> PN 23090302 Identificarea si caracterizarea prin modele avansate a resurselor genetice
forestiere cu potential adaptativ ridicat, precum si conservarea acestora in
conditiile unui management forestier sustenabil climatic

Scopul proiectului este dezvoltarea unor modele inovative pentru identificarea si caracterizarea
avansata a resurselor genetice forestiere cu potential adaptativ ridicat prin integrarea metodelor
noi de geneticd moleculara si de teledetectie cu metodele clasice de caracterizare fenotipica,
auxologica si climatica, care sd contribuie la dezvoltarea unui nou concept de conservare si
monitorizare a resurselor in conditiile unui management forestier adaptativ.

Obiectivul general 11 reprezinta dezvoltarea, testarea si validarea metodelor inovative pentru
identificarea si caracterizarea avansata a resurselor genetice forestiere, care sd contribuie la
cresterea numarului de resurse genetice caracterizate cu informatii esentiale pentru conservarea
sl monitorizarea pe termen lung a tendintelor si a proceselor care mentin variatia genetica.

In 2025 a fost realizatd faza VI “Evaluarea diversititii genetice adaptative cu ajutorul metodelor
inovative de genotipare prin secventiere a genelor candidate”.

Obiectivul fazei VI a fost aplicarea tehnologiei Single Primer Enrichment Technology (SPET)
si a setului SPET Forgenius-MultiSpSOK pentru genotiparea populatiilor de cvercinee, in
special Quercus robur si Q. pedunculiflora din zona de stepa si silvostepa a Romaniei; obtinerea
unui set extins de markeri SNP-uri distribuiti la nivelul intregului genom al speciei Q.robur, in
vederea evaludrii diversitatii genetice adaptative; adnotarea functionald detaliatd a genelor
candidate implicate in raspunsul la stres biotic si abiotic; dezvoltarea metodei privind fluxul de
adnotare BLASTx—InterPro-GO-EC (BLASTx, InterProScan, Gene Ontology, coduri
enzimatice); evaluarea potentialului tehnologiei SPET ca instrument de referintd pentru
monitorizarea genetica a resurselor genetice forestiere; crearea bazei de date ce contine 18.000
de regiuni tintd genotipate cu tehnologia SPET.

Pentru indeplinirea obiectivelor asumate, s-au desfasurat urmatoarele activitati:

1. Aplicarea setului SPET Forgenius-MultiSpSOK la cvercinee din zona de stepa si
silvostepa. Utilizarea panelului Forgenius-MultiSpS0K, proiectat pe genomul de
referintd Quercus robur PM1N, pentru captarea a ~18.000 de regiuni tinta distribuite
genomic si In gene candidate implicate 1n raspuns la stres, la populatii de Q. robur si Q.
pedunculiflora din RGF Letea, Seremet, Ciornuleasa, Branistea Catarilor, Dorobanti,
Vanju Mare, Lohan si populatia Punghina.

2. Extractia si controlul calitdtii ADN-ului genomic. Recoltarea frunzelor uscate, extractia
ADN (Invisorb Spin Plant Mini Kit), cuantificarea fluorimetrica (Qubit 2.0) si selectia
probelor cu cantitate si puritate adecvata (=500 ng, 20-50 ng/ul) pentru genotiparea
SPET, asigurand baza experimentald necesara obtinerii unui set extins de SNP-uri.

3. Prepararea librariilor SPET si secventierea tintitd. Prepararea librariilor Allegro
Targeted Genotyping (Tecan) cu 100 ng ADN/proba, marcarea fragmentelor cu
identificatori moleculari unici (UMI), verificarea dimensiunii librariilor (Bioanalyzer)
si secventierea paired-end (2x150 bp) pe platforma NovaSeq 6000 la IGATech, pentru
captarea robusta a regiunilor tintd SPET.

