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1 Einleitung

Vom Verein Okokreis Waldviertel wurde eine Untersuchung von 28 alten in
Niederosterreich vorkommenden Kirschsorten in Auftrag gegeben. Ziel der
Untersuchung war es, diese vielen Sorten mithilfe der isoelektrischen
Elektrophorese (IEF) zu bestimmen und voneinander zu unterscheiden. Die
Bestimmung der alten Kirschsorten ist wichtig fiir deren Erhalt und damit der
Sortenvielfalt. Diese ist gefahrdet durch die Zunahme von Kulturen von
Industrieobst und dem Wegfall traditioneller Standorte, wie Kirschalleen und
Streuobstwiesen. Die Erhaltung der Sortenvielfalt stellt einen hohen Wert an sich
dar. Der Erhalt alter Kirschsorten ist dariberhinaus wichtig flir die Zichtung
gualitativ hochwertiger und gegen Krankheiten widerstandsfahiger neuer Sorten.

Untersucht wurden die Proteine und die Enzyme (Esterasen und Peroxidasen) in
den Kirschkernen, weil diese mehr Proteine enthalten als das Fruchtfleisch.
AuBerdem ist die Konzentration und Zusammensetzung der Proteine in den Kernen
stabiler, da sich Umwelteinflisse auf die Kerne im Vergleich zum Fruchtfleisch
weniger auswirken.

Schon seit einiger Zeit wird die IEF von Proteinen bei der Sortenbestimmung
verwendet, wie z.B. bei der Sortenbestimmung von Soja, Erdnissen, Getreidearten
wie Weizen, Gerste und Mais, Kartoffel, Wein und Tomaten.

Als ein Beispiel dafiir: die isoelektrische Fokussierung in Polyacrylamid-Gelen von
Proteinen und Enzymen aus Tomaten, Gurken, Zuckermais und Zwiebeln
[DRAWERT, 1975].



2 Material und Methoden

2.1 Elektrophorese

Elektrophorese bezeichnet die Wanderung elektrisch geladener Teilchen in einem
elektrischen Feld, dabei werden die gelosten Teilchen durch ihre verschiedenen
Wechselwirkungen mit dem Trennmedium getrennt.

Die Elektrophorese wird in verschiedensten Bereichen der Forschung und
Diagnostik verwendet. Damit kénnen Peptide, Proteine, Nukleinsdauren, Viren,
Chromosomen, Zellmembranen, Zellorganellen und Zellen untersucht werden
[MICHOV, 1995].

Die elektrophoretische Trennung passiert in einem elektrophoretischen System,
das aus einem Trennmedium und einem Stromversorger besteht. Das
Trennmedium beinhaltet einen Puffer und einen Trager (Gel). Es wird in eine
elektrophoretische Kammer eingelegt, wo die Enden Kontakt mit der Kathode und
der Anode des Stromkreises haben. Die Elektroden werden direkt auf das Gel
gelegt. Anschlieflend wird die Probe auf das Gel aufgetragen.

Die Proteine sind Aminosaurereste. Die Aminosaurereste haben basische und saure
Gruppen, deswegen verhalten sich die Proteine in einer Lésung amphoter. In
sauren Losungen liegen Polykationen, in alkalischen Losungen liegen Polyanionen
vor.

Bei einem bestimmten ph-Wert wird die Zahl der positiven und negativen
Ladungen des Proteins gleich. Dann ist die Gesamtladung null. An diesem ph-Wert
hort das Protein-Polyion auf im elektrischen Feld zu wandern, es bleibt stehen.
Dieser ph-Wert wird als pl-Wert bezeichnet [MICHOV, 1995].

Die elektrophoretische Geschwindigkeit eines Proteins ist direkt proportional zu
der Starke des elektrischen Feldes und zur Mobilitat des Proteins.

Je viskoser das Trennmedium ist, desto langsamer bewegt sich das Protein. Die
Viskositat hangt von seiner Struktur und der Temperatur ab.

