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Electrophoretic protein profiles, oil composition and morphological traits were used to study the genetic diversity of
wild-growing Mentha spicata and four hybrids from the collection of mint of the Moldova State University. It was
found out that forms with different origin and morphological peculiarities are characterized by a similar essential oil
composition, rich in the carvone 60-65% and menthol 58-70%. SDS-PAGE analysis revealed 30 polypeptide
components with relative molecular weights in a range of 14,15-90,0 kDa, which showed molecular heterogeneity
average of 43%. A negative correlation was found among morphological parameters (inflorescence, leaf and plant
length) of Mentha spicata and quantity of the main terpenoid - carvone. Also, a more pronounced protein polymorphism
was established in the wild-growing form.

Studiul polimorfismului la plante poate contribui la identificarea markerilor moleculari utilizati in analiza
genetica si filogenetica, la conservarea biodiversitétii, la elaborarea unor programe rapide si eficiente de ame-
liorare a plantelor, asistate de markeri linkati cu caracterul dorit [10,17].

Particularitatile genetice specifice ale plantelor pot fi puse in evidenta prin intermediul markerilor ADN si
al markerilor biochimici ai metabolismului secundar, reprezentati prin terpene si fenoli, si ai metabolismlui
primar — proteinele, care in calitate de produsi ai expresiei genelor reflectd variabilitatea biochimica si gene-
ticd a organismului [1,3-5,8].

Heterogenitatea proteica este determinatd de variabilitatea alelica si poate fi evidentiata prin analiza electro-
foretica. Astfel, diferite genotipuri, soiuri, biotipuri si linii pot fi diferentiate in baza spectrului electroforetic [9].

Plantele genului Mentha sunt surse bogate 1n uleiuri eterice cu compozitie variatd, folosite ca aromatizanti
in industria alimentara si cosmetica sau ca remedii cu actiune anestezicd, antispasmolitica, antioxidanta, anti-
bacteriani si antiinfllamatoare in farmaceutici. in acest context, capitd amploare studiul diversitatii genetice
a plantelor de Mentha ce furnizeaza informatii utile pentru elaborarea noilor strategii de ameliorare, directio-
nate spre cresterea cantitativd a masei verzi §i, ca urmare, a productivitatii de ulei, sinteza preferentiala a
metabolitilor secundari de valoare economica, reglarea adaptabilitatii plantelor fatd de conditiile mediului
etc. [2,6,7,12-15]. Scopul lucrarii a constat in evidentierea corelatiilor dintre aspectul morfologic a cinci forme
de menta de origine diferita si polimorfismul biochimic la nivel de terpenoizi si proteine.

Material si metode

Investigatiile morfofiziologice si biochimice au fost realizate pe cinci genotipuri de mentd: Mentha spicata —
intalnitd spontan in regiunea raionului Ialoveni (Milestii Mici) si patru forme hibride, notate conventional —
La-21 (selectatda din descendenta generativa F, a M. longifolia), MS41-M4 (M. sachalinensis x M. incana),
120-11 [(M. piperita F3x M. incana)F,] si 11P-310 [(M. sachalinensis x M. royleana)F, x M. piperita F3x M.
spicata).

In calitate de material experimental pentru electroforeza denaturanti a proteinelor si cromatografia schim-
batoare de ioni au fost utilizate frunze de menta lipsite de petiol. Studiul compozitiei chimice a uleiurilor s-a
efectuat prin metode de determinare a indicelui de refractie, a activitatii optice, densititii, ponderii de alcooli
primari si secundari. Componentii individuali au fost indentificati prin metoda spectrala in regiunea UV in
baza temperaturii de topire a derivatilor, cromatografie gaz-lichid si pe placi de silufol [16]. Extractul sumar
de proteine usor solubile a fost obtinut prin metode standard, fiind utilizatd urmatoarea solutie-tampon: Tris-
HC1 0,628 mM, pH=8,0, acid ascorbic 0,03%, EDTA 1 mM [11].

