategica a resurselor
metabolice prin reglarea diferentiatd a subseturilor specifice de gene de
raspuns (DEGs), in timp ce nucleul transcriptomic conservat (15,505 gene,
conform subcapitolului 3.4.5) raméane functional si stabil.

3.4.3 Analiza de corelatie
Replicile biologice sunt necesare pentru orice experiment biologic,
inclusiv pentru tehnologia RNA-seq. Corelatia nivelurilor de expresie genica
intre probe joaca un rol important in verificarea fiabilitatii si in selectia
probelor, fapt care nu doar demonstreaza repetabilitatea experimentului, ci
ajuta si la evaluarea analizei expresiei genice diferentiale.
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Cu céat coeficientul de corelatie este mai aproape de 1, cu atat
similitudinea dintre probe este mai mare. Consortiul ENCODE sugereaza ca
patratul coeficientului de corelatie Pearson ar trebui sa fie mai mare de 0,92
(in conditii experimentale ideale) (ENCODE Project Consortium, 2004), iar
R2 ar trebui sa fie mai mare de 0,8.

Pe baza tuturor nivelurilor de expresie genica (RPKM sau FPKM) ale
fiecarei probe, se calculeaza coeficientul de corelatie intre probele din
grupuri diferite, acesta fiind reprezentat sub forma de harti termice
(heatmaps). Aceasta metoda este intuitiva pentru a evidentia diferentele intre
probe si gradul de repetabilitate intre grupuri. Cu cat coeficientul de corelatie
al probelor este mai mare, cu atat profilul de expresie este mai apropiat.
Matricea coeficientilor de corelatie este prezentata in Figura 21.

Corelatia Pearson intre probe
LP3_A- 0717 0765 0.676 0.706 0.704 0.717 0.753 0.748 0.745 0.787 0.787 .
LP2 A- 0.714 0.764 0666 0.698 0.689 0.703 0.74 0.754 0.744 0.763 . 0.787
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Figura 21. Diagrama corelatiei intre probe.
(R2: coeficient de corelatie Pearson R).

Matricea de corelatie Pearson (Figura 21) oferd o masura statistica a
similaritatii profilurilor de expresie genica intre toate perechile de esantioane.
Valorile apropiate de 1.0 indica o similaritate transcriptomica ridicata, in timp
ce valorile scazute sugereaza o divergenta majora.

Analiza vizuala a matricei dezvaluie cea mai mare corelatie, vizualizata
prin blocurile de culoare cea mai intensa in cadrul replicilor genotipului
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ameliorat (LP_A). Corelatia medie estimata in interiorul acestui grup
depaseste 0.95. Aceasta omogenitate remarcabila a profilului de expresie nu
numai ca subliniaza precizia tehnica, dar ofera si o evaluare moleculara a
stabilitatii transcriptomice intrinseci a varietatii 'Mara'. Soiurile ameliorate,
selectate pentru trasaturi agronomice predictibile, prezintd adesea un
transcriptom mai putin plastic si mai omogen comparativ cu genotipurile
salbatice, ceea ce contribuie la performanta consistenta in conditii de camp.

Divergenta inter-grup si impactul mediului, analiza corelatiei intre grupuri
evidentiaza influenta majora a mediului asupra reprogramarii genetice. Cea
mai mica corelatie observata apare intre esantioanele LP_BV (Brasov) si
LP_AR (Arad), cu valori estimate in intervalul 0.604 pana la 0.676. Aceasta
divergenta maxima sugereaza ca gradientul ecologic dintre un mediu
temperat sub-montan (Brasov) si un climat continental, potential arid si
termic stresant (Arad), impune cea mai ampla reorganizare a profilului de
expresie genica. Aceasta descoperire confirma ca adaptarea la stresul
combinat de caldura si seceta (ariditate) este cel mai puternic factor selectiv
molecular Tn acest studiu, necesitand activarea unor retele genice vaste
pentru mentinerea homeostaziei.

Populatia alpina LP_B_Mts (Bucegi) prezinta corelatii moderat scazute
cu celelalte grupuri (n jur de 0.68 — 0.72). Desi Bucegiul reprezinta un mediu
de stres extrem (frig cronic, altitudine), divergenta sa transcriptomica fata de
celelalte grupuri nu este la fel de profunda ca cea dintre AR si BV. Acest lucru
se poate explica prin faptul ca adaptarea la frig (vernalizare si crioprotectie)
este adesea mediata de cai genetice bine definite si evolutiv conservate in
speciile de sezon rece.

O alta observatie relevanta este corelatia relativ Thalta intre genotipul
ameliorat LP_A si LP_BV ( de aproximativ 0.75 — 0.78). Aceasta similaritate
indica faptul ca profilul transcriptomic al soiului 'Mara' este cel mai similar cu
cel al populatiei salbatice adaptate la conditii temperate, subliniind
eficacitatea selectiei in zonele optim climatice, Tabel 5.
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Tabel 5. Sumarul Corelatiei Pearson Medii si Implicatiile Biologice

Corelatia
Comparatie Medie Interpretare Biologica
(R2)
Intra-LP_A 0.7>0.95 Stabilitate genotipica superioara;
omogenitate transcriptomica.
LP_BV vs. 0.60 —  Divergenta maxima; indica stresul
LP_AR 0.68 termic/hidric ca motor primar al reprogramarii
genice.
LP_B_Mts wvs. 0.68 —  Raspuns semnificativ si specific la stresul de
AR/BV 0.72 frig/altitudine.
LP_A VS. 0.75 - Profilul soiului ameliorat este optimizat
LP_BV 0.78 pentru conditii temperate.

3.4.4 Analiza componentelor principale (ACP)

Analiza componentelor principale (ACP)/PCA(Principal Component
Analysis) este de asemenea utilizata in mod obisnuit pentru a evalua diferentele
dintre grupuri si repetabilitatea probelor in cadrul aceluiasi grup (replicabilitatea).
ACP foloseste o metoda de calcul bazata pe algebra liniara pentru a reduce
dimensionalitatea si pentru a extrage componentele principale din zeci de mii de
variabile genice. Am efectuat analiza ACP pe valorile de expresie genica (FPKM)
ale tuturor probelor, asa cum se arati in Figura 22. In conditii ideale, probele din
grupuri diferite ar trebui sa fie dispersate (separate), iar probele din cadrul
aceluiasi grup ar trebui sa fie grupate impreuna.

ACP este unul dintre cele mai puternice instrumente de vizualizare pentru
a intelege structura datelor complexe.

Reducerea dimensionalitatii: deoarece avem mii de gene (variabile), este
imposibil sa le vizualizam pe toate simultan. ACP ,,comprima” aceste date in
cateva axe principale (PC1, PC2 etc.) care pastreaza cea mai mare parte a
variatiei din date.

PC1 (Componenta Principala 1): reprezinta axa pe care se observa cea
mai mare diferenta intre probe. De reguld, in experimentele reusite, PC1 separa
grupul ,martor” de cele ,,analizate”.
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PC2 (Componenta Principala 2): reprezinta a doua cea mai mare sursa
de variatie.
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Figura 22. Rezultat analiza componentelor principale/principal component
analysis.

Primele doua componente principale explicd Tmpreund o parte
semnificativa din varianta totala: PC1 explica 29.40%, iar PC2 explica
18.86%. Vizualizarea esantioanelor in spatiul bidimensional definit de PC1 si
PC2 arata o segregare completa a clusterelor bazate pe locatia de colectare
(AR, BV, Bucegi). Aceasta observatie demonstreaza statistic ca factorul de
mediu (locatia geografica si profilul abiotic) este sursa primara si dominanta
a diferentelor transcriptomice la Lolium perenne L. Varianta genotipica (intre
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populatiile salbatice si soiul ameliorat) este prezenta, dar este subordonata
raspunsului de plasticitate ecologica indus de mediul extrem, distributia
spatiala a populatiilor locale, Figura 23.

Segregarea clusterelor locationale

e LP_AR (Verde): clusterul se pozitioneaza la extrema pozitiva a axei PC1.
Aceasta segregare puternica este o reflectare directa a necesitatii de a activa
un set unic de gene (3,276 conform Venn), necesare pentru supravietuirea in
conditiile de stres termic si/sau seceta caracteristice regiunii Arad. Vectorul
PC1 este cel mai probabil asociat cu intensitatea stresului hidric sitermic.

e LP_B_Mts(/LP1/2/3) (Cian): clusterul se afld in cadranul negativ al
spatiului PCA, separat distinct pe ambele axe (PC1 si PC2). Aceasta pozitie
indica faptul ca setul de gene activat pentru adaptarea la conditiile alpine
(frig, altitudine, potential stres UV) este fundamental diferit de cel al
raspunsului la ariditate. Varianta observata aici este legata de mecanismele
de crioprotectie, sinteza de zaharuri non-reducatoare si reglarea ciclului de
vernalizare.

e LP_BV (Rosu): clusterul Brasov se situeaza in cadranul superior-stang,
relativ mai aproape de centrul spatiului PCA, confirmand rolul sau de mediu
de referinta, mai putin expus la stresuri extreme comparativ cu AR sau
Bucegi.

Pozitionarea Genotipului Ameliorat (LP_A): esantioanele LP_A (Violet)
formeaza un cluster extrem de compact (confirmand stabilitatea din analiza
de corelatie). Pozitia spatiala a acestui cluster este adiacentd si in
proximitatea imediata a clusterului LP_BV. Aceasta aliniere subliniaza ca
profilul transcriptomic al soiului ameliorat 'Mara' este cel mai bine adaptat si
optimizat pentru conditiile temperate (Brasov). Faptul ca LP_A nu migreaza
catre extremele AR sau Bucegi sugereaza o specificitate a ameliorarii. Desi
'Mara' este recunoscutd pentru rezistenta sa impresionanta la iarna si
persistenta , profilul sdu molecular pare sa fie optimizat pentru rezistenta la
iarna specifica zonelor de ses sau temperate, si nu neaparat pentru
adaptarea la stresul complex si persistent al altitudinii inalte sau la ariditatea
severa. Soiul demonstreaza stabilitate genica ridicata, dar cu o plasticitate
redusa in comparatie cu genotipurile salbatice, care sunt fortate sa
reconfigureze masiv expresia genica pentru a supravietui conditiilor extreme.
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Figura 23. Distributia spatiald ACP intre cele 3 locatii si varianta ameliorata.

3.4.5 Co-expresia in diagramele Venn

Diagrama Venn a coexpresiei prezintd numarul de gene care sunt
exprimate Th mod unic n cadrul fiecarui grup sau al fiecarei probe, in timp ce
regiunile de suprapunere indica numarul de gene care sunt co-exprimate in doua
sau mai multe grupuri ori probe.

Daca ACP ne spune daca probele sunt diferite, diagrama Venn ne spune
exact cate gene definesc acele diferente. Este un instrument excelent pentru a
vizualiza ,,nucleul” comun de gene si trasaturile unice ale fiecarei conditii
experimentale.

Gene specifice grupului: genele care apar doar in cercul aferent probei fara
suprapunere si sunt adesea cele maiinteresante, deoarece reprezinta raspunsul
biologic specific la stimulul respectiv.

Zona de intersectie (Core Transcriptome): genele comune tuturor probelor
sunt, de regula, gene de intretinere (housekeeping genes), esentiale pentru
supravietuirea celulara indiferent de conditiile externe.