Der ph-Wert des Puffers bestimmt die GroRe der elektrischen Ladung. Die Starke
des Stroms wird durch die Bewegung der lonen bestimmt.



Die Elektrophorese wird in Puffern durchgefiihrt, die Uber eine Pufferkapazitat
verfligen. Die Puffer-lonen wandern wie die Proteine wahrend der Elektrophorese.

Mit dem Trennvermoégen wird die Fahigkeit bezeichnet, zwei Probenkomponenten
voneinander zu trennen. Eine hohe Trennschadrfe ist dann gegeben, wenn die
Banden sehr diinn sind.

Die Trennscharfe und das Trennvermoégen hangen von mehreren Faktoren ab. Dazu
gehoren die Eigenschaften des Trennmediums, die Eigenschaften der zu
untersuchenden Proben und andere Faktoren, wie z.B. die Temperatur. Die
optimale Temperatur liegt bei 10-15 Grad, eine héhere Temperatur fihrt zu einer
hoheren Diffusion, die der Auflésung schadet.

Das nach einer Farbung entstandene Muster von z.B. Proteinbanden wird als
Pherogramm bezeichnet [MICHOV, 1995].

2.1.1 Vergleich zwischen Elektrophorese und anderen Trennmethoden
Kaum eine andere analytische Methode erzielt gleich gute Ergebnisse wie die
Elektrophorese, wenn es um die Trennung von Proteingemischen geht.

Eine konkurrierende Methode ist die Dinnschicht-Chromatographie, HPLC, high
performance liquid chromatography, und FPLC, fast protein liquid chromatography.
Letztere ist fiir die Proteinanalytik besonders geeignet.

2.1.1.1 Vorteile der Elektrophorese gegeniiber der Chromatographie

Bei der Elektrophorese ist es moglich eine groRBere Zahl von Proben (20 bis 50) in
einem einzigen elektrischen Lauf zu trennen, wodurch die Analysezeiten verkiirzt
werden.

Fokussierende Techniken bei der Elektrophorese ermdoglichen eine drastische
Erhohung des Auflésungsvermogens. Chromatographische Methoden sind meist
nichtfokussierende Techniken.

Enzymaktivitaten konnen im Anschluss an elektrophoretische Trennungen
hochempfindlich nachgewiesen werden. Um die Proteine sichtbar zu machen,
braucht man keine teuren Detektoren wie in der Chromatographie [KLEINERT,
1990].



2.1.2 Trennmedien
Die Elektrophorese von Polyionen kann in flissigen und in festen Trennmedien
stattfinden.

1) Tragerfreie Trennmedien

Darunter versteht man eine Pufferlésung mit einem bestimmten pH-Wert, sodass
darin eine Elektrophorese stattfinden kann. Das sind Pufferlésungen, die oft
Glycerin, D- Sorbitol, Saccharose, oder andere Chemikalien enthalten [MICHOV,
1995].

Tragerfreie Medien haben keine restriktive Wirkung auf die Wanderung von
Ladungstragern. Das ist von Vorteil, wenn grél3ere Partikel, wie Zellen, Bakterien
und Viren getrennt werden sollen. Tragerfreie Medien kommen bei der
Kapillarelektrophorese und der Free-Flow Elektrophorese vor [KLEINERT, 1990].

2) Tragerstabilisierte Trennmedien

Durch die tragerstabilisierten Trennmedien, das sind Pufferlésungen, die von
raumlichen, meist gelartigen Strukturen durchzogen sind, werden Diffusion und
konvektive Bewegungen gemindert. Zur Herstellung solcher Strukturen eignen sich
Stoffe wie Papier, Glaspulver, Starke, Celluloseacetat, Agarose und Polyacrylamid.
[Kleinert, 1990].

2.1.2.1 Verschiedene Gele
Es gibt Starke-, Agarose- und Polyacrylamidgele. Der Vorteil der Polyacrylamidgele
gegenlber anderen Gelen ist, dass sich die Porenstruktur einstellen lasst.

