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In this study, the genetic diversity of one wild-growing form of Mentha spicata and four hybrids from the collection
of mint of Moldova State University has been evaluated with random amplified polymorphic DNA (RAPD) markers.
The highest level of molecular polymorphism was ascertained in wild-growing Mentha spicata. These results are
important for the exploitation of new genetic materials of Mentha in plant amelioration and selection of genotypes with
superior quality.

Valorificarea acelorasi linii parentale pentru obtinerea formelor hibride are ca efect epuizarea germoplasmei,
corelati cu diverse efecte negative. In acest context, un obiectiv prioritar al amelioratorilor consta in diversi-
ficarea si conservarea germoplasmei prin utilizarea unui numar mai mare de genotipuri in calitate de linii
parentale, fapt ce determind atdt sporirea productivitatii, cat si o crestere a rezistentei formelor hibride la
conditii nefavorabile, boli si ddunatori [3-6].

Explorarea efectului de heterozis depinde in primul rand de cunoasterea fondului genetic disponibil si de
selectarea formelor cu capacitate combinativa inaltd, care ar genera caractere noi valoroase. Surse de gene de
interes cu un aport major in sporirea calitatii plantelor cultivate sunt formele spontane.

Speciile de Mentha prezinta interes economic ca materie primd pentru obtinerea uleiurilor esentiale cu
vaste aplicari practice (industria alimentard si cosmetica, farmaceuticd, medicind) [10,13,14,18]. Ele sunt
caracterizate printr-o variabilitate morfologica si biochimicd impunatoare, producand o largd varietate de
monoterpene specifice (carvona, dihidrocarvond, mentond, mentol, linalol si linalilacetat), in diferite proportii
si combinatii [1,7,8,11,12]. Cunoasterea variabilitatii moleculare a plantelor de mentd este fundamentala
pentru a obtine resurse genetice noi, necesare selectiei de genotipuri de calitate superioara.

O metoda rapida si relativ simpld de identificare a variabilitatii genetice este tehnica RAPD (Random
amplified polymorphic DNA) [3,4,6,16,17].

Scopul prezentei lucrari consta in relevarea unor particularitati genetice specifice prin analiza polimorfis-
mului RAPD-PCR la diverse genotipuri de menta.

Material si metode

In calitate de material biologic au servit cinci genotipuri de menta: Mentha spicata — intalnita spontan in
regiunea raionului laloveni (Milestii Mici) si patru forme hibride, notate conventional — La-21 (selectata 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. spicatal.

ADN-ul a fost izolat din materialul vegetal in azot lichid, cu DNAzol (Gibco BRL) conform protocolului
propus de producator. Continutul a fost cuantificat prin electroforeza si masurare spectrofotometrica [9].

Mediul de reactie PCR (25pl) a inclus: 50 ng ADN, dNTP, 200uM de fiecare tip, 1 uM de primer (decameri,
MWG-Biotech AG, Germania), 1,25 unitati/pe reactic GoTaq Flexi ADN-polimeraza in solutia tampon
corespunzatoare cu pH 8,5 si MgCl, 2,5 mM. Programul de amplificare: denaturarea la 95°C — 3 min. urmata
de 45 cicluri: 95°C — 1 min., 36°C — 1 min., 72°C — 2 min. si elongarea finald 72°C — 5 min. Ampliconii au
fost analizati prin electroforeza in gel de agaroza 1,6% in prezenta bromurii de etidiu 0,5 pg/ml in solutie
tampon de migrare 1x TAE la intensitatea de 93 V 1n camera de electroforeza Biocom (Rusia). Pentru deter-
minarea maselor moleculare relative ale produselor de amplificare au fost utilizate probe cu martori — 100 bp
DNA Ladder (Promega). Ampliconii obtinuti au fost notati conform primerului asociat cu dimensiunea ampli-
conului, de ex.: P36go) — amplicon de 800 pb obtinut in rezultatul PCR-ului cu primerul P36. Au fost
utilizati sapte primeri arbitrari cu un continut inalt al bazelor G si C de 60-90%: P28 (GACCGCTTGT),
P36 (CCGAATTCGC), P37 (CTGACCAGCC), P44 (GGACCCCGCC), P46 (GGTTGGGGAG),
P48 (GCGGTGCTCG), P49 (GACAGCCTA).
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Rezultate si discutii

Analiza produselor RAPD cu primerii: P28, P36, P37, P44, P46, P48 si P49 a pus in evidenta profile
electroforetice heterogene atat dupa greutatea moleculara a ampliconilor, cat si dupa intensitatea fluores-
centei, sugerand cantitati diferite ale produsului de amplificare. Primerii testati au generat un numar variabil

de ampliconi (Fig. 1,2).

