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EVALUAREA REZISTENTEI UNOR GENOTIPURI DE
FLOAREA-SOARELUI LA MANA $SI RUGINA iN
CONDITII NATURALE DE INFECTARE

Aliona CUCEREAVII
AMG-Agroselect Comert, Republica Moldova

Abstract. In field experiments conducted in 2013-2014 sunflower breeding material (maternal and paternal
lines of different origin) and hybrids from the collection of the company “AMG-Agroselect Comert” (Republic
of Moldova) were evaluated for their resistance to natural infection by downy mildew (Plasmopara halstedii) and
rust (Puccinia helianthi). During the experiments the number of attacked plants and the percentage of attack per
plant were recorded as well as disease frequency and intensity and the degree of disease attack were calculated.
The data of the field observations were correlated with the results of the molecular studies on the presence or ab-
sence of downy mildew and rust resistance genes (P/, P/, and R), which were performed previously. Thus, the
genotypes which contain P/, Pl genes were not infected at all or exhibited an insignificant level of infection by
Plasmopara halstedii (maximum 2.4%). The infection by Puccinia helianthi was detected in all maternal lines with
cytoplasmic male sterility which lack rust resistance gene (R,). The degree of attack ranged from 0.1 to 93.5%.
The paternal lines and the hybrids that possess R, gene were not attacked by the pathogen. The established cor-
relations denote the effectiveness of molecular screening in rapid and accurate evaluation of the material used in
plant breeding and of the obtained hybrids. The native MS-2570C line (adapted to the pedoclimate and cultivation
conditions specific to the region and characterized by a low degree of attack or the complete lack thereof) is of a
particular interest to plant breeding programs as a source of downy mildew and rust resistance.

Key words: Helianthus annuus; Genotype; Disease resistance; Downy mildew; Rust; Plasmopara halstedii;
Puccinia helianthi.

Rezumat. In experiente de cAmp realizate in a. 2013-2014 s-a testat materialul de ameliorare (linii materne si
paterne de provenienta diferitd) si unii hibrizi de floarea-soarelui din colectia companiei ,,AMG-Agroselect Comert”
in scopul evaluirii rezistentei la infectia naturald cu mana (Plasmopara halstedii) si rugina (Puccinia helianthi). in
cadrul experientelor s-a evaluat numarul de plante atacate, procentul de atac corespunzitor fiecarei plante si s-a cal-
culat frecventa, intensitatea si gradul de atac al bolilor. Datele observatiilor din camp au fost corelate cu rezultatele
studiului molecular privind prezenta sau lipsa genelor de rezistentd la mana (P/, si P/, ) si rugina (R ), publicate
anterior. Astfel, genotipurile, la care sunt prezente genele P/, P/, nu au fost infectate sau au manifestat un nivel ne-
semnificativ de infectie cu Plasmopara halstedii (maxim 2,4%). Infectia cu Puccinia helianthi a fost detectata la toate
liniile materne cu androsterilitate citoplasmatica, lipsite de gena de rezistenta la rugina (R ). Valorile gradului de atac
au variat intre 0,1 si 93,5%. Liniile paterne si hibrizii care posedd gena R, nu au fost atacati de patogen. Corelatiile
stabilite denota eficienta screeningului molecular in aprecierea rapida si corecta a materialului utilizat in ameliorare
si a hibrizilor obtinuti. Interes deosebit pentru programele de ameliorare in calitate de sursa de rezistenta la mana si
rugina prezinta linia autohtona MS-2570C, care este adaptata la conditiile pedoclimaterice si de cultivare specifice
regiunii §i se caracterizeaza printr-un grad scazut de atac sau lipsa acestuia.

Cuvinte-cheie: Helianthus annuus, Genotip; Rezistenta la boli; Mand; Rugind; Plasmopara halstedii;
Puccinia helianthi.

