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METHODOLOGICAL APPROACHES TO INCREASE DIVERSITY IN
DEVELOPING OF TOPICS IN GENETICS AND PLANT BREEDING

Summary. The classical methodological approaches proposed for solving the objectives of
the sub-program ,,Genetic and biotechnological approaches to the agroecosystems management
under climate change” are argued through the prism of the modern methods of inducing genetic
variability. To study the functionality of species/genotypes in dependence of environmental
conditions it is proposed multivalent genetic, biotechnological, physiological techniques, aimed to
develop measures to ensure the sustainability of agrosystems in the conditions of unfavorable
environmental factors fluctuation (water restrictions, high temperatures) of crops genotypes with
economic interest (winter barley, common wheat, corn, sunflower, tomato, as well as perennials,
such as plum and apple). In this order is proposed the methods of inducing genetic variability
through physical mutagenesis (ionizing radiation), cellular biotechnologies (gametic selection, in
vitro culture of embryos, anthers). The proposed strategies will allow to obtaining and selecting
genotypes of autumn barley, common wheat, corn, sunflower with ecological plasticity to ensure
the sustainability of agrosystems.
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Schimbarile climatice afecteaza toate domeniile de dezvoltare ale unui stat; majoritatea
sectoarelor fiind vulnerabile la factorii de mediu si afectate de fenomenele extreme. Cresterea
continua a populatiei umane, care conform prognozelor va ajunge la 10 miliarde pana in 2050,
conditioneazd provocdri enorme prin necesitatea de a satisface cererea de alimente. Pentru a asigura
solicitarile crescande fatd de productia agricola este necesard o majorare de pana la 60% a
randamentului culturilor agricole [19]. in conditiile schimbarilor climatice culturile agricole sunt
supuse unii presing sever abiotic, ce influenteaza recolta si calitatea acesteia, care modifica
substantial si reactia la factorii biotici [5]. Temperaturile ridicate, perioadele mai lungi de seceta si
caldura, riscurile crescute de inghet tarziu, fenomenele de precipitatii abundente si fenomenele
meteorologice extreme pun in pericol sistemele de productie agricola. In acelasi timp, intensificarea
sistemelor agricole si utilizarea excesiva a terenurilor au efecte negative asupra mediului, precum
fragmentarea/pierderea habitatului si pierderea biodiversitatii, degradarea resurselor de apd si
sanatatii solului. Evenimentele climatice nefavorabile subliniazd fragilitatea agrosistemelor si
accentueazd importanta reducerii efectelor negative a consecintele schimbdrilor climatice asupra
culturilor, evidentiind necesitatea sporirii diversitatii si adaptabilitatii.

Schimbarile climatice si pierderea habitatului reprezinta amenintari serioase la adresa naturii
prin influente antropice si conversia terenurilor, tehnologiile ce au dus la omogenizarea biotica si
reducerea biodiversitatii [15]. Schimbarea biodiversitatii in perioadele recente sunt o reflectie a
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interactiunilor clima-ecosisteme produse asupra speciilor si taxonilor cu un diferit impact asupra
sistemelor naturale, seminaturale sau cultivate. Agrosistemele spre deosebire de cele naturale sunt
supuse nu doar presiunilor cauzate de factorii de mediu si biotici, poluare, dar se afla permanent sub
amenintarile provocate de sistemele de agriculturd intensiva, interesul comercial, monocultura,
introducerea de soiuri neadaptate la conditiile locale. Conexiunile specifice stabilite Tnh cadrul
sistemelor in relatie cu factorii externi sunt extrem de complexe, indicdnd necesitatea aprecieri
functionalitatii pentru fiecare specie/genotip si conditii ambientale. Culturile agricole se
caracterizeaza printr-o sursa limitatd de variatii genetice utile a trasaturile agrobiologice, ca urmare
a procesului de ameliorare realizat directionat pentru anumite caractere de interes. Pentru extinderea
genofondului speciilor cultivate, sunt necesare abordari inovationale pentru largirea spectrului de
variatii genetice, care constituie baza genetica a ameliorarii.

