
Uvod

Karakterizacija i identifikacija vrsta i sorti roda Pru-
nus ~esto je zasnovana na morfolo{kim i fiziolo{kim
osobinama (Martínez-Gómez et al., 2003). Zbog te-
{ko}a koje se javljaju u radu sa biljkama koje imaju
dug juvenilni period, velike dimenzije i heterozigotnu
prirodu, ove osobine nisu uvek pouzdani pokazatelji.
Pored toga, na neke od tih osobina veliki uticaj imaju
i faktori spolja{nje sredine. Ovi problemi mogu se pre-
vazi}i kori{}enjem razli~itih vrsta molekularnih mar-
kera, a upravo izoenzmi su bili jedni od prvih geneti~-
kih markera u pomologiji i oplemenjivanju vo}aka
(Peirce i Brewbaker, 1973; Torres, 1989).

Zahvaljuju}i svojim osobinama kao {to su mono-
gensko nasle|ivanje, kodominantna ekspresija, odsu-
stvo interakcija me|u genima, mogu}nost analize u

razli~itim biljnim organima i tkivima i relativno jedno-
stavna analiti~ka procedura izoenzimi su {iroko kori-
{}eni u genetici i oplemenjivanju biljaka (Weeden i
Wendel, 1989; Bretting i Widrlechner, 1995). Primenu
su na{li u: karakterizaciji i identifikaciji sorti i podlo-
ga, identifikaciji me|uvrsnih hibrida, odre|ivanju filo-
genetskih odnosa me|u vrstama, verifikaciji roditeljs-
kih parova, markiranju gena, analizi geneti~ke varija-
bilnosti u prirodnim populacijama i kreiranju genskih
mapa (Torres, 1989; Martínez - Gómez et al., 2003).
Prou~avanjem izoenzimskog polomorfizma kod ~etiri
vrste roda Prunus, Byrne (1989) je utvrdio da je on bio
najve}i kod japanske {ljive i badema, koje su stranoo-
plodne vrste, zatim kod kajsije, dok je varijabilnost bi-
la najmanja kod breskve kao izrazito samooplodne vr-
ste.

Izoenzimski polimorfizam kod {ljive je relativno
malo prou~avan, a ve}ina istra`ivanja je obavljena kod
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Rezime. Prou~avan je polimorfizam izoenzima kod 43 standardne i 9 autohtonih sorti koje pripadaju grupi hek-
saploidnih {ljiva (Prunus domestica L. i Prunus insititia L.). Analizirano je pet enzimskih sistema: kisele fosfa-
taze (ACP), alkohol dehidrogenaze (ADH), glutamat oksaloacetat transaminaze (GOT), menadion reduktaze
(MNR) i peroksidaze (PRX) metodom vertikalne elektroforeze na poliakrilamidnom gelu. Polimorfizam je
utvr|en za ~etiri enzimska sistema (ACP, ADH, GOT i PRX) kod kojih je izdvojeno {est polimorfnih lokusa. Od
prou~avanih sorti 19 je imalo unikatne zimograme, dok su preostale 33 sorte bile podeljene u 12 grupa.
Primenom klaster analize dobijen je dendrogram na kome se mogu izdvojiti tri grupe srodnih sorti. Dobijeni
rezultati pokazuju da prou~avani enzimski sistemi mogu biti korisni za identifikaciju sorti {ljive. Ve}a efikasnost
u razdvajanju dobijena je kod autohtonih u odnosu na standardne sorte. Me|u ispitivanim izoenzimima najve}i
uticaj na razdvajanje sorti {ljive su imale peroksidaze.
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diploidnih {ljiva. Byrne i Littleton (1988) su utvrdili
da su sorte japanske {ljive pokazale visok izoenzimski
polimorfizam jer je {est od osam prou~avanih enzim-
skih sistema bilo varijabilno. Bo{kovi} (1990) je ispi-
tivao izoenzimski polimorfizam kod autohtonih {ljiva
belog ploda uporedo sa sortama P. domestica i P. insi-
titia i na osnovu dobijenih rezultata je zaklju~io da be-
lo{ljive predstavljaju heterogenu grupu, u kojoj ve}ina
prou~avanih genotipova ima ve}u srodnost sa trno{lji-
vom, nego sa doma}om {ljivom. Byrne i Littleton
(1989) su prou~avali {est izoenzima sa ciljem pronala-
`enja najpogodnijih markera za ranu identifikaciju
„plumcot“ hibrida (P. salicina x P. armeniaca), a naj-
pogodniji od njih su bile PRX. Kao dobre markere za
identifikaciju „plumcot“ hibrida Manganaris et al.
(1999) navode PRX, ACP i SKD. Pashkoulov et al.
(1995) su analizirali sedam enzimskih sistema kod
sorti i hibrida doma}e {ljive (P. domestica) i uo~ili su
varijabilnost samo kod PRX.