INTRODUCERE

Floarea-soarelui este una dintre principalele culturi oleaginoase la nivel mondial, cu o productie
anuala de cca 40 de milioane de tone metrice. Semintele de floarea-soarelui reprezinta surse valoroase
de acizi grasi esentiali si de vitamina E, care ofera o varietate de beneficii pentru sanatate (diminuarea
nivelului de colesterol din sange, imbunatatirea memoriei, vederii, functiilor cognitive, reducerea infla-
matiilor provocate de artrite etc.), si sunt utilizate pe larg atat direct in alimentatie (prajite, proaspete,
ingrediente ale unor dressing-uri), cat si in producerea industriala a uleiurilor care, in ultimul timp,
substituie tot mai mult uleiul de palmier, cunoscut printr-un sir de efecte adverse. Datorita cerintelor
crescande ale consumatorilor de pe piata europeana, asigurarea unei productii stabile de floarea-soarelui
este de o importan{d majora. Printre factorii ce afecteaza esential randamentul acestei culturi, inclusiv
in Republica Moldova, se enumera bolile provocate de diverse tulpini fungice, precum Plasmopara
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halstedii (mana), Puccinia helianthi (rugina), Sclerotinia sclerotiorum (putregaiul alb), Septoria helianthi
(septorioza), Verticillium dahliae (ofilirea verticiliand), Diaporthe helianthi (patarea brund) s.a. Mana si
rugina florii-soarelui sunt unele dintre cele mai devastatoare boli, cu o incidenta de pana la 95%, in functie
de virulenta agentilor patogeni, conditiile de crestere a culturii, nivelul de umiditate, curentii atmosferici
etc. (Skori¢, D. 2016; Sujatha, M. et al. 2003; Prashith Kekuda T.R. et al. 2016; Duca, M. et al. 2012).
Rezistenta culturii la mana este determinatd de genele P/, pana acum fiind descrise 18 gene de acest tip
(Gulya, T.J. 2007). In cazul ruginii, rezistenta este controlata de genele dominante R , §i R, care sunt unele
dintre primele gene exploatate in programele de ameliorare a florii-soarelui (Skoric, D. 1988).

Evolutia rapida a patogenilor si aparitia noilor rase virulente compromite eficienta genelor de re-
zistenta si determind necesitatea realizarii In permanenta a unor investigatii orientate spre identificarea
noilor surse de rezistentd. Studiul descris in prezenta lucrare s-a axat pe evaluarea materialului de ame-
liorare, precum si a unor hibrizi de floarea-soarelui din colectia companiei ,,AMG-Agroselect Comert”
privind rezistenta la infectia cu mana si rugina.

MATERIAL SI METODA

Materialul biologic a fost reprezentat prin 27 genotipuri (linii materne, paterne si hibrizi) de
floarea-soarelui din colectia companiei ,,AMG-Agroselect Comert”, conform tabelului 1.

Tabelul 1. Genotipurile de floarea-soarelui incluse in experiente

Linii materne, ASC Linii paterne restauratoare Hibrizi, F,
de fertilitate, Rf

MS-2077A MS-1944C Doina
MS-2091A MS-2540C Cezar
MS-2161A MS-2203C Zimbru
MS-2036A MS-2570C Oscar
MS-2026A MS-1920C Nistru
MS-2067A MS-1942C Talmaz
MS-2073A MS-2440C Dacia
MS-2075A Codru
MS-1589A

MS-2185A

MS-2098A

MS-2039A

Rezistenta la Plasmopara halstedii si Puccinia helianthi a fost evaluata 1n conditii de infectare na-
turala in cAmp, fara irigare, pe parcursul a doi ani (2013, 2014). Plantele au fost cultivate pe loturile ex-
perimentale ale companiei ,,AMG-Agroselect Comer{” din Soroca, Republica Moldova. Pentru fiecare
genotip au fost analizate plantele de pe parcele cu suprafata de 22,4 m?, semanate in trei repetitii. Tinand
cont de ciclul vital al patogenilor si perioada de manifestare a simptomelor de imbolnavire, in cazul
manei observatiile au fost realizate la faza de 4—6 perechi de frunze (Cipta, Meliala et. al. 2000), iar in
cazul ruginei — la faza de inflorire (Arun, A. et al. 2010). In cadrul experientelor a fost inregistrat atat
numarul de plante atacate, cat si procentul (%) de atac corespunzator fiecdrei plante, determinat vizual
in functie de ponderea acoperirii suprafetei foliare cu simptomele bolii.

Datele colectate au fost incluse in formule de calcul al frecventei (F%), intensitatii (1%) si gradului
de atac (G.A%) (Ivascu, A. 2009).