1) Agarosegele

Agarose wird aus Agar gewonnen, es ist eine der beiden Hauptkomponenten des
Agar, das wiederum aus Meeresalgen gewonnen wird. Agarose ist ein Polysaccharid
und unterscheidet sich vom Agar durch ihren geringeren Gehalt an ionisierbaren
funktionellen Gruppen. Agarosegele sind mechanisch stabiler als Agargele.

Agarosegele besitzen sehr groBe Porenweiten (72-78). Daher sind sie auch fir die
Elektrophorese von groBeren Molekilen (Nucleinsdauremolekiile, Viren und
Proteinmolekiilen mit sehr hohen Molmassen) besonders gut geeignet.



Ein Nachteil ist, dass die Auflésung oft schlechter ist, als mit den
Polyacrylamidgelen, der Vorteil hingegen ist der angenehme Umgang mit
Agarosegelen. Sie sind ungiftig und chemisch sehr stabil [Kleinert, 1990].

Agarose-Fertiggele Kits werden am haufigsten fur die klinische Diagnostik
verwendet. Sie werden fir spezielle Probleme, wie zur Trennung von
Hamoglobinen und von den Isoenzymen, wie der Kreatin-Kinase, der Lactat-
Dehydrogenase und der alkalischen Phosphatase benutzt [MICHOV, 1995].

2) Starkegele

Sie wurden von Smithies 1955 eingefiuhrt. Dabei wurde zum ersten Mal der
Siebeffekt beobachtet. Das Starkegel ist ein enzymfreundliches Trennmedium, weil
es ein Naturprodukt ist. Es wird deshalb immer noch fiir die Zonenelektrophorese
von multiplen Enzymen in der Populations- und Humangenetik verwendet.
Ansonsten ist das Starkegel wegen seiner mangelnden Reproduzierbarkeit
aufgrund groRer Variationen heute nicht mehr in Verwendung [MICHOV, 1995].

3) Polyacrylamidgele

Polyacrylamid ist heute der beste elektrophoretische Trager. Zwei Vorteile sind
besonders zu erwahnen.

1. Polyacrylamid hat keine Wechselwirkung mit den zu trennenden Polyionen,
da es keine chemischen Ladungen tragt, die Elektroosmose verursachen kdnnten,
weil es chemisch inert ist.

2. Es kann einen Siebeffekt ausiiben, wodurch eine zusatzliche Trennung nach
Massen moglich gemacht wird.

Das Polyacrylamidgel, erstmals 1959 von Raymond und Weintraub fir die
Elektrophorese eingesetzt, stellt ein Copolymer zwischen dem Monomer Acrylamid
und dem Conomoner N,N’-Methylen-bis-acrylamid (BIS, Bisacrylamid, N,N’-
Methylendiacrylamid) dar.

Das stark neurotoxische Acrylamid kristallisiert in weil3en Kristallen, die in Mehanol,
Wasser, Glycerin, Aceton, Trichlormethan und anderen Losungsmitteln I6slich sind.
In polymerisiertem Zustand ist das Gel nicht giftig, falls keine Reste von Acrylamid
enthalten sind.

Der Vernetzer BIS wird am haufigsten verwendet, andere Vernetzer haben mehr
Nachteile.



Die Copolymerisation des Acrylamids erfolgt in zwei Etappen: zuerst verbinden sich
die Vinylgruppen der Acrylamids in Polymerketten, dann werden sie von BIS
vernetzt. So entsteht die raumliche Struktur des Polyacrylamidgels, die an die
Struktur eines Schwammes erinnert.

Polyamidgele mit hoher Konzentration sind restriktive Gele. Dabei trennen sich die
lonen abhangig von ihren elektrischen Ladungen und zusatzlich abhangig von ihren
Massen. (Hingegen sind Polyamidgele niedriger Konzentration, sowie Agarosegele
nichtrestriktiv, d.h. dabei trennen sich die lonen nur abhangig von ihren Ladungen
[MICHOV, 1995].

