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Summary

GrinL D., EsTerBAUER H., DoBERNIG I. & KransER E. 1982. Isoenzyme
patterns of peroxidase in four Pinus-species. — Phyton 22 (2): 233 —241, with
6 figures. — German with English summary.

Needles of pine species possess a number of elektrophoretically separabel
peroxidases. A comparison was done between Pinus cembra, P. mugo, P. nigra
and P. sylvestris with both the topics of the isoenzyme pattern variability
within the four species and within the genus. The iscenzyme pattern of these
pine species is centralized on migration index between 0.30—0.70. One can
perceive the isoenzyme pattern being similar in the two-needles pines whereby
P. cembra ownes two further slower migrating bands. The number of bands of
the two-needles pines is in the mean 5—6 of especially 11 possible positions.
The number of bands of P. ecembra is 7. The differences in the isoenzyme pattern
between the four trees are discussed.

Zusammenfassung
GritL D., EsTERBAUER H., DoBerNIG I. & Kransex H. 1982. Peroxidase-
Isoenzymmuster in vier Pinus-Species. — Phyton 22 (2): 233 —241, mit 6 Ab-
bildungen. — Deutsch mit englischer Zusammenfassung.
Die Nadeln der Pinaceen enthalten zahlreiche elektrophoretisch trennbare
Peroxidasen. Hier wurde ein Vergleich an Pinus cembra, P. mugo, P. nigra und
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P. sylvestris angestellt, welcher einerseits die Variabilitit des Isoenzymmusters
dieser 4 Arten und die Gemeinsamkeiten im Peroxidasemuster innerhalb der
Gattung andererseits zum Gegenstand hat. Das Iscenzymmuster der 4 Pinus-
Arten ist recht einheitlich auf einen Rs-Bereich von 0,30 bis 0,70 verteilt, wobei
die Muster der zweinadeligen Vertreter auffillig dhnlich sind. Die fiinfnadelige
Zirbe besitzt noch zusétzlich langsam wandernde Banden. Die Bandenzahl der
zweinadeligen Arten betrdgt durchschnittlich 5 bis 6, wobei 11 verschiedene
Ri-Bereiche dafiir besonders in Frage kommen. Die Bandenzahl der Zirbe
betrégt 7. Artspezifische Unterschiede im Isoenzymmuster dieser 4 Biume
werden diskutiert.

Einleitung

Wie Untersuchungen von GRILL el al. 1982 zeigen, enthalten Nadeln
von Pinaceen zahlreiche elektrophoretisch trennbare Peroxidasen. Das
Isoenzymmuster scheint genetisch fixiert und bildet sich erst im Laufe der
Entwicklung voll aus (ESTERBAUER, GRILL & ZoTTER 1978, GrILL, ESTER-
BAUER & BIRRNER 1980). Die Bandenzahl sowie die Variabilitét des Musters
ist auBerordentlich grof3, wobei aber bei bestimmten Abschnitten bevorzugt
Isoenzymbanden auftreten. Solche bevorzugte Bandenbereiche zeigen meist
besonders breite und auch besonders intensiv gefirbte Peroxidasebanden.
Trotz des fiir die einzelne Art recht markanten Bandenmusters lassen sich
mit Hilfe der Peroxidase-Insoenzymbanden innerhalb der Art kaum Ab-
grenzungen, zum Beispiel von Rassen, durchfithren.

In dieser Arbeit berichten wir iiber einen Vergleich an 4 verschiedenen
Pinus-Species (P. cembra L., P. mugo TurRRA, P. nigra ARNoOLD, P. syl-
vestris L.), welcher einerseits die Variabilitit des Isoenzymmusters dieser
4 Arten und die Gemeinsamkeiten im Peroxidase-Isoenzymmuster innerhalb
der Gattung andererseits zum Gegenstand hat.

Material und Methodik

Das Probematerial stammte von verschiedenen Individuen unter-
schiedlichen Alters (mindestens 8 Jahre) aus Gebieten der Steiermark und
Kérntens. Dabei wurden bis zu 70 Baume sowohl aus verschiedenen Héhen-
lagen (bis 1.800 m) als auch verschiedenem Untergrund in unsere Unter-
suchungen einbezogen. Das anodisch wandernde Peroxidase-Isoenzym-
muster wurde mit Hilfe der Polyacrylamidgelelektrophorese (Rundgele)
untersucht (siehe EsTERBAUER, GRIL & ZorTER 1978). Dafiir wurden
Extrakte aus den Acetontrockenpulvern der Nadeln hergestellt, die Féar-
bung erfolgte mit o-Dianisidin. Fiir die Berechnung der Ry-Werte dient die
Bande von Bromphenolblau als innerer Standard.