Incidenta (frecventa) infectiei (%) a fost apreciata in baza raportului dintre numarul de plante la care
s-au identificat simptome ale bolii i numarul total de plante analizate, conform formulei:

F(%) :%xIOO nde

N = numarul de plante atacate;
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N, = numarul total de plante analizate.

Intensitatea atacului (I1%) reprezinta valoarea relativa a gradului de acoperire a plantei sau organului
plantei (tulpina, frunze etc.) cu simptomele bolii in raport cu suprafata totala a plantei/organului atacat.
Intensitatea s-a notat in % pentru fiecare planta, valoarea medie calculandu-se conform relatiei:

a
1(%) = ﬁ , unde

a= suma procentelor de atac de pe toate plantele;
N=numarul de plante atacate.
Gradul de atac (G.A. %) s-a calculat dupa formula:

F(%)x 1(%
G.A.(%)= F()x 1(%) '
2 100 . . . .
In cazul in care gradul de atac a fost mai mic decat 1,0, plantele s-au considerat rezistente fata de
patogen, iar in cazul in care valoarea G.A. a depasit aceastd cifrd, plantele au fost considerate sensibile
(Ivascu, A. 2010).

REZULTATE SI DISCUTII

Plasmopara halstedii afecteaza procesul de crestere si dezvoltare a plantelor, determina aparitia frun-
zelor de culoare verde deschisa, cu pete clorotice de-a lungul nervurilor principale si a limbului foliar,
sau a celor integral clorotice si deformate, in cazul infectiilor grave. Uneori frunzele sunt rasucite si
ofilite. Calatidiile plantelor infectate au dimensiuni reduse, sunt intoarse in sus si contin un numar mic
de seminte sau acestea lipsesc in totalitate. Sistemul radicular al culturii atacate este slab dezvoltat, cu
putine radacini secundare (Hall, G. 1989).

Unele dintre simptomele bolii detectate in cadrul analizelor realizate sunt prezentate in figura 1.
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e

Figura 1. Aspecte fenotipice de manifestare a manei (Plasmopara halstedii)

Gradul de infectare naturald in camp a liniilor materne a variat (tab. 2), in mediu, pe parcursul a doi
ani, in limitele de la 0 pana la 5,2 %, un nivel mai mare de infectie constatandu-se in anul 2014. Tendinta
datd se urmareste la toate genotipurile analizate, atat in cazul infectiei cu mana, cat si al celei cu rugina,
efect determinat, posibil, de cantitatea mai mare de precipitatii din anul 2014. Precipitatiile si continutul
de apa din sol asigura supravietuirea si deplasarea sporilor fungici, fiind importante in declansarea infec-
tiei initiale §i dezvoltarea bolii (Baldini, M. et al. 2006). Conform datelor prezentate de Biroul National
de Statistica, in partea de nord a tarii, cantitatea anuala de precipitatii in anul 2014 a constituit 691,0 mm,
comparativ cu 639,0 mm 1n anul 2013.

Datele observatiilor din camp au fost corelate cu rezultatele screening-ului molecular al ge-
nelor rezistentei la mana P/, Pl si PI/PI cu markeri specifici, publicate anterior (Duca, M. et
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al. 2014a). Astfel, se constatd ca liniile la care sunt prezente genele P/ si Pl nu au fost infec-
tate sau manifestd un nivel nesemnificativ de infectie (maxim 2,4%), pe cand liniile MS-2098A
si MS-2039A, obtinute din germoplasma locala si lipsite de genele de rezistentd, se remarca

prin cel mai inalt grad de atac.

Tabelul 2. Gradul de atac cu Plasmopara halstedii al liniilor materne de floarea-soarelui
in conditii de infectare naturala

Rezistenta Gradul de atac cu
Linii mater- Originea apreciata la nivel | mana in conditii de Gre}dul
ne, ASC geneticﬁ molecular camp, % medluode

p, | P, | 2013 | 2014 | AG%
MS-2077A Hibrizi europeni R R/S 0 0 0
MS-2091A Hibrizi europeni R R/S 0 0 0
MS-2161A Resurse VIR S R/S 0 0 0
MS-2036A Resurse VIR S R/S 0 0 0
MS-2026A | Hibrizi europeni S R 0 0 0
MS-2067A Hibrizi europeni S R 0 1,0 0,5
MS-2073A Resurse VNIIMK S R/S 0,5 1,4 1,0
MS-2075A Resurse VNIIMK S R/S 0,9 1,2 1,1
MS-1589A Resurse VNIIMK S R/S 0,7 2,0 1,4
MS-2185A Resurse VNIIMK S R/S 2,3 2,5 2,4
MS-2098A Resurse locale S S 1,1 8,8 4,9
MS-2039A Resurse locale S S 1,0 9.4 5.2