De-a lungul istoriei ameliordrii plantelor pentru crearea de noi genotipuri au fost utilizate
tehnicile precum incrucisarea, mutageneza si reproducerea transgenica. Ameliorarea traditionald a
plantelor prin 1incrucisarea plantelor implicd combinarea tintitd a genitorilor cu trasaturi
cunoscute/prestabilite. Procesul de incrucisare utilizeaza variabilitatea bazatd pe recombinarea
meiotica, segregarea aleatorie a alelelor in anafaza meiozei, contopirea incidentala a gametilor,
evenimente ce prezintd o sursa importanta de obtinere de forme cu caractere noi. Aceasta strategie a
fost aplicatd in crearea unui numar semnificativ de hibrizi/soiuri, a constituit elementul principal al
Revolutiei verzi [9]. Eforturile de incrucisare au oferit o diversitate remarcabila pentru diferitele
specii si chiar au condus la crearea unor culturi noi, cum ar fi triticale. Cu toate acestea, incrucisarea
poate fi folosita doar pentru a introduce insusiri care sunt deja prezente in genomul parental,
necesita o perioada lunga de selectie individuala, ceea ce limiteaza utilizarea acestei tehnici.

Mutageneza indusa chimic sau prin radiatii este utilizata pentru a cauza modificari aleatorii
la nivelul intregului genom, ceea ce extinde mult variatia geneticad (Holme et al., 2019 citat dupa
[9]) si constituie o metoda eficientd pentru schimbarea materialului genomic prin majorarea
frecventei diferitor tipuri de mutatii, crescand artificial diversitatea geneticd a trasaturilor
morfofiziologice. Conform datelor FAO/IAEA [11], aplicarea mutagenezei fizice este un procedeu
important in programele de ameliorare a plantelor, numarul de varietdti mutante constituind 3275
pentru cca 220 specii, prezentand in continuare o crestere semnificativd dupa anii 2000, cand erau
Tnregistrate 2252. Spre deosebire de incrucisare, mutageneza nu numai ca scurteaza timpul de
reproducere, iar fatd de reproducerea transgenica, are si avantajul de a fi considerata non-modificare
genetica [6]. Astfel, produsele generate prin aceastd abordare pot obtine mai usor aprobarea de
reglementdrile guvernamentale. Printre acestea pot fi mentionate produsele din seriile Clearfield® si
Provisia™ [5], care ofera o gama de genotipuri dezvoltate prin mutageneza la porumb, grau, orez,
rapitd si floarea-soarelui, caracterizate prin rezistenta la erbicide si care sunt culturi non-transgenice.
Seria Clearfield este una dintre putinele sisteme tolerante la erbicide. De asemenea, seria
Provisia™, elaborata la orezul nemodificat genetic, detine rezistentd la erbicide prin inhibarea
acetil-coenzimei A carboxilaza (ACCaza), si are o larga promovare comerciala la nivel global [4].
Este important de mentionat, ca prima culturd cu rezistenta la erbicide care inhibd ACCaza, si
anume soiul de porumb Black Mexican Sweet cu toleranta la setoxidima (exercitd activitate erbicida
asupra majoritatii monocotiledonatelor), a fost obtinutd prin cultura de calus [16], o metoda
dovedita eficientd in inducerea variabilititii genetice. In pofida eficacititii metodei si interesului
fata de soiurile mutante, aplicabilitatea mutagenezei ramane limitata din cauza frecventei scazute de
mutatii de interes si a caracterului aliator al mutatiilor induse, reducand semnificativ posibilitatea
utilizarii procedeului in scopul dobandirii simultane a mai multor Insusiri valoroase.