Analiza spectrelor RAPD cu primerul P28: 5'-GACCGCTTGT-3" a pus in evidentd atdt benzi polimorfe,
cat si benzi nespecifice, cu o fluorescenta variata i cu o masa diferita a produselor de amplificare (Fig. 1A).
Profilul genotipurilor studiate in urma reactiei PCR a generat 17 ampliconi cu lungimi de 180-1300 pb si cu
o masa de 95-21 ng. Astfel, la toate genotipurile analizate s-au obtinut 3 benzi comune (P28;000, P2890, P28700),

doua dintre care de o flourescenta medie si, respectiv, o banda cu fluorescentd mare.

Genotipul La-21 se caracterizeaza printr-o banda polimorfa cu o fluorescentd medie (P28;30). Restul 16
produse de amplificare cu acest primer au prezentat un polimorfism estimat prin prezentd/absenta si cantitate.
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Fig.1. Profilul electroforetic generat de primerii P28 (A), P36 (B), P37 (C)

si reprezentarea schematicd RAPD.
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Spectrele electroforetice obtinute in rezultatul PCR cu primerul P36 5-CCGAATTCGC-3" au prezentat
un polimorfism mai pronuntat (Fig. 1B). Acest primer a generat 17 componenti polinucleotidici cu dimensiuni
de 180-700 pb, variabili dupa intensitate, cu o masa de 21-97 ng. Benzile P36s¢, P36499 51 P363¢0 la M. spicata
au intensitatea maxima a fluorescentei, in cazul 11P-310 si La-21 intensitatea fluorescentei este medie, iar la
MS41-M4 — minima. Primerul P36 contine o banda P36;5) cu o fluorescentd medie comuna pentru toate
genotipurile si, in cazul genotipului MS4-MS4, o banda polimorfa P36, cu o flourescentd mare.

La PCR cu primerul P37: 5°-CTGACCAGCC -3" s-a determinat un polimorfism mai pronuntat (Fig. 1C).
Acest primer a generat 33 componenti polinucleotidici cu dimensiuni de 100-1000 pb, variabili in continut si
cu o masa de 21-97 ng. Profiluri RAPD ale primerului P37 au demonstrat cinci produsi de amplificare comuni
cu o intensitate si masa diferita: P37,09, P37200, P37300, P37400 $1 P37500. Genotipurile MS41-M4 si 11P-310 au
4 benzi comune identice dupa intensitatea fluorescentei si a masei (P37700, P37500, P37900 $1 P371000).- Un
tablou analog se urmareste in cazul genotipurilor La-21 si 11P-310 care au o banda comuna (P374y). Pentru
genotipurile 11P-310 si La-21 este caracteristicd banda P37sy, cu intensitate maxima, iar pentru genotipul
MS41-M4 — aceeasi bandi cu o intensitate medie.

Spectrele electroforetice obtinute in rezultatul PCR cu primerul P44: 5°-GGACCCCGCC -3 au prezentat
un polimorfism mai putin pronuntat (Fig. 2A). Acest primer a generat 12 componenti polinucleotidici cu
dimensiuni de 150-400 pb variabili in continut si cu o masa de 25-38 ng.

Analiza spectrelor RAPD a genotipurilor studiate cu primerul P44 a pus in evidenta separarea a doud
benzi electroforetice polimorfe P44 si P44 la M. spicata si la MS41-M4, precum si doua benzi nespecifice
prezente la toate genotipurile studiate. Toate benzile obtinute au aceeasi intensitate a fluorescentei.

Primerul P46: 5'- GGTTGGGGAG -3" a generat trei benzi nespecifice cu o intensitate a fluorescentei
variata (Fig. 2B). La genotipul M. spicata este prezentd o banda polimorfa caracteristicd doar acestui genotip.

In cazul analizei spectrelor electroforetice generate de primerul P48: 5°- GCGGTGCTCG -3" se observa
benzi cu o flourescenta variatd (Fig. 2C). Trei benzi dintre cele generate sunt caracteristice tuturor genoti-
purilor, doar ca au o flourescenta diferita. Cel mai polimorf este genotipul M. spicata, avand trei benzi poli-
morfe. Genotipurile La-21 si MS 41-M4 au generat cate o banda polimorfa.

La analiza spectrelor electroforetice generate de primerul P49: 5°- GACAGCCTA -3" s-au relevat patru
benzi nespecifice cu o fluorescenta variatd: mare, medie si mica, in total 19 (Fig. 2D). Banda P49¢, prezenta
la toate genotipurile are intensitatea fluorescentei mare, benzile P49,y si P49,y au intensitatea benzilor
medie si micd. Banda P495y a fost inregistrata la trei genotipuri, cu exceptia MS41-M4.
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Fig.2. Profilul electroforetic generat de primerii P44 (A), P46 (B) P48 (C), P49 (D)
si reprezentarea schematici RAPD: M — martor; 1 — M. spicata; 2 — MS41-M4; 3 — 11P-310; 4 — La-21.

Generalizand rezultatele obtinute, putem constata cd nivelul polimorfismului difera de la un genotip la

altul, cel mai Tnalt grad al diversitatii genetice inregistrandu-se la forma spontana Mentha spicata. Conform
numarului total de ampliconi nespecifici, cei mai informativi sunt primerii P36, P37 si P48.
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