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GENETICKA SRODNOST GENOTIPOVA SOJE
NA OSNOVU PROTEINA SEMENA

NIKOLIC ANA, SREBRIC MIRJANA, DRINIC MLADENOVIC SNEZANA!

IZVOD: Proteini semena 20 odabranib genotipova soje analizirana su u cilju geneticke
karakterizacije i determinacije geneticke divergentosti. Geneticka srodnost izmedu ispitivanib
genotipova utvrdena je primenom koeficifenta slicnosti po Dice-u i Roger-u i Tanimoto-u. Na
osnovu analize proteinskog kompleksa najmanja geneticka slicnost dobijena je izmedu
genotipova Nena i Progres, a najveéa izmedu genotipova P9272 i Kunitz primenom oba
koeficifenta slicnosti.

Da bi se utvrdilo na koji nacin se ispitivani genotipovi grupisu na osnovu dobijenib
koeficijfenata slicnosti koriséene su dve tebnike-klaster i PC analiza. Oba koeficijenta slicnosti
dala su klastere slicne strukture i ispitivani genotipovi su se grupisali u dva veca klastera (I11I).
Klaster I sadrZi genotipove selekcionisane u Institutu za kukuruz "Zemun Polje", Institutu za
ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu i jedan genotip poreklom iz Francuske kofi fe jedan od
roditelja domace sorte, pa fe to moZda razlog zbog koga se ovi genotipovi grupisu zafedno.

Klaster II sadrZi genotipove poreklom iz Severne Amerike, Francuske, Italije i Kanade.
Za genotipove koje smo ispitivali u radu nemamo kompletne podatke o poreklu tako da
nife moguce utvrditi da li klasifikacifa na osnovu markera odgovara i klasifikacifi na osnovu

porekla.
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UVOD: U oplemenjivanju biljaka, infor-
macije o genetickoj varijabilnosti selekcionog
materijala pomazu pri izboru roditeljskih
komponenti, planiranju ukr$tanja, razvoju
linija, svrstavanju genotipova u odgovarajuée
grupe, selekciji genotipova sa specifi¢nim
svojstvima, za$titi sorata, izboru mapirajuéih
populacija, itd. Geneticka srodnost soje
utvrdivana je na osnovu morfoloskih, agro-
nomskih svojstava, na osnovu podataka o
poreklu kao i na osnovu podataka dobijenih
primenom molekularnih markera (Nelson et
al., 1987, 1988; Juvik et al., 1989; Perry and
MclIntosh, 1991; Sneller, 1994; Bernard et al.,
1998, Nikoli¢ et al., 2004).

Biohemijske markere predstavljaju stru-
kturni proteini, rezervni proteini semena i
izozimi. Na osnovu proteinskih kompleksa
kao specificnih produkata gena koji se
eksprimiraju u razli¢itim tkivima ili u
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razli¢itim fazama razvi¢a moze se utvrditi
geneti¢ka specifi¢nost ispitivanog materijala
pa se oni mogu koristiti kao markeri (Wang et
al., 1994). Najveéi deo ukupnih proteina
semena soje ¢ine globulini (90%). Predsta-
vljaju slozen proteinski kompleks sastavljen
od dva rezervna proteina B-konglicinina i
glicinina, i viSe-manje zastupljenih proteina
kao $to su y-konglicinin, bazni 7S globulin i
bioloski aktivni proteini: tripsin inhibitori,
lipoksigenaze i lektini.

Brojna ispitivanja proteinskog kompleksa
semena izvr$ena su kod razlicitih biljnih vrsta
(Aliaga-Morel et al., 1987; Darmerval et al.,
1987; Wang et al., 1994; Mladenovi¢ et al.,
1997; Montalvan et al., 1998). Kori$¢enjem
ove metode uspe$no su uspostavljene
filogenetske veze izmedu najvaznijih useva
kao $to su pirina¢, pSenica, soja, pamuk,
je¢am itd. (Ladizinsky and Hymowitz, 1979).
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Na osnovu istorijskih, biogeografskih i
agronomskih podataka kao i na osnovu
proteina semena, Hymowitz i Kaizuma,
(1981) pretpostavili su da je soja prenesena iz
Kine u Japan i Juznu Koreju. Na osnovu
polipeptidnog sastava rastvorljivih proteina
semena soje Pesi¢ et al., (2003) su utvrdili
znacajne geneticke razlike u strukturi
proteina a Nikoli¢ et al., (2004) su na osnovu
polimorfizma proteina semena soje grupisali
deset genotipova soje u odgovarajuée grupe u
saglasnosti sa poreklom.

Materijal i metode

Za ispitivanje geneti¢ke varijabilnosti
odabrano je 20 genotipova soje iz kolekcije
Instituta za kukuruz "Zemun Polje" za koje se
pokazalo da poseduju dobre agronomske
osobine, visok prinos, otpornost na poleganje
isusu, a rasipanje semena je malo. Genotipovi
Bosa, ZPS 015, Nena, L91 4042, L94 128, SG1
selekcionisani su u Institutu za kukuruz;
Backa, Afrodita, Balkan, Vojvodanka selekci-
onisani su u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo
Novi Sad; Kador, Semu 20, Progres poreklom
su iz Francuske; Shine iz Italije; Maple presto i
PRW 80 iz Kanade; EIf, A 3963, P9272, Kunitz
iz SAD.