Rezultatele prezentate demonstreaza ca germoplasma europeana si cea obtinuta din colectiile VIR si
VNIIMK poseda ambele gene de rezistentd la mana sau cel putin una dintre aceste gene si se evidentiaza
printr-un nivel sporit de rezistentd In cdmp comparativ cu liniile obtinute din germoplasma autohtona.

Analizand datele privind nivelul de infectie a liniilor parentale (tab. 3), constatim ca gradul mediu
de atac se incadreaza in limitele 0—1,9%. Rezistente in camp s-au dovedit a fi liniile MS-1944C si
MS-2540C, la care sunt prezente genele de rezistenta P/, Pl/ Pl Aceste linii au fost obtinute din hi-
brizi europeni rezistenti la mana. Liniile parentale restauratoare de fertilitate MS-2570C si MS-1920C,
provenite din surse locale si din colectia VNIIMK, au prezente in setul cromozomial aceleasi gene de
rezistentd, iar gradul de atac constituie 0,3% pentru ambele genotipuri. Interes deosebit pentru progra-
mele de ameliorare in calitate de sursa de rezistentd la mana prezinta linia autohtona MS-2570C, care
este adaptata la conditiile pedoclimaterice si de cultivare specifice regiunii noastre si se caracterizeaza
printr-un grad scazut de atac, fiind catalogata ca rezistentd. Cel mai inalt grad de infectie s-a constatat in
cazul liniei MS-2440C, de origine locala.

Tabelul 3. Gradul de atac cu Plasmopara halstedii al liniilor paterne de floarea-soarelui
in conditii de infectare naturala

Rezistenta Gradul de atac cu Gradul
Linii pa- Originea apreciata la nivel mana in conditii de mediu
terne Rf genetica molecular cimp, % de atac,
PI P, 2013 2014 %
MS-1944C | Hibrizi europeni R R 0 0 0
MS-2540C | Hibrizi europeni R R 0 0 0
MS-2203C | Hibrizi europeni R R/S 0 0,2 0,1
MS-2570C | Resurse locale R R/S 0,1 0,5 0,3
MS-1920C | Resurse VNIIMK R R/S 0,2 0,4 0,3
MS-1942C | Hibrizi europeni S R/S 1,0 1,6 1,3
MS-2440C | Resurse locale S R/S 1,2 2,5 1,9
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Evaluarea datelor moleculare si a celor obtinute in cadrul experientelor din cdmp scot in evidenta
hibrizii Doina si Cezar, care poseda genele de rezisten{a Pl , Pl /P si care nu au fost atacati in camp,
urmati de hibrizii Zimbru, Oscar si Nistru, cu un profil molecular identic si un nivel scazut de infectie,
cuprins ntre 0,4-0,9% (tab. 4). Printr-un nivel mai inalt de infectie se disting hibrizii Codru, Dacia si
Talmaz, gradul de atac costituind 2,6%, 1,7% si, respectiv, 1,5%. Gradul de atac, in mediu per experi-
enta, a variat intre 0 si 2,6%.

Tabelul 4. Gradul de atac cu Plasmopara halstedii al hibrizilor de floarea-soarelui
raionati in conditii naturale

. Rezistenta apreciatd | Gradul de atac cu mana in .
D?nu.mlre? la nivel molecular conditii de camp, % Gradul me;dlu de
hibridului PI. Pl 2013 2014 atac, %
Doina R R/S 0 0 0
Cezar R R/S 0 0 0
Zimbru R R/S 0,2 0,9 0,6
Oscar R R/S 0,1 0,7 0,4
Nistru R R/S 0,7 1,0 0,9
Talmaz S R/S 1,3 1,7 1,5
Dacia S R/S 1,2 2,2 1,7
Codru S R/S 1,5 3,7 2,6

Hibrizii Doina, Cezar, Zimbru, cu un grad de atac, in conditii naturale, de pana la 1,0%, sunt conside-
rati rezistenti la mana. Prin analiza comparativa a datelor obtinute in cadrul experientelor din camp si a
celor ale studiilor la nivel molecular (Duca, M. et al. 2014a) se constatd ca genotipurile care poseda ge-
nele rezistentei la mana P, si P/, nu au fost infectate sau manifestd un nivel nesemnificativ de infectie
(mai mic de 1,0). Corelatiile stabilite denota eficienta screening-ului molecular, cu aplicarea markerilor
specifici, in aprecierea rapida, corecta si printr-o pocedura mai putin laborioasa a materialului utilizat in
ameliorare si a hibrizilor obtinuti.

