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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei abordate. Dinamica evolutiva a continutului genomurilor microbiene,
determinatd de procesul de acumulare de mutatii, selectie, recombinare, transfer orizontal de gene si
alte evenimente de duplicare si pierdere a genelor, std la baza versatilitatii ecologice si a
potentialului de adaptare al populatiilor microbiene [1-4]. Aceste procese genereaza fluiditate
genomicd extinsa, intensificd diversificarea functionala si permit rdspunsuri rapide la presiunile de
mediu in ecosisteme naturale, cele antropice si cele asociate gazdei. Desi pangenomul a aparut drept
un cadru conceptual puternic pentru captarea acestei variabilitati genomice, abordarile existente
sunt in mare parte centrate pe culturi de izolate bacteriene, ceea ce le limiteaza aplicabilitatea in
cazul speciilor de microbi rari sau necultivabili [5—7]. In consecintd, atestim o necesitate tot mai
pronuntata de metode capabile sa reconstruiascd si sa interpreteze pangenomul microbian direct din
date de secventiere metagenomice [8]. Satisfacerea acestei nevoi devine din ce in ce mai urgenta,
avand in vedere cd microbiomul din mediu si cel asociat gazdelor sunt recunoscute drept rezervoare
majore de rezistentd antimicrobiand, inovatie metabolica si potential patogen [9]. Astfel, devine
esentiald dezvoltarea de metode bioinformatice de cuantificarea in sifu a dinamicii continutului de
gene si implementarea sistemelor de supraveghere genomicd urband pentru monitorizarea genelor
de rezistentd antimicrobiani si determinantilor de virulenta [6, 9]. In ecosisteme antropice, inclusiv
apele uzate, solurile si aerul urban, estimarea ratelor si mecanismelor fluxului genic (transferul
orizontal de gene, recombinadrile, castigul si pierderea de gene) devin critice pentru trasarea aparitiei
trasaturilor adaptive si pentru anticiparea raspunsurilor microbiene la presiunile selective [6, 10,
11]. Modelele de genomica comparativa au devenit esentiale pentru elucidarea acestor procese,
oferind un cadru matematic riguros pentru modelarea evolutiei trasaturilor discrete prin procese
Markov in timp continuu [12, 13]. Aceste modele permit identificarea evenimentelor evolutive de
interes pe ramurile filogenetice, facilitind caracterizarea mecanismelor care determind dinamica
evolutiva a caracterelor in cadrul arborelui filogenetic. Extinderea si adaptarea acestor metode
comparative la seturi de date genomice si pangenomice devin tot mai necesare, intrucat permit
surprinderea Intregului spectru al diversitatii genomice, inclusiv a liniilor microbiene necultivabile.
Prin integrarea contextului filogenetic cu variatia genomicd structurald si functionald, aceste
abordari faciliteaza investigarea fortelor evolutive care determind trasaturile si functiile adaptive,
precum si reorganizarea rapida a repertoriilor genomice In comunitatile microbiene.

Importanta problemei abordate. Studiul evolutiei genomurilor microbiene se situeaza la
intersectia bioinformaticii, modeldrii matematice, analizei datelor de secventiere si genomicii

comparative [5—7]. Progresele rapide in tehnologiile de secventiere au extins considerabil aria



pangenomicii computationale, o disciplind emergenta axata pe analiza comparativa a continutului
genetic 1n populatiile microbiene de interes, inclusiv in cele care populeaza ecosistemele urbane
[14, 15]. Integrarea metodelor comparative filogenetice cu analiza metagenomica permite
identificarea tiparelor specifice de castig si pierdere a genelor la nivel de linie evolutiva in sisteme
microbiene insuficient reprezentate de genomuri de referintd sau alcatuite din microorganisme care
nu pot fi cultivate. Astfel de abordari integrative contribuie la o intelegere mai ampla a dinamicii
genomice in comunitatile naturale si sustin aplicatiile de supraveghere a sanatatii publice, inclusiv a
rezistentei anti-microbiene (RAM) sau a factorilor de virulentd. Microbiomul urban reprezintd un
context deosebit de provocator, din cauza plasticitdtii genomice accentuate care influenteaza
adaptarea microbiand, transmiterea si diseminarea RAM in mediile antropogenice dens populate [4,
9, 14, 15]. Analiza acestor procese intr-un cadru evolutiv contribuie la intelegerea modului in care
functiile si trasiturile microbiene emergente apar, persisti si se raspandesc in mediul urban. In
pofida progreselor semnificative din domeniu, majoritatea instrumentelor bioinformatice pentru
inferenta evolutivd a evenimentelor genomice 1n cadrul colectiilor secventelor genomice de interes
continud sa se bazeze pe metode dependente de culturi izolate microbiene si de genomuri de
referintd de inalta calitate [11, 16-18]. Depasirea acestor limitdri necesitd abordari pangenomice
bazate pe filogenie, care permit inferenta directd a dinamicii de castig si pierdere a genelor din
datele metagenomice. Metodele de reconstructie a starilor ancestrale bazate pe procese Markov in
timp continuu pot permite recuperarea traiectoriilor fine ale evolutiei continutului genetic de-a
lungul liniilor evolutive asociate diferitelor ecosisteme [13, 15, 19, 20]. In acest context, se
contureazd o nevoie tot mai accentuatd pentru dezvoltarea unor metode bioinformatice eficiente,
capabile sa integreze modele evolutive dependente de arborii filogenetici cu datele genomice de
dimensiuni mari, care acopera mii de familii de gene derivate din analiza pangenomica. Un astfel de
software este esential pentru detectarea adaptarii specifice liniilor evolutive, estimarea ratelor de
dinamica genicd si delimitarea componentelor conservate fata de cele variabile ale pangenomului
microbian, reducand astfel un important deficit metodologic in cadrul supravegherii metagenomice.
[4, 6,9, 11, 14, 15, 21-23]. In mod similar, capacitatea de a evalua presiunea selectiva asupra
genelor si functiilor conservate a devenit esentiald pentru identificarea tiparelor genice specifice
liniilor evolutive, caracterizate prin retentia, pierderea sau achizitie preferentiald de gene, care
deviaza de la asteptarile neutre in contexte ecologice distincte [24, 25].

Scopul si obiectivele lucrarii. Teza de doctor are ca scop: (i) elaborarea si validarea unui
software bioinformatic modular, scalabil si complet reproductibil destinat reconstructiei si analizei
meta-pangenomurilor din date metagenomice urbane; (ii) integrarea unui model probabilistic bazat

pe procese Markoviene continue in timp cu metode de inferentd filogeneticd pentru estimarea



ratelor de dinamica genica si caracterizarea variabilitatii continutului genomic; si (iii) dezvoltarea si
implementarea unui algoritm statistic pentru identificarea deviatiilor de la asteptarile neutre si
clasificarea genelor in functie de regimul selectiv si tiparele evolutive asociate.

Obiective de cercetare propuse:

e Dezvoltarea unui software bioinformatic modular, scalabil si complet reproductibil pentru
reconstructia meta-pangenomului din secvente genomice etichetate taxonomic, extrase din
date metagenomice, care integreaza adnotarea structurald si functionala, inferenta grupurilor
de gene ortoloage, estimarea parametrilor structurali ai pangenomului, delimitarea
fractiunilor conservate si accesorii, precum si reconstructia filogenetica, generand rezultate
interoperabile si reutilizabile pentru analize evolutive si comparative ulterioare.

e FElaborarea si implementarea unui model probabilistic de tip lant Markov in timp continuu,
formulat pe structura arborelui filogenetic, destinat estimadrii parametrilor de castig si
pierdere genicd si caracterizarii dinamicii continutului genomic de-a lungul liniilor
evolutive.

e Dezvoltarea unei metode filogenetice de inferentd bazatd pe lanturi Markov in timp
continuu, pentru identificarea deviatiilor de la regimul neutru si clasificarea genelor in
functie de regimul selectiv, prin estimarea asimetriei ratelor de castig si pierdere genica si
cuantificarea tendintei evolutive a variatiei continutului pangenomic.

e Validarea software-ului dezvoltat, pe intregul flux de analiza, prin evaluarea performantei
sale pe seturi de date de referinta, aplicarea la date metagenomice urbane pentru
reconstructia meta-pangenomurilor si realizarea inferentei filogenetice bazate pe modele de
inferentd dezvoltate in vederea estimarii evenimentelor de castig si pierdere genicd si
clasificarii genelor in functie de regimul de selectie.

Metodologia cercetirii stiintifice. In aceastd tezi este dezvoltat un software bioinformatic
pentru reconstructia meta-pangenomurilor din date metagenomice si pentru inferenta castigului si
pierderii genice specifice liniilor evolutive, precum si pentru clasificarea genelor ortoloage in
functie de directia selectiei. Aplicabilitatea bioinformatica este demonstrata prin analiza unor seturi
empirice de date genomice, o colectie urbana de secvente metagenomice asamblate pentru genul
Klebsiella si doud colectii de genomuri provenite din culturi izolate (o colectie la nivel de gen
Klebsiella si un set de date la nivel de specie pentru K. pneumoniae), permitdnd comparatii intre
tipuri de date cu niveluri diferite de calitate si la scéri taxonomice distincte. Pentru fiecare set de

date a fost reconstruit meta-pangenomul prin predictia si adnotarea secventelor codificatoare,



gruparea genelor ortoloage si construirea matricelor binare de prezenta—absenta a genelor ortoloage,
cu inferenta ulterioard a arborilor filogenetici pe baza alinierii secventelor genomurilor.
Evolutia continutului genetic a fost modelatd utilizand lanturile Markov in timp continuu cu

doud stari (prezentd/absentd ale genelor ortoloage) pe ramurile arborilor filogenetici. Tranzitiile

U

de tranzitie pe ramurile filogenetice, cu lungimea t, sunt descrise de P(t) = e®t [13, 26, 27].