Cilj ovog rada je bio da se ispita polimorfizam
izoenzima kod ve}eg broja sorti {ljive i oceni njegov
zna~aj za identifikaciju sorti. 

Materijal i metode

Prou~avane su 43 standardne i 9 autohtonih sorti koje
pripadaju grupi heksaploidnih {ljiva (Prunus domesti-
ca L. i Prunus insititia L.). Sorte se nalaze u kolekci-
onim zasadima {ljive Poljoprivrednog fakulteta u Be-
ogradu i Instituta za vo}arstvo u ^a~ku. Analizirano je
pet enzimskih sistema: kisele fosfataze (ACP), alkohol
dehidrogenaze (ADH), glutamat oksaloacetat transa-
minaze (GOT), menadion reduktaze (MNR) i peroksi-
daze (PRX).

Za ekstrakciju je kori{}ena unutra{nja kora jedno-
godi{njih gran~ica. Priprema uzoraka je izvr{ena u
skladu sa protokolom koji su dali Bo{kovi} et al.
(1994) za ko{ti~ave vrste vo}aka. Analiza izoenzima
je obavljena metodom vertikalne elektroforeze na apa-
ratu „Hoefer 600 SE“. U radu su kori{}eni poliakrila-
midni gelovi ~ija je koncentracija bila 8%, osim kod
analize GOT, gde su kori{}eni gelovi koncentacije
6%, {to je omogu}ilo bolje razdvajanje izoform-
i ovog enzima. Elektroforeza se sastojala od tri faze.
Prva je bila preelektroforeza u trajanju 45 minuta na
100 V. Nakon toga je obavljeno nano{enje uzoraka sa
enzimskim ekstraktima u koli~ini od 20 ‡ 30 µl. Dru-

ga faza je trajala 45 minuta na 100 V. Tre}a faza se
obavljala pri naponu od 300 ‡ 400 V. Ona je trajala od
3 do 4 sata u zavisnosti od pokretljivosti traka analizi-
ranih enzima. Bojenje je obavljeno prema protokolu
koji su dali Bo{kovi} et al. (1994).

Za regione koji su pripisani polimorfnim lokusi-
ma predlo`ena je geneti~ka interpretacija. Izoenzimski
aleli i lokusi su ozna~eni u skladu sa preporukama ko-
je su dali Weeden (1988) i Tobutt (1993). Podaci do-
bijeni analizom polimorfnih lokusa transformisani su
u 0/1 kod i obra|eni metodom UPGA (unweighted pa-
ir group average) klaster analize i konstruisan je den-
drogram. Statisti~ka analiza je obavljena primenom
programa „Statistica“ (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklaho-
ma, USA). 

Rezultati i diskusija

Od pet prou~avanih enzimskih sistema polimorfizam
je utvr|en za ~etiri (ACP, ADH, GOT i PRX ), dok je
enzim MNR bio monomorfan. Izdvojeno je ukupno
{est polimorfnih lokusa sa devet alela. Predlo`ene ge-
neti~ke interpretacije za polimorfne lokuse treba sma-
trati uslovnim, obzirom da nisu pra}ene ukr{tanjem i
analizom razdvajanja u potomstvu.
Kisele fosfataze (ACP). Izdvojena su dva polimorfna
lokusa (Sl. 1). Lokus koji je ozna~en sa Acp-1 imao je
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Sl. 1. ACP genotipovi ispitivanih sorti {ljive sa predlo`enom geneti~-
kom interpretacijom: Jojo (1), Boranka (2), Po`ega~a (3), Toper (4),
Minerva (5), Tophit (6), Belo{ljiva (7), Elena (8), Krupna zelena ren-
kloda (9) i Hanita (10)
ACP genotypes of analysed plum cultivars with proposed genetic
interpretation



dva alela (a i b) i tri razli~ita genotipa (aa, bb i ab).
Genotip aa imalo je 20 sorti, genotip bb dve, a geno-
tip ab 30 sorti {ljive. Lokus Acp-2 imao je samo dva
genotipa: sa prisutnom trakom (a-) koji je ustanovljen
kod 29 sorti ili odsustvom aktivnosti (nn) karakteri-
sti~noj za preostale 23 sorte.
Alkohol dehidrogenaze (ADH). Uo~ene su tri zone ak-
tivnosti (Sl. 2). Iako je u svima zapa`en polimorfizam,
u dva regiona razlike izme|u sorti nisu mogle biti pre-
cizno odre|ene, tako da oni nisu uzeti u razmatranje.
Kao polimorfan izdvojen je lokus Adh-1 sa dva geno-