Proteini semena izolovani su po metodi
Wang-a i sar. (1994) koja je modifikovana, a
zatim su proteinske frakcije razdvojene
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu
(Fling i Gregerson, 1986).

Koeficijent geneticke sli¢nosti izmedu
parova genotipova je izracunat po Dice-u,
(1945) i Roger-u i Tanimoto-u (1960) koristedi
program SIMQUAL. Klaster analiza, PCA i
testovi znacajnosti vreni su u NTSYS-pc
softveru (Rothl, 2000).

Rezultati i diskusija

Analiza proteina semena dvadeset geno-
tipova razli¢itog porekla potvrdila je nizak
nivo polimorfizma soje. Svi ispitivani geno-
tipovi imaju specifi¢nu proteinsku sliku koja
se odlikuje jedinstvenim rasporedom pro-
teinskih frakcija osim genotipova P 9272 i
Kunitz koji imaju uniformnu proteinsku sliku
(slika 1). Ukupan broj proteinskih frakcija na
gelu bio je 26, od kojih je 15 bilo polimorfno
(57.7%). Svi ispitivani genotipovi imali su
vecinu proteinskih frakcija. Na gelu su pored
kvalitativnih razlika uocene i razlike u
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kvantitetu - intenzitetu pojedinih taka, ali one
nisu razmatrane u daljoj analizi.

Sl. 1. Elektroforegram proteinskib markera
semena ispitivanib genotipova soje
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Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezul-
tatima Pesi¢ i sar., (2003), koji su na osnovu
analize proteina semena tri genotipa soje: ZPS
015, Nena i 1L91-4042 utvrdili da sorte soje
ispoljavaju znacajne genotipske razlike u
strukturi proteinskog kompleksa i da
heterogenost proteinskog sastava uti¢e na
tehnolosko funkcionalna svojstva sojinih
proteina. Sathe et al. (1987) ispitivali su
polimorfizam proteina 31 genotipa soje
poliakrilamidnom elekrtroforezom. Ovaj
sistem je omogucio diferencijaciju geneticki
veoma sli¢nih parova genotipova (Century i
Century 84 kao i Wells II i Miami).

Prisustvo/odsustvo svake od ukupno 26
proteinskih frakcija transformisano je u
binarne podatke (1, 0) na osnovu kojih su
izraCunati koeficijenti sli¢nosti po Dice-u i
Roger-u i Tanimoto-u za sve parove ispitivanih
genotipova. Vrednosti koeficijenata sli¢nosti
nisu prikazane u ovom radu. Dobijeni
koeficijenti sli¢nosti bili su u opsegu od 0.72
do 1.0 (Dice) i od 0.41 do 1.0 (Roger i
Tanimoto). Za oba koeficijenta najmanja
geneti¢ka sli¢nost je izradunata izmedu
genotipova Nena i Progres, a najveéa izmedu
genotipova P9272 i Kunitz. Za izra¢unavanje
geneticke srodnosti kori$¢ena su dva
koeficijenta da bi se ispitalo da li ¢e se dobiti
razli¢ito grupisanje genotipova, i da bi se
utvrdilo koji je tip koeficijenta najpogodniji za
obradu podataka. Koeficijent po Roger-u i
Tanimoto-u razlikuje se od koeficijenta po
Dice-u po tome $to uzima u obzir i odsustvo
frakcija kod oba genotipa. Znacajan aspekt na
koji treba obratiti paZnju pri izboru
koeficijenta je da li koeficijent razmatra
odsustvo frakcija kod genotipova koji se
porede. U nekim sluc¢ajevima odsustvo neke
frakcije kod dva ispitivana uzorka bice
indikator sli¢nosti, u drugim sluc¢ajevima ne



mora biti tako, odsustvo neke frakcije ne mora
obavezno da ukazuje na geneti¢ku sli¢nost
izmedu njih.

Dendogrami dobijeni primenom oba
koeficijenta imali su sli¢nu strukturu
(grafikon 1). Svaki dendogram sastoji se iz dva
velika, jasno odvojena klastera (IiIT). U okviru
prvog klastera svrstali su se genotipovi selek-
cionisani u Institutu za kukuruz "Zemun
Polje", Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u
Novom Sadu kao i genotip Kador, koji je
poreklom iz Francuske. Genotip Kador je
jedan od roditelja domace sorte L91 4042, pa
je to mogudi razlog zasto se ovi genotipovi
svrstavaju zajedno. Jedina razlika u grupisanju

genotipova primenom Dice i Roger i
Tanimoto koeficijenta sli¢nosti je ta da je u
okviru klastera I prema Dice-u genotip
Vojvodanka pridodat subklasteru genotipova
Afrodite i Balkan a prema Roger-u i Tanimoto
genotip Vojvodanka formira subklaster sa
genotipovima Bosa, ZPS 015 i L94 128. Drugi
klaster obuhvata dva subklastera. Jedan
subklaster sadrzi genotipove poreklom iz
Evrope (Italija i Francuska), sa izuzetkom
genotipa A 3963 poreklom iz SAD. Drugi
subklaster sadrzi genotipove poreklom iz
Severne Amerike (SAD i Kanada). Grupisanje
genotipova je u saglasnosti sa njihovim
geografskim poreklom.