Ergebnisse

Das Isoenzymmuster der Pinus-Species ist aus mehreren Banden zu-
sammengesetzt, wobei bei bestimmten Rg¢-Bereichen artspezifisch viele ver-
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schiedene Individuen gemeinsame Banden besiizen. Bei solchen bevor-
zugten Ri-Bereichen zeigen die Peroxidasen in der Regel auch eine grofiere
Bandenbreite und Intensitét.

a) Pinus cembra

Das Enzymogramm umfafBt einen weiten Rg-Bereich und Banden von
0,11 bis 0,76. Im Mittel besitzen die Zirben 7 Banden, eine Zahl, die bei 379%,
aller untersuchten Individuen zu finden ist. Die grofite Anzahl von Banden,
die bei einem Baum gefunden wurde, war 9, die geringste 4.

Um die Muster beschreiben zu kénnen, wurde zunéchst ein Hiufigkeits-
diagramm angefertigt (Abb. 1) und das Iscenzymmuster in einige Abschnitte
gegliedert. Die Auswahl der Abschnitte erfolgte derart, daf einerseits in der
Regel voneinander abgesetzte Bandenmaxima Abschnitte bilden, anderer-
seits nach Aussehen der Banden in Breite und Farbintensitdt bzw. Banden-
hiufigkeit (vgl. GRILL ef al. 1982). Bei Pinus cembra fillt vor allem der
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Abb. 1. Haufigkeitsdiagramm der Isoenzymbanden bei Pinus cembra
Abb. 2. desgl. bei Pinus mugo. Abszisse: Hiufigkeit des Auftretens unter
30 untersuchten Proben, Ordinate: R;-Werte
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Ry¢-Bereich von 0,37 bis 0,40 auf, wo jeder Baum mindestens eine breite und
intensiv gefiirbte Bande besitzt. Zwischen 0,57 und 0,60 findet sich ebenfalls
bei nahezu allen Biumen (959%,) bzw. zwischen 0,61 bis 0,65 bei 979, der
Individuen ein Isoenzym, das allerdings schwécher ausgebildet ist als beim
vorhin genannten R¢-Bereich. Alle anderen Bandenbereiche sind durch mehr
oder weniger schwach ausgebildete Isoenzyme gekennzeichnet (Abb. 5).

Tabelle 1
In Gruppen gegliedertes Isoenzymmuster von Pinus cembra

Gruppe Ri-Bereich maogliche héufigste mittlere
Bandenzahl

I 0,66—0,77 0—2 0 0,424-0,69
IT 0,66—0,64 1—-3 2 1,734-0,65
111 0,49—0,55 0—1 1 0,684-0,48
v 0,43—0,48 0—1 1 0,68--0,47
v 0,32—0,42 1—-3 1 1,424-0,60
VI 0,22—0,31 0—2 1 1,10£0,74
VIIL 0,11—0,21 0—2 0 0,584-0,69

b) Pinus mugo

Bei der Latsche sind die Isoenzyme im R¢-Bereich von 0,290—0,71 recht
gleichmiBig verteilt. Dariiber hinaus sind noch einige sehr langsam (0,07 —
0,09), aber auch schnell wandernde Banden (bis 0,77) vorhanden. Im Mittel
besitzen diese Bdume 6 Banden, wobei jedoch die am hiufigsten aufge-
tretene Bandenzahl 5 war; diemaximale Bandenzahl betrug 9, die geringste 3.
Auffillig ist bei diesem Isoenzymmuster vor allem der Rg-Bereich von
0,63—0,66, wo durchwegs intensiv gefirbte und stark ausgebildete Banden
auftraten. Insbesondere das Maximum von Ry 0,67 —0,60 war bei 749, aller
Individuen zu finden (Abb. 2). Einen Uberblick iiber die in Gruppen ge-
ordneten Isoenzyme gibt Tabelle 2 und das daraus experimentell gefundene
Bandenmuster Abb. 5.

Tabelle 2
In Gruppen gegliedertes Isoenzymmuster von Pinus mugo

Gruppe R¢-Bereich mégliche héufigste mittlere
Bandenzahl

I 0,64—0,77 0—3 0;1 0,96--0,88
I 0,67—0,63 0—2 1 1,214-0,60
IIT 0,562—0,56 0—2 0;1 0,564-0,59
v 0,47—0,51 0—2 0 0,56-0,66
v 0,41—0,46 0—2 1 1,134+0,76
VI 0,07—0,40 0—3 1 1,134-0,92
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¢) Pinus nigre