: . : : AN . s
starilor de-a lungul ramurilor sunt descrise de matricea de rate Q = ( _M), iar probabilitatile

Parametrii de castig (A) si pierdere (p) sunt estimati independent pentru fiecare grup de gene
ortoloage prin maximizarea verosimilittii si algoritmul Felsenstein [12]. Optimizarea parametrilor
este realizata cu optimizatorul quasi-Newton cu constrangeri (L-BFGS-B), implementat in pachetul
stats din R [28].

Algoritmii PGGL (Pangenome Gene Gain and Loss) si PGGS (Pangenome Gene Selection),
fundamentati pe modelele markoviene, analizele statistice si procedurile de vizualizare, au fost
implementate in limbajul de programare R [28]. Etapele preliminare ale fluxului de analiza
(asamblarea, adnotarea genomica, inferenta grupurilor de gene ortoloage, alinierea secventelor si
reconstructia filogeneticd) au fost realizate utilizand instrumente bioinformatice consacrate [12].
Pentru a asigura reproductibilitatea, portabilitatea si scalabilitatea fluxului de lucru, analizele au fost
executate in medii versionate si containerizate, atat pe sisteme locale, cat si pe infrastructuri de
calcul de inaltd performanta [29].

Noutatea stiintifici a rezultatelor cercetirilor. Aceasta teza propune un cadru software
pentru analiza evolutiei genomice microbiene, bazat pe integrarea meta-pangenomicd a datelor
metagenomice cu inferenta filogenetica. Cadrul permite reconstructia repertoriilor genice direct din
asamblari metagenomice si modelarea dinamicii castigului si pierderii genice de-a lungul liniilor
evolutive. Abordarea este conceputd pentru a reflecta structura reald a microbiomului din medii
complexe, caracterizate prin asamblari fragmentate, amestecuri de tulpini, transfer orizontal de gene
(HGT) si recombinare frecventa. Din punct de vedere metodologic, aceastd lucrare dezvolta si
implementeaza software-ul PGGL (Pangenome Gene Gain and Loss), un cadru bazat pe
verosimilitate maximala si lanturi Markov in timp continuu, aplicate pe arbori filogenetici, in care
fiecare grup ortolog este modelat ca un caracter binar (absent/prezent). Pentru fiecare gena sunt
estimate ratele de castig si pierdere, probabilititile marginale ale starilor ancestrale si numarul
asteptat de evenimente pe ramuri, calculate prin algoritmul lui Felsenstein, permitdnd cuantificarea
dinamicii genice la nivel de linie evolutiva in cadrul pangenomului. Ulterior, software-ul PGGS
(Pangenome Gene Selection) implementeazd un test pentru evaluarea asimetriei directionale a

procesului de castig—pierdere genica, unde pentru fiecare gena, un model cu rate egale, care impune



egalitatea ratelor de castig si pierdere, este comparat cu un model cu rate diferite. Selectia
modelului este realizatd pe baza criteriului informational Akaike (AIC), iar genele sunt Incadrate n
categorii cu predominanta de castig, predominantd de pierdere sau dinamica simetrica, oferind astfel
un indicator cuantificabil al presiunii selective care actioneazd asupra variatiei de tip prezentd—
absenta.

Noutatea lucrarii constd in extinderea metodelor comparative-filogenetice pe continutului
genic la scard meta-pangenomicd, permitdnd estimarea robusta, la nivel de linie evolutiva, a ratelor
de dinamica si a asimetriei directionale a proceselor de castig—pierdere genici. In plan aplicativ,
software-ul este conceput ca un sistem modular si reproductibil, care integreazd gene ortoloage,
gene de rezistenta la anti-microbiene si factori de virulentd intr-un cadru filogenetic coerent, fiind
orientat catre supravegherea genomica de mediu, unde comparabilitatea intre seturi de date si intre
locatii reprezintd o cerintd metodologica esentiala.

Problema stiintificA de cercetare solutionati. Aceasta teza abordeaza patru limitari
fundamentale ale genomicii evolutive microbiene:

1. Absenta unor software si metode validate pentru reconstructia pangenomurilor microbiene
direct din date metagenomice este depasitd prin dezvoltarea unui software robust pentru
reconstructia si analiza meta-pangenomurilor.

2. Distorsionarea semnalului filogenetic cauzata de recombinare si transferul orizontal de gene in
genomurile microbiene este abordatd prin inferenta unor filogenii filtrate de semnalul de
recombinare, pornind de la date de aliniere a secventelor.

3. Lipsa unor metode bioinformatice validate pentru cuantificarea dinamicii castig—pierdere
genicd la nivel pangenomic este depasitd prin dezvoltarea si implementarea unui software
dedicat estimarii numarului de evenimente si a ratelor de castig si pierdere genica de-a lungul
filogeniilor.

4. Absenta unor cadre metodologice pentru estimarea semnalului de selectie la nivel de gena in
context pangenomic este abordatd prin dezvoltarea unui software implementat in limbajul R,
care clasifica genele in functie de regimul selectiv inferat din datele pangenomice.

Aceste limitari metodologice sunt depdsite prin dezvoltarea unui cadru software bazat pe
inferenta filogeneticd si modele Markoviene in timp continuu, care permite reconstructia
repertoriilor genice din asambladri metagenomice si estimarea dinamicii castig—pierdere genice la
nivelul liniilor evolutive. Matricele de prezentd—absenta a genelor ortoloage sunt analizate, dupa
eliminarea semnalului de recombinare, pe filogenia genomurilor, pentru estimarea ratelor de castig

(A) si pierdere (n). Asimetria directionala este evaluata prin compararea modelului cu rate egale



ale proceselor de castig si pierdere genica cu un model care permite rate diferite pentru cele doud
procese, selectia modelului fiind realizatd pe baza scorului AIC.

Semnificatia teoretica. Aceastd teza dezvoltd teoria genomicd comparativd aplicatd
pangenomurilor microbiene prin elaborarea unui software bioinformatic care permite estimarea
directd a evolutiei continutului genic din date metagenomice obtinute prin secventiere de noud
generatie. Sunt introduse modele de verosimilitate pentru inferenta starilor de prezenta—absenta ale
genelor pe filogenii, precum si un cadru metodologic pentru evaluarea presiunii de selectie asupra
continutului genic. In mod formal, contributiile teoretice ale acestei lucrari sunt urmatoarele:

e Extinderea analizei datelor metagenomice la nivel pangenomic, prin reconstructia meta-
pangenomurilor din datele de secventiere si derivarea matricelor binare de prezentd—absenta
ale genelor, urmate de analiza acestora Intr-un cadru filogenetic comparativ.

e Modelarea prezentei—absentei grupurilor de gene ortoloage ca traséturi discrete, folosind un
proces Markov in timp continuu cu doua stari definit pe un arbore filogenetic, care permite
estimarea ratelor de castig si pierdere specifice fiecarei gene.

e Extinderea modelului prin reconstructie ancestrala bazatd pe verosimilitate maximala
permite inferenta stdrilor ancestrale ale genelor si estimarea distributiei evenimentelor de
castig si pierdere de-a lungul ramurilor filogenetice, iar integrarea cu filogeniile lipsite de
semnale de recombinare permit reducerea bias-ului indus de recombinarea omoloagd si
corespunzdtor separare mai robustd intre semnalul de mostenire verticald si cel asociat
transferului lateral de gene.

e Fundamentarea unei metode bazate pe filogenie pentru modelarea evolutiei continutului
genic, prin compararea formala a modelelor simetrice si asimetrice de castig—pierdere, care
furnizeaza un criteriu statistic pentru distingerea dintre dinamica neutrd si procesele
selective ce structureaza pangenomul de-a lungul istoriei evolutive.

Valoarea aplicativd a lucririi. In termeni practici, aceasti tezi furnizeazi un pachet
software bioinformatic destinat supravegherii si monitorizarii metagenomice a mediului,
transpunand modelarea evolutivd in rezultate direct utilizabile de catre cercetatori stiintifici si
echipele din domeniul sanatatii publice. Pachetul software este conceput pentru a functiona pe date
metagenomice de secventiere de noua generatie si pentru a genera rezultate sumare standardizate si
usor de interpretat, pentru sprijinul procesului decizional in analiza ecosistemelor microbiene
complexe. Valoarea sa aplicativa este reflectatd Tn urmatoarele aplicatii operationale si livrabile:

e Pachetul de instrumente bioinformatice permite reconstructia meta-pangenomului direct din

date metagenomice, facilitdnd caracterizarea structurii si variabilitatii repertoriilor genice in



medii dominate de organisme necultivabile sau slab reprezentate genomic, precum apele
uzate, aerul si mediile urbane.

Prin estimarea castigurilor si pierderilor genice de-a lungul liniilor filogenetice, pachetul
bioinformatic furnizeaza masuri cantitative ale dinamicii continutului genomic, care pot fi
utilizate pentru identificarea liniilor evolutive cu evolutie rapidd, evaluarea potentialului de
adaptare si identificarea tintelor pentru investigatii sau interventii aprofundate.

Rezultatele generate de software, precum ratele, directia dinamicii pentru castig—pierdere ale
genelor si numarul de evenimente specifice ramurilor filogenetice, sunt integrate intr-un
cadru filogenetic comun si livrate sub forma de sumare si vizualizari standardizate, direct
utilizabile pentru sisteme de avertizare timpurie, identificarea zonelor de interes si
monitorizarea longitudinala pe parcursul campaniilor de esantionare.