Graf 1. Klaster analiza genetickib slicnosti po Dice-u i Roger-u i Tanimoto-u
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Graf 2. PC analiza genetickib slicnosti po
Dice-u i Roger-u i Tanimoto-u
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Genotipovi: 1. Bosa, 2. ZPS 015, 3. Nena, 4. L91
4042, 5. 194 128, 6. SG1, 7. Kador, 8. Backa, 9.
Afrodita, 10. Balkan, 11. Vojvodanka, 12. Shine,
13. Maple presto, 14. Semu 20, 15. Progres, 16.
PRW 80, 17. Elf, 18. A3963, 19. P9272, 20. Kunitz.

PC analiza je pokazala sli¢an raspored
ispitivanih genotipova kao i klaster analiza
(grafikon 2). Genotipovi su se grupisali u tri
grupe, sa izuzetkom genotipova L91 4042 i
Kador koji ne pripadaju nijednoj grupi.
Najkompaktnija grupa (III) je ona koja
obuhvata genotipove Bosa, ZPS 015, Nena,
194128, Backa i Afrodita, i razlike izmedu
genotipova unutar nje su bile najmanje.

Grupa koja obuhvata najveéi broj genotipova
je najmanje kompaktna zbog razudenosti
tacaka po PC2 osi, i ona sadrzi genotipove koji
su se na osnovu klaster analize svrstali u isti
klaster, oznacen kao klaster II.

Prema rezultatima PC analize genotipovi
P9272 i Kunitz nisu se mogli razdvojiti, kao §to
pokazuje i klaster analiza. Najveéa stabilnost
uodcena je za genotip Elf, jer se nalazi najblize
preseku nultih kordinata.

Zakljuéak

Analiza proteina semena dvadeset geno-
tipova razli¢itog porekla potvrdila je nizak
nivo polimorfizma soje. Proteini semena
mogu se koristiti za karakterizaciju genoti-
pova soje, s obzirom da su dobijeni specifi¢ni
proteinski profili karakteristi¢ni za genotip.
Najmanja geneti¢ka sli¢nost je dobijena
izmedu genotipova Nena i Progres. Grupi-
sanje genotipova na osnovu proteina semena
je u saglasnosti sa njihovim geografskim
poreklom. Za genotipove koje smo ispitivali u
radu nemamo kompletne podatke o poreklu
tako da nije moguée utvrditi da li klasifikacija
na osnovu markera odgovara i klasifikaciji na
osnovu porekla.

Polimorfizam proteina semena soje ima
ograni¢enu primenu u proceni njihove
geneticke divergentnosti, zbog malog broja
dobijenih markera, njihove relativnho niske
polimorfnosti i ograni¢enosti na samo mali
deo celokupnog genoma. Mogao bi da se
koristi za precizniju procenu geneticke
divergentnosti ukoliko se prati i polimorfizam
u koncentraciji proteinskih frakcija.
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GENETIC SIMILARITY OF SOYBEAN GENOTYPES REVEALED BY SEED PROTEIN
NIKOLIC ANA, SREBRIC MIRJANA, DRINIC MLADENOVIC SNEZANA

SUMMARY

More accurate and complete descriptions of genotypes could help determinate future
breeding strategies and facilitate introgression of new genotypes in current soybean genetic pool.

The objective of this study was to characterize 20 soybean genotypes from the Maize Re-
search Institute "Zemun Polje" collection, which have good agronomic performances, high yield,
lodging and drought resistance, and low shuttering by seed proteins as biochemical markers.
Seed proteins were isolated and separated by PAA electrophoresis. On the basis of the pres-
ence/absence of protein fractions coefficients of similarity were calculated as Dice and Roger and
Tanamoto coeficient between pairs of genotypes. The similarity matrix was submited for
hierarchial cluster analysis of unweighted pair group using arithmetic average (UPGMA) method
and necessary computation were performed using NTSYS-pc program.

Protein seed analysis confirmed low level of genetic diversity in soybean. The highest ge-
netic similarity was between genotypes P9272 and Kador. According to obtained results, soybean
genotypes were assigned in two larger groups and coefficients of similarity showed similar results.
Because of the lack of pedigree data for analysed genotypes, correspondence with marker data
could not be determined. In plant with a narrow genetic base in their gene pool, such as soybean,
protein markers may not be sufficient for characterization and study of genetic diversity.

Key words: soybean, genetic variability, cluster, protein markers
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