2.1.2.2 Papier und Diinnschichten

Papier und Dinnschichten aus Silikagel, Aluminiumoxid, Cellulosepulver auf
Kunststoff- oder Glasplatten sind heute vollig von Agarose- und Polyacrylamidgelen
ersetzt worden. Horizontale Kieselgel-Dinnschichtplatten werden heute noch fir
die Analyse von hochmolekularen Polysacchariden und Lipopolysacchariden
verwendet [MICHOV, 1995].

2.1.3 Die wichtigsten elektrophoretischen Methoden

2.1.3.1 Vertikal und Horizontalelektrophorese

Abhangig von der Gelposition kann man zwischen Vertikal- und
Horizontalelektrophorese unterscheiden. Die Horizontalelektrophorese hat
zahlreiche Vorteile gegeniber der Vertikalelektrophorese, wie einfachere
Handhabung, mogliche Auswahl der Auftragsstelle (wichtig bei der isoelektrischen
Fokussierung).

Die wichtigste Charakteristik der verschiedenen elektrophoretischen Methoden
sind die verwendeten Puffer. Abhdngig davon konnen alle Verfahren nach einer der
folgenden Methoden  gegliedert werden: der Zonenelektrophorese,
Isotachophorese und der isoelektrischen Fokussierung. Daneben gibt es auch noch
Kombinationen zwischen den erwahnten Hauptmethoden.

2.1.3.2 Zonenelektrophorese

Die Zonenelektrophorese wird in nur einem Puffer durchgefiihrt, was bedeutet,
dass das elektrische Feld eine konstante Starke hat. Kontinuierlich bleibt auch der
pH-Wert des Puffers wahrend der Elektrophorese.



Beispiele dafiir sind unter anderem die Agarose Zonenelektrophorese, die zur
Trennung von Proteinen und Nukleinsauren eingesetzt wird, oder die
Polyacrylamidgel-Zonenelektrophorese, die heute liberwiegend zur Bestimmung
von Nukleinsdauren verwendet wird.

2.1.3.3 Isostachophorese

Die Isostachophorese erfolgt in einem Puffersystem aus zwei oder mehreren
Puffern. Wandernde lonengrenzen bilden sich zwischen den Puffern, an denen sich
die lonen konzentrieren. Im Gegensatz zur Zonenelektrophorese verteilt sich die
Starke des elektrischen Feldes ungleich (diskontinuierlich) und der pH-Wert
verandert sich wahrend des Elektrophoresevorgangs.

2.1.3.4 Kapillar-Elektrophorese

Sie wird auch als high performance capillary electrophoresis bezeichnet. Es ist eine
hochauflésende Methode. Innerhalb der Kapillar-Elektrophorese gibt es die
Isotachophorese, die Kapillar-Zonenelektrophorese und die Kapillar-Isoelektrische
Fokussierung.

2.1.3.5 Isoelektrische Fokussierung
Diese Methode wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Die isoelektrische Fokussierung verlauft in einem pH-Gradienten, der kinstlich
gebildet wird. Die pH-Gradienten kdnnen aus mobilen, freien Zwitterionen-
Ampholyten oder immobilen Ampholyten bestehen. Dabei werden die geladenen
Proteine nach ihren isoelektrischen Punkten getrennt.

Die isoelektrische Fokussierung wird zur Trennung von amphoteren Substanzen mit
unterschiedlichen isoelektrischen Punkten, zB von Proteinen bzw. Enzymen, Oligo-
und Polypeptiden verwendet. Im Laufe der isoelektrischen Fokussierung verlieren
die amphoteren Substanzen ihre effektiven Gesamtladungen im pH-Gradienten, sie
werden dadurch langsamer und konzentrieren sich (fokussieren) an ihren
isoelektrischen Punkten [MICHOV, 1995].



2.1.4 Qualitative Auswertung der Protein-Pherogramme

Die meisten Proteine sind farblos und missen daher nach der Elektrophorese
gefarbt werden. Die Farbung umfasst drei Schritte: Fixieren, Farben und Entfarben
der Gele.