Software dezvoltat permite analiza integrata a genelor de interes, precum factori RAM, si de
virulentd in acelasi context evolutiv, facilitind evaluarea riscurilor de mediu si
supravegherea coordonata a trasaturilor cu relevanta directd pentru sanatatea publica.
Standardizarea procedurilor de inferentd permite compararea directd a rezultatelor intre
locatii, intervale temporale si studii independente, sustindnd analize coerente de
supraveghere genomica la diverse nivele geografice.

Desi este motivat de supravegherea genomicd urband, software dezvoltat este transferabil
catre alte domenii, inclusiv microbiologia clinicd, agricultura, acvacultura, sistemele marine
si ecosistemele naturale, fard a necesita ajustare metodologicd, sustindnd analize evolutive
oriunde sunt disponibile date metagenomice.

Prin identificarea liniilor evolutive si a familiilor de gene care prezintd dinamici atipice de
castig—pierdere sau tendinte directionale, metodele dezvoltate oferd o baza metodologica
solida pentru formularea de ipoteze testabile, care pot fi ulterior investigate prin secventiere

tintita, teste functionale sau analize epidemiologice.

Tezele stiintifice inaintate spre sustinere:

Meta-pangenomurile pot fi reconstruite direct din genomuri asamblate din date
metagenomice, cu integrarea optionald a microorganismelor necultivabile, generdnd matrice
binare de prezentd—absentd pentru familiile de gene ortoloage, statistici descriptive ale
pangenomului si filogenii pentru secventelor analizate, potrivite pentru inferente si analize

ulterioare.



e Datele de prezenta—absenta ale genelor sunt modelate prin procese Markov in timp continuu
definite pe arborele filogenetic, ceea ce permite estimarea ratelor de castig (A) si pierdere (L)
pe ramuri si cuantificarea acestora la nivel de linie evolutiva.

e Selectia directionald la nivelul genelor poate fi testatd, prin compararea parametrizarilor
modelelor Markov In timp continuu, cu rate egale si cu rate distincte, generand statistici
interpretabile care cuantifica asimetria dintre achizitie si pierdere.

e Aplicarea metodelor si a software-ului dezvoltate la date metagenomice genereaza un set
reproductibil de rezultate si indicatori (A, p, indici de selectie, secvente prioritizate), produsi
in cadrul unui flux analitic standardizat si direct utilizabili in analize comparative si in
sisteme de avertizare timpurie pentru supravegherea genomica a patogenilor.
Implementarea rezultatelor stiintifice. Aceasta lucrare a fost transpusa din plan

metodologic 1n practicd prin colabordri cu Agentia Nationald pentru Sanatate Publicd (ANSP),
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al Universitatii Tehnice a Moldovei si Universitatea
»Stefan cel Mare” din Suceava (Romania).

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele fundamentale ale tezei de doctorat au fost
prezentate si discutate In cadrul sedintelor si seminarelor Departamentului Inginerie Software si
Automaticd, Facultatea Calculatoare, Informaticad si Microelectronicd, Universitatea Tehnicd a
Moldovei (2022-2025). Acestea au fost raportate si evaluate pozitiv In cadrul a noua conferinte
stiintifice nationale si internationale, inclusiv: International Conference on Nanotechnologies and
Biomedical Engineering (Chisindu, 2025); International Conference BioGENext: Next Generation
Therapy Conference (Kyiv, 2024); International Conference on Electronics, Communications and
Computing (Chisinau, 2022, 2024); Conferinta Tehnico-Stiintifica a Studentilor, Masteranzilor si
Doctoranzilor (UTM, Chisinau, 2023).

Publicatii la tema tezei. Rezultatele principale ale tezei au fost publicate in 16 lucrari
stiintifice, dintre care 7 articole in reviste interntaionale indexate ISI si SCOPUS, incluzand
publicatii in Nature Reviews Methods Primers (IF=56), Nature Water (1IF=24,24) si Genome
Biology (IF=9,4), precum si 9 lucrari prezentate si publicate In volumele conferintelor nationale si
internationale (lista publicatiilor este anexatd la finalul tezei si al rezumatului tezei de doctorat).
Numarul total al publicatiilor este de 49 de lucrari stiintifice, dintre care 11 indexate ISI si
SCOPUS. Autorul are un indice h = 8 (SCI Hirsch index), iar numadrul total de citari internationale
este >290.

Volumul si structura tezei. Teza cuprinde 116 pagini si include o introducere, 4 capitole,

concluzii si recomandari, o bibliografie cu 348 de surse, 5 anexe, 47 de figuri si 11 tabele.
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Cuvinte-cheie: bioinformatica, biostatisticd, modelare matematica, model Markov in timp

continuu, metagenomicd, pangenom, biologie computationald, genomica comparativa.

CONTINUTUL TEZEI
In Introducere este argumentata actualitatea si importanta temei de cercetare, prezinti o
analizd a nivelului actual al cercetarilor si dezvoltarii la subiectul temei, de asemenea sunt expuse
scopul si obiectivele tezei, noutatea stiintifica a rezultatelor obtinute, tezele principale inaintate spre
sustinere, validarea rezultatelor in publicatii stiintifice si lista conferintelor la care au fost expuse si

aprobate rezultatele tezei de doctorat.

A
Urban microbiome Genomic sequences Annotated P fil i jon:
genomes 'anaroo output files R implementation:
Genome @ Ortholog gene 1.Summary statistics iti
] B % 1.Pangenome composition
Metagenomes i =
= > -,9_, -8 . »| 3.Gene pr " ”| 3.Pangenome openness
- E g -gaa angt:non;e 4.Core gene alignment 4.Comparison of gene content
SO aiee w 2 Toconsuueron .fa, .csv, .Rtab, .aln " L oo
g Plotting and visualizations
B
Panaroo output files: Alignment with masked SNP-sites Clean core alignment Phylogenetic tree
Core gene alignment recombinant regions ) . X
*.aln il > * aln file > *.alnfile > -tree file
ing SNP-sites P i

g
sites from alignment

Cc
Visualizations Data results PGGS method Panaroo output files: PGGL method Data results Visualizations
Gene matrix —_—
1.Selection class 1.Gene selection index « Rtabfile 1.Gene count turnover 1.Gene counts
counts & proportions 2.Gene selection R : R' . mapped on phylotree
2.S-curve (selection l¢=—] score — p==P{ 2.Gene gain-loss rates =}
index vs selection 3.AAIC 2.Gene gain-loss rates
4.Gene classes i i i 3.Summary tables for mapped on phylotree
class g Studio Phylogenetic tree Studio ts and rat ppe phylotre
3.Volcano-plot (gene- counts and rates
wise selection) < *.tree file

Fig.1. Designul software de bioinformatica pentru reconstructia si analiza meta-
pangenomului. (A) Adnotarea genomica si reconstructia meta-pangenomului; (B) inferenta
filogeniei; (C) cuantificarea dinamicii genice (metoda PGGL) si clasificarea genelor in functie

de indicele si scorul de selectie (metoda PGGS).

In Capitolul 1 este descris contextul microbiomului si metagenomicii urbane, sunt
evidentiate limitdrile analizelor bazate pe secventele obtinute prin metode de culturda a
microorganismelor si este prezentatd abordarea meta-pangenomicd ca metodd necesard pentru
recuperarea diversitdtii genelor accesorii care guverneaza adaptarea ecologicad si riscul sanatatii
publice. Sunt definite componentele genomice conservate si cele accesorii, gradul de deschidere al
pangenomului si motivatia utilizrii inferentei bazate pe filogenie, fiind stabilit cadrul conceptual
pentru modelele dezvoltate in capitolele urmatoare.

In Capitolul 2 sunt caracterizate si prezentate sursele si specificul datelor utilizate, precum si

rezultatele software-ului bioinformatic dezvoltat. Acesta realizeaza adnotarea structurald si
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functionala a secventelor, efectueazd gruparea ortologica a genelor, inferenta filogeniei cu
eliminarea regiunilor recombinate (Figura 1B) si realizeaza calculul statisticilor pentru pangenom
(Figura 1A). Sunt introduse si implementate in limbajul R doud software de modelare bazate pe
verosimilitatea maximala si lanturile Markov in timp continuu: (1) PGGL (Pangenome Gene Gain
Loss), care cuantifica, estimeaza ratele si carteaza evenimentele de castig si pierdere ale genelor pe
arborii filogenetic si genereaza sumare pentru ratele de castig si pierdere la nivel de ramuri
filogenetice sau grupuri taxonomice de interes; si (2) PGGS (Pangenome Gene Selection), compara
asimetria dintre ratele de castig si pierdere, pentru a detecta tendintele evolutive si clasifica genele

in clase in baza acestor tendinte (Figura 1C).

A Meta-pangenome Kilebsiella sp.

EC
KEGG Pathway I 498
cAzy 147
coG 123

0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000

Pangenome Klebsiella sp.

ec I 1,399
KEGG Pathway NI 504
cAzy 146
CoG 122

0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000

Annotation Category

C Pangenome Klebsiella pneumoniae

EC
KEGG Pathway [N 468
CAzy 137
CoG |22

0 1,000 2,000 3,000 4,000 5,000
Number of Unique Terms

Fig.2. Sumarul adnotarii functionale pentru (A) meta-pangenomul genului Klebsiella , (B)

pangenomul genului Klebsiella si (C) pangenomul pentru Klebsiella pneumoniae.

