SELEKCIA | SEMENARSTVO, Vol. XXI (2015) broj 1

DETERMIINACIJA KTI U GENOTIPOVIMA SOJE

Dragan Kovacevi¢!, Snezana Mladenovi¢ Drinic¢'¥
Vesan Peri¢!, Mirjana Srebri¢!

Izvod

Kunitz tripsin inhibitor je glavni antinutritivni faktor u zrnu soje koji smanjuje njenu
nutritivnu vrednost. Programi oplemenjivanja koji imaju za cilj stvaranje sorti soje bez ovog
proteina su od velikog znacaja jer omogucavaju direktnu upotrebu tih sorti za ishranu domacih
zivotinja. Primenom specificnih molekularnih markera moguce je identifikovati genotipove koji
nemaju Kunitz tripsin inhibitor. Devedest Sest genotipova soje iz kolekcije Instituta za kukuruz
su analizirani sa dva markera Satt228 i Satt409. Od analiziranih genotipova 89 genotipova su sa
oba markera imali karakteristicne allele za genotipove sa KTi, tri genotipa Kunitz, Laura i Lana
su pokazali prisustvo karakteristi¢nih traka, sa Satt228 alela2 a sa Satt409 trake veli¢ine oko
170kDa, za genotipove sa titi recesivnim alelom. Cetiri genotipa koji su sa markerom Satt228
pokazali prisustvo oba alela su sa Satt 409 imali samo karakteristiCan alel za TiTi genotip.
Dobijeni rezultati su potvrdili da se oba markera mogu koristiti za identifikaciju i selekcionisanje
genotipova bez Kunitz tripsin inhibitora.

Kljuéne reci: molekularni markeri, Kunitz tripsin inhibitor, soja,

Uvod da se njihova rezidualna aktivnost moze naéi

Sirovo zrno soja ne moze da se koristiza u nekim produktima i dodatno mogu uticati
ishranu monogasti¢nih zivotinja zbog prisustva na smanjenje iskoristivosti proteina i gubitka
antinutritivnih faktora koji smanjuju njenu nekih esencijalnih aminokiselina. Alternativa
nutritivnu  vrednost. Glavne antinutritivne kori¢Senju termicke obrade za inaktivaciju
materije su inhibitori proteinaza, Kunitz tripsin  antinutritifnih faktora je geneticka eliminacija.
inhibitor, Bowman-Birk tripsin inhibitor i Kunitz tripsin inhibitor (KTI) je
lecitin (Kunitz 1945; Birk 1961, Armour i monomer proteina veli¢ine 21.5 kDa koji
sar., 1998). Antinutritivni faktori obi¢no se sadrzi 181 ostataka amino kiselina. Disulfidna
inaktiviraju tokom termike obrade, ali ih veza izmedu Cys 39-Cys 86 i Cys 138-Cys
ovaj tretman ne elimini§e u potpunosti, tako 145, je bitna za njegovu tripsin inhibitorsku
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aktivnost (Roychaudhuri i sar., 2003).
Multipni aleli Tia, Tib, Tic, Tid koji se nalaze
na 7i lokusu kontorliSu pet elektroforetskih
formi Kunitz tripsin inhibitora. Peta forma
ne pokazuje traku karakteristicnu za Kunitz
tripsin inhibitor i nasleduje se kao recesivni
alel #. Ispitivanja sekvenci aminokiselina
i nukleotida polimorfnih varijanti KTI su
pokazala da postoji razlika u sekvenci od devet
aminokiselinskih ostataka izmedu Tia i Tib
i da svaki Tic, Tid i Tie se razlikuju u jednoj
aminokiselini od 7ia tipa (Wang i sar., 2004).
Ti lokus se nalazi na grupi 9 na klasi¢nim
mapama vezanosti soje (Kiang, 1987) koje su
integrisane u molekularnu mapu vezanosti A2
(hromozom 8) USDA/Iowa State University
molekularne mape soje (Cregan i sar., 1999).
Elektroforeka metoda za identifikaciju
nultog alela je destruktivna, kao bioloski
material se koristi zrno tako da ne moze da se
koristi za detekciju u ranim fazama selekcionog
procesa u cilju stvaranja sorti soje bez Kunitz
tripsin inhibitora. Molekularni markeri, blisko
povezani sa genima od interesa, su pogodni
za dekteciju genotipova koji imaju/nemaju
zeljeno svojstvo (Tanksley i sar., 1989). Kim
i sar. (2006) su identifikovali DNK markere
blisko povezane sa 7i lokusom koji kontrolise
prisustvo i odsustvo Kunitz tripsin inhibitora.
Utvrdili su da se markeri nalaze na razlicitoj
udaljenosti od 7i lokusa u dve ispitane
mapiraju¢e populacije. Marker Satt 228 se
nalazio na udaljenosti od 0.00 odnosno 3.7cM
od 7i lokusa u populacijama Jinpumkong2 x
C242 1 Klark x C242, a marker Satt 409 na
udaljenosti od 4.5¢cM u populaciji Jinpumkong?2
x C242, dok u drugoj populaciji nije utvrdena
povezanost. U  mapirajuoj  populaciji,
dobijenoj iz ukrstanja LS61 1 P1542044 (donor
nultog alela), Satt 409 je bio na udaljenosti od
4.7¢cM od Ti lokusa (Rani i sar., 2011). Ovo
variranje geneticke udaljenosti markera od 7i

lokusa se pripisuje strukturnim rearanzmanima
u genomu razli¢itih mapirajucih populacija.