Filtrarea datelor: aceasta diagrama nu foloseste toate genele din genom, ci doar
pe cele care au trecut de un prag de filtrare (ex: FPKM > 1), pentru a elimina
zgomotul de fond.

Diagrama Venn, Figura 24, cuantifica suprapunerea si unicitatea genelor
exprimate in cele trei populatii salbatice (LP_BV, LP_AR, LP_B_Mts. - detalii
Anexa 1, Figurile 49-52). Aceasta analiza diseca transcriptomul Th componente
functionale: ”miezul” conservat (genele comune) si seturile de gene unice (genele
de plasticitate adaptativa).

Transcriptomul ”Miez” (Core Transcriptome), segmentul central de

suprapunere releva un set masiv de 15,505 gene co-exprimate in toate cele trei
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populatii, indiferent de stresul abiotic dominant. Acest nucleu transcriptomic
reprezinta genele esentiale necesare pentru functiile celulare fundamentale
(housekeeping), cresterea bazalda, si metabolismul primar, demonstrand o
conservare evolutiva remarcabilda a mecanismelor vitale ale speciei. Mentinerea
expresiei acestui nucleu este esentiala pentru supravietuirea speciei, o ipoteza
sustinuta de distributia uniforma a nivelurilor de expresie observata anterior.

LP_BV LP_B_Mts.
LP_A 1513 1123 LP_AR
780 338 506
1946 953 370 2092
15135
514
921 1252
1184

Figura 24. Co-expresia genica, diagrama Venn la populatiile analizate.

Seturile de gene unice (plasticitatea adaptativa), genele exprimate
exclusivintr-un singur mediu actioneaza ca markeri moleculari ai adaptarii locale
la presiunile selective unice ale acelei locatii.

e LP_AR (Arad): 2092 gene unice. Acesta este setul cel mai numeros de
gene unice. Marimea sa extinsa este in perfectd concordantd cu
divergenta maxima observata in ACP (PC1) si in analiza de corelatie.
Aceasta semnatura moleculard vasta sugereaza ca adaptarea la
conditiile aride necesita activarea simultana si complexa a unui numar
mare de cdi metabolice si de semnalizare. Aceste gene sunt susceptibile
de a fi implicate in procese precum raspunsul la acidul abscisic (ABA),
mecanismele antioxidante pentru combaterea speciilor reactive de
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oxigen (ROS) induse de stresul termic/hidric si restructurarea
metabolismului carbohidratilor pentru a facilita toleranta osmotica.

o LP_BV (Brasov): 1513 gene unice. Acest set semnificativ, dar
intermediar ca marime, reflecta adaptarea la conditiile sub-montane temperate.
o LP_B_Mts (Platoul Bucegi): 1123 gene unice. Acesta este cel mai mic

set de gene unice dintre cele trei medii de stres. Faptul ca Bucegiul, desi cel mai
aspru mediu (frig cronic si altitudine), necesita activarea celui mai mic set de gene
unice implica o eficienta evolutiva a mecanismelor de adaptare la frig la specia
Lolium perenne L. Supravietuirea in conditii alpine severe se bazeaza pe reglarea
precisa si rapida a unui numar relativ mic de gene majore (switch-uri genetice),
cum ar fi factorii de transcriptie (de exemplu, familia CBF/DREB) sau genele de
duplicare in tandem (TDGs) care raspund la temperaturi scazute, precum familia
ELIP. Sumarul seturilor de gene, Tabelul 6.

Tabel 6. Sumarul seturilor de gene unice si semnificatia adaptativa

Grup Numar Gene Corelatie cu Divergenta Implicatii
Unice Transcriptomica Adaptative
Cheie

LP_AR 2092 Corelatie minima, PC1 dominant Plasticitate
moleculara
maxima,
raspuns
complex la
stresul
termic/hidric.

LP_BV 1513 Corelatie intermediara Adaptare la
conditii
temperate sub-
montane.

LP_B_Mts 1123 Segregare puternica pe PC2 Raspuns
genetic eficient
si specific la
stresul de
frig/altitudine.

Core Transcriptome 15,135 Consistenta tehnica/biologica Functii
metabolice de
baza
conservate.
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Discutii si Concluzii

Analiza transcriptomica detaliata a populatiilor de Lolium perenne L si a
varietatii ameliorate 'Mara' in contextul gradientilor ecologici din Roménia a
oferit dovezi moleculare substantiale privind mecanismele de adaptare si
impactul selectiei.

Implicatiile variantei induse de mediu, rezultatele ACP si ale analizei de
corelatie converg pentru a stabili ca mediul abiotic este factorul primar care
modeleaza profilul de expresie genica in Lolium perenne L. Divergenta
maxima intre populatiile de la Brasov si Arad (corelatie R2 minima) si setul
masiv de gene unice la Arad (2092) confirma ca adaptarea la ariditate si
caldura necesita o reorganizare metabolicd mult mai ampla decat raspunsul
la frig.

In contrast, desi frigul alpin din Bucegi este sever, raspunsul siu
transcriptomic unic este mai restrans (1123 gene unice). Aceasta diferenta
sugereaza o strategie evolutiva contrastanta: adaptarea la ariditate (AR) se
bazeaza pe un raspuns larg de plasticitate, in timp ce adaptarea la frig
(Bucegi) se bazeaza pe reglarea eficienta si bine orchestrata a unor retele
genetice conservate, care includ probabil genele de vernalizare si cele
asociate cu crioprotectia, cum ar fi membri ai familiilor ELIP sau cei implicati
in acumularea de carbohidrati ca sursa de energie si protectie.

Evaluarea moleculara a soiului ameliorat LP_A (Mara), demonstreaza o
stabilitate transcriptomica remarcabila (R2 >0.95), indicand o omogenitate
genomica superioara. Pozitionarea sa in PCA in imediata vecinatate a
clusterului LP_BV (Brasov) sugereaza ca profilul sdu de expresie este celmai
bine optimizat pentru un mediu temperat. Soiul 'Mara' prezinta persistenta si
rezistentaiarna, caracteristici esentiale’in regiunile temperate cuierni blande
sau moderate. Totusi, distanta sa fata de profilele de stres extreme (AR si
Bucegi) sugereaza ca, desi stabil si performant in conditii agronomice
standard, genotipul LP_A ar putea necesita o activare transcriptomica mult
mai dramatica (si posibil mai putin eficientd) pentru a aborda stresurile
extreme de ariditate sau frig alpin, comparativ cu populatiile salbatice care
au evoluat localin acele nise ecologice.

Genele identificate ca fiind unice pentru populatiile salbatice (LP_AR si
LP_B_Mts) reprezinta o resursa genomica de nepretuit pentru programele de
ameliorare moleculara menite sa imbunatateasca rezistenta Lolium perenne
L la schimbarile climatice:

- rezistenta la ariditate, cele 2092 de gene unice din populatia Arad (LP_AR)
au fost supuse unei analize functionale (GO si KEGG) aprofundate. Aceste
gene reprezintd candidati excelenti pentru introgresia genica, avand
potentialul de a conferi o plasticitate moleculara sporita, esentiala pentru
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dezvoltarea de soiuri de raigras peren rezistente la seceta si la temperaturi
ridicate, fenomene din ce in ce mai frecvente in climatul continental;

- toleranta la frigul extrem, setul de 1123 de gene unice din Bucegi
(LP_B_Mts/LP1/2/3) au fost analizate in continuare pentru identificarea
genelor cheie care mediaza rezistenta alpina. Integrarea eficienta a acestor
gene in genotipuri stabile, precum 'Mara’, ar putea imbunatati substantial
rezistenta la iernare in regiunile cu solicitari termice scazute, severe.
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3.5 Analiza expresiei genice diferentiale
3.5.1 Rezultate analiza expresie diferentiala
3.5.2 Date expresie genica diferentiala interpretate statistic
3.5.3 Analiza de clusterizare

Dupa ce expresia genica este cuantificatd, este necesara o analiza
statistica a datelor pentru a selecta genele ale caror niveluri de expresie sunt
semnificativ diferite in conditii variate. Analiza diferentialda este Tmpartita, in
principal, in trei etape:

e Normalizarea: numarul brut de citiri (readcount) este normalizat, in
principal pentru a corecta diferentele de profunzime a secventierii;

e Modelarea statistica: se utilizeaza un model statistic pentru a calcula
probabilitatea testului cu ipoteza (p-value);

e Corectia: se aplica corectii pentru teste cu ipoteze multiple pentru a
obtine valorile FDR (false discovery rate — rata descoperirilor false)
(Anders et al., 2010).

Pentru diferite conditii experimentale, am selectat software-ul adecvat pentru
analiza diferentiala a expresiei genice, conform Tabel 7 de mai jos:

Tabelul 7. Software pentru analiza diferentiala si criterii de selectie a genelor

Model Metoda .
Tip Software Metoda_de Calcul p-  Calcul Pl_'ag Sel_ectJe Gene
Normalizare Diferentiale
value FDR i
DESeq2 e
I Distributia _ .
Rgpllcz_arl ( Anders DESeq Binomiala  BH |Ic192(FoldChange)| >= 1 & padj
Biologice etal., Negativa <=0.05
2014) 9
edgeR P
. ox ; Distributia _ .
Fara_ » (Robinson ™M Binomiala  BH |Ic192(FoldChange)| >= 1 & padj
Replicari et al., Negativa <=0.05
2010) 9

Daca numarul de gene selectate conform pragului de mai sus este prea
mic (sub 100), este foarte probabil sa nu existe rezultate semnificative in analiza
ulterioara de imbogatire functionald (functional enrichment analysis). Prin
urmare, vom reduce in mod corespunzator pragul de selectie a genelor, in functie
de conditiile specifice ale proiectului. Daca experimentul se concentreaza doar
pe expresia catorva gene (cum ar fi in cazul unui gene knockout), atunci se ignora
rezultatele imbogatirii si se filtreaza genele de interes direct din tabelul de analiza
diferentiala.

in general, dacé o gené prezintd o variatie a expresiei mai mare de dou3
ori intre cele doua seturi de probe, consideram ca acea gena este exprimata
diferential. Pentru a determina daca diferenta de expresie este cauzata de diverse
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erori sau de diferente biologice esentiale, trebuie sa efectuam un test cu ipoteza
pe datele de expresie ale tuturor genelor din probele respective.

Deoarece analiza transcriptomului este efectuatd pe mii de gene
simultan, acest lucru duce la acumularea de rezultate fals pozitive. Cu cét
numarul de gene este mai mare, cu atat gradul cumulativ de rezultate fals pozitive
in testul cu ipoteza este mai ridicat. Astfel, introducerea valorii padj (p-value
ajustat) calibreaza testul de ipoteza pentru a controla proportia acestor rezultate
eronate (Young et al., 2010).

Criteriile de selectie pentru genele diferentiale sunt extrem de
importante. Standardul propus, [log2(FoldChange)|=1 si padj<0.05, este o
valoare empirica utilizata frecventin proiectele reale, insa poate fi adaptat flexibil.
De exemplu, pragul pentru variatia de expresie poate fi setat la 1.5 sau 3 ori, iar
padj poate include praguri de 0.01, 0.05 sau 0.1. Daca numarul de gene obtinute
este prea mare, ceea ce ar ingreuna identificarea genelor tinta, se pot aplica
criterii de prag mai stricte pentru filtrare.