Screeningul germoplasmei de floarea-soarelui la rugina. Rugina este una dintre cele mai raspan-
dite patologii ale florii-soarelui, ce provoaca pierderi esentiale sau poate compromite roada integral
(Markell, S. et al. 2009). Puccinia helianthi determina aparitia pe partea superioara a frunzelor a unor
pete galben-portocalii, iar pe partea inferioard a unor pustule pulverulente brun-ruginii, urmate de apa-
ritia unor pete mici pulverulente de culoare brun-inchisi. In cazul atacului sever are loc imbatranirea
rapida a frunzelor, uneori chiar uscarea completa a plantelor, fapt ce cauzeaza pierderi in recolta de
floarea-soarelui de cca 60-80% (Fetch, T. et al. 2011).

Manifestarea simptomatica a ruginii la plantele din cAmpurile companiei ,,AMG-Agroselect Comert”
este prezentata 1n figura 2.

nii (Puccinia helianthl

Figurd 2. Aspecte feno ipice de manifestare a rugi
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Analizele genetico-moleculare au pus in evidenta un sir de gene (R) ce asigura rezistenta la
rugind: R, R, R, R, R,, R, etc. (Gong, L. et al. 2012; Lawson, W.R. et al. 1998; Miah, M. and
Sackston, W.E. 1970; Miller, J.F. et al. 1988). Screeningul molecular al genelor de rezistenta la
rugind realizat anterior pe un esantion de 42 de genotipuri de floarea-soarelui (linii paterne Rf,
linii materne cu androsterilitate citoplasmaticd 4SC si hibrizi F, comerciali) din colectia compa-
niei ,,AMG-Agroselect Comert”, cu utilizarea markerilor SCAR (Sequence Characterized Am-
plified Regions) a demonstrat lipsa, la toate liniile materne, a ampliconului de 950 pb, asociat
cu gena R, ce confera rezisten{a la rasa de rugina 100, si prezenfa acestuia la 10 linii paterne si
3 hibrizi comerciali autohtoni F, (Nistru, Doina si Oscar) (Duca, M. et al. 2014b).

Datele analizei moleculare au fost confirmate prin rezultatele cercetarilor din camp, infectia
fiind detectata la toate liniile materne testate, lipsite de gena de rezisten{a la rugind R, (tab. 5).
Valorile gradului de atac au variat intre 0,1 si 93,5%. Cel mai puternic au fost atacate liniile
MS-2185A si MS-2073A, create in baza surselor din Krasnodar (VNIIMK), si linia MS-2026A,
obtinutd din hibrizi europeni, gradul de atac fiind de 93,5; 61,0 si, respectiv, de 60,3%. Mai pu-
tin au fost infectate liniile MS-2091A si MS-2077A, gradul de atac fiind de 0,1 si 0,2%.

Analiza comparativa a datelor obtinute in cadrul experientelor din camp si a celor ale studiilor molecu-
lare cu referire la formele paterne a permis sa constatdm ca liniile restauratoare de fertilitate MS-2540C,
MS-2570C si MS-1942C, care poseda gena de rezisten{a la rugina R, nu au fost infectate in conditii de
camp (tab. 6). Liniile MS-1944C, MS-2440C, MS-220C si MS-1920C, lipsite de aceastd gend, sunt infec-
tate In camp, printr-un grad maxim de atac (16,3%) remarcandu-se liniia MS-1920C, de origine rusa.