2.1.4.1 Fixieren

Beim Fixieren entsteht eine Proteinfallung durch Denaturierung, oder es entstehen
chemische Verbindungen zwischen den einzelnen Proteinmolekilen. Daflr kann
eine Mischung aus Essigsaure, Wasser und Alkohol, Trichloressigsaure,
Sulphosalycylsdaure oder Glutardialdehyd verwendet werden. Fir die vorliegende
Untersuchung der Kirschen wurde Trichloressigsaure verwendet.

Der Alkohol Ethanol dehydriert die Proteine und die Essigsaure senkt den pH-Wert
der Lésung. Dadurch wird die Hydratationshiille der Proteine beschadigt und so
befinden sich die meisten Proteine nahe an den pl-Punkten. Als Folge sind sie
schlechter |6slich und sie prazipitieren.

Fallung durch Trichloressigsaure und Sulfosalycylsaure:

Bei Verwendung von TCA fallen alle Proteine mit relativen Molekilmassen Uber
5000 aus. Noch starker wirkt die Mischung aus TCA und Sulfosalycylsaure in
Methanol [MICHOV, 1995].

2.1.4.2 Firben
Beim Farben lagern sich bestimmte Farbstoffe an den Proteinen an. Am haufigsten
werden die Farbstoffe der Coomassie-Gruppe und Silber verwendet.

Zur Coomassie-Gruppe gehoren vor allem Coomassie-Brillantblau R 250 und G 250
und Coomassie-Violett R 200. Es handelt sich dabei um Triphenylmethanfarbstoffe.
Diese Farbstoffe wurden zuerst zur Farbung von Wolle und Seide verwendet. Seit
den 60er Jahren wurden sie zum Farben von getrennten Proteinbanden bei der
Elektrophorese eingesetzt [MICHOV, 1995].

2.2 Proteine und ihre Eigenschaften
Am haufigsten werden Proteine und Nukleinsduren mit der Elektrophorese
untersucht.

Proteine bilden das Gerist jeder Zelle, jedes Organismus, und katalysieren als
Enzyme alle biochemischen Reaktionen. Sie erfiillen lebenswichtige
Transportfunktionen, oder regulieren als Hormone biochemische Reaktionen.
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Eine typische Reaktion der Aminosauren ist die Ausbildung von Peptidbindungen.
Proteine sind hochmolekulare Verbindungen, die aus sehr vielen durch
Peptidbindungen miteinander verknipften Aminosauren bestehen. Sie I6sen sich in
Wasser, in wassrigen Losungen von Detergenzien, in verdinnten
Elektrolytlésungen und in Harnstoff, oder in bestimmten Fallen nur in einem dieser
Medien [MICHOV, 1995].

2.2.1 Struktur der Proteine
Die Proteine sind entweder nur aus Aminosaureresten aufgebaut oder es kommen
noch andere Bestandteile dazu.

Die Aufeinanderfolge der Aminosdauren in der Polypeptidkette nennt man
Primarstruktur.

Bei der Sekundarstruktur formieren sich die langkettigen Proteinmolekile zu
raumlichen Gebilden, sogenannten alpha Helices oder Faltblattstrukturen.

Helix- und Faltblattstrukturen wechseln sich im Proteinmolekil ab und bilden
wiederum typische raumliche Anordnungen, die Tertiarstruktur. Man unterscheidet
zwischen fibrillaren Proteinen mit faserartiger Struktur und globuldren Proteinen
mit kugelformiger Struktur. Nur die globuldaren Proteine haben eine Tertiarstruktur.
Die fibrillaren Proteine, sie werden auch Skleroproteine genannt, sind
wasserunldsliche Proteine mit langen Molekilen, z.B. die Kollagene und Keratine.

Die globularen Proteine, wie die die Albumine und Globuline, sind wasserldsliche
Proteine mit ovalférmigen Molekdilen.