Un alt instrument de extindere a variabilitatii genetice, bazat pe variabilitatea somaclonala,
indusa de cultura de celule si tesuturi, ofera o noud sursa de variatie in cadrul unei specii care poate
fi utilizatd pentru imbunatatirea culturilor [2; 7; 10]. Selectia de noi variante prin variatia
somaclonald indusa in vitro asigura generarea de genotipuri cu trasaturi agronomice importante,
care pot fi exploatate in ameliorare. Tn ultimele 3-4 decenii, au fost selectate mai multe variante
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somaclonale cu trdsaturi agronomice utile, cum ar fi productivitatea, calitatea, rezistenta la boli,
toleranta la stres abiotic, etc. [10; 17; 18]. Pe baza acumularii studiilor biotehnologice sunt raportate
date cu privire la selectarea somaclonelor valoroase la multe specii de plante: hrisca cu
productivitate majord si continut inalt de proteind, marimea boabelor; grau si sorg cu randament
ridicat, continut crescut de proteine, coacere precoce, rezistenta la boli; trestia de zahar cu continut
inalt de zaharoza si rezistentd moderata la putregaiul rosu; variante cu valori majore ale indicilor
morfologici la tutun, tomate, cartof, banane, plante ornamentale (crizantema, galbenele), medicinale
si aromatice (ghimbir), etc. Cu toate acestea, putine soiuri au fost derivate din variantele
somaclonale din cauza unor limitari, cum ar fi iImbinarea cu trasaturilor nedorite, instabilitatea
genetica [2; 7; 10].

O descoperire cheie in ameliorarea plantelor a fost dezvoltarea plantelor transgenice (plante
modificate genetic, PMQG), in care genele sau trasaturile de interes sunt introduse in plantele de
culturd, ceea ce duce la obtinerea plantelor cu trdsaturi noi, productivitate inaltd, toleranta
imbunatatita la diferiti factori, inclusiv pesticide. In pofida avantajelor metodologice un numar redus
de culturi transgenice au gasit utilizare practica (soia, porumbul, sfecla de zahar, rapita, cartoful,
bumbacul, papaia, lucerna, marul, ananasul, dovleacul), deoarece aceasta tehnica integreaza aleatoriu
ADN-ul strain in genomul plantelor. De asemenea, un impediment important in promovarea practica
a organismelor modificate genetic (OMG) sunt reglementarile guvernamentale stricte. Unul dintre
cultivatorii de bazd a PMG este SUA, procentul acestora in 2020 a constituit 94% pentru soia, 96%
pentru bumbac si 92% - porumb.

In acest plan, legislatia Uniunii Europene privind OMG este rigida; astfel pentru introducerea
in comert a unei noi culturi modificate genetic se cere obtinerea unei autorizatii specifice a Comisiei
Europene (pe baza unei evaluari a riscurilor de siguranta efectuatd de Autoritatea Europeana pentru
Siguranta Alimentard). Pana in prezent, Uniunea Europeana a autorizat introducerea in statele
membre a unui numdr limitat de soiuri de plante modificate genetic. Astfel, pentru cultivare
comerciala in UE este admis porumbul MONS810, care contine o gena a bacteriei Bacillus
thuringiensis (Bt) ce produce o toxina fata de insectele daunatoare, cum ar fi Ostrinia nubilalis
(sfredelitorul european al porumbului). In scop de import si utilizare in alimente si furaje au fost
autorizate soia, rapita, sfecla de zahar, bumbacul. Pentru produsele alimentare si furajele care contin
sau sunt produse din OMG este admis pragul de 0,9% de contaminare accidentald sau tehnic
inevitabila.

Republica Moldova este parte semnatara a Protocolului de la Cartagena privind biosecuritatea
la Conventia privind diversitatea biologica, care a fost rectificat pe 30.04.2002 si intrat In vigoare la
11.09.2003. Intru respectarea prevederilor protocolului, Republica Moldova a adoptat Legea nr.
152/2022 cu privire la reglementarea si controlul organismelor modificate genetic si Legea nr.
394/2023 privind produsele alimentare si furajele modificate genetic. Astfel, prin adoptarea legilor
mentionate s-a stabilit domeniul de baza, obligatiile generale si sfera de actiune ale politicii de stat in
domeniul organismelor modificate genetic. Conform Legii nr. 152/2022 cu privire la reglementarea
si controlul organismelor modificate genetic este interzisa cultivarea in scopuri comerciale a soiurilor
de plante modificate genetic. Ca exceptie, este admisa cultivarea plantelor superioare modificate
genetic 1n scop de cercetare stiintifica realizata in conditii care sd excluda diseminarea accidentala.