Profilurile SDS-PAGE au fost obtinute 1n pléci verticale de poliacrilamida, 12,5%. Separarea electroforetica s-a
realizat la 30 mA, 180 V, fiind utilizat aparatul de electroforezd model ,,Himifil AVGA-2” (Estonia). Operatiile
postelectroforetice s-au realizat conform metodei standard [11]. Masele moleculare ale proteinelor sumare au
fost determinate dupa curba de etalonare folosind proteinele standard: lizocima — 14,3 kDa, - lactoglobulina —
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18,4 kDa, tripsinogen — 24,0 kDa, pepsina — 34,7 kDa, ovalbumina — 45,0, albumina serica bovina — 66,0 kDa
(SDS Molecular Weight Markers, Sigma). Logaritmii maselor moleculare relative ale fractiilor polipeptidice
separate au fost determinati in functie de indicii mobilitatii electroforetice.

Cromatografia schimbatoare de ioni, bazatd pe principiul separarii moleculelor cu sarcina diferita, s-a
realizat la cromatograful Pharmacia L.K.B. GP-10 (Germania) pe coloana PD10 ce contine extractul proteic
si Q-Sepharose 1n calitate de matrice, in conformitate cu metoda specificata in [11].

Rezultate si discutii

Particularititi morfologice ale speciilor de mentd. Plantele de mentd incluse in studiu diferd din punct de
vedere morfologic — sistemul radicular, forma si nuanta frunzelor, florilor, forma tufei etc., majoritatea caracte-
risticilor morfologice ale hibrizilor coreland cu cele ale formelor parentale.

Caracterele cantitative au o contributie majora la formarea productivitatii plantelor, care depinde de geno-
tipul plantei, de interrelatia cresterii diferitelor parti ale plantei si de conditiile mediului inconjurator. Din
aceste considerente, au fost analizati diferiti parametri morfologici (indltimea plantei, lungimea inflorescen-
tei, suprafata frunzei) ce determina productivitatea plantelor de menta. Masurarile au fost realizate la plantele
mature, ceea ce a permis obtinerea valorilor optime caracteristice pentru fiecare forma analizata.

Estimarea parametrilor morfologici a patru hibrizi §i a speciei spontane de menta a relevat valori mai mari
ale Tnaltimii plantei si ale lungimii inflorescentei la hibridul La-21, iar dupa suprafata foliara s-a remarcat
hibridul MS41-M4. Specia spontana a prezentat cele mai mici valori la toti indicii analizati (Fig.1A-C).
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Fig.1. Parametrii morfologici ai mentei: inaltimea tulpinii (A); lungimea inflorescentei (B) si suprafata frunzei (C).

Particularititi ale metabolismului secundar. Analiza probelor de ulei eteric a pus in evidentd diversitatea
metabolitilor secundari cu un anumit grad de specificitate determinat atat de genotipul plantei, cat si de carac-
teristica diferita a productivitdtii acestora.

Metodele cromatografice reflectd toatd gama componentilor minori i majori care intrd in componenta
uleiului (Fig.2,3).

Studiul dupa indicii chimici ai uleiului hibridului 120-11 si ai speciei M. spicata a relevat o asemanare
dupa compozitia uleiului, ambele forme avand acelasi set de terpenoizi, componentul principal fiind carvona
si derivatii ei (Fig. 2A,B). Pe de altd parte, studiul caracterelor morfologice a relevat o deosebire considera-
bild intre aceste doud forme. M. spicata este de o nuantd verde-inchis spre varf si usor antocianie spre baza.
Frunzele sunt mari glabre, practic lipsite de petiol, de o culoare verde-inchis, ovale, cu marginea puternic
dintata, suprafata limbului foliar slab incretita. Florile de o culoare roza-violacee sunt grupate in inflorescente
de tip spic situate in varful tulpinii. In ce priveste hibridul 120-11, el este pubescent, frunzele ovat-lanceolate
de o culoare verde-inchis, pe partea inferioara in regiunile nervatiunilor avand o nuanta antocianie.
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A. 1) limonena; 2) dihidrocarvona; B. 1) a- pinend; 2) B-pinena; 3) limonena;
3) carvona. 4) dihidrocarvona; 5) carvona.