kod prou~avanih sorti {ljve opisali su i Manganaris et
al. (1999). Prema njihovim rezultatima polimorfizam
je uo~en u lokusu Prx-1 dok je Prx-C bio monomor-
fan, {to je delimi~no saglasno rezultatima na{eg rada.
Nepotpuna podudarnost rezultata mo`e se tuma~iti ti-
me {to su Manganaris et al. (1999) prou~avali diploid-
ne sorte {ljive, dok su sorte {ljive prou~avane u na{em
radu heksaploidne. Pashkoulov et al. (1995) su kod
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Sl. 2. ADH genotipovi ispitivanih sorti {ljive sa predlo`enom geneti~-
kom interpretacijom: ^a~anska rodna (1), Nansijska mirabela (2),
Trnova~a (3), Ontario (4), Papra~anka (5), Valjevka (6), Bardaklija (7),
Vangenhajmova (8), Rut Ger{teter (9) i Cimerova (10) 
ADH genotypes of analysed plum cultivars with proposed genetic
interpretation

tipa a- (29 sorti) i nn (23 sorte). 
Glutamat oksaloacetat transaminaze (GOT). Uo~en je
jedan polimorfan region, sa dva homozigotna genotipa
(aa i bb) koji su dali po jednu traku i jednim heterozi-
gotnim genotipom (ab) koji je dao tri trake (Sl. 3).
Ovakav raspored traka karakteristi~an je za enzime sa
dimernom strukturom. Dimernu strukturu GOT uo~ili
su i Milatovi} et al. (2009) kod kajsije. Najve}i broj
sorti {ljive, njih 43, su bile heterozigotne za ovaj lo-
kus, 8 sorti je bilo homozigotno za alel a, a samo jed-
na sorta je imala genotip bb. 
Peroksidaze (PRX). U zoni aktivnosti bli`e anodi uo-
~ena su dva polimorfna lokusa Prx-1 i Prx-2 (Sl. 4). Za
lokus Prx-1 predlo`ena su tri getotipa i to: aa (2 sor-
te), bb (47 sorti) i ab (3 sorte), a za lokus Prx-2 ~etiri
genotipa: aa (13 sorti), bb (14 sorti), ab (24 sorte) i nn
(1 sorta). Dva lokusa za peroksidaze (Prx-1 i Prx-C)

Sl. 3. GOT genotipovi ispitivanih sorti {ljive sa predlo`enom gene-
ti~kom interpretacijom: Boranka (1), Minerva (2), Belo{ljiva (3),
Krupna zelena renkloda (4), Katinka (5), Draga~evka (6), Valerija
(7), Po`ega~a (8), ^a~anska najbolja (9) i Ekskalibur (10)
GOT genotypes of analysed plum cultivars with proposed genetic
interpretation

Sl. 4. PRX genotipovi ispitivanih sorti {ljive sa predlo`enom gene-
ti~kom interpretacijom: Petrova~a (1), A`enka 707 (2), Avalon (3),
Crno{ljiva (4), Valerija (5), ^a~anska rodna (6), Ontario (7), Valor
(8), Kalifornijska plava (9) i Nansijska mirabela (10)
PRX genotypes of analysed plum cultivars with proposed genetic
interpretation
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heksaploidnih sorti {ljive izdvojili dva polimorfna lo-
kusa za PRX, {to je potvr|eno u na{em radu.

Od 52 prou~avane sorte {ljive 19 je imalo unikat-
ne zimograme, dok su preostale sorte bile podeljene u
12 grupa (Graf. 1). Posmatrano pojedina~no, me|u
prou~avanim enzimskim sistemima najve}u efikasnost
u razdvajanju sorti imali su PRX na osnovu kojeg je
izdvojeno sedam grupa sorti razli~itih genotipva i
ACP na osnovu kojeg je izdvojeno {est grupa sorti.
Polimorfizam GOT je omogu}io podelu sorti u tri, a
ADH u dve grupe.

Uzimaju}i u obzir istovremeno sve polimorfne
lokuse, primenom hijerarhijske klaster analize kon-
struisan je dendrogram prikazan na grafikonu 1. Prou-
~avane sorte povezane su na razli~itim hijerarhijskim
nivoima. Izdvojene su tri grupe srodnih sorti. Klaster
A koji obuhvata najve}i broj sorti (42) mo`e se pode-

liti na tri podgrupe. Osam sorti razli~itih genotipova
~ini klaster B. Klaster C ~ine dve sorte (Nansijska mi-
rabela i Krupna zelena renkloda) koje su istovremeno
me|usobno veoma udaljene (d = 1,75), a tako|e su sa
svim ostalim sortama povezane na najve}em nivou (d
= 2,25). Kriterijumi klasifikacije i formiranja grupa
srodnih sorti ne mogu se jasno definisati jer do formi-
ranja klastera nije do{lo u skladu sa poreklom, a tako-
|e ni u skladu sa specifi~nostima u genotipu za poli-
morfne lokuse. Ono {to se mo`e uo~iti jeste da su ve-
}i nivo geneti~ke varijabilnosti pokazale autohtone u
odnosu na standardne sorte, obzirom da su se raspore-
dile u razli~ite grupe i podgrupe.