Tabelul 5. Gradul de atac cu Puccinia helianthi al liniilor materne de floarea-soarelui
in conditii de infectare naturala

Linii . Rezistenta Gradul de atac cu rugina | Gradul
Originea . A . A o .
materne, . apreciati la in conditii de cimp, % | mediu de

ASC genetica nivel molecular 2013 2014 atac, %
MS-2091A | Hibrizi europeni S 0,1 0,1 0,1
MS-2077A | Hibrizi europeni S 0,1 0,3 0,2
MS-2161A | Resurse VIR S 0,3 0,6 0,5
MS-2075A | Resurse VNIIMK | S 0,5 0,9 0,7
MS-2036A | Resurse VIR S 0,7 1,2 1,0
MS-2067A | Hibrizi europeni | S 2,2 5,1 3,7
MS-2098A | Resurse locale S 9,5 11,2 10,3
MS-2039A | Resurse locale S 11,8 17,5 14,7
MS-1589A | Resurse VNIIMK | S 22,5 31,2 26,9
MS-2026A | Hibrizi europeni S 447 75,9 60,3
MS-2073A | Resurse VNIIMK | S 59,1 62,9 61,0
MS-2185A | Resurse VNIIMK | S 87,0 100,0 93,5

Evaluarea datelor in baza criteriului provenientei liniilor denota prezenta genotipurilor rezistente la
rugind si a celor susceptibile atat printre sursele europene, cat si printre cele autohtone. Este de remarcat
linia locald MS-2570C, imuna la patogen si care poate fi recomandatd pentru includerea in programe de
ameliorare ca sursa de gene de rezistenta la rugina.

In cazul analizei hibrizilor, gradul de infectare a demonstrat valori cuprinse intre 0 si 16,3% (tab.
7). Analizand rezultatele obtinute in camp timp de doi ani si cele ale studiilor moleculare, constatdm ca
datorita prezentei in genom a genei de rezistenta la rugind R1, hibrizii de floarea-soarelui Doina, Oscar
si Nistru nu sunt atacati de patogen.
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Tabelul 6. Gradul de atac cu Puccinia helianthi al liniilor paterne de floarea-soarelui
in conditii de infectare naturala

Linii paterne Rezistenta GAradul d.e. .a tac cAu rugind | Gradul
.. . . | apreciatid la | in conditii de cAmp, % | mediu
restauratoare | Originea genetica nivel de atac
de fertilitate 2013 2014 ’
molecular %
MS-2540C Hibrizi europeni R 0 0 0
MS-2570C Resurse locale R 0 0 0
MS-1942C Hibrizi europeni R 0 0 0
MS-1944C Hibrizi europeni S 1,1 2.3 1,7
MS-2440C Resurse locale S 1,7 3,3 2,5
MS-2203C Resurse locale S 7,4 15,2 11,3
MS-1920C Resurse VNIIMK | S 20,0 12,6 16,3

Tabelul 7. Gradul de atac cu Puccinia helianthi al hibrizilor de floarea-soarelui
in conditii de infectare naturala

) Rezistenta Gradul de infectare naturala | Gradul mediu de
Denumirea . e A .pes " . . ee
hibridului apreciata la cu rugina in conditii de cAmp | infectare a liniilor
nivel molecular 2013 2014 cu rugina

Doina R 0 0 0

Oscar R 0 0 0

Nistru R 0 0 0

Zimbru S 0,1 0,9 0,5

Cezar S 0,5 0,9 0,7

Talmaz S 0,3 1,1 0,7

Dacia S 7.5 10,7 12,9

Codru S 9,0 20,6 19,2

Cinci hibrizi din cei opt cercetati nu prezinti gena de rezistenta la rugina. In conditii de camp, aceste linii
au fost infectate, valoarea minima a gradului de infectare fiind de 0,5%, iar valoarea maxima — de 16,3%.

CONCLUZII

Nivelul de infectie constatat in cadrul experientelor din cAmp este in corelatie cu datele studiilor la
nivel molecular privind prezenta sau lipsa genelor rezistentei la mana (P, si P/, ) sirugina (R ), fapt ce
denota eficienta screening-ului molecular in aprecierea rapida si corecta a materialului utilizat in amelio-
rare si a hibrizilor obtinuti.

Interes deosebit pentru programele de ameliorare in calitate de sursa de rezistenta la mana si rugina
prezinta linia autohtona MS-2570C, care este adaptata la conditiile pedoclimaterice si de cultivare spe-

cifice regiunii noastre si se caracterizeaza printr-un grad scazut de atac sau prin lipsa acestuia.
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