Cilj ovog rada je da se ispita da li se
markeri Satt228 i Satt409 mogu da koriste
za identifikaciju genotipova koji su nosioci
recesivnog alela u cilju selekcije sorti soje bez
Kunitz tripsin inhibitora.

Materijal i metod

Devedeset  Sest  genotipova  soje
razli¢itog porekla iz kolekcije Instituta za
kukuruz, od kojih 93 imaju KTI, a tri genotipa
Kunitz, Laura i Lana su bez KTI, je izabrano
za ova ispitivanja. Pet zrna od svakog genotipa
je usitnjeno pomocu tucka i avana u te¢nom
azotu. DNK je izolovana prema proceduri
Kamiya i Kiguchi (2003): 20-30 mg biljnog
matrijala je inkubirano 20 min na 55°C u 0.2 ml
digesticionog pufera (10 mM Tris-HCI pH 8.0,
5mM EDTA, 0.5% SDS, 0.5% Igepal CA-630,
0.5% Tween-20) koji sadrzi 16 pg proteinaze
K. DNK precis¢ena sa fenolom i koncetrovana
sa etil alkoholom, a zatim je rastvorena
u TE puferu (pH 8.0) i kvantifikovana
spektofotometriski.

Sekvence markera su (Kim i sar. 2006):

Satt228
F-TCATAACGTAAGAGATGGTAAAACT
R-CATTATAAGAAAACGTGCTAAAGAG

Satt 409
F-CCTTAGACCATGAATGTCTCGAAGAA
R-CTTAAGGACACGTGGAAGATGACTAC.

PCR reakcija je izvedena u MJ
Research Thermocycler model PTC100 u 25 pul
reakcione smese koja sadrzi: 30 ng genomske
DNK, 1.0 jedinicu 7aqg DNK polimeraze
(Thermo Scientific), 1X PCR pufera, 2.5 mM
MgCl,, 0.8 mM dNTPs i 0.5uM svakog para
prajmera. Inicijalno, DNK je denaturisana
na 95°C tokom 2 min, zatim 25 ciklusa koji
obuhvata denaturaciju na 95°C tokom 30sec,
vezivanje prajmera na 56°C tokom 1 min,
izduzivanje prajmera (elongacija) na 72°C
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tokom 1 min, na kraju elongacija na 72°C
tokom 10 min. Produkti amplifikacije su
razdvojeni elektroforezom na 2.5% agaroznom
gelu 1 obojeni EtBr. Kao markeri su koris¢eni
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Termo
Scientific) i O’RangeRuler 20 bp DNA Ladder
(Thermo Scientific).

Rezultati i diskusija

Kod soje utvrdeno je da se specifi¢ni
SSR markeri, Satt228 i Satt409 nalaze na
razli¢itim genetickim distancama od 7i lokusa
u razli¢itim mapiraju¢im populacijama (Kim i
sar., 2006; Rani i sar. 2011). DNK marker, Satt
228, blisko vezan za Ti lokus, dizajniran da
amplifikuje deo recesivnog alela #, je koriS¢en
za analizu 96 genotipova soje iz kolekcije
Instituta za kukuruz. Amplifikacioni produkti
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za deo analiziranih genotipova su prikazani na
slikama 11 2. 7iTi genotipovi imaju alel 1, dok
titi genotipovi imaju alel 2, §to je u saglasnosti
sa rezultatima Kim 1 sar., 2006, Drinic i sar.,
2011, Kovacevié i sar., 2012. Od 96 genotipova
89 ima alel 1. Tri sorte Kunitz, kao i dve sorte
Laura i Lana selekcionisane u Institutu za
kukuruz, bez KTI imaju alel 2. Cetiri genotipa
sa KTI imaju alel 1 ali i traku na poziciji alela
2. Ovi genotipovi su provereni elektroforezom
na PAGE i svi imaju 21,5 kD proteinsku traku
(Slika 3). Prethodna istrazivanja razlicitih
genotipova soje su pokazala da 7i7i genotipovi
imaju 21.5 kDa protein koji odgovara Kunitz
tripsin inhibitoru, dok #i#i genotipovi nemaju
ovaj protein (Drinic i sar., 2011).