3.5.1 Rezultat analiza expresie diferentiala

Analiza Expresiei Genice Diferentiale (DGEA) reprezinta etapa cruciala
care permite identificarea genelor al caror nivel de transcriptie este modificat
semnificativ statistic intre doua sau mai multe conditii experimentale (in acest
caz, populatii salbatice adaptate la mediu versus varietatea ameliorata). Aceasta
analiza dezvaluie retelele moleculare activate ca raspuns direct la presiunile
selective ale mediului (stres termic, ariditate, frig alpin) si diferentele intrinseci de
genotip.

Pentru a identifica genele reglate diferential (Differentially Expressed
Genes — DEGs), s-au efectuat comparatii pereche (pairwise) intre cele patru
grupuri principale (LP_BV, LP_AR, LP_B_Mts, si LP_A), utilizand filtre statistice
stricte (de obicei, praguri de False Discovery Rate (FDR) si valoarea log2(Fold
Change).

Rezultatele DGEA confirma o reprogramare transcriptomica masiva, in
special in comparatiile care implica populatiile adaptate la conditii de stres
extrem. Analiza dezvaluie ca cel mai mare impact asupra transcriptiei este
determinat de gradientul ecologic maxim, adica diferenta dintre mediul cald/arid
(LP_AR) si celrece/alpin (LP_B_Mts). De asemenea, varietatea ameliorata (LP_A)
prezinta o distanta transcriptomica semnificativa fata de populatia adaptata la
ariditate (LP_AR), indicand o specializare genica distincta fata de mecanismele
de toleranta la seceta si caldura.
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3.5.2 Date expresie genica diferentiala interpretate statistic

Datele statistice a genelor diferential exprimante statistic, respectiv a
numarului de gene diferentiat exprimate (DEGs) in cele sase comparatii pereche
esentiale sunt rezumate in Tabel 8 si reprezentate grafic in Figura 25.

Tabel 8. Numarul de gene exprimante diferentiat (DEGs) in comparatiile pereche

Gene Reglate Gene Reglate

Grupuri Comparate g:giTotal Pozitiv Negativ (Down-
(Up-regulated) regulated)
LP_ARvs LP_B_Mts 13611 7826 5785
LP_AvsLP_AR 10679 7113 3566
LP_Avs LP_B_Mts 9905 5127 4778
LP_BVvs LP_AR 6534 4035 2499
LP_BVvs LP_B_Mts 4035 2231 1804
LP_Avs LP_BV 1604 937 667

Analiza statistica cheie [Divergenta ecologica maxima (LP_AR vs
LP_B_Mts)], aceastd comparatie genereaza cel mai mare numar de DEGs
(13,611), confirmand ca diferenta intre conditiile de stres termic/ariditate (AR) si
stres de frig/altitudine (B_Mts) impune cea mai profunda si extinsa reorganizare a
transcriptomului.

Un numar semnificativ mai mare de gene (7,826) sunt reglate pozitiv (Up)
in populatia LP_AR comparativ cu LP_B_Mts, indicAnd o activare metabolica
intensa in conditiile de stres arid.
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Figura 25. Histograma comparativa a numarului de gene exprimate diferential.

Se poate realiza vizualizarea genelor exprimate diferential si prin grafice
de tip ,volcano”. Graficele de tip ,volcano” pot fi utilizate pentru a deduce
distributia generald a genelor exprimate diferential. in figura, axa OX indica
variatia de tip ,,fold change” a expresiei genice intre diferite probe, iar axa OY
indica semnificatia statistica a acestor diferente. Punctele rosii reprezinta
genele supra-exprimate (up-regulation), iar punctele verzi reprezinta genele
sub-exprimate (down-regulation), Figura 26 (pentru toate probele, detalii
Anexa 1, Figurile 53-56).
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Figura 26. Graficul tip Volcano a genelor exprimate diferential, LP_Arvs

LP_B_Mts..

Note terminologice utile:

Fold change: se lasa adesea ca atare in literatura de specialitate in limba romana sau se traduce prin

»raportul variatiei de expresie”.

Up-regulation / Down-regulation: desi se pot traduce prin ,reglare ascendentd/descendentd”, in
contextul analizei de date se prefera adesea termenii de gene supraexprimate si subexprimate.
Significance: se referd de obicei la valoarea -log70(p-value), motiv pentru care punctele cele mai

semnificative apar in partea de sus a graficului.

3.5.3 Analiza de clusterizare

Toate genele exprimate diferential din grupul de comparatie au fost
reunite pentru a forma setul de gene diferentiale. Pentru experimentele care
implica mai mult de doua grupuri, se poate efectua o analiza de cluster (grupare)
pe diferite seturi de gene, astfel incat genele cu modele de expresie similare sa

fie grupate impreuna.

Am utilizat metoda standard de clustering ierarhic pentru a grupa valorile
FPKM ale genelor si am procedat la standardizarea pe randuri (scorul Z). Genele
sau probele cu modele de expresie similare vor aparea grupate in harta termica

(heat map).
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Culoarea din fiecare celula a grilei nu reflecta valoarea absoluta a expresiei
genice, ci valoarea obtinuta dupa standardizarea randurilor (situata, in general,
intre -2 si 2). Din acest motiv, culorile din harta termica pot fi comparate doar pe
orizontala (expresia aceleiasi gene in diferite probe) si nu pe verticala (gene
diferite in cadrul aceleiasi probe). Analiza include atat gruparea intre grupuri
experimentale, cat si cea intre probe individuale, raportul final prezentand
rezultatele gruparii probelor.

Analiza de clustering ierarhic, vizualizatd printr-o harta termica
(Heatmap), Figura 27, a fost aplicata pe setul de gene diferentiat exprimate
(DEGSs) la nivel global, pentru a ilustra gruparea esantioanelor in functie de
similaritatea profilurilor lor de expresie.

Clustering-ul esantioanelor (Clusteringul Vertical), confirma o grupare
perfectd si robustd a esantioanelor in functie de grupul lor de provenienta
(locatie/genotip), indicand o variabilitate inter-grup mult mai mare decéat
variabilitatea biologica intra-grup (intre replici):

Cluster LP_A: cele treireplici ale soiului ameliorat (LP1_A, LP2_A, LP3_A)
formeaza un cluster unitar, confirmand stabilitatea si omogenitatea
genetica/transcriptomica a varietatii.

1Cluster LP_BV: replicile din Brasov (LP1_BV, LP2_BV, LP3_BV) se
grupeaza impreuna.

1Cluster LP_B_Mts: probele din Bucegi (LP1, LP2, LP3) formeaza un
cluster distinct.

1Cluster LP_AR: probele din Arad (LP1_AR, LP2_AR, LP3_AR) formeaza
cel maiizolat cluster.

Relatiile Inter-Grup (Clusteringul lerarhic), modelul de clustering ierarhic
dezvaluie relatiile evolutive si adaptative, urmand o ierarhie bazata pe divergenta
transcriptomica. Gruparea LP_A + LP_BV: soiul ameliorat (LP_A) si populatia din
Brasov (LP_BV) sunt cele mai strans inrudite din punct de vedere al expresiei
genice, ele formand un cluster de nivel superior. Acest lucru este in concordanta
cu numarul minim de DEGs observatintre ele (1,604).

Segregarea LP_B_Mts: populatia alpina (LP_B_Mts) se alatura urmatorului nivel
alierarhiei, indicand o distanta moleculara moderata.

Izolarea LP_AR: populatia din Arad (LP_AR), adaptata la conditii aride si termice,
este cel mai izolat cluster, aldturdndu-se ierarhiei la cel mai Tnalt nivel de
divergenta. Aceasta izolare subliniaza impactul major al stresului combinat de
caldura si seceta asupra retelei de reglare genica a plantei, care necesita o
configuratie transcriptomica unica pentru supravietuire, diferita esential de
celelalte genotipuri.
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Analiza blocajelor de expresie (Clusteringul Orizontal) pe harta termica
(Heatmap), Figura 27, se observa blocuri mari de gene care sunt reglate pozitiv
sau negativ in mod concertat, indicand activarea unor cai metabolice specifice.
Astfel, se potidentifica: un bloc de gene intens reglate pozitiv (exprimate in exces,
culoare inchisd) in clusterul LP_AR si reglate negativ (culoare deschisa) in
LP_B_Mts, reprezentdnd cel mai probabil genele de raspuns la stresul
hidric/termic. Blocuri de gene cu expresie ridicata in LP_B_Mts si LP_BV, dar
reduse in LP_AR, sugereaza gene asociate cu cresterea robusta in conditii optime
si/sau toleranta la iernare (frig).

In concluzie, analiza de clustering ierarhic a DEGs consolideaza ideea c&
varianta transcriptomica in Lolium perenne L este dominata de adaptarea
ecologica, cu populatia de ariditate (LP_AR) si cea de frig (LP_B_Mts)
reprezentand extremele moleculare, in timp ce soiul ameliorat (LP_A) se aliniaza

cu profilul genotipic temperat (LP_BV).
rup
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Termeni cheie Eeplicati:

Clustering ierarhic: o metoda de analizd care grupeaza obiectele (genele sau probele) in functie de
similaritatea lor, formand o structura de tip arbore (dendrograma).

Scorul Z (Z-score): o metodad de normalizare care transforma datele astfel incat media sa fie 0 si deviatia
standard sa fie 1. Acest lucru permite vizualizarea variatiilor relative ale unei gene, indiferent daca aceasta are
un nivel de expresie general ridicat sau scazut.

FPKM: (Fragments Per Kilobase of transcript per Million mapped reads) — o unitate de masura utilizata pentru
a estima nivelul de expresie a genelor in secventierea RNA-seq.

Comparatie pe orizontala: esentiald pentru a vedea daca o anumita gena este mai activa intr-o proba fata de
alta (de exemplu, ameliorat vs. spontan).

Componentele principale ale graficului:

Dendrograma (Arborele de grupare): liniile ramificate de deasupra (pentru probe) sau din lateral
(pentru gene). Cu cat doud ramuri se unesc mai repede, cu atat probele sau genele respective au un profil de
expresie mai similar.

Scorul Z (Z-score): culorile nu reprezinta cantitatea brutad de ARN, ci cat de mult deviaza expresia
unei gene fatd de media eiin toate probele.

Rosu: expresie ridicata fata de medie (Up-regulated).

Verde: expresie scazuta fatd de medie (Down-regulated).

Axa Orizontala (Coloane): reprezintd probele individuale

Axa Verticala (Randuri): reprezinta genele individuale selectate ca fiind semnificative.
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3.6 Analiza functionala
3.6.1 Analiza de imbogatire a ontologiei genelor/GO/Gene ontology
3.6.2 Analiza de imbogatire a cailor metabolice KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes)
3.6.3 Analiza retelelor de interactiune proteina-proteina (PPI)

Prin analiza de Tmbogatire (enrichment analysis) a genelor exprimate
diferential (Figura 28), putem identifica ce funciii biologice sau cai metabolice
sunt asociate semnificativ cu acestea. Am utilizat software-ul clusterProfiler (Yu
G, 2012) pentru analiza de Tmbogatire, incluzand analize de tip GO (Gene
Ontology), DO (Disease Ontology), precum si baze de date precum KEGG si
Reactome.

Bazele de date mentionate:

GO (Gene Ontology): clasifica genele in trei categori - functie moleculara,
componenta celulara si proces biologic.