Letztendlich  figen sich diese  Gebilde durch zwischenmolekulare
Wechselwirkungen zusammen, und werden so zu Untereinheiten eines gréRReren
Molekuls. Unter der Quartarstruktur versteht man die gegenseitige Anordnung der
Untereinheiten (mehrerer Proteinmolekiile) zu einem groRen Molekil. lhre
raumliche Anordnung wird durch Disulfid-, Wasserstoff- und lonenbindungen
zusammengehalten [MICHOV, 1995].

2.2.2 Der native und der denaturierte Zustand der Proteine

Die biologische Aktivitat der Proteine wird sehr von der Sekundar-, Tertiar- und
Quartarstruktur bestimmt. Unter biologischer Aktivitat versteht man u.a.
Enzymwirkungen, Antigen- Antikorper- Reaktion, Fahigkeit zum
Sauerstofftransport. In dem nativen Zustand ist ein Protein biologisch aktiv.



Durch auBlere Einflisse kann die Struktur der Proteine gedandert werden. Dies geht
meist mit dem Verlust der biologischen Aktivitat einher. Das Protein geht von dem
nativen in den denaturierten Zustand uber.

Eine Denaturierung kann durch folgende Medieneinfliisse hervorgerufen werden:

* Medien mit niedrigem pH- Wert (Sduredenaturierung)
* Temperaturerhohung (Hitzedenaturierung)

* Zusatz von Harnstoff in konzentrierter Form

* Wasserentzug durch organische Losungsmittel

e Strahlung (UV-, Rontgen- und 3-Strahlen)

Die Molmasse, die Ladung, und der isoelektrische Punkt bestimmen die
elektrophoretische Mobilitat der Proteinmolekile. Die Proteinstruktur der Proteine
sowohl im nativen als auch im denaturierten Zustand ist eng mit diesen Parametern
verknlpft [MICHOV, 1995].

2.2.3 Ladung der Proteine

Proteine sind Polyelektrolyte (Polyionen). lhre Molekiile tragen positive und
negative Ladungen. Diese kommen von den ionisierbaren funktionellen Gruppen
der Aminosauren, aus denen die Proteinmolekile aufgebaut sind. Die Nettoladung,
das ist die Summe aller Ladungen eines Proteins, hat entscheidenden Einfluss auf
dessen elektrophoretische Mobilitat.

Die Nettoladung entsteht durch:

e die Zahl der ionisierbaren, funktionellen Gruppen und von deren
Dissoziationskonstanten

¢ die Proteinstruktur. Dabei ist wichtig, ob sich die ionisierbaren Gruppen im
Inneren der Struktur befinden oder ob es sich um Oberflachenladungen
handelt

¢ den pH- Wert des Mediums

Die Nettoladung eines Proteins kann positiv oder negativ sein. Mit steigendem pH-
Wert des Mediums dissoziieren die funktionellen Gruppen immer starker. Im
basischen, bei pH=10, sind praktisch alle Proteine negativ geladen, im Sauren, bei
pH=3, hingegen positiv [MICHOV, 1995].
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2.2.4 Molmasse

Die Zahl der Aminosdauren eines Proteins bestimmt dessen Molmasse. Proteine
kommen mit sehr verschiedenen Molmassen vor. Es gibt Proteine mit weniger als
10 kD bis hin zu welchen mit mehreren 100 kD. Das entspricht einer Zahl von 100
bis zu mehreren 1000 Aminosdauren im Proteinmolekil. Die grofRen
Molmassendifferenzen einzelner Proteine werden fiir analytische Zwecke genutzt.
Die SDS-Elektrophorese ist eine Methode, bei der Proteine ausschlie8lich nach
Molmassen getrennt werden. Bei anderen Elektrophoresemethoden ist die
Molmasse mehr oder weniger wichtig [KLEINERT, 1990].