Auch bei der Schwarzfohre setzt sich das Isoenzymmuster aus mehreren
Banden zusammen. So besitzen sie im Durchschnitt 6 Banden, wobei die
héufigste Bandenzahl 6 (35%, der Fille) und & (229, der Fille) vorkommt.
Die grofite bzw. kleinste Bandenzahl war 8 bzw. 3. Das Isoenzymmuster
erstreckt sich hauptséchlich auf einen Rg¢-Bereich von 0,29—0,73, dariiber
hinaus konnten vereinzelt schneller (0,78—0,85) bzw. langsam wandernde
(Rt 0,2) Banden festgestellt werden (Abb. 3). Besonders intensiv gefirbt und
breit ausgebildet sind sie zwischen Ry = 0,40—0,48. Hier besitzt jeder Baum
auch 2 Banden (Abb. 5). Auch zwischen 0,563—0,60 finden sich hiufig
Banden, wenn auch weniger deutlich anfirbbar und schméler als bei dem
vorhin genannten Rj-Bereich. Auffilligerweise ist dies besonders ausgeprigt
bei Bidumen, welche aus dem Steinfeld, Niederdsterreich, stammen. Baume
Siidkédrntens besitzen auch derartige Banden, jedoch weniger stark ent-
wickelt. Besonders schwach entwickelt, ja sogar fehlend, waren Banden
dieses R¢-Bereichs bei kultivierten Schwarzkiefern aus Graz. Im Ry-Bereich
0,34—0,37 sind die Banden schwach entwickelt, einzig bei einigen Kultur-
formen aus Graz sind auch hier deutlich anfirbbare und zum Teil auch
breite Banden vorhanden. ’

Tabelle 3
In Gruppen gegliedertes Isoenzymmuster von Pinus nigra

Gruppe Ry-Bereich mogliche héufigste mittlere
Bandenzahl

I 0,61—0,85 0—4 0 1,034-1,04
IT 0,65—0,60 0—2 1 0,84+0,45
IIT1 0,61—0,54 0—1 1 0,78+0,42
v 0,43—0,50 0—2 1 1,094-0,39
v 0,38—0,42 0—2 1 1,00-£0,36
VI 0,21—0,37 0—2 1 0,844 0,57

d) Pinus sylvestris

Das Peroxidaseisoenzymmuster der Rotfohren ist im wesentlichen auf
den gleichen Rg-Bereich verteilt wie bei Latschen und Schwarzféhren,
némlich von 0,30—0,73 (Abb. 4). Im Mittel besitzen die Rotfohren 5 Banden
und zugleich auch eine hiufigste Bandenzahl von 5, welche bei 259, aller
Biume anzutreffen ist; 6 Bande sind nur bei 149, zu finden. Die grofte
gefundene Zahl war 10, die geringste 3. Das héufigste Auftreten von Banden
auch in Beziehung auf Breite und Intensitét ist im Bereich Ry = 0,34—0,38
bzw. 0,656—0,59 zu erwarten. Uber 909, aller Biiume besitzen auch hier
eine Bande. Die anderen R¢-Bereiche besitzen zum iiberwiegenden Teil nur
schmiilere und schwicher gefirbte Banden. Schnell (bis Ry = 0,93) und

16*
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Abb. 3. Haufigkeitsdiagramm der Isoenzymbanden bei Pinus nigra
Abb. 4. desgl. bei Pinus sylvesiris. Abszisse: Haufigkeit des Auftretens unter 45
(Abb. 3) bzw. 70 (Abb. 4) untersuchten Proben, Ordinate: R¢-Werte

langsam (unter 0,30) wandernde Banden sind nur vereinzelt vorhanden.
Ein experimentell gefundenes Isoenzymmuster ist in Abbildung 5 darge-
stellt.

Tabelle 4
In Gruppen gegliedertes Isoenzymmuster von Pinus sylvestris

Gruppe Ri-Bereich mogliche héufigste mittlere
Bandenzahl

I 0,81—0,93 0—1 0 0,164-0,37
I 0,66—0,75 0—2 0 0,464-0,60
IIT 0,60—0,65 0—2 1 0,744-0,52
v 0,55—0,59 0—2 1 0,914-0,47
v 0,50—0,54 0—2 1 0,724-0,51
VI 0,41—0,49 0—3 1 1,0740,78
VII 0,39—0,40 0—2 1 1,114-0,39
VIII 0,22—0,38 0—2 0 0,224-0,48
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Besprechung

Das Isoenzymmuster der 4 Pinus-Species ist recht einheitlich auf einen
Ry-Bereich von 0,30—0,70 verteilt. Besonders dhnlich sind die Muster der
zweinadeligen Vertreter, wogegen die fiinfnadelige Zirbe noch zusétzliche
langsam wandernde Bande zwischen Ry = 0,18—0,30 besitzen. Vergleicht
man hiezu Vertreter anderer Pinaceen-Gattungen wie Fichte, Tanne oder
Lirche (GRILL et al. 1982), zeigen die Muster dieser Baume ein véllig anderes
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Abb. 5. Peroxidase-Isoenzymmuster in vier Pinus-Arten (ndhere Erkldrung
siehe Text)

Abb. 6. Vergleich tiber das Vorkommen von Isoenzymbanden bei 4 Pinus-Arten

........ = gelten, ----- = maBig, = héufig, we== = sehr héufig vorhanden

Bild: So besitzt Abies iiber einen Rp-Bereich von 0,20—0,90 Banden, die
Lirche hingegen von 0,10—0,50 und die Fichte fillt durch ihr zweigeteiltes
Isoenzymmuster von 0,10—0,50 und 0,70 bis 0,80 auf. AuBerdem besitzen
diese Biume durchschnittlich- mehr Isoenzymbanden (Abies 9, Picea und
Lariz 7) als die zweinadeligen Pinus-Arten mit 5—6; ausgenommen aller-
dings Pinus cembra mit durchschnittlich ebenfalls 7 Banden.