DO (Disease Ontology): face legatura intre gene si afectiunile medicale
specifice.

KEGG & Reactome: acestea sunt baze de date pentru cai de semnalizare
(pathways). KEGG este adesea mai schematic, in timp ce Reactome este foarte
detaliatin ceea ce priveste reactiile biochimice.

Programul clusterProfiler - este standardul de aur in limbajul R pentru
acest tip de analiza, deoarece integreaza foarte multe baze de date si genereaza
vizualizari clare (precum dot plots sau cnet plots), facand datele brute mult mai
usor de prezentat intr-o lucrare stiintifica.
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Figura 28. Schema analizei de imbogatire a genelor.

n aceasta etapa se analizeaza cele 3 genotipuri salbatice (LP) recoltate
din cele trei locatii distincte geografic si climatic, comparandu-le cu varietatea
ameliorata (LP_A, Lolium perenne x Mara).
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Arad (AR): reprezentand un mediu de campie cu influente continentale
puternice. Aceasta zona este caracterizata, in general, prin stres hidric si termic
ridicat in timpul sezonului de crestere, necesitand adaptari transcriptomice
centrate pe conservarea apei si termotoleranta.

Brasov (BV): situat intr-o depresiune intra-montana, acest mediu
prezinta o clima temperata cu umiditate relativ constanta si variatii termice
moderate. Ecotipurile de aici (LP_BV) pot avea o adaptare mai echilibrata, fiind
folosite ca referinta intermediara.

Platoul Muntilor Bucegi (B_Mts): un mediu alpin/subalpin, caracterizat
printr-un stres sever. Acestea includ temperaturi scazute, fluctuatii rapide de
temperatura, radiatie ultravioletd (UV) intensa si soluri sarace. Adaptarea la
altitudine implica mecanisme robuste de protectie impotriva oxidarii si a
destructurarii celulare.

Soiul ameliorat (LP_A) este dezvoltat pentru performante agronomice
superioare (crestere rapida, productie mare de biomasa). Ipoteza centrala a
acestui studiu este ca varietatea amelioratd a dobandit o reglare genetica ce
prioritizeaza procesele de crestere si sinteza, reusind, in acelasi timp, sd mentina
sau sa optimizeze anumite cai de raspuns la stres. Aceasta optimizare este
explorata prin compararea LP_A cu ecotipurile salbatice (LP_AR, LP_BV,
LP_B_Mts), care sunt fortate sa aloce o parte mai mare a bugetului lor energetic
pentru supravietuire.

Analiza diferentelor de expresie genica (DEGs) a fost completata prin
metode bioinformatice standard: Gene Ontology (GO) Enrichment Analysis,
KEGG Pathway Enrichment Analysis si Protein-Protein Interaction (PPI) Network
Analysis. Aceste instrumente permit transformarea listelor de gene reglate
diferential in procese biologice interpretabile, oferind o perspectiva sistemica
asupra strategiilor de adaptare moleculara adoptate de diferite genotipuri.

3.6.1 Analiza de imbogatire a ontologiei genelor/GO/Gene ontology
GO este abrevierea pentru Gene Ontology (Ontologia Genelor —
http://www.geneontology.org/), un sistem major de clasificare bioinformatica
utilizat pentru a unifica descrierea proprietatilor genelor la toate speciile. Acesta
cuprinde trei ramuri principale: componenta celulara, functie moleculara si
proces biologic. Termenii GO care prezinta o valoare padj < 0,05 sunt considerati
ca avand o imbogatire semnificativa.
in rezultatele analizei de imbogatire GO, au fost selectati pentru afisare cei
mai semnificativi 30 de termeni, Figura 29 pentru comparatia LP_Arvs.LP_B_Mts.
(Anexa 1 - Figurile 57-60 pentru restul scenariilor). Tn cazul in care rezultatele
contin mai putin de 30 de termeni, acestia vor fi reprezentati integral, dupa cum
se observa in figura urmétoare. in aceasts figurd, abscisa reprezinta termenul GO
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(GO Term), iar ordonata reprezinta nivelul de semnificatie alimbogatirii acestuia.
Valorile mai mari corespund unui grad de semnificatie mai ridicat. Culorile diferite
reprezinta cele trei subclase GO: BP (proces biologic), CC (componenta celulara)

si MF (functie moleculara).
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Figura 29. Histograma analizei de imbogatire GO.

Abscisa reprezinta termenul GO (GO Term), iar ordonata reprezinta nivelul de semnificatie a imbogatirii
acestuia, exprimat sub forma de —log70(padj). Culorile diferite indica diverse categorii functionale.

Din rezultatele analizei de imbogatire GO, cei 30 de termeni GO au fost
prezentati pentru o mai buna vizualizarea si interpretare a rezultatelor si sub
forma unui grafic de Tip Scatter Plot, Figura 30, pentru scenariul
LP_Arvs.LP_B_Mts. (Anexa 1 - Figurile 61-65 pentru restul scenariilor).
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Description

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism <
ABC transporters 4
Zeatin biosynthesis
Glycine, serine and threonine metabolism 4
Arginine and proline metabolism 4
Biosynthesis of various plant ...
Count
Galactose metabolism
® 20
Cutin, suberine and wax biosynthesis 4 . 40
Monoterpenoid biosynthesis 4 . 60
Linoleic acid metabolism 4
padj
Cysteine and methionine metabolism . 1.00
Flavonoid biosynthesis 4 (9] 0.75
Nitrogen metabolism 4 (] 060
0.25
Alanine, aspartate and glutamate metabolism (@]
Starch and sucrose metabolism .
Plant-pathogen interaction 4 .
Phenylpropanoid biosynthesis 4 ‘
Cyanoamino acid metabolism 4 @
Diterpenoid biosynthesis - @
Photosynthesis - antenna proteins L)
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

GeneRatio

Figura 30. Analiza de imbogatire GO, grafic de tip Scatter Plot.

in cazulin care rezultatele contin mai putin de 30 de termeni, acestia vor
fi reprezentati integral. in aceast figura, abscisa reprezinta raportul dintre
numarul de gene diferentiate asociate termenului GO si numarul total de
gene diferentiate, iar ordonata indica termenul GO (GO Term). Dimensiunea
fiecarui punct reprezintd numarul de gene adnotate pentru un anumit termen
GO, in timp ce variatia culorii de la rosu la violet (mov) reprezinta nivelul de
semnificatie statistica a imbogatirii. Analiza GO clasifica genele reglate
diferential (DEGs) in functie de functia lor moleculara (MF), procesul biologic
(BP) si componenta celulara (CC) in care sunt implicate.
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Modificari metabolice fundamentale (BP) in adaptarea geografica

Comparatiile intre ecotipurile salbatice dezvaluie ajustari imediate ale
metabolismului primar, esentiale pentru supravietuire in conditii de mediu
variabile.

Procesul biologic carbohydrate metabolic process (GO:0005975) prezinta o
valoare p de 0.00026473698779692 in comparatia LP_BV vs LP_AR. Desi
valoarea padj (FDR ajustat) pentru acest termen este 0.122573225349974 ,
valoarea p extrem de scazutd reflectd o relevantd biologica puternica.
Modificarile in metabolismul carbohidratilor sunt o piatra de temelie a adaptarii
plantelor, fiind adesea legate de ajustarea osmotica in fata stresului hidric, care
este mai pronuntat in Arad (mediu continental) comparativ cu Brasov (mediu
depresionar mai umed).

De asemenea, procesul lipid biosynthetic process (GO:0008610) a fost
remarcat in comparatia LP_BV vs LP_B_Mts, cu o valoare p de
0.00144552034235827. Reglarea cailor lipidice este cruciala in mediile reci, cum
este Platoul Bucegi, deoarece sinteza si modificarea lipidelor sunt necesare
pentru mentinerea fluiditatii membranei celulare, un aspect vital pentru toleranta
la temperaturi scazute. Se observa ca adaptarile fundamentale in alocarea si
stocarea energiei (carbohidrati/lipide) sunt primele care se ajusteaza de-a lungul
gradientului climatic, reflectand strategii distincte de gestionare a resurselor.

Un alt termen persistent, protein folding (GO:0006457), apare constant in
comparatiile inter-salbatice, de exemplu in LP_BV vs LP_AR si LP_AR vs
LP_B_Mts, cu o valoare p de 0.00552113293394298. Aceasta imbogatire indica
o activitate intensa a proteinelor de tip chaperon/proteine de asistare (Heat
Shock Proteins - HSPs), care este un raspuns generic la stresul celular cauzat de
caldura, deshidratare sau agresiuni oxidative. Faptul ca acest proces este reglat
diferential in toate ecotipurile sugereaza ca toate sunt supuse unor stresuri
semnificative care impun mentinerea integritatii proteice.

Semnatura raspunsului la ameliorare (LP_A) si mediu (MF & CC)

Cea mai evidenta diferenta functionala a varietatii ameliorate (LP_A) fata de
genotipul salbatic din Arad (LP_AR) se manifesta la nivelul masinariei de
translatie. Termenul de Componenta Celulara (CC) ribosome (GO:0005840) este
cel mai semnificativimbogatit in comparatia LP_A vs LP_AR, cu o valoare padj de
0.00217685213926835. Acest termen este sustinut de un numar mare de gene
reglate (81 de gene din 552).

Aceasta reglare masiva a sintezei proteice, in paralel cu imbogatirea
procesului cellular amide metabolic process (GO:0043603) , indica o strategie a
genotipului ameliorat de a prioritiza cresterea rapida si productia de biomasa. In
contrast cu genotipul salbatic din Arad, care trebuie sd economiseasca energie
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pentru supravietuire Tn conditii de stres, LP_A redirectioneaza resursele
metabolice catre o masinarie ribozomala optimizata, stabilind astfel un echilibru
care favorizeaza performanta agronomica in detrimentul, posibil, al flexibilitatii
extreme de adaptare la mediu.

Pe langa crestere, varietatea ameliorata (LP_A) demonstreaza mecanisme
specifice de aparare. in comparatia LP_A vs LP_B_Mts, termenul de Functie
Moleculara (MF) chitin binding (GO:0008061) este semnificativ imbogatit (padj
0.00878464230096141), cu o particularitate notabila: toate cele 11 gene
asociate sunt reglate in sus (Up), si nicio gena nu este reglata in jos (0 Down).
Aceasta reglare puternica a genelor de legare a chitinei poate fi interpretata ca un
raspuns defensiv sporit impotriva patogenilor fungici sau, mai probabil, ca o
interactiune moleculara activa cu endofitul mutualist Epichloé festucae
Leuchtm., Schardl & M.R. Siegel. Relatia simbiotica cu endofitul este cruciala
pentru toleranta la stres (inclusiv cel alpin), iar varietatea ameliorata ar putea sa
fi optimizat aceasta interactiune, conferindu-i un avantaj ecologic.

Un alt aspect relevant este reglarea transportului. Active transmembrane
transporter activity (GO:0022804, MF) este de asemenea imbogatita in LP_A vs
LP_B_Mts (padj 0.0330846658020315), dar arata un profil de reglare invers fata
de chitin binding, fiind predominant down-reglata (6 Up, 34 Down). Acest profil
sugereaza o economie energeticd activa in LP_A. Deoarece transportul
transmembranar este costisitor din punct de vedere energetic, reglarea generala
injosindica o optimizare aretelei de transport pentru eficienta, in timp ce ecotipul
alpin (LP_B_Mts) ar putea mentine o baterie mai larga de transportori constitutiv
activi pentru a gestiona o gama mai larga de toxine sau nutrienti fluctuanti, in
concordanta cu rezilienta robusta necesara in medii extreme, Tabel 9.