Capitolul 3 prezintd rezultatele cercetarii privind validarea software-ului bioinformatic
pentru reconstruirea si analiza meta-pangenomurilor atidt din genomuri asamblate din date
metagenomice, cat si din genomuri izolate. Fluxul software efectueaza identificarea genelor,
adnotarea structurald si functionald, gruparea genelor dupa ortologie, crearea sumarelor pentru
frecventa genelor, estimarea deschiderii pangenomurilor si diverse metode de vizualizarea in cadrul
unui protocol analitic unificat. Intrarile si iesirile sunt armonizate pentru a permite comparatii

directe si controlate intre diferite contexte ecologice si scdri taxonomice.
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Fig.3. Distributia comparativa a frecventei genelor (A, C) si compozitia genica (core, shell si

cloud) in meta-pangenom (A, B) si pangenom (C, D).

Rezultatele adnotarii structurale evidentiazd diferente importante intre sursele de date.
Genomurile din culturi prezintd in mod constant un numar mai mare insd mai putin variabil de
secvente codificatoare, secvente ARNt aproape complete, dimensiuni genomice mai mari, precum si
un numar mai redus de fragmente genomice asamblate comparativ cu genomurile asamblate din
datele metagenomice. Aceste paterne reflecta limitari bine cunoscute ale metagenomicii bazate pe
citiri scurte, inclusiv fragmentarea, acoperirea neuniforma si erorile de grupare taxonomica [16, 17,
30, 31]. Compardrile directe intre seturile de date, impreuna cu analize exploratorii ale continutului
genetic, evidentiaza acelasi tipare structurale, unde genomurile obtinute din culturi prezintd o
variabilitate redusd a continutului de gene si o structura genomica mai omogend, in timp ce
genomurile asamblate din date metagenomice manifesta o dispersie mai mare a profilurilor de gene,
reflectand esantionarea eterogena si gradul variabil de completitudine al asamblarilor metagenomice
[16, 17,30, 31].

Profilarea functionald (GO, KEGG, PFAM, EC, COG, CAZy) permite identificarea
functiilor conservate (Figura 2). Speciile reprezentate prin genomuri cultivate de inaltd calitate
prezintd o variabilitate redusad a termenilor ontologici si a domeniilor proteice, In concordanta cu
adnotarile uniforme si asamblarile genomice aproape complete (Figurile 2B—C) [32, 33].

In contrast, meta-pangenomurile derivate din date metagenomice recupereazi un repertoriu
functional mai larg, n special la nivelul claselor enzimatice si al cdilor metabolice, reflectand atat
amplitudinea ecologicd, cat si capacitatea metagenomicii de a surprinde diversitatea necultivata
prezentd in diverse nise ecologice (Figura 2A) [16, 17]. Genomurile obtinute din izolate cultivate de
K. pneumoniae ating cea mai 1nalta fidelitatea a adnotarii si cea mai scdzuta variatie intra-specifica,
pastrand totodatd o acoperire extinsd a claselor enzimatice, termenilor ontologici si domeniilor
proteice. In ansamblu, aceste rezultate sustin o perspectiva hibrida, in care genomurile asamblate

din date metagenomice extind dimensiunea ontologica functionald, in timp ce genomurile obtinute
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din culturi sporesc increderea in inferentele la nivel structural al secventelor si reduc artefactele

introduse de fragmentarea asamblarilor.
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Fig.4. Dinamica descoperirii genelor (A, C) si numarul cumulativ de familii de gene unice

ajustat prin modelul legii lui Heaps (B, D) in meta-pangenom (A, B) si pangenom (C, D).

Clasificarea genelor dupd ortologie si in functie de frecventa in genomuri recupereaza
arhitectura clasicd core—shell-cloud (corespund prezentei genelor in >95%/10-95%/<10%
genomuri) a pangenomurilor bacteriene (Figura 3) [34, 35]. Meta-pangenomul construit exclusiv
din genomuri asamblate din date metagenomice prezintd cel mai redus core (genom comun) si cea
mai extinsd componentd de tip shell, reflectand prezenta unui numar mare de gene cu frecventd
scazutd, caracteristic datelor din medii ecologice diverse (Figura 3A-B). Setul mono-specific de K.
pneumoniae se distinge prin cel mai extins core si 0 componentd cloud pronuntatd, in concordantd
cu o amplitudine filogenetica mai restransa si o esantionare clinicd mai uniforma, in timp ce datele
obtinute din culturi pentru speciile din genul Klebsiella ocupa o pozitie intermediara (Figura 3C—
D). Histogramele frecventei genelor evidentiaza distributia asimetrica in forma de “U”, cu
majoritatea familiilor de gene, fie comune, fie rare si un numar redus de familii cu prevalentd

intermediara, conform teoriei clasice a pangenomului (Figura 3B, D) [7, 34, 35].
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Fig.5. Clasificarea ierarhicd comparativa a genelor si genomurilor in meta-pangenom (A) si
pangenom (B). Nota: CG-genom comun, MAGs-genomuri asamblate din date metagenomice,

AGs-genomuri asamblate.

Dinamica descoperirii de gene noi in genomuri a fost cuantificatd prin analize de rarefiere si
prin ajustarea numarului cumulativ de familii de gene la Legea lui Heaps (Figura 4) [7, 36, 37].
Pangenomul bazat pe culturi raimane pronuntat deschis pentru toate permutarile de esantionare,
indicand o descoperire continud de familii noi de gene (Figura 4C-D). Meta-pangenomul derivat
din date metagenomice este de asemenea deschis, insd prezintd o ratd de crestere mai lenta,
sugerand o saturatie partiala a functiilor la nivel de gen (Figura 4A-B).

Clasificarea ierarhica a genelor din matricea de prezentd-absentd evidentiaza nuclee dense,
aproape universale, peste care se suprapun ,,insule” de gene accesorii (Figura 5). In meta-
pangenom, modulele accesorii apar fragmentate si restranse pe clade, formand insule discontinue.
Coloanele cu semnale rare corespund genomurilor cu dimensiuni scurte si fragmentate, un patern
caracteristic genomurilor recuperate incomplet din date metagenomice (Figura 5A) [16, 17, 30, 31].
In pangenomul de culturi multi-specie, genomurile se separd clar si recapituleazi taxonomia
speciilor (Figura 5B). Analiza componentelor principale a continutului binar de gene evidentiaza o
dispersie larga pentru genomurile recuperate din metagenom, reflectand eterogenitatea ecologica si
compozitia de specii, in timp ce speciile bazate pe genomi cultivati formeaza clustere compacte si

bine separate, in concordantd cu taxonomia. In cadrul speciei K. pneumoniae, principalele tipuri de
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secventd ocupa regiuni distincte, relevand repertorii accesorii specifice liniilor evolutive, in acord
cu analizele de genomica populationala ale speciei [38, 39].

Contributia principald a acestui capitol constd in validarea instrumentelor bioinformatice
pentru reconstructia pangenomului din date metagenomice pe cele trei seturi de date: (1) meta-
pangenomul bazat pe genomuri asamblate din date metagenomice maximizeazd amplitudinea
ecologica si diversitatea componentelor accesorii; (2) genomurile obtinute din culturi multi-specie
oferd rezolutie la nivel de gen, cu o structurd bine definita la nivel de specie si un nivel redus de
zgomot genetic; (3) datele clinice mono-specie permit rezolvarea arhitecturii liniilor clonale,
caracterizatd printr-un nucleu aproape universal si module discrete specifice tipurilor de secventa.
Astfel, strategia de esantionare, calitatea asamblarii si rezolutia filogeneticd actioneazd impreuna in
determinarea structurii pangenomului, a gradului sdu de deschidere si a vizibilitatii componentelor
accesorii. Aceste rezultate constituie o baza solida pentru modelarea evolutiva dezvoltatd ulterior in
teza, permitand aplicarea metodelor de inferenta bazate pe filogenii.

In Capitolul 4 sunt dezvoltate si implementate doud instrumente bioinformatice
complementare, bazate pe modele Markoviene in timp continuu si filogenie. Metoda PGGL
(Pangenome Gene Gain and Loss) modeleaza prezenta/absenta fiecdrui gene ca o trasatura binara
care evolueaza de-a lungul unui arbore filogenetic al speciilor, intr-un cadru Markov in timp
continuu. Metoda estimeaza ratele de castig (A) si pierdere () ale genelor si reconstruieste
probabilistic dinamica acestor evenimente de-a lungul ramurilor arborelui filogenetic, prin inferenta
starilor ancestrale si estimarea tranzitiilor la scard pangenomica (Algoritmele 1 si 2).

Algoritmul 1. Inferenta fluxului si estimarea ratelor la nivel de gena (PGGL-Gene).

Intrare: Un arbore filogenetic inradacinat, strict bifurcat, cu lungimi ale ramurilor; un vector binar de prezenta-absenta
pentru gena g, aliniat la varfurile arborelui; specificarea mdelului simetric sau cu rate diferite; informatia a priori la
radacina arborelui (uniforma sau stationard); si un prag é pentru apelarea evenimentelor.

Iesire: Pentru fiecare ramurd a arborelui, evenimentele inferate de castig si pierdere ale genei, impreuna cu estimarile
de maxima verosimilitate are ratelor (4) de casting si pierdere (f) pentru gena g.

Procedura:

1. Specificarea modelului: Evolutia prezentei-absentei genei este modelatd ca un proces Markov In timp
continuu cu doud stdri, definite pe arborele filogenetic, cu tranzitii corespunzétoare achizitiei genei (0 — 1,
rata A) si deletiei genei (1 — 0, rata p).