Cu toate acestea, tendintele din agricultura au indicat ca metodele traditionale nu vor putea
tine pasul cu cererile tot mai mari de alimente, fibre si biocombustibil. Biotehnologiile moleculare
oferd un instrument important In Tmbunatatirea randamentelor culturilor, pot intari eforturile de
ameliorare a plantelor pentru a face fata acestor noi provocari. Oamenii de stiinta dezvolta continuu
tehnici mai performante pentru ameliorarea plantelor.

Ingineria tintita a genomului (cunoscuta si sub numele de editare a genomului) a aparut ca o
alternativa la metodele clasice de ameliorare a plantelor si transgenice pentru a imbunatati plantele
de culturd. Pana de curand, instrumentele disponibile pentru producerea de rupturi ADN dublu
catenare specifice erau limitate la nucleazele ,,degete de zinc” (Zinc Finger Nucleasee) si nucleazele
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efectoare care activeaza ca activatori transcriptionali (Transcription Activator-Like Effector
Nucleases, TALEN). Totodata, aceste tehnologii nu au fost adoptate pe scara larga din cauza design-
ului complicat si al asamblarii laborioase a proteinelor specifice de legare la ADN-ul pentru fiecare
gena tinta.

O tehnicad ce oferd aplicabilitate a metodelor de editare a genomului pentru imbundtatirea
culturilor este bazata pe sistemele de editare a genomului mediate de CRISPR/Cas si elementele de
reglare a expresiei genelor. Metoda bazata pe sistemul CRISPR/Cas (repetitii palindromice scurte
intercalate Tn mod regulat, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)/Cas (asociat
cu CRISPR), permite scindarea tintita a ADN-ului genomic, rezultdind modificari ale genelor atat
prin mecanisme de unire neomoloagd a capetelor moleculei de ADN, cat si prin mecanisme de
reparare omoloaga.

Tehnologiile de editare a genomului CRISPR/Cas permit modificarea tintitd a aproape
oricarei secvente pentru a genera noi variatii si pentru a accelera eforturile de reproducere.
Imbunitatirea culturilor prin editarea genomului nu este constransi de variatia existenta limitata sau
de cerinta de a selecta alele pe parcursul mai multor generatii. Aplicarea sistemului CRISPR/Cas la
plante este una din tehnicile recente. Primele raportari de utilizare a sistemului Cas9/sgRNA in
ingineria genomului plantelor au fost publicate in 2013 n revista Nature Biotechnology (citat dupa
[5]), urmate de alte prime lucrari axate in principal pe testarea tehnologiei CRISPR/Cas, folosind
metode de expresie tranzitorie, cum ar fi transformarea protoplastelor si expresia in planta, folosind
Agrobacterium tumefaciens. Tn ultimii ani sunt raportate mai multe rezultate de succes de
modificare a plantelor bazatd pe sistemul CRISPR/Cas9 pentru a accelera imbunatatirea culturilor si
a obtine trasaturi agronomice dorite, cum ar fi calitatea, toleranta la stres si rezistenta la erbicide,
datorita eficientei si specificitatii ridicate a metodei [1; 3; 5; 9; 22]. Conform unui studiu
bibliografic [22] se constatd un numar impresionant de rezultate ale editarii genelor, astfel fiind
identificate 28 de specii de plante cultivate (cautarea a fost efectuata pentru 56 specii). Rezultatele
de bazi se refera prioritar la editarea genelor tinti. In total 287 de gene tinta ale plantelor cultivate
au fost supuse editdrii prin imbunatatirea proprietdtilor semnificative pentru reproducere pe
parcursul perioadei de aplicare a sistemului CRISPR/Cas. Gama de soiuri modificate a fost extinsa
semnificativ, in special pentru griu, orez, soia, tomate, cartofi, rapitd, struguri si porumb.
Schimbarea doritd a trasaturilor a fost obtinuta cel mai frecvent prin knock-out genetic. De
asemenea sunt Inregistrate substitutii de nucleotide in gena tinta. Acest tip de modificare bazat pe
substitutii de nucleotide este tot mai frecvent utilizat in tehnologiile de editare a genelor plantelor.