2.2.5 Enzyme

Enzyme gehoren zu einer wichtigen Gruppe von Proteinen. Sie sind biochemische
Katalysatoren, die einen besonders komplizierten Aufbau haben. Ein Katalysator ist
ein Stoff, der die Geschwindigkeit einer Reaktion erhoht, ohne dabei selbst
verbraucht, oder dauerhaft umgewandelt zu werden. Eine lebende Zelle enthalt
mehr als tausend Enzyme. Diese groRe Zahl an Enzymen ergibt sich, weil ihre
Aktivitat sehr spezifisch ist [MORTIMER, 1996].

Viele Enzyme bestehen aus einem Eiweillanteil, dem Apoenzym, und einer
festgebundenen prosthetischen Gruppe, deren chemischer Aufbau bei den
einzelnen Enzymen sehr verschieden ist. Heute werden die Enzyme nach ihrer
Funktion zusammengefasst und entsprechend bezeichnet.

Die Esterasen gehoren zu der Gruppe der Hydrolasen und spalten Ester
hydrolytisch in einen Alkohol und eine Saure auf (Verseifung).

Peroxidasen sind Enzyme, die die Reduktion von Peroxiden (oft
Wasserstoffperoxiden) katalysieren. Die Reaktion bewirkt hauptsachlich die
Zerstorung, das ist die Entfernung der giftigen Peroxide. Die Peroxide gehdren zur
groBeren  Gruppe der Oxidoreduktasen, die an Reduktions- bzw.
Oxidationsprozessen beteiligt sind [NULTSCH, 1996].
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2.3 Durchgefiihrte Untersuchungen

2.3.1 Herstellung der Proteinextrakte
Die Kirschen wurden eingefroren. Es wurden pro Sorte nur ca. 5 Kirschen vom
Okokreis Waldviertel zur Verfiigung gestellt.

Vor der Analyse wurde das Fruchtfleisch entfernt und die Kerne mit dem Hammer
aufgeschlagen. Die anschlieBend gewogenen Kerne wurden in einer Reibschale mit
Hilfe von gegliihtem Quarzsand zerkleinert und mit einer bestimmten Menge
Extraktionspuffer (siehe Kapitel 2.3.1.2 Extraktionspuffer) versetzt. Fiir einen 0,1 g
schweren Kern wurde 800 ul Extraktionspuffer verwendet. Diese, durch langes
Zerstampfen moglichst homogene Losung (Brei), wurde in beschriftete
Zentrifugenbecher gefillt und fir 90 min bei 4° C in den Kihlschrank gestellt.
Wahrend dieser Zeit wurden die Losungen 6fters gut durchmischt.

Die Kerne enthalten viel Fett, das sich negativ auf die Elektrophorese auswirkt,
sodass es sehr wichtig ist, eine moglichst reine Losung zu bekommen, ohne Fett
und Partikel.

Daher wurde das Proteinextrakt zweimal je 7 min zentrifugiert. Mit einer Pipette
wurde die klare Flissigkeit, die sich unter der Fettschicht befand, aufgesaugt, in
neue Zentrifugenbecher umgefillt und isoelektrisch untersucht, oder fir spatere
Untersuchungen tiefgefroren.

Das tiefgefrorene Proteinextrakt wurde nach dem Auftauen nochmals 3min
zentrifugiert, bevor es auf das Gel aufgetragen wurde.

2.3.1.1 Analyse des Fruchtfleisches

Zu Beginn der Untersuchungen wurde auch das Fruchtfleisch extrahiert und eine
elektrophoretische Analyse damit gemacht. Die Banden waren aber wesentlich
schwacher und die Anzahl der Banden geringer. Das erklart sich dadurch, dass das
Fruchtfleisch der Kirschen viel Zucker und Aromastoffe, aber viel weniger Proteine
enthdlt, als die Kerne. Die Kerne sind proteinreicher, vor allem durch
Speicherproteine in den Kotelydonen.
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2.3.1.2 Extraktionspuffer

Fir die Proteinextraktion wurde ein Tris-HC| Puffer mit dem pH-Wert von 8,2
verwendet, dem noch 0,001 mol EDTA zugefiihrt wurde [GOEBEL, 1996, modifiziert
nach JACOBI, 1974].