2. Calculul verosimilitatii si estimarea ratelor: Starile observate la varfuri sunt codificate ca vectori de
verosimilitate, iar verosimilitatea datelor este calculatd descendent utilizand algoritmul lui Falsenstein. Ratele
specifice de castig si pierdere (4, fi) a genei sunt estimate prin verosimilitate maxima, fie sub parametrizarea cu
rate egale, fie sub parametrizarea cu rate diferite.

3. Reconstructia starilor ancestrale: Ratele estimate sunt utilizate la calcularea probabilitatilor posterioare
marginale pentru prezenta genei 1n toate nodurile interne, prin propagarea ascendenta pe arbore.

4. Apelarea evenimentelor pe ramuri: Pentru fiecare ramura, sunt comparate probabilitatile posterioare ale
prezentei genei intre nodul parinte si nodul descendent. Un eveniment de castig sau pierdere este inregistrat
atunci cand diferenta posterioara depaseste pragul predefinit &.

5. Raportare: Pentru fiecare ramura sunt raportate evenimentele inferate de castig si pierdere, Impreuna cu
estimarile corespunzatoare ale ratelor la nivel de gena.
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Metoda PGGS (Pangenome Gene Selection) implementata ca software in limbajul R,
testeaza la nivel de gend, daca dinamica castig—pierdere este compatibild cu un regim neutru sau
indica o preferential pentru castig sau pierdere, cuantificand intensitatea si directia prin marimea
efectului definit pe baza raportului dintre ratele de castig si pierdere. Suportul pentru modelele
alternative este evaluat utilizdnd Criteriul Informational Akaike (Algoritmele 1 si 3) [40, 41].
Aplicat atat pe metagenomurile urbane cu amplitudine ecologica largd, cat si seturilor de date
bazate pe microorganisme cultivate, inclusiv pe genomurile clinice, acest instrument bioinformatic
evidentiaza tiparele de castig si pierdere a genelor structurate pe liniile evolutive si permite
clasificarea genelor in regimuri neutre sau cu dinamicd orientatd cdtre castig sau pierdere, in
concordanta cu presiunile selective de retentie, castig sau pierdere [5, 6, 36, 42, 43].

Distributiile normalizate ale ratelor de castig (L) si pierdere (p) evidentiaza un regim
consistent dominat de pierdere la nivel de specie, cu p > A atat in pangenomurile bazate pe izolate,
cat si In meta-pangenomuri, In acord cu tendinta reducere a genomurilor cunoscutd la bacterii
(Figura 6) [6, 42].

Rate Type B8 Gain(\) B3 Loss () Rate Type B3 Gain(\) B3 Loss ()
i i

el
L]f E5 % Dy ﬁ

1.0

Rate
Rate

Fig.6. Distributia sumara, normalizati, a ratelor de castig si pierdere a genelor la nivel de

specie In (A) pangenom si (B) meta-pangenom.

Meta-pangenomul prezintd distributii mai largi si puternic asimetrice ale ratelor, indicand o
dinamica eterogend a continutului genetic, in care majoritatea genomurilor evolueaza lent, iar un
subset restrans prezintd rate crescute de pierdere, insotite de cresteri localizate si specifice ale
ratelor de castig, In concordanta cu oportunitati ecologice episodice si cu acces variabil la bazine de
gene mobile (Figura 6B). In contrast, seturile de date bazate pe izolate prezinta distributii mai
concentrate si cea mai pronuntatd tendintd catre pierdere, reflectdnd calitatea superioara ale

asamblarilor (Figura 6A) [17, 31].
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Algoritmul 2. Apelarea evenimentelor de cistig-pierdere a genelor la nivel de pangenom

(PGGL)

Intrare: Un arbore filogenetic inradacinat, strict bifurcat, cu lungimi ale ramurilor; o matrice binara de prezenta-
absentd P (genomuri x gene) aliniata la varfurile arborelui; un model de castig pierdere; informatii @ priori pentru
radécind; si un prag é pentru apelarea evenimentelor.

Iesire: Pentru fiecare gena si fiecare ramura, evenimentele estimate de castig si pierdere ale genelor, impreuna cu
estimdrile prin verosimilitatea maximala specifice genei pentru ratele de castig si pierdere (2g,ﬁg). Sunt generate
sumare la nivel de genom pentru castigurile si pierderile de gene obtinute prin agregarea evenimentelor pentru toate
genele de-a lungul traiectoriei filogenetice a fiecarui genom.

Procedura:

1. Alinierea matrice-arbore: Se verifica faptul ca randurile matricei P (genomurile) corespund ordinii varfurilor
din arborele filogenetic.

2. Inferenta la nivel de geni: Fiecare coloand din P este tratatd ca un vector de prezenta—absenta specific genei
Xg. Genele invariabile sunt excluse, iar pentru fiecare gend rdmasd se aplica Algoritmul 1 (PGGL-Gene)
pentru a estima evenimentele de castig si pierdere la nivel de ramura si pentru a estima ratele (/Alg, ).

3. Agregarea la nivel de pangenom: Toate estimarile obtinute la nivel de gena sunt combinate intr-un tabel unic
de evenimente la nivelul intregului pangenom.

4. Sumare la nivel de genom: Pentru fiecare genom (varf), evenimentele inferate pentru toate genele sunt
agregate de-a lungul traiectoriei sale filogenetice de la radacina la varf, pentru a calcula numarul si ratele
specifice genomului de castig si pierdere a genelor.

5. Raportare: Sunt returnate sumare pentru dinamica pangenomului la nivel de gend, ramura si genom.

Metoda PGGS (Pangenome Gene Selection) implementata in limbajul R, utilizeaza ratele
de verosimilitate maximala, estimate la nivel de gend, pentru a discrimina intre dinamica simetrica
si directionatd ale genelor.

A . Gene loss . Gene gain B B Gene toss B Gene gain

1689 - 593.5 K. huaxiensis

1915.2 - 330.6 K. variicola
1720.2 - 457.8 K. pneumoniae

1os7 [ s K. michiganensis 1o [ s —
782.67 - 292.33 K. aerogenes 1126 - 2416 K. oxytoca

28 I 47 K. africana 686 - 163 K. aerogenes

2364.29 1032 K. variicola

Fig.7. Castigurile si pierderile de gene la nivel de specie in (A) meta-pangenom si (B)

pangenom.

Pentru fiecare gend, algoritmul PGGS compara un regim cu rate egale (4 = u), compatibil cu
o dinamica nedirectionata in conditii de selectie aproape neutrd sau fluctuantd, cu un regim cu rate
diferite (A # w), care surprinde procese directionale atribuibile selectiei pe termen lung sau
asimetriilor de proces, precum tendinta de achizitie sau pierdere a genelor si aportul inegal de
transfer orizontal de gene (Algoritmii 1 si 3) [6, 42, 43, 46, 47]. Sumarele la nivel de genom sau
specie ale evenimentelor absolute de castig si pierdere a genelor evidentiazd suplimentar

predominanta pierderilor fata de castiguri de gene, cu o variatie considerabila Intre specii (Figura 7).
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Castigurile sunt concentrate intr-un subset de linii evolutive, fiind compatibile cu achizitia de gene
din bazinele de gene accesorii asociate mobilitatii genetice, mecanismelor de apdrare,

metabolismului adaptat nisei si rezistentei anti-microbiene (Figura 7) [43—45].

Algoritmul 3. Algoritmul de inferenta a selectiei directionale asupra genelor (PGGS)

Intrare: O filogenie inradacinata, strict bifurcatd, cu lungimi ale ramurilor; o matrice binard de prezentd—absenta P
(genome % gene) aliniata la varfurile arborelui; un interval de frecventa care defineste genele informative; un model de
castig—pierdere (rate egale sau diferite); o distributie a priori la radacind; precum si un prag pentru evenimente.

Iesire: Pentru fiecare gend informativa, estimari ale ratelor de castig si pierdere specifice modelului, statistici de
comparare a modelelor (log-verosimilitatea, AIC, AAIC) un scor de selectie la nivel de gend si clasa de selectie
atribuita.

Procedura:

1. Filtrarea genelor: Analiza este restransa la genele informative, prin excluderea genelor invariante, sau extrem
de rare si frecvente, pe baza frecventei acestora in pangenom.

2. Ajustarea modelelor: Pentru fiecare gend pastratd, se aplica de doua ori Algoritmul 1 (PGGL-Gene), o data
sub modelul cu rate egale si o data sub modelul cu rate diferite, pentru a estima ratele de castig si pierdere.

3. Compararea modelelor: Asimetria ratelor este cuantificatd prin compararea modelelor utiliznd criterii
informationale (AIC si AAIC).

4. Estimarea scorului de selectie: Se deriva un indice de selectie la nivel de gend pe baza marimii relative si a
asimetriei ratelor de castig si pierdere inferate.

5. Clasificarea genelor: Fiecare gena este atribuitd unei clase discrete de selectie (selectie neutra, slaba,
moderata si puternicd), pe baza scorului de selectie si suportului modelului.

6. Raportarea: Se returneaza un tabel la nivel de gend care sumeaza estimarile ratelor, statisticile de comparare a
modelelor, scorurile de selectie si clasele de selectie.