In pofida reusitelor obtinute, aplicatiile editarii genomului plantelor sunt limitate de lipsa
descrierii integrale a genomurilor de referintd, de cunostintele incomplete despre potentialele tinte
propuse pentru editare [5].

In contextul acestor argumentiri, in dezvoltarea substantiali a programelor de ameliorare a
mai multor culturi, un rol important rdmane a fi acordat metodelor conventionale bazate pe
exploatarea germoplasmei vegetale. Astfel, hibridarile intervarietale si interspecifice, asociate cu
manipulari genetice si fitopatologice, s-au dovedit eficiente Tn imbunatatirea plantelor pentru
rezistenta la boli (ciuperci si virusuri) si stres abiotic.

Extinderea bazei genetice a agroculturilor prin biotehnologii celulare, metode ale
mutagenezei experimentale, geneticii clasice este una din strategiile moderne ale ameliorarii in
scopul sporirii adaptabilitatii plantelor de cultura la schimbarile climatice [8]. Obtinerea de varietati
performante necesitd crearea rapida de noi forme cu combinatii de gene valoroase prin tehnologii
bazate pe cunoasterea particularitatilor de interactiune a genotipului cu factori exogeni in diferite
conditii ambientale. In conformitate cu conceptul credrii genotipurilor de culturi agricole cu
rezilientd este importantd identificarea genotipurilor cu adaptabilitate la schimbadrile climatice si
rezistentd la agentii patogeni cu impact negativ.

Diversitatea genetica a culturilor agricole si securitatea produselor agroalimentare sunt o
preocupare majora pentru tarile europene, fiind reflectata in orientarile strategice cheie ale UE [13],
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in care se subliniaza necesitatea imbunatatirii capacitatii adaptive a plantelor de cultura,
consolidarea rezistentei si reducerea vulnerabilitatii la schimbarile climatice, sporirea calitatii
produselor agricole. Cadrul global de biodiversitate (Global Biodiversity Framework, GBF),
adoptat in 2022 de 196 tari in timpul celei de-a cincisprezecea reuniuni a Conventiei ONU (COP
15), denumit ,,Planul pentru Biodiversitate”, care a fost dezvoltat la intalnirile de la Kunming
(China) si Montreal (Canada), traseaza actiunile globale pentru naturd, bazandu-se pe planuri
strategice 2030 si 2050 si stabileste caile orientate spre stoparea degradarii biodiversitatii. Conform
Regulamentului privind refacerea naturii adoptat in februarie 2024 de Parlamentul European se
prevede restabilirea a cel putin 30 % din suprafetele terestre si maritime pana in 2030 si 90 % din
toate ecosistemele degradate pana in 2050 [12].

In ultimul deceniu in domeniul cercetarii si dezvoltarii politicilor este formulat conceptul
sistemelor, ce includ referintele de securitate ale mediului, cum ar fi ,,securitatea mediului”,
»securitatea climatica” sau ,,biodiversitatea” [20], evidentiind importanta fiecarui element in parte.
Noul concept ,,apa-energie-alimente” extinde sfera studiilor de securitate, aspecte care sunt de o
mai mare relevantd pentru asigurarea sustenabilitatii sistemelor. Securitatea alimentard, energetica
si de apa reprezintd o preocupare importanta conditionata de limitarea resurselor naturale. Legétura
,apa-energie-alimente” formeaza un complex care necesita instrumente robuste de luare a deciziilor
pentru a investiga elementele constitutive si interrelatiile pentru asigurarea durabilitatii. Abordarea
practica si integratd pentru gestionarea durabila si eficientd a resurselor evidentiaza
interdependentele, beneficiile comune (sinergiile) si constrangerile dintre cele trei sectoare in
vederea atenudrii compromisurilor, consolidarea sinergiilor, imbunatatirea securitdtii resurselor si a
guvernantei in cele trei sectoare si imbunatatirea eficientei sistemelor [14].