Fig.2. Cromatograma uleiului la M. spicata (A) si la hibridul 120-11 (B).

Hibrizii 11P-310 si MS41-M4 (Fig.3, A,B) de asemenea au un set comun de terpenoizi, componentul
major fiind mentolul, si un aspect morfologic diferit. Hibridul 11P-310 are tulpina pigmentata rosietic, glabra,
iar hibridul MS41-M4 este pubescent si lipsit de pigmenti antociani.
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A. 1) mentond; 2) izomentona; B. 1) mentond; 2) mentilacetat; C.1) linalool; 2) linalilacetat.
3) mentilacetat; 4) mentol. 3) mentol; 4) piperitona.

Fig.3. Cromatograma uleiului la hibridul 11P-310 (A), MS41-M4 (B) si La-21 (C)

Forma La-21 sintetizeaza in special terpenoizi aciclici — linalool si derivatii lui. Plantele sunt slab pubes-
cente, de o culoare verde-deschis, frunzele scurt petiolate, lanceolate, ascutite la varf, rar zimtate pe margini.
Se deosebeste de forma materna prin culoarea violeta a florilor (la forma initiala culoarea este alba), acestea
fiind grupate in inflorescente spiciforme, precum si prin dimensiunile mai mici ale plantelor.

Dupa setul de terpenoizi sintetizati formele de menta studiate pot fi divizate in trei grupe (a se vedea Tabelul).
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Tabel
Indicii fizico-chimici ai uleiului
- Ulei , 20 op, 20 A max, Componenti de baza,
Forma de menti % np orad dyo am o,
120-11 2,64 1,4905 | -50,0 | 0,9375 | 235 Carvona — 62,0
I Limonena — 23,4
M. spicata | 1,43 1,4855 | -57,5 | 0,9390 | 235 Carvond — 65,6
Limonena — 15,1
11P-310 2,65 14615 | 27,5 | 0,9042 | 231 Mentol 69,5
I Mentona — 21,1
Mentol — 57,7
MS41-M4 3,53 1,4600 | -33,5 0,9030 | 233 Mentoni — 27,7
Linalool — 37,0
11T La-21 2,57 1,4630 | +20,0 0,8970 | - Linalilacetat — 39,0

Prima grupa include hibridul 120-11 §i M. spicata ce acumuleaza ulei bogat in terpenoizi cu functia oxi-
genatd la carbonul din pozitia doi al inelului p-mentanic, componentul principal fiind carvona — 62,0% si
65,6%, respectiv. La grupa a doua se atribuie hibrizii 11P-310 si MS41-M4, 1n uleiul carora predomind men-
tolul (69,5% si 57,7%), insotit de alti compusi cu functia oxigenata la C;. Grupei a treia 1i apartine forma
La-21, care sintetizeaza, in special, linalool si derivatii lui. Acest studiu demonstreaza ca formele studiate
reprezintd chemorase care au acelasi set de terpenoizi, iar aspectul morfologic este diferit.

Particularititi ale metabolismului primar. Analiza complexului proteinelor sumare a demonstrat speci-
ficitatea spectrului polipeptidic pentru fiecare genotip de menta, fiind atestate deosebiri esentiale dupa numa-
rul de componenti si intensitatea zonelor identificate (Fig.4).
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Fig.4. Reprezentarea schematica a spectrului electroforetic:

1- M. spicata; 2 — 120-11; 3 - 11P-310; 4 — MS41-M4; § — La-21;