Suportul modelului este evaluat folosind scorul AIC [40, 41]. Directia si magnitudinea efectului
sunt estimate prin indicele de selectie si scorul de selectie, ambele definite ca functii ale raportului
dintre rata de castig (L) si rata de pierdere (p) ale genelor. Prin utilizarea rapoartelor, aceste marimi
raman independente de scalarea absolutd a ratelor si comparabile intre seturi de date cu lungimi
diferite ale ramurilor filogenetice sau calibriri temporale distincte. Etichetele de clasd oferd o
stratificare discretd, direct utilizabila pentru analiza comparativa si ierarhizarea genelor. Aplicarea
metodei PGGS detecteazd un semnal de selectie directionala pronuntat in datele de tip meta-
pangenom, provenite din medii ecologic diverse, caracterizat prin predominanta genelor supuse
selectiei care favorizeaza pierderea, alaturi de o fractiune mai redusd, dar substantiald, de gene
aflate sub selectie favorizanta castigului de gene (Figura 8A). Acest semnal de selectie directionala
este atenuat in pangenomurile obtinute din culturi la scard de gen (Klebsiella sp.) si tinde cétre
simetrie efectivd in genomurile cultivate la rezolutia de specie (K. pneumoniae), iIn concordanta cu
ipoteza conform céreia largirea nisei ecologice si eterogenitatea sursei de gene intensificd selectia
directionald asupra continutului genomic (Figura 8B) [36, 48, 49]. Clasificarile raman robuste fata
de alegerea distributiei a priori la radacina (uniforma sau stationard) si fata de perturbarile moderate
ale lungimilor ramurilor, precum si pentru setdrilor de optimizare, iar ierarhizarile bazate pe 441C

pentru genele puternic asimetrice sunt reproductibile intre utilizarile repetate a metodei. Impreuns,
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metodele PGGL si PGGS oferd un atlas concis si interpretabil al evolutiei selective asupra meta-

pangenomului, integrand localizarea evenimentelor (arbori si rate) cu directia si intensitatea

presiunii selective la nivel de gena.
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Fig.8. Sumarul numéarului de gene pe clase de selectie si diagrama de tip volcano pentru scorul

de selectie pentru genele din (A) meta-pangenom si (B) pangenom.

Pentru a evalua acuratetea reconstructiei software-ului PGGL si PGGS dezvoltat, am realizat o

analiza de evaluare controlatd pe filogenii simulate cu istorii evolutive complet specificate. Arborii

au fost generati sub un proces de diversificare de tip Yule (nastere purd) [50], iar evolutia binara a

prezentei—absentei genelor a fost simulatd de-a lungul ramurilor utilizdnd un lant Markov 1n timp

continuu (CTMC) cu rate asimetrice de castig si pierdere. Acest design permite compararea directad

intre starile ancestrale inferate si cele reale. Au fost comparate Parcimonia Fitch [51], maparea

Bayesiana stocastica a caracterelor (SCM) [52] si cadrul de verosimilitate maximala implementat in
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aceastd teza ca nucleul inferential al metodelor PGGL si PGGS. Implementarea PGGL asigura
acoperire completd a nodurilor si o acuratete efectiva de aproximativ 96%, apropiata de cea obtinuta
prin metoda SCM Bayesiani, mentinand in acelasi timp rate de eroare echilibrate (Tabelul 1). in
contrast, parcimonia Fitch genereaza o proportie substantiald de noduri interne ambigue, ceea ce
conduce la o reducere semnificativa a acuratetei efective atunci cand stérile nerezolvate sunt incluse
in evaluare (Tabelul 1). Aceste rezultate demonstreazd cd abordarea bazatd pe verosimilitatea
maximala, care std la baza PGGL si PGGS, ofera o inferenta precisa si eficienta din punct de vedere
computational a starilor ancestrale, comparabila cu metoda SCM Bayesiana, dar considerabil mai

scalabila pentru filogenii de mari dimensiuni.

Tabelul 1. Metrici comparative de performanta pentru metodele de reconstructie a

starilor ancestrale

Metoda Acuratete Precizie Sensibilitate Specificitate Noduri ambigue
Verosimilitate 0.963 0.966 0.973 0.945 0
Maximala

Bayes (SCM) 0.963 0.964 0.975 0.943 0
Parcimonie (Fitch) 0.944 0.964 0.944 0.943 392

Spre deosebire de abordarile euristice bazate exclusiv pe frecventa genelor (core/shell/cloud),
care descriu variabilitatea, dar nu pot distinge intre castigurile si pierderile recente pe filogenii, si
pierderile ancestrale partajate de-a lungul evolutiei, cadrul metodologic propus este explicit
dependent de filogenie si ancoreazd dinamica castigului si pierderii genelor in structura evolutiva a
arborelui pe care aceste evenimente s-au acumulat. Rezultatele generate sunt direct utilizabile
pentru reprezentari grafice si analize de adnotare functionala si pot fi generalizate usor Intre diferite
tipuri si surse de date de secventiere, furnizand o baza unitara pentru inferente comparative pentru
studiul pangenomului.

Fiecare capitol al tezei se incheie cu o sinteza criticd a principalelor rezultate obtinute, iar
capitolul final de concluzii si recomandari integreaza rezultatele esentiale, diseminate prin publicatii
stiintifice, evidentiind relevanta teoreticd si valoarea aplicativd a cercetarilor privind analiza

evolutiva a datelor metagenomice.

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
Aceastad teza demonstreazd ca metagenomica si pangenomica pot fi integrate Intr-un cadru

analitic unificat, dependent de filogenie, care permite elucidarea modului in care continutul genic
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este organizat si se modificad. Avansul conceptual esential constd in tratarea prezentei—absentei

genelor ca trasdturd evolutiva pe o filogenie fixd, ceea ce face posibila localizarea evenimentelor,

estimarea ratelor si testarea preferential al fluxului genic, Intre diferite surse de asamblari genomice
si rezolutii taxonomice. In consecinti, principalele concluzii sunt:

1. A fost dezvoltat un cadru software bioinformatic robust si complet reproductibil pentru
reconstructia si analiza meta-pangenomurilor, care permite integrarea genomurilor cultivate si
date metagenomice eterogene intr-o reprezentare unificatd a continutului genic, permitand
analize genomice comparative si evolutive.

2. A fost dezvoltata si integratd o metoda robusta de reconstructie filogenetica, bazata pe eliminarea
semnalelor de recombinare si pe alinierea secventelor conservate la nivel de pangenom, care
permite obtinerea unui cadrul evolutiv explicit necesar modelarii probabilistice a evolutiei
prezentei—absentei genelor si estimarii proceselor de castig si pierdere genica in colectii
eterogene de genomuri.

3. A fost dezvoltat si implementat in limbajul R un algoritm de inferenta a castigului si pierderii de
gene bazat pe metoda verosimilitatii maximale si filogenie (algoritmul PGGL), care modeleaza
evolutia starilor de prezenta—absenta ale genelor ca proces Markov in timp continuu, permitand
estimarea cantitativa a ratelor si a numarului de evenimente de castig si pierdere genicd pe
ramurile filogenetice.

4. A fost elaborat si implementat in R un algoritm de clasificare si inferentd a presiunii selective
asupra genelor (PGGS), bazat pe compararea explicitd a ratelor de castig si pierdere genica
estimate sub modele evolutive simetrice si asimetrice, care permite identificarea regimurilor
evolutive cu tendintd directional de céstig sau pierdere, sustinute statistic, la nivel de gena si linie
evolutiva.

5. Cadrul de reconstructie a meta-pangenomului, Tmpreund cu algoritmii de inferentd PGGL si
PGGS, au fost validati empiric pe seturi de date provenite din genomuri cultivate si genomuri
asamblate din date metagenomice, la diferite nivele taxonomice, generand reprezentari coerente
pentru prezenta—absenta genelor, inferente stabile pentru proceselor de castig si pierdere genica
si clasificari consistente ale genelor dupa tendintele directionale a selectiei.

6. Metoda dezvoltata, bazatd pe inferentd prin verosimilitate maximald in cadrul unui model
Markov in timp continuu, a fost evaluata comparativ la nivelul reconstructiei stérilor ancestrale
ale genelor fatd de metoda de maparea stocastica Bayesiana si parcimonia Fitch, demonstrand o
acuratete fiabild a reconstructiei, cu ambiguitate redusa si eficientd computationala superioard in

analize la scara genomica.
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Pentru a conferi caracter durabil acestor rezultate, pangenomica metagenomica trebuie

structurata ca un cadru analitic integrat, conform principiilor FAIR (identificabilitate, accesibilitate,

interoperabilitate si reutilizabilitate a datelor), cu control riguros al calitdtii si integrarea explicita a

etapelor de asamblare, inferentd evolutiva si raportare pentru sandtatea publica:

1.

Se recomandd ca analizele sa fie realizate concomitent la nivelul datelor de mediu, al
genomurilor izolate si al celor clinice, utilizand praguri analitice uniforme si un model de date
comun, astfel Incat semnalele inferate sa fie direct comparabile intre contexte distincte si de-a
lungul seriilor longitudinale.

Pentru seturile de date cu valoare informationala ridicatd, in special pentru genomurile asamblate
din date metagenomice care contin regiuni repetitive, se recomanda utilizarea secventierii cu
citiri lungi sau a asamblarilor hibride. Recuperarea completd a operonilor precum si a regiunilor
mobile bogate in repetitii, vor reduce absentele genice generate de fragmentarile asamblarilor si
vor permite delimitarea mai precisd a insulelor accesorii, precum si vor imbunatati localizarea
evenimentelor de castig—pierdere a genelor.

Se recomanda ca instrumentele de mapare a evenimentelor de castig-pierdere a genelor si de
analiza a directiei fluxului genic sd fie dezvoltate ca pachet software in R (bibliotecd R), cu
interfete stabile, seturi demonstrative, documentatie reproductibild si functii dedicate de
vizualizare.