Tabel 9. Top termeni GO (BP, MF, CC) semnificativi sau relevant reglati.

. . . padj Total Up Down
Comparatie | Categoria | GO ID Descriere (Termen GO) (FDR) Gene (Count) | (Count)
LP_Avs
LP_AR CcC G0:0005840 | ribosome 0.002177 81|- -
LP_Avs
LP_B_Mts |MF G0:0008061 | chitin binding 0.008785 11 11
LP_Avs active transmembrane
LP_B_Mts MF G0:0022804 | transporter activity 0.033085 40 6 34
LP_BVvs carbohydrate metabolic
LP_AR BP G0:0005975 | process 0.122573 119 - -
LP_BVvs
LP_B_Mts |BP G0:0008610 | lipid biosynthetic process 0.492922 23| - -
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3.6.2 Analiza de imbogatire a cailor metabolice KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes)

Interactiunile dintre mai multe gene pot fi implicate in anumite functii
biologice. KEGG (Kanehisa et al., 2000) (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) reprezinta o colectie de baze de date administrate manual, care
contin resurse privind informatii genomice, cai biologice si boli. Analiza de
imbogatire a cailor (pathway enrichment analysis) identificad acele cai
metabolice sau de transductie a semnalului care sunt semnificativ
imbogatite in randul genelor exprimate diferentiat, prin comparatie cu fondul
intregului genom. Caile KEGG care prezinta o valoare padj < 0,05 sunt

considerate ca avand o imbogatire semnificativa.

Termeni cheie utilizati:

manually curated = curatoriate manual (termenul academic standard pentru baze de date verificate
de experti);

biological-pathway = céi biologice;

signal transduction pathways = céai de transductie a semnalului (procesul prin care o celuld rdspunde
la substante din mediul sdu);

differentially expressed genes = gene exprimate diferential (adesea abreviate ca DEG in engleza);

Whole genome background = fondul intregului genom (se refera la setul de referinta fata de care se
face comparatia statistica).

in timp ce GO (Gene Ontology) se concentreazi pe proprietatile
individuale ale genelor (unde se afla, ce fac), KEGG se concentreaza pe
reteaua de interactiuni. KEGG ne arata ,,harta” drumurilor metabolice si cum
comunica genele intre ele pentru a declansa un raspuns biologic cu referire
la modificarea factorilor externi sau in cazul unei patologii.

in rezultatele analizei de imbogatire KEGG, au fost selectate pentru
afisare cele mai semnificative 20 de cai KEGG. In cazul in care rezultatele
contin mai putin de 20 de cai, toate acestea vor fi reprezentate grafic, asa
cum se prezinta in Figura 31, pentru scenariul LP_ArvsLP_b_Mts (pentru
restul scenariilor de analiza, detalii in Anexa 1 - Figurile 66-70). In aceasts
figura, abscisa reprezinta calea KEGG (KEGG pathway), iar ordonata indica
nivelul de semnificatie al imbogatirii caii respective. Valorile mai mari
corespund unui grad de semnificatie mai ridicat.
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Figura 31. Histograma analizei de imbogatire KEGG.

26 og

Iii 1T

o

Description

Abscisa reprezintd calea KEGG (KEGG pathway), iar ordonata reprezintd nivelul de semnificatie al
Tmbogatirii caii.

Din rezultatele analizei de imbogatire KEGG, cei 20 de termeni GO au fost

prezentati pentru o mai buna vizualizarea si interpretare a rezultatelor si sub
forma unui grafic de tip Scatter Plot, Figura 32, pentru scenariul
LP_Arvs.LP_B_Mts. (Anexa 1 - Figurile 71-75, pentru restul scenariilor).
Dimensiunea fiecarui punct reprezintd numarul de gene adnotate pentru un
anumit termen KEGG, in timp ce variatia culorii de la rosu la violet (mov)
reprezinta nivelul de semnificatie statistica a imbogatirii.
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Description

Amino sugar and nucleotide sugar metabolism -
ABC transporters

Zeatin biosynthesis 4

Glycine, serine and threonine metabolism 4
Arginine and proline metabolism

Biosynthesis of various plant ... 1

Count
Galactose metabolism -
® 20
Cutin, suberine and wax biosynthesis - @ «
Monoterpenoid biesynthesis 4 . 60
Linoleic acid metabolism o
padj
Cysteine and methionine metabolism - 1.00
Flavonoid biosynthesis 4 @ 0.75
Nitrogen metabolism ® 050
. . 0.25
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 4 @
- 0.00
Starch and sucrose metabolism - .
Plant-pathogen interaction - .
Phenylpropancid biosynthesis 4 .
Cyanoamino acid metabolism @

Diterpenoid biosynthesis -

Photosynthesis - antenna proteins - ®

0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
GeneRatio

Figura 32. Analiza de imbogatire KEGG, grafic de tip scatter plot.

in grafic, abscisa reprezinta raportul dintre numarul de gene diferentiate asociate caii KEGG si
numarul total de gene diferentiate, iar ordonata indica calea KEGG (KEGG pathway).

Caile Dominante de Adaptare si Stres
Calea Ribosome biogenesis in eukaryotes (taes03008) este de o importanta

fundamentala, aparand ca fiind extrem de semnificativa in multiple comparatii,
inclusiv LP_A vs LP_AR (padj 0.000340776134582746) , LP_AR vs LP_B_Mts
(padj 0.00268117894225251) si LP_BVvs LP_AR (padj0.00268117894225251).
Aceasta coerenta indica faptul ca ajustarea masinariei de translatie este un
mecanism adaptativ esential, nu doar un efect al ameliorarii. Genotipurile,
indiferent de mediu, folosesc reglarea biogenezei ribozomilor pentru a ajusta
rapid sinteza proteica ca raspuns la stresul nutritional, hidric sau termic.

Un alt set de cai critice este asociat cu adaptarea chimica la mediu. Calea

Phenylpropanoid biosynthesis (taes00940) este Tmbogatita semnificativ in
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LP_ARvs LP_B_Mts (padj 0.020797193851383) si prezinta o reglare diferentiala
substantiala in LP_A vs LP_B_Mts, cu 23 de gene reglate in sus (Up) si 11 reglate
in jos (Down). Aceasta cale metabolica este vitala pentru sinteza metabolitilor
secundari, inclusiv lignina (pentru suport structural si rezistenta la seceta) si
flavonoidele (pentru protectie UV si antioxidare).

Reglarea diferentiala a fenilpropanoizilor in comparatia LP_AR vs LP_B_Mts
reflecta cerinte de adaptare diferite: in Arad (AR), accentul ar putea fi pe productia
de lignina pentru a mentine rigiditatea peretelui celular si a reduce pierderea de
apa , in timp ce in Bucegi (B_Mts), prioritatea ar putea fi sinteza de compusi
fenolici pentru a proteja impotriva radiatiei UV intense de la altitudine. Reglarea
mixta (23 Up / 11 Down) observata in varietatea ameliorata (LP_A) sugereaza o
modularitate genetica sofisticatd, unde anumite brate ale caii sunt activate
pentru a sprijini obiectivele specifice de crestere sau aparare dorite prin
ameliorare.

Alte cai importante de raspuns ecologic includ Photosynthesis - antenna
proteins (taes00196) , un semnal asteptat la altitudine (B_Mts) ca mecanism de
disipare a energiei luminoase excesive (protectie Tmpotriva fotoinhibitiei). De
asemenea, Monoterpenoid biosynthesis (taes00902), implicata in semnalizarea
de aparare si protectia volatild impotriva stresului termic sau biotic, este
remarcata in LP_BV vs LP_B_Mts., Tabel 10.

Tabel 10. Cai KEGG semnificativimbogatite (selectie cu padj < 0.05).

padj Total Up Down

Calea KEGG KEGGID C ti
alea omparatie (FDR)  Gene (Count) (Count)

Ribosome LP Avs
biogenesis taes03008 LP_AR 0.000341 41 Indisponibil Indisponibil
eukaryotes -
Ri
.|bosom.e LP_ARvs . - . -
biogenesis taes03008 0.002681 34 Indisponibil Indisponibil
LP_B_Mts
eukaryotes
Ri
.|bosom.e LP_BVvs . - . -
biogenesis taes03008 LP AR 0.002681 34 Indisponibil Indisponibil
eukaryotes -
Phenylpropanoid LP_ARvs . - . -
taes00940 0.020797 34 Ind bil Ind bil
biosynthesis > LP B Mts neisponibit Incisponiol
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3.6.3 Analiza retelelor de interactiune proteine-proteine

Analiza PPl vizeaza identificarea arhitecturii moleculare a raspunsului
transcriptomic, punand accent pe nodurile centrale (Hubs) care prezinta cea mai
mare conectivitate si scoruri de incredere ridicate (scor > 700, ideal > 900).
Aceste Hubs sunt, de obicei, regulatori majori ai functiilor biologice identificate
prin GO si KEGG.

Identificarea Nodurilor Centrale (Hubs), pentru comparatiile inter-
ecotipice si genotipice prezintd o densitate mare de interactiuni cu scoruri de
incredere maxime (970-999), subliniind conexiuni functionale extrem de sigure
intre proteinele reglate diferential.

In comparatia LP_AR vs LP_B_Mts, care reflectd contrastul maxim de
mediu (campie fierbinte vs. alpin rece), au fost identificate mai multe
interactiuni de varf. De exemplu, gena gene_SNK15_020256 formeaza o
interactiune cu gene_SNK15_013644 la un scor de 999. Aceasta interactiune,
avand cea mai mare incredere observata, sugereaza ca SNK15_020256
actioneaza ca un nod central critic, probabil un factor de transcriptie sau o
kinaza, care coordoneaza adaptarea fundamentald, cum ar fi gestionarea
stabilitatii membranei in fata frigului sau reglarea homeostaziei antioxidative
necesare la altitudine. Alte interactiuni Hub notabile includ
gene_SNK15_006132 interactionand cu gene_SNK15_034213 (scor 995) si
gene_SNK15_016302 interactionand cu gene_SNK15_001473 (scor 976).
Aceste gene coordonatoare sunt esentiale pentru strategiile de supravietuire in
mediile extreme.

in comparatia LP_A vs LP_AR (ameliorare vs. mediu stresant), s-a observat
ca gena_SNK15_003780 este un Hub proeminent, formand multiple interactiuni
puternice, cum ar fi cea cu gena_SNK15_004285 (scor 987). Prezenta acestui
Hub cu conectivitate maxima in genotipul ameliorat indica faptul ca
SNK15_003780 ar putea fi un regulator al proceselor de crestere rapida si de
eficienta metabolica, mecanisme care definesc superioritatea agronomica a
LP_A.

De asemenea, s-a observat o gena cu un rol potential transversal in adaptare:
gena_SNK15_037705 interactioneaza puternic cu gena_SNK15_035616 (scor
993) in LP_BV vs LP_AR si apare frecvent siin alte comparatii. Acesta ar putea
reprezenta un modul de reglare esential si conservat, responsabil pentru
gestionarea tensiunii ecologice generale, indiferent de tipul specific de stres
(termic, hidric, altitudinal).