Pentru o mai buna cunoastere a factorilor ce conferd rezilientd sistemelor, descriere a
relatiilor dintre biodiversitate, functiile si serviciile ecosistemelor sunt dezvoltate si propuse solutii
bazate pe naturd, SBN [21]. In acest context, intelegerea capacititilor SBN este abordatd prin mai
multe provocari:

- identificarea aspectelor biodiversitatii pentru dezvoltarea si implementarea SBN;

- explorarea resurselor genetice/diversitatea speciilor si varietatilor de organisme, promovand
sustenabilitatea, adaptarea, conservarea si restaurarea biodiversitatii;

- identificarea tintelor cuantificabile pentru evaluarea biodiversitatii, apreciind efectele
negative ale schimbadrilor climatice si masurile bazate pe naturd de imbunatatire pe termen
lung a situatiei ecologice;

- monitorizarea pe termen lung a biodiversitatii si sdndtdtii ecosistemelor dupa implementarea
unor sisteme bazate pe natura.

Tn scopul elaboririi, optimizarii procedeelor genetice, biotehnologice de sporire, evaluarea si
selectare a genotipurilor de culturi agricole pentru crearea unui sistem agroalimentar rezilient a fost
elaborat si se realizeaza subprogramul 011101 ,,4bordari genetice si biotehnologice de management
al agroecosistemelor in conditiile schimbarilor climatice” (2024-2027), finantat de Ministerul
Educatiei si Cercetdrii al RM. Prin abordari multivalente genetice, biotehnologice, fiziologice se
propune elaborarea masurilor de asigurare a durabilitatii agrosistemelor in conditiile de fluctuatie a
factorilor nefavorabili de mediu (restrictii hidrice, temperaturi ridicate) ce determina sporirea
vulnerabilitatii si erodarea genotipurilor culturilor de interes economic (orz de toamnd, grau comun,
porumb, floarea-soarelui, tomate, precum si multianuale, precum prunul si marul). In vederea
obtinerii de genotipuri performante sunt aplicate tehnicile de inducere a variabilitatii genetice prin
mutageneza fizicd (radiatii ionizante), biotehnologii celulare (selectie gametica, cultura in vitro a
embrionilor, anterelor); elaborate procedee de screening a genotipurilor cu indici performanti si
calitate a productiei agricole prin metode morfofiziologice, citologice (regularitatea proceselor
proliferative, localizarea intracelulard a compusilor secundari si deponentilor), biochimice
(activitatea enzimelor asociate stresului hidric/termic, analiza calitativa si cantitativa a proteinelor
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de rezerva, polimorfismul izoenzimelor, continutul de pigmenti fotosintetici, substante plastice,
glucide totale, etc.), moleculare (PCR, TR-PCR).

Interpretarea multidimensionalda a informatiei va permite obtinerea i selectarea
genotipurilor de culturi agricole (orz de toamna, grau comun, porumb, floarea-soarelui) cu caractere
performante. Procedeele de sporire a biodiversitatii asistate de screening-ul genotipurilor cu insusiri
utile vor asigura diminuarea declinului resurselor biologice si valorificarea eficienta a
biodiversitatii.

Nota. Studiile au fost realizate in cadrul subprogramului 011101 ,,4bordari genetice si
biotehnologice de management al agroecosistemelor in conditiile schimbarilor climatice”, finantat
de Ministerul Educatiei si Cercetarii al RM.
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