Se recomanda evaluarea aditionald a inferentei pentru robustete prin analize de sensibilitate fata
de alegerea si localizarea radacinii arborelui filogenetic, scalarea lungimilor ramurilor si setdrile
de optimizare, in special pentru genele care prezintd asimetrie directionald pronuntatd. O astfel
de evaluare consolideaza interpretarea biologica a indicatorilor de selectie si reduce riscul unor

concluzii influentate predominant de parametrizarea tehnica.

. Integrarea inferentelor de castig—pierdere genicad cu adnotdri functionale standardizate ale

secventelor (de exemplu, COG, KEGG, PFAM), esentiale pentru interpretarea biologica a
paternelor observate si pentru realizarea unor analize de interpretare functionald comparabile

intre seturi de date si contexte ecologice distincte.
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ADNOTARE

la teza cu titlul “Modele markoviene in timp continuu bazate pe filogenie pentru dinamica genelor in
pangenomurile microbiene”, inaintatd de competitorul MUNTEANU Viorel, pentru conferirea gradului
stiintific de doctor in informatica, la specialitatea 122.3 “Modelare, metode matematice, produse
program’.

Structura tezei: teza a fost realizata in cadrul Universitétii Tehnice a Moldovei (UTM), Departamentul
Inginerie Software si Automatica, Facultatea Calculatoare, Informatica si Microelectronicd. Este scrisa in
limba engleza si consta din introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din 348 de
titluri, 116 text de baza, 47 figuri si 11 tabele. Rezultatele obtinute au fost publicate in 16 lucrari stiintifice,
inclusiv: 10 articole recenzate si in reviste cotate ISI si SCOPUS (dintre care 7 cu Factor de Impact); 6
articole in reviste din Registrul National al revistelor de profil; 3 lucrari prezentate, recenzate si publicate la
conferinte nationale si internationale.

Cuvinte-cheie: bioinformaticd, biostatistica, modelare matematicd, metagenomicd, pangenom,
microbiom urban, genomicd comparativa.

Scopul lucririi: dezvoltarea unui software bioinformatic reproductibil si scalabil destinat reconstructiei
meta-pangenomului din date metagenomice, estimdrii cantitative a continutului genic si a ratelor de castig si
pierdere de gene pe arborii filogenetici la nivel de linie taxonomica si clasificéarii genelor in functie de
presiunea selectiva exercitata de-a lungul acestor linii.

Obiectivele cercetarii: (1) dezvoltarea unui software bioinformatic pentru adnotarea genomica,
clusterizarea genelor ortoloage, aliniere a secventelor si inferentd filogenetica pentru constructia meta-
pangenomului din genomuri asamblate din date metagenomice; (2) definirea si implementarea unui nou
model pentru inferenta castigului si pierderii de gene pe arborii filogenetici la nivel de pangenom; (3)
dezvoltarea si implementarea unui model statistic pentru detectarea presiunii selectiei la nivel de gene si
genomuri in pangenomuri; (4) validarea pe seturi empirice, inclusiv metagenom urban si izolate, cu studiu de
caz pe genul Klebsiella si specia Klebsiella pneumoniae.

Noutatea si originalitatea stiintific: rezultatele obtinute contribuie la solutionarea problemei lipsei
unor instrumente computationale pentru reconstructia pangenomului si inferenta evolutivd a continutului
genomic direct din date metagenomice, prin dezvoltarea unui software bioinformatic scalabil si reproductibil
care integreaza reconstructia pangenomului, inferenta castigului si pierderii de gene prin modele Markov cu
timp continuu si clasificarea genelor in functie de presiunea selectiva la nivel de gena si genom, permitand
operationalizarea conceptului de meta-pangenom si analiza integratd a dinamicii fluxului genic si a presiunii
selective in comunitati microbiene complexe, depédsind limitérile abordarilor centrate exclusiv pe izolate
genomice.

Probleme stiintifica si de cercetare solutionata: lucrarea introduce un software bioinformatic scalabil si
reproductibil pentru reconstructia pangenomului, care integreaza modele Markov in timp continuu si
reconstructia starilor ancestrale pentru analiza evolutiei continutului genomic direct din date metagenomice.
Produsul software dezvoltat permite aplicarea conceptului de meta-pangenom ca extensie a pangenomului,
oferind un instrument riguros pentru analiza dinamicii fluxului genic si a presiunii selective asupra genelor in
medii complexe.

Semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrdrii: lucrarea contribuie la extinderea pangenomului
catre nivelul de meta-pangenom, oferind o baza metodologicd pentru analiza dinamicii fluxului genic si a
presiunii selective asupra genelor in medii diverse, inclusiv mediul urban. Din perspectiva aplicativa,
software-ul dezvoltat face posibila utilizarea meta-pangenomului ca instrument de supraveghere genomica,
cu relevantd pentru sandtatea publica, agriculturd, biotehnologie si abordarea One Health, permitand
reconstructia repertoriului genetic din date metagenomice complexe si realizarea de comparatii robuste intre
ecosisteme si clade taxonomice.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Metodele sunt implementate ca set de instrumente
bioinformatice cu acces deschis, modulare, scalabile si reproductibile. Acestea sunt utilizat in activitati de
instruire, implementare in colaborare cu Agentia Nationald de Sanatate Publica (ANSP) si laboratoare
partenere (Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al UTM), prin aplicatii pilot de supraveghere
genomica urbana si integrarea protocoalelor in fluxuri de lucru operationale.
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ANNOTATION

to the thesis entitled “Phylogeny based continuous-time markov models for gene dynamics in microbial
pangenomes”, submitted by the candidate MUNTEANU Viorel for the award of the scientific degree of
Doctor in Computer Sciences, in the specialty 122.3 “Modeling, mathematical methods, software
products”.

Thesis structure: the thesis was carried out at the Technical University of Moldova (TUM), Department of
Software Engineering and Automatics, Faculty of Computers, Informatics and Microelectronics. It is written
in English and consists of an introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations, a
bibliography of 348 sources, 116 pages of main text, 47 figures and 11 tables. The results obtained were
published in 16 scientific works, including: 10 per-reviewed articles in ISI- and SCOPUS-indexed journals
(of which 7 with Impact Factor); 6 articles in journals from the National Register of specialized journals; 3
papers presented, peer-reviewed and published at national and international conferences.

Keywords: bioinformatics, biostatistics, mathematical modelling, metagenomics, pangenome, urban
microbiome, comparative genomics.

Aim of the work: the development of a reproducible and scalable bioinformatics software intended for the
reconstruction of the meta-pangenome from metagenomic data, the estimation of gene counts and gene gain
and loss rates on phylogenetic trees at the taxonomic lineage level, and the classification of genes according
to the selective pressure acting along these lineages.

Research objectives: (1) the development of a bioinformatics software for genomic annotation,
orthologous gene clustering, sequence alignment, and phylogenetic inference for the construction of the
meta-pangenome from genomes assembled from metagenomic data; (2) the definition and implementation of
a novel model for inferring gene gain and loss on phylogenetic trees at pangenome level; (3) the
development and implementation of a statistical model for detecting selective pressure at the gene and
genome levels in pangenomes; (4) validation on empirical datasets, including urban metagenomes and
isolates, with a case study focusing on the genus Klebsiella and the species Klebsiella pneumoniae.

Scientific novelty and originality: the obtained results contribute to addressing the lack of computational
tools for pangenome reconstruction and evolutionary inference of genomic content directly from
metagenomic data, through the development of a scalable and reproducible bioinformatics software that
integrates pangenome reconstruction, inference of gene gain and loss using continuous-time Markov models,
and gene classification according to selective pressure at the gene and genome levels, thereby enabling the
operationalization of the meta-pangenome concept and the integrated analysis of gene flow dynamics and
selective pressure in complex microbial communities, overcoming the limitations of approaches centered
exclusively on genomic isolates.

Scientific and research problem solved: the thesis introduces a scalable and reproducible bioinformatics
software for pangenome reconstruction, which integrates continuous-time Markov models and ancestral state
reconstruction to analyze the evolution of genomic content directly from metagenomic data. The developed
software product enables the application of the meta-pangenome concept as an extension of the pangenome,
providing a rigorous tool for analyzing gene flow dynamics and selective pressure acting on genes in
complex environments.

Theoretical significance and practical value of the work: the research contributes to extending the
pangenome toward the meta-pangenome level, providing a methodological basis for analyzing gene flow
dynamics and selective pressure acting on genes across diverse environments, including urban settings. From
an applied perspective, the developed software enables the use of the meta-pangenome as a genomic
surveillance tool, with relevance to public health, agriculture, biotechnology, and the One Health approach,
allowing reconstruction of genetic repertoires from complex metagenomic data and robust comparisons
across ecosystems and taxonomic clades.

Implementation of the scientific results: the methods are implemented as an open-access, modular,
scalable, and reproducible set of bioinformatics tools. They are used in training activities and in
implementations carried out in collaboration with the National Agency for Public Health (ANSP) and partner
laboratories (the Institute of Microbiology and Biotechnology, from TUM), through pilot applications of
urban genomic surveillance and the integration of protocols into operational workflows.

30



AHHOTANUA

K quccepTanuy Ha TeMy “‘Mopaenn MapkoBa ¢ HellpepbIBHBIM BpeMeHeM, OCHOBaHHbIe HA (PUJIOTeHNH,
JJISl ACCJIEI0BAHNUSI IMHAMHMKH FeHOB B MUKPOOHBIX IAHTeHOMAX ’, IPEICTABICHHON CoMCKaTeneM
MYHTSAHY Buopesiom Ha COMCKaHNE yY€HOU CTENEHN JOKTOpa Mo crenuaibHocTy 122.3
“MoaenpoBaHue, MATEMATHYECKHE METObI, IPOrPAMMHbIE NPOAYKTHI” B 00JaCTH KOMIBIOTEPHBIX
HayK.