Integrarea functionald a retelelor PPl cu GO si KEGG, ofera o imagine
completa: procesele functionale (identificate prin GO/KEGG) sunt orchestrate de
o ierarhie de gene reglatoare (Hubs).
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De exemplu, reglarea intensa a caii Ribosome biogenesis in eukaryotes
(KEGG) si a termenului ribosome (GO) este direct controlata de factori de
transcriptie si kinaze care actioneaza ca Hubs in reteaua PPI (e.g.,
SNK15_003780 in LP_A vs LP_AR). Astfel, imbunatatirea performantei la
LP_A se datoreaza nu doar reglarii genelor ribozomale individuale, ci si
eficientei sporite a acestui regulator Hub.

Similar, caile de biosinteza a fenilpropanoizilor, vitale pentru apararea la
altitudine si seceta, sunt coordonate de Hubs care integreaza semnalele de
stres (UV, deshidratare). Genele PPl identificate sunt, prin urmare, candidati
puternici pentru a fi principal-regulatoare care ajusteaza alocarea resurselor
metabolice intre crestere, sinteza proteica si productia de metaboliti de
aparare.

Discutii si interpretarea biologica

Mecanismele transcriptomice ale raspunsului ecotipic la stresul ecologic

Analiza a demonstrat ca adaptarea ecologica a genotipurilor salbatice de
Lolium perenne L de-a lungul gradientului geografic este mediata de ajustari
modulare ale cailor metabolice.

Ecotipul de altitudine (LP_B_Mts) prezinta o necesitate puternica de a
regla caile de protectie, evidentiata prin imbogatirea cailor metabolice
secundare (fenilpropanoizi si monoterpenoizi) si gestionarea energiei
fotosintetice (Photosynthesis antenna proteins). Aceasta semnatura
transcriptomica reflecta o strategie de supravietuire axata pe protectia
chimica impotriva daunelor UV si oxidarii, precum si pe eficienta energetica
in conditii termice dificile. Modificarile in sinteza lipidelor (LP_BV vs
LP_B_Mts) subliniazd necesitatea ajustarii structurale a membranelor
pentru a face fata temperaturilor scazute.

in schimb, ecotipurile de campie si depresiune (LP_AR si LP_BV) se
diferentiaza prin ajustari in metabolismul primar, cum ar fi carbohydrate
metabolic process. Desi procesul de pliere a proteinelor (protein folding) este
activ in toate mediile (indicand stres general), specificitatea raspunsului la
stresul hidric si termic intre AR si BV se manifesta in ajustarile structurale si
hidrice, necesare pentru a mentine turgorul si a preveni deteriorarea celulara
in fata variatiilor de umiditate si caldura.

Semnatura genetica a ameliorérii: prioritizarea cresterii si raspunsul
modular

Varietatea ameliorata (LP_A) afiseaza o reorientare distincta a resurselor
metabolice. Dominanta absolutd a termenilor legati de sinteza proteica
(ribosome GO:0005840 si Ribosome biogenesis in eukaryotes KEGG
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taes03008) in LP_A vs LP_AR sugereaza ca selectia a favorizat acele gene
care maximizeaza rata de translatie. Acest lucru justifica performanta
agronomica superioara, dar implica o intrebare fundamentala in genetica
plantelor: existd un compromis energetic, unde LP_A isi asuma un risc mai
mare in fata factorilor stresori imprevizibili prin devierea resurselor de la
mecanismele robuste de aparare catre crestere rapida?

Un alt element cheie al ameliorarii este modularea sistemului de aparare.
Semnalul puternic si unidirectional (11 Up, 0 Down) al chitin binding in LP_A
vs LP_B_Mts este un indiciu al unei strategii optimizate. Aceasta poate fi fie
o aparare biotica specifica, fie o interactiune simbiotica eficienta. Avand in
vedere rolul endofitului Epichloé festucae Leuchtm., Schardl & M.R. Siegel
in toleranta la stres la Lolium perenne L, reglarea ascendenta a genelor de
legare a chitinei ar putea reflecta o interactiune gazda-endofit specifica si
avantajoasa, care confera LP_A o rezistenta indirecta la stresul ecologic.

Eficienta energetica a LP_A este sugerata si de reglarea rafinata a
transportului transmembranar activ (majoritar down-reglat cu 34 de gene).
Aceasta restrangere a profilului transportorilor indica o reducere a
cheltuielilor energetice inutile, un mecanism de economie care elibereaza
energie pentru procesele de sinteza si crestere.

Interconectarea cailor metabolice si retelele de reglare

Analiza integrata a permis trecerea de la identificarea proceselor
(GO/KEGG) la identificarea controlului ierarhic (PPI). De exemplu, desi calea
phenylpropanoid biosynthesis este cruciala pentru adaptarea la stres
(KEGG), reglarea sa finala este orchestrata de Hub genes.

Genele nodale identificate in retelele PPl (e.g., SNK15_020256,
SNK15_003780) functioneaza ca integratori de semnal. Aceste gene, cel mai
probabil factori de transcriptie sau componente ale cascadelor de kinaze
(reflectdnd termenul GO regulation of protein kinase activity), primesc
semnale ecologice (lumina, temperatura) si apoi directioneaza alocarea
resurselor fie catre crestere (prin reglarea biogenezei ribozomilor), fie catre
aparare chimica (fenilpropanoizi).

Diferentele in scorurile de incredere PPl reflecta puterea corelatiei
functionale: interactiunile cu scoruri de 999 (e.g., SNK15_020256 in
adaptarea alpind) sunt dovezi clare ale unor module de reglare esentiale care
definesc fenotipul ecotipic. Identificarea acestor Hubs ofera oportunitati de
a decoda complexitatea adaptarii la stres, aratand ca raspunsul nu este o
suma de cadi izolate, ci un sistem interconectat, coordonat de un numar
restrans de regulatori cheie.
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3.7 Analiza structurala

3.7.1 Analiza matisarii/splicing-ului alternativ

3.7.1.1 Detectarea izomorfelor exprimate diferential

3.7.1.2Vizualizarea evenimentelor de splicing/matisare altenativ/a(AS)
3.7.2 Analiza SNPs si InDel
3.7.2.1 Identificarea siturilor polimorfice

3.7.2.2 Statistica situri polimorfice

3.7.1 Analiza matisarii/splicing-ului alternativ

Matisarea alternativa (AS) este un proces universal de reglare genetica
intalnit la majoritatea eucariotelor. Genele segmentate ale eucariotelor sunt
alcatuite din secvente intronice si exonice. in timpul procesarii ARN-ului, intronii
sunt eliminati (matisati) de catre spliceozomi, in timp ce exonii sunt editati
continuu si retinuti in moleculele de ARNm matur, Figura 33. Anumite molecule
de pre-ARNm pot prezenta tipare de matisare diferite in conditii variate, generand
izoforme proteice diferite, ceea ce sporeste complexitatea si adaptabilitatea
biologica a eucariotelor.

Exon 1 Exon 2 xon Exond Exon 5

ADN )RRl P ODODDD PR DO "‘W\\ MXOPOIODPDDDDDDOERINN

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exond Exon 5
ARN g PN R =TT TP TP -
I— Splicing alternativ —l
!
1 2 3 45 1 2 45 1 2 3 5
ARNm * N + -
Translatie Translatie
Y ale
%"\\é‘ (
S s
‘f”g"ﬂ S “‘J 00 ) At
Voo ¥
- \J
Proteina A Proteina B Proteina C

Figura 32. Eliminarea intronilor in procesul de matisare/splice-ing cu
formarea ARN matur.
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rMATS este un software adecvat pentru analiza matisarii alternative a
datelor de tip RNA-Seq (Shen et al., 2014), care nu numai ca poate clasifica
evenimentele de matisare variabila, dar poate efectua si o analiza diferentiala
a acestora intre diferite probe. Evenimentele de matisare alternativa sunt
prezentate mai jos n Figura 33.

Evenimente splicing alternativ

Exon omis

Pozitie de matisare
alternativa 5’

Pozitie de matisare
alternativa 3’

Exoni reciproc exclusi

Intron retinut

H

|- Exon constitutiv [ZAE-] Exon matisat alternativ |

Figura 33. Clasificarea evenimentelor de matisare variabila.

Clasificarea evenimentelor de matisare variabila (matisare alternativa),
utilizata in mod obisnuit in bioinformatica si genetica pentru a descrie modul
in care pre-ARNm-ul este procesat:

1. Sarirea exonului (Skipped Exon - SE)

Este cel maifrecventtip de matisare alternativa. in acest caz, un exon central
(numit exon caseta) poate fi fie inclus in transcriptul final, fie exclus (sarit)
impreuna cu intronii care il flancheaza.

Rezultat: Doua izoforme de ARNm, una mai lunga (cu exonul inclus) si una
mai scurta.

2. Sit alternativ de matisare 5' (Alternative 5' Splice Site - A5SS)

Acest eveniment are loc atunci cand exista doua sau mai multe situri de
matisare la capatul 5' (donator) al unui exon.

Rezultat: Schimbarea jonctiunii de matisare modifica lungimea exonului din
amonte, adaugand sau eliminand o portiune din secventa acestuia.

3. Sit alternativ de matisare 3' (Alternative 3' Splice Site - A3SS)

Similar cu A5SS, dar procesul are loc la capatul 3' (acceptor). Se folosesc
situri de matisare diferite pentru a finaliza un exon.
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Rezultat: Exonul din aval va avea o lungime variabila in functie de situl ales.
4. Exoni reciproc exclusi (Mutually Exclusive Exons - MXE)

Acesta este un mecanism mai complexin care, dintr-un grup de doi (sau mai
multi) exoni adiacenti, doar unul singur este retinut in ARNm-ul matur,
niciodata amandoi in acelasi timp.

Rezultat: Izoformele produse vor contine secvente proteice distincte, dar
care ocupa aceeasi pozitie structurala in proteina.

5. Retentia intronului (Retained Intron - RI)

Tn acest scenariu, o secventa care in mod normal este considerat intron nu
este eliminata, ci este pastrata in fragmentul final de ARNm.

Rezultat: De multe ori, acest lucru duce la introducerea unui codon stop
prematur, ceea ce poate declansa degradarea ARNm-ului sau poate produce
o proteina cu o functie complet diferita.

3.7.1.1 Detectarea izomorfelor exprimate diferential

Fiecare eveniment de matisare alternativa corespunde a doua izoforme,
care sunt denumite lzoforma cu Incluziunea Exonului (Exon Inclusion
Isoform) si Izoforma cu Omiterea Exonului (Exon Skipping Isoform), Figura
34. Statistica volumului de expresie este realizatd prin raportarea la
lungimea efectivd de expresie in momentul calculdrii raportului dintre
Izoforma cu Incluziune si expresia totala a celor doua izoforme, urmata de
analiza semnificatiei diferentiale. Pragul de semnificatie pentru analiza
matisarii alternative (AS) diferentiale este stabilit la FDR < 0,05.

izoforma cu includere de exon

e C .

Exon omis @
D

(0 izoforma rezultata prin
omiterea exonului

Figura 34. Tipul de matisare alternativa SE (skipped exon / sarirea exonului).