4. Preprocesarea bioinformatica si detectia SNP-urilor. Curatarea citirilor (cutadapt,
ERNE-FILTER), alinierea la genomul Q. robur PMIN cu BWA-MEM, eliminarea
duplicatelor pe baza UMI si apelarea variantelor cu GATK v4.5, obtinand 220.506 SNP-
uri distribuite la nivelul intregului genom si constituind baza setului de markeri pentru
diversitate genetica adaptativa.



5. Genotiparea populatiilor si evaluarea transferabilitatii interspecifice SPET. Genotiparea
a 183 de indivizi din 8 populatii de cvercinee si cuantificarea numarului de primeri
functionali per populatie (medie ~16.184 primeri), demonstrand transferabilitatea
ridicatd a markerilor SPET intre Q. robur si Q. pedunculiflora si adecvarea lor pentru
monitorizarea genetica standardizata.

6. Analiza PCA a structurii genetice la nivel populational. Realizarea analizei PCA pe
intregul set de 220.506 SNP-uri, cu evidentierea separdrii clare intre populatiile STB
(Q. pedunculiflora) si ST (Q. robur), precum si a pozitiilor intermediare (Letea,
Punghina), contribuind la evaluarea diversitatii genetice adaptative si la testarea
potentialului SPET 1n detectarea structurilor genetice fine.

7. Implementarea fluxului de adnotare BLASTx—InterProScan—~GO-EC. Dezvoltarea si
aplicarea unui flux bioinformatic integrat Tn OmicsBox (BLASTX, InterProScan, GO
mapping/annotation, EC) pentru cele 18.000 de secvente tinta SPET, constituind o
metoda inovativa de adnotare functionala standardizata a genelor candidate implicate in
raspunsul la stres biotic si abiotic.

8. Analiza detaliata a rezultatelor InterProScan si identificarea genelor candidate.
Caracterizarea familiilor, domeniilor si siturilor proteice (kinaze, RLK, LRR, PPR,
factori de transcriptic WRKY/AP2/Myb/NAC, enzime metabolice, proteine de
rezistenta etc.), pentru delimitarea genelor candidate implicate in semnalizare, raspuns
la stres si procese metabolice relevante pentru adaptare.

9. Caracterizarea profilului functional prin Gene Ontology si coduri enzimatice EC.
Analiza distributiei termenilor GO (P/F/C), a nivelurilor GO, a codurilor de evidenta si
a codurilor enzimatice (transferaze, hidrolaze, oxidoreductaze etc.), pentru descrierea
structurii functionale a panoului SPET si a relevantei sale in studiile de adaptare si
monitorizare genetica a resurselor forestiere.

10. Crearea si organizarea bazei de date cu 18.000 regiuni tinta si integrarea datelor si a
adnotarilor functionale (BLASTx—InterPro-GO-EC) intr-o baza de date dedicatd
regiunilor tintd, care poate fi utilizatd ca resursd de referintd pentru monitorizarea
genetica pe termen lung a resurselor genetice forestiere de cvercinee si pentru analize
viitoare de diversitate si adaptare.

Rezultatele fazei a VI-a s-au concretizat in:

-1 studiu privind, evaluarea diversitatii genetice adaptative cu ajutorul metodelor inovative
de genotipare prin secventiere a genelor candidate, prin aplicarea tehnologiei Single Primer
Enrichment Technology (SPET) si a setului SPET Forgenius-MultiSp50K asupra populatiilor
de cvercinee din Romania, in special Quercus robur si Q. pedunculiflora, vizand adnotarea
functionala a genelor implicate in raspunsul la stres si dezvoltarea unei baze de date genomice
de referinta pentru monitorizarea resurselor genetice forestiere.

-1 articol BDI:

“Evaluarea si conservarea Resurselor Genetice Forestiere de cvercinee din sudul Dobrogei:
analiza §i propuneri pentru gestionarea acestora in contextul schimbarilor climatice” Revista
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- 1 Baza de date cu 18.000 regiuni tintd si integrarea datelor si a adnotdrilor functionale
(BLASTx-InterPro-GO-EC).

- 1 Metoda inovativa privind fluxul de adnotare BLASTx—InterPro—-GO-EC si caracterizarea
functionald a genelor candidate.
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