CTpykTypa amMccepTaluM. UccepTallid BBINONHEHa B TexHMUeCKOM YHUBepcuTeTe MONIO0BBI, Ha
Kadenpe Ilporpammuoii HWMmxenepun u ABTomaruku, Dakynbrere BoruncnurtensHolt TexHukw,
Nudopmatuku 1 MukposnekTpoHuku. Pabora Hamucana Ha aHTJIMICKOM SI3bIKE W BKJIIOYAET: BBeJeHHUE, 4
r71aB, OOIIMe BHIBOABI M PEeKOMEHIauuu, oubmuorpaduio u3 348 HCTOYHHMKOB, 116 cTpaHUI OCHOBHOTO
TekcTa, 47 pucynkoB u 11 Tabmun. [lomyueHHbIe pe3yapTaThl OMyOIMKOBaHbI B 16 Hay4YHBIX paboTax, B TOM
grcie: 10 peneH3UpyeMbIX cTaThsIX B KypHanax, uHaekcupyembix B ISI u SCOPUS (3 HUX 7 ¢ UMIaKT-
¢dakTopoMm); 6 cTaThix B KypHanax HammonanpHOro peectpa NpO(UIBHBIX M3IAaHMK; 3 AOKIajax,
MPEICTABICHHBIX, PELEH3UPOBAHHBIX M ONYOJMKOBAHHBIX Ha HAUUOHAIBHBIX M  MEXKIyHAPOJHBIX
KOH(EepeHLUsIX.

Karwuesble ciioBa: 6nonHdopMaTnka, OMOCTaTHCTUKA, MATEMAaTHIECKOE MOJICIIMPOBAHNE, METaréHOMHKA,
¢unorenernueckas vHQEPEHIHs, TAaHT€HOM, TOPOJCKOH MUKPOOHOM, CPaBHUTEIbHAS TEHOMUKA.

Hean paGorsl: pa3zpaboTka BOCIPOM3BOIUMOIO M MacmITadMpyeMoro OHOMH(OPMATHYECKOTO
MPOTrpaMMHOT0 0OecreueHHs, PeIHa3sHaYeHHOTO AJIsl PEKOHCTPYKLMH, METa-MIaHT€HOMA U3 METareHOMHBIX
JaHHBIX, OIICHKH YHCIEHHOCTH T€HOB M CKOPOCTEH MPUOOPETEHHUS M MOTEPH FeHOB Ha (PUIOreHeTHYECKUX
JepeBbSIX HAa YPOBHE TAaKCOHOMUYECKUX JIMHUH, a Takke KiacCU(UKAIMd TE€HOB B 3aBHCUMOCTH OT
JEMCTBYIOIIETO BJIOJIb 3TUX JIMHUM CENEKTUBHOTO aBICHMS.

3agaun uccaenoBanusi: (1) paspaborka OHOMH(OPMATHYECKOTO TMPOrPaAaMMHOTO OOECTICYEHHUS JUIS
TEHOMHOW aHHOTAIlMM, KIacTepH3al[M OpPTOJIOTMYHBIX T'€HOB, BBIPABHUBAHMS IOCIEAOBATENBHOCTEH H
¢duoreHeTHUECKON MHPEPEHLINH C LEJIBIO TOCTPOCHHUS METa-IaHreHOMa Ha OCHOBE TEHOMOB, COOpPaHHBIX U3
METareHOMHBIX JaHHBIX; (2) pa3paboTka W peanu3alus HOBOM Monenu Al HWHGpEpEeHIHH NPOLECCOB
nproOpeTeHNs: U TOTepH TeHOB Ha (DUIIOTEHETHYECKUX JEepEeBbsIX Ha YpOBHE MaHreHoma; (3) paspaboTka u
peannzanus CTaTUCTHYECKOW MOJENH IS BBIABICHUS CEIEKTUBHOTO JaBJICHUS HAa YPOBHE N€HOB M T€HOMOB
B MaHreHomax; (4) Banuaaunusi Ha SMIUPUYECKUX HA0Opax NaHHBIX, BKIIOYAs TOPOACKHE METAareéHOMBI U
M30JISTHI, C UCCIICIOBaHUEM Ha ipuMepe poja Klebsiella v suna Klebsiella pneumoniae.

Hayuynasi HOBHM3HAa M OPUTHHAJIBHOCTH: TOJNYYCHHBIC PE3YNbTaThl PEIIAIOT NPOOJIEeMYy OTCYTCTBHSA
BBIYUCIUTEIBHBIX WHCTPYMEHTOB [UIi PEKOHCTPYKIMM TAaHT€HOMa W SBOJIIOMUOHHON WH(pepeHInn
TeHOMHOTO COJAEp)KaHHWsA HEMOCPEACTBEHHO M3 METareHOMHBIX JaHHBIX. B pabore paspaboraHo
MacITabupyeMoe U BOCIIPOU3BOANMOE OHOMH(OPMaTHYECKOE MPOrpaMMHOe o0OecredeHne, 00beANHSIONIee
PEKOHCTPYKIHMIO TAaHTeHOMa, HH(EpPEeHIMI0 MpOLEeccCOB MPHOOpPETEHHsT M TOTepd TE€HOB Ha OCHOBE
MapKOBCKMX MOJENIel C HEMpephIBHBIM BpPEMEHEM, a TaKkKe KIACCH(PUKALUI0 TEeHOB IO YPOBHIO
CEJICKTUBHOTO JABIICHUS, YTO MO3BOJSAET MPOBOJUTH MHTETPUPOBAHHBIN aHAIN3 TUHAMHMKH T'€HETHYECKOTO
MOTOKA U CEJICKTUBHOTO AAaBJICHUS B CJIOKHBIX MUKPOOHBIX COOOILIECTBAX.

Pemaemasi Hayunas mpodJema: TuccepTalus MPEACTaBIIeT BOCHPOU3BOAMMOE OHOMH(OpMATHYECKOE

nporpaMMHoe obecrieueHne AJsl PeKOHCTPYKLMH MaHreHoMa, KOTOpOE MHTErpUpPyeT MapKOBCKHE MOJENH C
HENPEPBIBHBIM BPEMEHEM M PEKOHCTPYKIMIO NMPEAKOBBIX COCTOSHUM MM aHalu3a HBOJIOLUU T€HOMHOTO
COZEp)KaHUsl HEMOCPEACTBEHHO M3 METareHOMHBIX JaHHBIX. Pa3paboTaHHBIA NPOrpaMMHBIA HPOIYKT
o0ecreurBaeT NPUMEHEHWE KOHLENIMM METa-MIaHIeHOMa KaK pPACIIMPEHUS] MaHI€HOMa, HPEeI0CTaBIISA
CTpOTMH MHCTPYMEHT JUIsl aHaIHM3a JUHAMHUKHN TeHETHYECKOTO MTOTOKA M CETIEKTUBHOIO AABIICHUS.
Teopernyeckass 3HAYUMOCTb M MPAKTHYECKAS] LEHHOCTH: WCCIEIOBAHUE CIOCOOCTBYET PAaCIIMPEHHIO
MaHreHoMa 10 YPOBHs MeTa-NaHreHOMa, 00ecreunBasi METOAOJIOTHIECKYI0 OCHOBY JUIsSl aHalN3a JUHAMHUKH
TCHETHYECKOr0 MOTOKa U CEJIEKTUBHOIO JABJIEHUS, ACHCTBYIOIIETO Ha TEHBl B Pa3sHOOOPa3HBIX CpeAax.
PazpaboranHoe mnporpaMmMHOoe oOecreyeHrne TO3BOJISIET MCIIONb30BaTh METa-MAHTCHOM B KauyecTBe
WHCTPYMEHTa TECHOMHOT'O MOHUTOPHHTA, UMEIOIIETO 3HaUEHUE [ 3APaBOOXPAaHEHHs, CEIbCKOTO X035ICTBa,
ouotexnonornn u noaxona One Health, obecrieunBasi pPEeKOHCTPYKIMIO T€HETHYECKHX PEMEPTyapoB W3
CJIO)KHBIX METAar€HOMHBIX JaHHBIX M MPOBEICHHE YCTOMUMBBIX CpPAaBHEHHM MEXAYy 3KOCHUCTEMaMU H
TaKCOHOMUYECKUMHU KJIaJaMH.
BHeapenue HayYHBIX pe3y/JbTAaTOB: METOABI PEATU30BaHbI KaK OTKPBITHIN, MOIYJILHBIH, MacIITaAONPYyEMBII
U BOCIPOM3BOAMMBIH Habop OunomH(popMaTHUECKUX WHCTPYMEHTOB. OHHM HCHOJB3YIOTCS B Y4eOHOI
NEATENTbHOCTH M BHEIAPEHHUAX, IMPOBOAMMBIX B COTpygHHMYecTBE ¢ HarnuoHanbHBIM ATEHTCTBOM
O6mectBenHoro 3mopoBbs W mapTHEpckuMu  Jaboparopusimu  (Muctutyr Mukpobuonorun U
Buorexnonornn, TYM), uepe3 MuIOTHBIE MPOEKTHI U MHTErPALMIO MIPOTOKOJIOB B ONEpallMOHHBIE pabouue
IIPOLIECCHI.
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