Profilul SDS-PAGE din frunzele de menta a relevat prezenta a 30 componenti, repartizati intr-un diapazon
cu masa moleculara de 14,15-90,0 kDa, numarul de benzi proteice variind in functie de genotip. Astfel, la
hibridul La-21 au fost evidentiate 23 benzi polipeptidice cu masa moleculara cuprinsa intre 14,87-90 kDa, la
formele MS41-M4, 11P-310 si M. spicata au fost detectate 21 benzi polipeptidice, iar la hibridul 120-11 — 19 benzi.
13 fractii proteice cu masele moleculare cuprinse intre 14,87-63,43 kDa au fost comune pentru toti hibrizii,
iar 17 fractii polimorfe. Polipeptidul cu masa moleculard de 70 kDa se identifica la toate formele, cu exceptia
hibridului MS41-M4, pe cand polipeptidul de 90 kDa este prezent doar la hibridul La-21 si la MS41-M4. Cele
mai elocvente diferente dintre spectrele polipeptidice au fost stabilite la nivelul polipeptidelor cu un continut
redus 1n paternul electroforetic. Formele La-21 si 11P-310 s-au evidentiat printr-un spectru polipeptidic mai
variat, prezentand 9 fractii, comparativ cu genotipurile MS41-M4, 120-11, M. Spicata, la care au fost detec-
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tate 8, 6 si 7 fractii, respectiv. Complexul fractiilor proteice ale formelor analizate a prezentat o similaritate
in 43% cazuri doar la nivelul polipeptidelor comune pentru toate genotipurile studiate. La M. spicata s-au
evidentiat trei componente, cu masa moleculard joasa — 14,15; 16,11 si 20,08 kDa, specifice acestei forme,
ceea ce demonstreaza o variabilitate caracteristica formei spontane.

Fractionarea extractului proteic sumar prin cromatografie schimbdatoare de ioni, cu anionit puternic
Q-Sepharose in calitate de matrice, a pus 1n evidenta trei fractii, care se deosebesc prin sarcina electrica: bazice

(pozitiva), acide (negativa) si neutre (Fig.5).
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Fig.5. Cromatogramele proteinelor sumare la genotipurile de menta
La-21 (a), MS41-M4 (b), M. spicata (c), 120-11 (d) si 11P-310 (e):
1 — proteine cu sarcind negativa,; 2 — proteine neutre; 3 — proteine cu sarcind pozitiva.

Proteinele cu sarcina pozitiva, fiind respinse de substrat, sunt spalate din coloana primele si se prezinta in
fata liniei ce indica gradientul. Cele cu sarcina negativa cu o afinitate puternica de substrat, reprezentate printr-o
linie ascendentd, prezintd majoritatea din totalitatea proteinelor, iar cele neutre (linia in descrestere) sunt
reprezentate de fractii minore.

Dupi gradul de similaritate a cromatogramelor, genotipurile studiate au fost divizate in 3 grupuri. In grupul I
au fost inclusi hibrizii La-21 si MS41-M4, care s-au evidentiat prin 4 populatii de proteine, dintre care una cu
sarcind pozitiva. Grupul II a inclus M. spicata cu 6 picuri principale, iar hibrizii 120-11 si 11P-310, cu cate 7
picuri de proteine cu sarcind neutra §i numeroase picuri cu sarcina negativa, au fost atribuiti grupului II1.

Concluzii
v" Formele ce se deosebesc prin origine si aspectul morfologic (120-11 si M. spicata; MS41-M4 si 11P-310)

acumuleaza ulei cu o compozitie similara (predomina carvona 60-65% si, respectiv, mentolul 58-70%).

v" Analiza SDS-PAGE a relevat 30 de componenti polipeptidici cu mase moleculare relative incluse in inter-
valul 14,15-90,0 kDa, care au demonstrat heterogenitate moleculara in medie de 43%.

v Profilul proteic SDS-PAGE si cel obtinut prin cromatografie schimbdtoare de ioni au relevat acelasi nivel
de polimorfism, care a pus 1n evidenta similaritatea genotipurilor La-21 si MS41-M4 si a formei spontane
M. spicata cu hibrizii 120-11 si 11P-310.

v" Specia spontand, spre deosebire de celelalte genotipuri investigate, s-a evidentiat prin corelatie negativa
dintre parametrii morfologici si ponderea terpenoidului principal — carvona. De remarcat ca acelasi geno-
tip se distinge si printr-un polimorfism proteic mai pronuntat.
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