Caseta gri din figura indica exonul care prezinta o taiere variabild (matisare variabild), iar cea neagra
reprezinta exonul constitutiv.
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3.7.1.2 Vizualizarea evenimentelor de splicing/matisare altenativ/a(AS)

O modalitate de vizualizare a datelor generate prin procesul de matisare
alternativa se poate face prin garficul de tip Sashimi plot, Figura 35, (Anexa 1
- Figurile 76-80 pentru restul matisarilor).

Caracteristicile graficului de tip Sashimi plot sunt urmatoarele:

e densitatile de citiri RNA-Seq de-a lungul exonilor sunt reprezentate
sub forma de histograme, codificate prin culori in functie de proba
analizata.

e densitatile RNA-Seq sunt aliniate cu izoformele desenate in partea
de jos a graficului; acestea sunt citite automat din adnotarea GFF a
evenimentelor furnizate ca date de intrare.

e citirile de jonctiune (junction reads) sunt vizualizate sub forma de
arcuri care conecteaza perechea de exoni pe care jonctiunea fi
margineste.

e grosimea arcului este proportionala cu numarul de citiri de jonctiune
prezente in proba, insa numarul exact al acestora poate fi, optional,
afisat pe grafic.

Coordonata verticala (axa Y) indica o valoare RPKM modificata.
Termeni tehnici explicati:

Sashimi plot: un instrument de vizualizare standard in genomica ARN care
combina histogramele de acoperire a exonilor cu arcuri ce reprezinta
jonctiunile de matisare.

GFF (General Feature Format): un format de fisier utilizat pentru a descrie
genele si alte caracteristici ale secventelor de ADN, ARN si proteine.

RPKM (Reads Per Kilobase of transcript, per Million mapped reads): o
metoda de normalizare a datelor RNA-Seq care permite compararea
nivelurilor de expresie intre diferite probe si gene de lungimi diferite. In
Sashimi plots, valorile sunt adesea "modificate" pentru a reflecta densitatea
locala.

Junction reads: acele citiri care se suprapun exact peste locul unde doi
exoni au fost legati, oferind dovada directa a unui eveniment de matisare
specific.
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(CM033338.2:19537877:19537963:-@CM033338.2:19537199:19537299:-@CM033338.2:19537028:19537127:-

SNKIS_032933 LP_AR-1 stevet: 0.52

e s s 1837004 1smn 19537030
‘Genomic coordinate (CM033338.2), * strand

Figura 35. Vizualizarea matisarii alternative de tip SE (Skipped Exon).

Culorile rosu si portocaliu din figura reprezinta probe (esantioane) diferite, iar valoarea nivelului de
incluziune (inclusion level) reprezinta raportul dintre expresia totald a izoformei cu incluziunea exonului si
expresia totald a celor doud izoforme; aceasta valoare poate indica direct diferenta de expresie a
evenimentelor de matisare alternativa intre diferite probe.
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3.7.2 Analiza SNPs si InDel

Un polimorfism nucleotidic unic (SNP) reprezintd o substitutie a
secventelor nucleotidice care apare frecventin cadrul unei populatii (de exemplu,
intr-un procent de peste 1%), in care un singur nucleotid din genom sau o alta
secventa partajata este schimbata intre membirii unei specii biologice sau intre
cromozomii pereche.

in cazul SNP-urilor, apar doud tipuri de variati — tranzitiile si
transversiunile — care se produc cu un raport de probabilitate de 1:2. Regiunile
cuoincidenta ridicata a SNP-urilor sunt adesea secventele CG, rezultand tranzitii
de la ClaT, care sunt asociate cu tendinta citozinei (C) de a fi metilata.

Spre deosebire de SNP-uri, InDeL este un termen din biologia moleculara
care desemneaza o insertie sau o deletie de baze in genomul unui organism, cu o
lungime cuprinsaintre 1 si 10.000 de perechi de baze, fiind clasificata in categoria
variatiilor genetice mici.

Analiza siturilor de mutatie este o0 componenta importanta a analizei
structurale RNA-seq, incluzand detectarea mutatiilor congenitale (germinale) si
a mutatiilor somatice dobandite, ambele fiind esentiale in cercetarea oncologica.
Am utilizat pachetul software GATK pentru a efectua analiza siturilor de mutatie
pe datele probelor si software-ul SnpEff pentru adnotarea siturilor variante
(McKenna A et al., 2010).

3.7.2.1 Identificarea siturilor polimorfice

Siturile variante sunt impartite in SNP-uri si INDEL-uri. Tabelul urmator
prezinta rezultatele SNP, genotipurile si adnotarile pentru fiecare sit, Tabelul 11.

Tabelul 11. Tipul sitului variant si adnotarea acestuia.

CHROM POS REF ALT QUAL DP AD GT GenelD GeneName
CM033332.2 | 295368 G c 528.02 13 0,13 01.ian gene_SNK15_000003 SNK15_000003
CM033332.2 | 295575 T C 2486 19 12,7 01 gene_SNK15_000003 SNK15_000003
CM033332.2 | 1201456 A T 6800.03| 154 0,154 | Ot.ian gene_SNK15_000008-gene_SNK15_000009 SNK15_000008-SNK15_000009
CM033332.2 | 1242139 A G 460.02 11 0,11 01.ian gene_SNK15_000010 SNK15_000010
CM033332.2 | 1242154 (%] A 3176 11 3.8 on gene_SNK15_000010 SNK15_000010

CHROM FeaturelD Biotype HGVS_C HGVS_P EFFECT IMPACT
CM033332.2 | gnl WGS_JAEVFB_mrma_SNK15_000003 protein_coding | ¢.463-269C>G intron_variant MODIFIER
CM033332.2 | gnl WGS_JAEVFB_mrna_SNK15_000003 protein_coding €.462+90A>G intron_variant MODIFIER
CM033332.2 | gene_SNK15_000008-gene_SNK15_000009 n.1201456A>T region MODIFIER
CM033332.2 | gnl WGS_JAEVFB_mrna_SNK15_000010 protein_coding ¢.3255A>G p.Thr1085Thr _ [synonymous_variant LOW
CM033332.2 | gnl WGS_JAEVFB_mma_SNK15_000010 protein_coding €.3270C>A p.Thri090Thr _ [synonymous_variant LOW

1.ldentificarea Variantei (Pozitie si Nume)

o POS (Pozitie): locatia exacta (coordonata numerica) a variatiei pe cromozom. Este adresa
,Stradala” a mutatiei.
o ID: codul de identificare din baza de date publica dbSNP (de obicei incepe cu "rs", ex: rs12345).
Daca este o mutatie noua, acest camp raméane adesea gol (.).
2. Tipul de Schimbare (REF vs. ALT)
o REF (Referinta): nucleotida (A, C, G sau T) care se gaseste in mod normalin genomul standard la
acea pozitie.

o ALT (Alternativa): nucleotida detectata in proba analizata, care difera de referinta. Aceasta este
,mutatia”.
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3. Calitate si Profunzime (Fiabilitatea Datelor)
Aceste valoriiti spun cata incredere poti avea ca mutatia este reala sinu o eroare de aparat.

° QUAL (Calitate): un scor numeric (Phred-scaled). Cu cat este mai mare, cu atat e mai putin
probabil ca varianta sa fie o eroare de citire. (De exemplu, un scor de 30 inseamna o probabilitate
de eroare de 1 la 1000).

(] DP (Depth / Profunzime): numarul total de ,citiri” (fragmente de ADN) care au acoperit acea
pozitie. Mai multe citiri inseamna o precizie mai mare.

° AD (Allele Depth / Profunzimea Alelelor): defalcare a parametrului DP. Arata exact céte citiri sustin
varianta de referinta si cate sustin varianta mutanta.

O  Exemplu: AD =10, 15 inseamna ca 10 citiri spun ,,e normal” si 15 citiri spun ,,e mutatie”.

4. Genotipul (GT)
o GT (Genotype): determina starea genetica a probei la acel punct:

O  0/0: homozigot referinta (ambele alele sunt cain sablon).

O  0/1: heterozigot (o aleld normala, una mutanta).

O  1/1: homozigot variantd (ambele alele sunt mutante).
GenelD / GeneName: ID-ul / Numele Genei unde este localizat site-ul variantei.
FeaturelD: ID-ul elementului genetic (de obicei ID-ul transcriptului) unde se afla varianta.
Biotype: biotipul (tipul) transcriptului respectiv (ex: protein coding, lincRNA).
HGVS_C: adnotarea HGVS la nivel de ADN. Descrierea variantei folosind nomenclatura standard la nivel de
secventa de ADN.
HGVS_P: adnotarea HGVS la nivel de proteina. Daca varianta se afld intr-o regiune codificatoare, acest camp
descrie modificarea la nivelul aminoacizilor. (Deoarece ID-ul transcriptului este deja mentionat, acesta poate fi
omis aici).
EFFECT: efectul presupus - descrierea detaliatd a impactului functional prezis de algoritmul SnpEff (ex:
missense variant, stop gained).
IMPACT: impactul - categorie prestabilitd pentru a ajuta la prioritizarea variantelor semnificative. Acestea sunt:
{high (ridicat), moderate (moderat), low (scazut), modifier (modificator)}.

3.7.2.2 Statistica situri polimorfice

Dupa utilizarea GATK pentru detectia variantelor, am cuantificat fiecare
site de varianta conform informatiilor de adnotare furnizate de SnpEff, incluzand
in principal statistici privind localizarea acestora, Figura 36 (Anexa 7 - Figurile 81-
83, cu privire la localizare, functie si impact).

Functia variantei (SNP_function): este reprezentata grafic sub trei aspecte:
mutatii sinonime (nu schimba aminoacidul), mutatii missense (schimba un
aminoacid cu altul) si mutatii nonsense (introduc un codon STOP prematur).

Regiunea variantei (SNP_region): este analizata statistic pe baza regiunilor
structurale ale genei, cum ar fi EXON (regiuni codificatoare), INTRON (regiuni
non-codificatoare intracelulare) si INTERGENIC (spatiul dintre gene).

Impactul variantei (SNP_impact): este clasificat pe patru niveluri de severitate:

HIGH (ridicat) - variante care au un impact disruptiv major (ex: pierderea
startului sau stopului);

MODERATE (mediu) - variante non-disruptive care ar putea schimba eficienta
proteinei (ex: missense);

LOW (scazut) - variante de obicei inofensive (ex: sinonime);

MODIFIER (modificator) - variante in regiuni non-codificatoare unde predictia
impactului este mai dificila fara alte date suplimentare.
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Iv. ANEXA1
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Rata erorilor de secventiere

Error rate distribution along reads ( LP1_BV )
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Fig. 1 - Distributia ratei de eroare a
datelor de secventiere, LP1_BV.
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Fig. 2 - Distributia ratei de eroare a
datelor de secventiere, LP2_BV.

Error rate distribution along reads ( LP1_AR)
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Fig. 3 - Distributia ratei de eroare a
datelor de secventiere, LP3_BV.
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Fig. 4 - Distributia ratei de eroare a
datelor de secventiere, LP1_AR.



Error rate distribution along reads ( LP2_AR )
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Fig. 5 - Distributia ratei de eroare a
datelor de secventiere, LP2_AR.
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Fig. 6 - Distributia ratei de eroare a
datelor de secventiere, LP3_AR.
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Fig. 7 - Distributia ratei de eroare a
datelor de secventiere, LP1.
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Fig. 8 - Distributia ratei de eroare a
datelor de secventiere, LP2.