Neben diesen gattungsspezifischen Unterschieden treten bei den Pinus-
arten, trotz scheinbar einheitlichen Enzymmusters, auch artspezifische
Unterschiede auf. Abgesehen natiirlich von den auffallenden langsam
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wandernden Isoenzymbanden von Pinus cembra. Beim Vergleich simtlicher
auftretender Bandemaxima und unter Einbeziehung des methodischen
Fehlers von 40,01 Ry-Einheiten. kommt man bei einer Auflistung dieses
Bandenmusters zu folgendem Ergebnis (Abb. 6): In der Regel finden sich
bevorzugte Rf-Bereiche bei allen zweinadeligen Kiefern und zum GroBteil
auch bei der Zirbe, die jeweilige Bandenintensitit ist aber unterschiedlich
stark. So ist z. B. bei Pinus nigra bei Ry = 0,42 und 0,47 eine starke Bande
ausgebildet, welche bei Pinus mugo sowie Pinus sylvesiris mehr oder
weniger schwach ausgebildet ist. Bei Pinus sylvesiris hingegen ist die Bande
von Ry = 0,36 deutlich, bei Pinus mugo die von 0,62. Bei allen 3 zwei-
nadeligen Pinus-Arten ist eine Bande um Ry = 0,568 stark ausgebildet,
diese Bande ist auch bei der Zirbe deutlich ausgepréigt. Insgesamt gibt es
durchschnittlich 11 Banden, die in allen 3 zweinadeligen Kiefern mehr oder
weniger deutlich ausgebildet gefunden werden kénnen. Von 11 verschiedenen
Peroxidaseisoenzymmustern berichten auch SNYDER & HAMARER 1978 bei
Pinus palustris und Pinus taeda, wobei nur 9 Banden gemeinsam sein sollen.
In diesem Zusammenhang soll aber auch darauf hingewiesen werden, daf
die Zahl der visuell erkennbaren Peroxidasebanden von der aufgetragenen
Probemenge abhingt. So ist es durchaus mdglich, daff man bei ein- und
derselben Probe nach Auftrag eines grofleren Probevolumens weitere sehr
schwache Banden erkennen kann. Bei zu grofler Probemenge geht jedoch
iiblicherweise die Trennschirfe verloren und intensive Banden iiberlagern
sich teilweise mit den Nachbarbanden.

Koniferen haben trotz der genetischen Fixierung doch eine gewisse
Variabilitdt im Peroxidasemuster, was dazu fithrt, daBl auch auBerhalb der
bevorzugten Rg-Bereiche immer wieder Banden auftreten. Was fiir Pinus
gesagt wurde, ist sicher auch fiir andere Koniferen wie Picea-, Abies- und
Lariz-Arten giiltig. Die starke Variabilitit und die grofie mogliche Zahl der
Isoenzyme laft somit die Peroxidase bei Koniferen nach unseren Erfahrun-
gen nur schwer fiir genetische Studien innerhalb der Art heranziehen, wie
etwa fiir Untersuchungen von Hochland- und Tieflandformen. Geeigneter
scheint dafiir die Verwendung von z. B. Esterasen (vgl. Barrnrs 1971,
TicersTEDT 1973, RUDIN et al. 1974, Kerury & Apams 1978 u. a.). Nur bei
Pinus nigra konnten wir feststellen, dafl eine Herkunft aus dem Steinfeld
(Niederdsterreich) ein relativ einheitliches Muster zeigt, zu welchem sich
auch die Schwarzféhren aus Siidkdrnten mehr oder weniger zuordnen lassen.
Die Kulturformen in den Parkanlagen von Graz zeigen sich jedoch als z. T.
iiberaus abweichend. Dies ist vermutlich damit zu erklidren, daB die Schwarz-
fohren stark in Unterarten gegliedert sind, die sich oft deutlich voneinander
unterscheiden (BonnET-MasiMBERT & BIxAY-Biray 1978) und bei Kultur-
formen die Herkunft nie eruierbar ist.

Diese Arbeit wurde durch eine Subvention des Fonds zur Férderung
wissenschaftlicher Forschung unterstiitzt.
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