Alell
Alel2
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Slika 1. Amplifikacija sa Satt 228 markerom. 1- Marker GeneRuler 100bp, 2- Kunitz (titi), 3,4,5,6 - TiTi geno-

tipovi, 7 - Laura (titi), 8,9,10 - TiTi genotipovi

Figure 1. Amplification with Satt228 marker. 1- Marker GeneRuler 100bp, 2 - Kunitz (titi), 3,4,5,6 - TiTi

genotypes, 7 - Laura (titi), 8,9,10 - TiTi genotypes
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Alel 1

Alel 2

Slika 2. Amplifikacija sa Satt 228 markerom. 1- Marker GeneRuler 100bp, 2 - TiTi genotip sa alelom 1 i
alelom 2, 3,4,5,6,7,8- TiTi genotip sa alelom 1, 9 - Lana titi

Figure 2. Amplification with Satt228 marker. 1- Marker GeneRuler 100bp, 2- TiTi genotype with both alleles 1
and 2, 3,4,5,6,7,8 - TiTi genotype with allele 1, 9- Lana with allele 2
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Slika 3. Proteinski profil genotipova TiTi koji su sa Satt 228 markerom bili heterozigoti. 1- Marker, 2 - TiTi
genotip, 3- Lana, 4- TiTi genotip, 5-Kunitz, 6- iTi genotip, 7- iTi genotip

Figure 3. Protein profile of TiTi genotypes heterozygote with Satt228. 1- Marker, 2-TiTi genotype, 3-Lana,
4-TiTi genotype, 5-Kunitz, 6-TiTi genotype, 7-TiTi genotype
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Amplifikacija sa Satt409 mapirajuce
populacije LS61 i PI542044 (donor nultog
alela) je pokazala prisustvo dva amplifikaciona
produkta jedan veli¢ine oko 190 bp koji
odgovara genotipovima sa KTI (TiTi) i drugi
veli¢ine oko 170bp koji odgovara genotipovima
bez Kunitz tripsin inhibitora (titi), (Kumar
i sar., 2013). Analiza sa markerom Satt409
devedeset Sest genotipova soje iz kolekcije

200bp 4w — .

180bp

1 2 3

Instituta za kukuruz je pokazala da je 93
genotipova imalo alel 1 (veli¢ine oko 190kD)
koji odgovara genotipu TiTi, dok su tri sorte
Kunitz, Laura i Lana imale alel 2 (veli¢ine oko
170kD) koji odgovara titi genotipu bez Kunitz
tripsin inhibitora, slika 4. Cetiri genotipa koja
su sa Satt228 markerom pokazala prisustvo oba
alela sa Satt409 su imala samo alel 1 specifi¢an
za genotipove sa Kunitz tripsin inhibitorom.

Alel 1
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Slika 4. Amplifikacija sa Satt 409 markerom. 1- Marker O’'RangeRuler 20bp, 2- Kunitz, 3-Laura, 4-Lana,

5-TiTi genotip, 6-TiTi genotip

Figure 4. Amplification with Satt409 marker. 1- Marker O’RangeRuler 20bp, 2-Kunitz, 3-Laura, 4-Lana,

5- TiTi genotype, 6-TiTi genotype

Zakljucak

Svi titi genotipovi, koji nisu imali 21.5
kDa proteinsku traku, imali su alel 2 sa Satt228
i alel veli¢ine oko 170 KDa sa Satt 409. Cetiri
genotipa koji su sa markerom Satt228 pokazali
prisustvo oba alela su analizom proteina
pokazali odsustvo KTI proteina i sa Satt 409 su
dali samo karakteristican alel za TiTi genotip.

Dobijeni rezultati su potvrdili da se oba
markera, Satt228 i Satt409, mogu koristiti za
identifikaciju i selekcionisanje genotipova bez
Kunitz tripsin inhibitora ali se na ovom setu
genotipova Satt409 pokazao kao bolji marker.

Zahvalnica
Rezultati prikazani u ovom radu su
deo istrazivanja u okviru projakta TR31068
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DETERMINATION OF KTI IN SOYBEAN GENOTYPES

Dragan Kovacevi¢, Snezana Mladenovi¢ Drini¢, Vesan Peri¢, Mirjana Srebric¢

Summary

Kunitz trypsin inhibitor is major antinutritive factor in soybean seed that decrease its
nutritional value. Breeding programs aimed to select soybean variety without Kunitz trypsin
inhibitor are of great importance as that varieties can be used directly for monogastric animal
feeding. By specific markers analysis is possible to detect genotypes without KTI. Ninety sixth
soybean genotypes from Soybean collection of Maize Research Institute are analyzed by two
markers Satt228 and Satt409. 89 genotypes with both markers had characteristic alleles for
genotypes with KTI, and three genotypes Kunitz, Laura and Lana have characteristics bands, with
Satt228 alel 2 as with Satt409 band about 170kDa, for genotypes with titi recesive allele. Four
genotypes which had both alleles with marker Satt228 with Satt 409 had only allele characteristic
for TiTi genotype. Obtained results confirmed that both markers could be used for identification
and selection genotypes without Kunitz trypsin inhibitor.
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