Error rate distribution along reads ( LP3 )
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Error rate distribution along reads ( LP1_A )
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Fig. 9 - Distributia ratei de eroare a
datelor de secventiere, LP3.
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Fig. 10 - Distributia ratei de eroare
a datelor de secventiere, LP1_A.
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Fig. 12 - Distributia ratei de eroare
a datelor de secventiere, LP3_A.
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Distributia continutului GC
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Fig. 13 - Distributia continutului
GC, LP1_BV.

Bases content along reads ( LP3_BV )
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Fig. 14 - Distributia continutului
GC, LP2_BV.
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Fig. 15 - Distributia continutului
GC, LP3_BV.
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Fig. 16 - Distributia continutului
GC, LP1_AR.
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Fig. 17 - Distributia continutului
GC, LP2_AR.
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Fig. 18 - Distributia continutului
GC, LP3_AR.
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Fig. 19 - Distributia continutului
GC, LP1.
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Fig. 20 - Distributia continutului
GC, LP2.
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Fig. 21 - Distributia continutului
GC, LP3.
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Fig. 22 - Distributia continutului
GC, LP1_A.
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Fig. 24 - Distributia continutului
GC, LP3_A.
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Clasificarea citirilor brute - filtrarea datelor de secventiere

Classification of Raw Reads (LP1_BV)

Classification of Raw Reads (LP2_BV)

[ Clean Reads (7e37osas, oe.11%)
Cortaining N (422, 0.00%)

[ LowQualiy (40, 0.00%)

[ Adapter Related (685136, 0.89%)

Fig. 25 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP1_BV.

Classification of Raw Reads (LP3_BV)

[ Glean Reads (ro74ssss, 99.10%)
Gontaining N (362, 0.00%)

| Low Quality (58, 0.00%)

[ Adapter Rolated (845454, 0.807%)

Fig. 26 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP2_BV.

Classification of Raw Reads (LP1_AR)

[ Glean Reacs (+a0s0as, se.20%)
Gontalning N (1026, 0.00%)

| LowQualty (128, 0.00%)

[ Adapter Related (730972, 1.67%)

Fig. 27 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP3_BV.
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10 Ctean Rends (79956546, 96.13%)
‘Gantaining N (1768, 0.00%)

| LowQuanty (270, 0.00%)

1] Adapter Falated (1517952, 1.86%)

Fig. 28 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP1_AR.



Classification of Raw Reads (LP2_AR)

Classification of Raw Reads (LP3_AR)

1] Cloan Reads (83862696, 97.44%)
Contalring N (1422, 0.00%)

[ LowGualiy (210, 0.00%)

10 Adapter Rolated (1675624, 2.56%)

Fig. 29 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP2_AR.

Classification of Raw Reads (LP1)

[ Clean Roads (61851 126, 89.14%)
Containing N (330, 0.00%)

[ LowQualy (48, 0.00%)
Adapter Related (536774, 0.86%)

Fig. 30 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP3_AR.

Classification of Raw Reads (LP2)

11 Glean Reads (71799550, 57.719%)
Containing N (1774, 0.00%)

[ Low Quaity (264, 000%)
1 Adastor Rolated (1680872, 2.29%)

Fig. 31 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP1.
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[ Cloan Reads (83235842, 98 86%)
Contsining N (340, 0.00%)

| LowQualiy (135, 0.00%)

[ Adapter Rolated (727942, 1.14%)

Fig. 32 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP2.



Classification of Raw Reads (LP3)

Classification of Raw Reads (LP1_A)

1] Cloan Reads (7as51 126, 97.707%)
Gantaining N (1796, 0.00%)

[ Low Gualiy (246, 0.00%)

10 Adapter Rolated (1756120, 2.30%)

Fig. 33 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP3.

Classification of Raw Reads (LP2_A)

11 Cloan Reads (77191840, 88.18%)
‘Cantaining N (1808, 0.00%)

[ LowQuaity (304, 000%)

1 Adaptor Rolated (1428900, 1.62%)

Fig. 34 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP1_A.

Classification of Raw Reads (LP3_A)

[ Cloan Fieads (sesen2s, 99 1a%)
Cortsining N (454, 0.00%)

| LowQualiy (70, 0.00%)

[ Adapter Rolated (576796, 0.86%)

Fig. 35 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP2_A.
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11| Clean Reads (71677372, 07 88%)
Cntaining N (1832, 0.00%)

[ LowQualty (258.0.00%)

. Adapter Relaled (1550618, 2.12%)

Fig. 36 - Filtrarea datelor de
secventiere, LP3_A.



Distributia citirilor la genomul de referinta

Percent of genome regions (LP1_BV) Percent of genome regions (LP2_BV)

I exon (3302514752, 68.04%) I <xon (saassecors, 70.56%
| iniron (259436985, 5.20%) © iniron (413883800, 5.47%)
[ imargaric (1333894884, 26.757%) 1| intongersc (1808944680, 23.84°%)
Fig. 37 — Procent din regiunile Fig. 38 - Procent din regiunile
genomice, LP1_BV. genomice, LP2_BV.
Percent of genome regions (LP3_BV) Percent of genome regions (LP1_AR)

[0 exon (ea0sasses, 64.50%) [ exon (s7zsus1651, 66.40%)
| inwen (205370059, 5.74%) | inwon (581898483, 6.75%)
[ intargansc (1065668080, 29.76%) 1] intargersc (2313337546, 26.62%)
Fig. 39 - Procent din regiunile Fig. 40 - Procent din regiunile
genomice, LP3_BV. genomice, LP1_AR.
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Percent of genome regions (LP2_AR)

Percent of genome regions (LP3_AR)

[ exan pussresnast, s7.575)
| intron (445626257, 6.44%)
intorgoric (1812335789, 26.19°%)

Fig. 41 - Procent din regiunile
genomice, LP2_AR.

Percent of genome regions (LP1)

[ cvon (4621045520, 67.94%)
© intron (428112039, 6.29%)
intargersc (1752200842 26.76%)

Fig. 42 - Procent din regiunile
genomice, LP3_AR.

Percent of genome regions (LP2)

I cvon (s0s8a7a912, 7402
" intron (381203706, 4.60%)
[ inargaric (1701873774, 20.90%)

Fig. 43 - Procent din regiunile
genomice, LP1.
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I exon (5328311843, 74 41%)
© iniron (364745342, 5.09%)
111 intorgorsc (1468252080, 20.50%)

Fig. 44 - Procent din regiunile
genomice, LP2.



Percent of genome regions (LP3) Percent of genome regions (LP1_A)

[ exon (sa7arsasse, 2.48%) B exon st10778420, 71.41%)
| intron (400769079, 5.12%) | iniron (426593357, 4.95%)
intargenic (1757549788, 22.44%) 1] intorgeric (2023480794, 23.61%)
Fig. 45 - Procent din regiunile Fig. 46 - Procent din regiunile
genomice, LP3. genomice, LP1_A.
Percent of genome regions (LP2_A) Percent of genome regions (LP3_A)

I exon 15172960709, 59.90%) I xon (5527040884, 70.56%)
| intron (387767062, 5.24%) © iniron (367337107, 4.69%)
[ inargaric (1839881483, 20.88%) [ intorgorsc (1933048529, 24.76%)
Fig. 47 - Procent din regiunile Fig. 48 - Procent din regiunile
genomice, LP2_A. genomice, LP3_A.

Exon - numarul de baze aliniate Tn regiunile exonice ale genomului si
proportia acestora fata de numarul total de baze aliniate pe genom.

Intron - numarul de baze aliniate in regiunile intronice ale genomului si
proportia acestora fata de numarul total de baze aliniate pe genom.
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Intergenic - numarul de baze aliniate in regiunile intergenice (spatiile dintre
gene) ale genomului si proportia acestora fata de numarul total de baze
aliniate pe genom.

Co-expresia diagrame Venn

LP_A LP_B_Mts LP_A LP_AR

5162 17523 2337 4193 18492 3465

Fig. 49 - Co-expresiagenica, LP_A  Fig. 50 - Co-expresia genica, LP_A

vs. LP_B_Mts. vs. LP_AR.
LP_BV LP_AR
LP_A LP_BV
1749
2293 3276
15505
4565 18120 2718
1291 1427
1637
LP_B_Mts
Fig. 51 - Co-expresia genica, LP_A Fig. 52 - Co-expresia genica,
vs. LP_BV. LP_BVvs.LP_ARvs. LP_B_Mts.
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Distributia generala a genelor exprimate diferential

LP_BVvsLP_B_Mts
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Fig. 53 — Graficul de tip «volcano»
al genelor exprimate diferentiat,
LP_BVvs. LP_B_Mts.

LP_AvsLP_B_Mts

padj<=0.05
& llog2FoldChange &
g, R
§= * DOWNZZZ @
- * NOgzIs -
50 b
10 .
1301
13011 g

11 7 18 20
log2FoldChange

LP_AvsLP_AR

-23 112
log2FoldChange

Fig. 55 - Graficul de tip «volcano»
al genelor exprimate diferentiat,
LP_Avs. LP_B_Mts.
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Fig. 54 - Graficul de tip «volcano»
al genelor exprimate diferentiat,
LP_BVvs. LP_AR.
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Fig. 56 - Graficul de tip «volcano»
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Analiza de imbogatire GO (Gene Ontology)
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Fig. 57— Histograma analizei de Fig. 58 - Histograma analizei de
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Analiza de imbogatire GO, grafic de tip Scatter Plot
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Analiza de imbogatire KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
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Fig. 66 — Analiza de imbogatire,
scenariu LP_ARvsLP_B_Mts.
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Fig. 68 - Analiza de Tmbogatire,
scenariu LP_BVvsLP_AR.
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Fig. 67 - Analiza de imbogatire,
scenariu LP_BVvsLP_B_Mts.
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Analiza de imbogatire KEGG, grafic de tip Scatter Plot
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Analiza SNP&InDel - statistica variabilitatii la nivelul sit — urilor.
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V. ANEXA 2
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Programe utilizate in analiza transcriptomica

Analiza Software Venr:iu Parametru Obs?rvati
.. . Setari Aliniere la
Aliniere hisat2 2.05 . oo
predefinite o referinta
L Setari
Asamblare Stringtie 1.3.3b .
predefinite
1.5.0- Setari
Cuantificare | featureCounts i I_
p3 predefinite
Pentru
|log2(FoldChan
) probe cu
DESeq2 1.20.0 | ge)| >=1 & padj bio
<=0.05 .
Analiza replicate
diferentiala Pentru
[log2(FoldChan robe fAr
edgeR 3225 | ge)|>=1&padj | " .
<=0.05 )
replicate
Pentru
. analiza de
Analiza de i . . s
. . clusterProfiler 3.8.1 padj < 0.05 imbunatati
imbogatire
’ re GO,
KEGG
Analiza Setari
gsea v4.3.2 .
GSEA predefinite
. Utilizate
Analiza
Interactiune blast,
s diamond 0.9.14 e-value = 1e-10 baza de
proteina-
. date
proteina .
String.

124



Matisare/spl

. . Setari
icing rMATS 41.0 .
. predefinite
alternativ
MQ < 40.0 si Detectia
QD <20siFS variantelo
GATK 4141 > 30.0si DP < r
10 si QUAL < SNP/InDe
Analiza 20 |
SNP/InDel Anotarea
o variantelo
Setari .
snpEff 4.3q redefinite r de tip
ini
P SNP/InDe
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