Treba ista}i da primena izoenzima ima ograni~e-
ne mogu}nosti u determinaciji sorti vo}aka. Sorte ko-
je su morfolo{ki sli~ne i genetski srodne ne mogu se
razdvojiti ovom metodom. Ve}e mogu}nosti za identi-
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Graf. 1. Dendrogram ispitivanih sorti {ljive dobijen analizom polimorfnih izoenzimskih lokusa 
Dendrogram of studied plum cultivars obtained by the analysis of polymorphic isoenzyme loci
Grupa 1/Group 1 ‡ Toper, Timo~anka, Strinava; Grupa 2/Group 2 - ^a~anska rodna, Draga~evka; Grupa 3/Group 3 ‡ Opal, Herman; Grupa
4/Group 4 ‡ Valerija, Mildora, Gabrovska; Grupa 5/Group 5 ‡ A`enka 707, Blufri, Avalon; Grupa /Group 6 ‡ Stenli, Vangenhajmova, Elena;
Grupa 7/Group 7 ‡ Italijanka, Valjevka, Ana [pet, Cimerova, Pacifik; Grupa 8/Group 8 ‡ Po`ega~a, Nevena; Grupa 9/Group 9 ‡ Kalifornijska
plava, ^a~anska lepotica, Boranka; Grupa 10/Group 10 ‡ ^a~anska najbolja, Altanova renkloda, Valor; Grupa 11/Group 11 ‡ Minerva,
Cerova~ki piskavac; Grupa 12/Group 12 ‡ Rut ger{teter, Prezident



fikaciju sorti pru`aju metode koje se zasnivaju na upo-
trebi DNK markera (Milatovi}, 2005). 

Zaklju~ak

Me|u prou~avanim enzimskim sistemima najve}u efi-
kasnost u razdvajanju sorti u grupe imali su: PRX ‡ se-
dam grupa i ACP ‡ {est grupa. Polimorfizam GOT je
omogu}io podelu sorti u tri, a ADH u dve grupe.

Od 52 prou~avane sorte, 19 ({to ~ini 37% od
ukupnog broja sorti) se karakterisalo jedinstvenim izo-
enzimskim fenotipom. Ve}a efikasnost u razdvajanju
dobijena je kod autohtonih u odnosu na standardne
sorte. Od devet autohtonih sorti sedam je imalo unikat-
ne zimograme. 

Na dendrogramu se mogu izdvojiti tri klastera sa
razli~itim brojem sorti. Klaster A je najve}i i sastoji se
od 42 sorte. Klaster B ~ini 8 sorti, a klaster C samo dve
sorte (Nansijska mirabela i Krupna zelena renkloda). 

Dobijeni rezultati pokazuju da prou~avani enzimski
sistemi mogu biti korisni za identifikaciju sorti {ljive. 
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Abstract

Isoenzyme polymorphism in 43 standard and 9 autoc-
htonous cultivars which belong to hexaploid plums
(Prunus domestica L. and Prunus insititia L.) were
studied to determine the possibility of its application
in cultivar determination. Five enzyme systems: acid
phosphatase (ACP), alcohol dehydrogenase (ADH),
glutamate oxaloacetate tansaminase (GOT), menadio-
ne reductase (MNR) and peroxidase (PRX) were
analysed using the method of vertical electrophoresis
on polyacrylamide gel. Four systems (ACP, ADH,
GOT and PRX) were polymorphic at six loci. Among
the studied cultivars, 19 had unique zymograms, whi-
le the remaining 33 cultivars were divided into 12 gro-

ups. Cluster analysis was used to construct a dendro-
gram and on it three clusters with different number of
cultivars could be separated. Based on the obtained re-
sults it can be concluded that the studied enzymes co-
uld be useful in plum cultivar determination. Better ef-
ficiency in cultivar separation was obtained in autoc-
htonous than in standard plum cultivars. Among studi-
ed enzymes the most useful in plum cultivar identifi-
cation was peroxidase. 

Key words: Prunus domestica, Prunus insititia, culti-
var, isoenzymes, polyacrilamide gel electrophoresis
(PAGE), cluster analysis
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