Zusammensetzung des Protein-Extraktionspuffers fir 250 ml:

0,03 M Tris-hydroxymethyl-aminomethan 0,9086 g
0,005 M Mg- Acetat 0,2681¢g
0,05 M KCl 0,932¢g
0,005 M Mercapto-Ethanol 100 pl
0,5% TWEEN 20 0,5 ml
0,1% Polyvinylpyrrolidon 0,25g
0,001 M EDTA 0,073 g

KCl dient zur Erhéhung der lonenstarke.

Mercapto -Ethanol verhindert die Bildung von Disulfidbricken.

TWEEN 20 ist ein Detergens.

Polyvinylpyrrolidon ist ein Schutz gegen Oxidationsmittel.

EDTA bildet Chelate mit eventuell vorhandenen freien Schwermetallen.

Der pH- Wert wurde mit HCI auf pH 8,2 eingestellt (WTW digital pH-Meter pH 525
mit Beckmann Futura™ Elektrode).

Die oben aufgefihrten Chemikalien wurden bis zu 250 ml mit Aqua dest. aufgefillt.
Spater, im Laufe der Arbeit, wurden die Proteine in einem Ethanol-
Extraktionspuffer geldst. Die Chemikalien der Pufferlosung wurden mit Ethanol
aufgefillt (250 ml), weil die Proteine in Wasser und in Ethanol verschieden |6slich
sind. Die so vorbereitete Proteinlosung wurde direkt der Gelanalyse zugefiihrt,
oder sie wurde fur spatere Untersuchungen tiefgefroren.
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2.3.2 Verwendete Gele

Es wurden Ampholine PAGplates, 1 mm dicke Polyacrylamidgele mit dem weiten
pH-Bereich von 3,5 bis 9,5 verwendet. Die Gele hatten die GroRe 110/245 mm, die
fur die Analyse in der Breite halbiert wurden. Es wurden bis zu 25 Proben auf einem
Gel aufgetragen.

2.3.3 Elektrodenlésungen

2.3.3.1 Anoden-Losung
1 mOl/I H3PO4

34 ml konz. H3PO, bis zu 500 ml mit Aqua dest. auffillen.

Aufbewahrung: Die Losung soll in einer dunklen Flasche bei 20° bis 30° C
aufbewahrt werden. Sie ist bis zu 6 Monate haltbar.

2.3.3.2 Kathoden-Losung
1 mol/I NaOH

4 g NaOH bis zu 100 ml mit Aqua dest. auffillen.

Aufbewahrung: 1 Woche bei 20° bis 30° C.

2.3.4 Elektrophorese Lauf-Bedingungen
Spannung: 1500 Volt

Stromstarke: 25 ma
Leistung: 30 Watt

Zeitdauer: 1,5 h
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2.3.5 Proteinfarbungen

2.3.5.1 Fdrbung der Gele mit Fixierlosung

Die Gele wurden zuerst mind. 5 min in ein Fixierbad gelegt, dann wurden sie in der
Entfarbeldsung fir 5 min gewaschen. Danach kamen sie 45 min. in die Farbel6sung.
Entfarbt wurden sie Uiber Nacht. Die Entfarbelésung wurde nach kurzer Zeit mit
einer frischen Entfarbelosung gewechselt, um eine bessere Entfarbung zu erzielen.

Fixierlosung:

175 ml Methanol

65 g Trichloressigsaure TCA

17,5 g Sulphosalycylsaure

auf 500 ml mit Aqua dest. auffillen.

Farbel6sung:

1,5 g Coomassie R 250

105 ml Ethanol

30 ml Eisessig

auf 300 ml mit Aqua dest. auffillen.

Entfarbelosung:

175 ml Ethanol

50 ml Eisessig

auf 500 ml mit Aqua dest. auffillen.

2.3.5.2 Fdarbung ohne Fixierlosung:

Zu Beginn der Arbeiten wurde auch die im Folgenden dargestellte Farbemethode
ohne Fixierldsung verwendet. Jedoch waren die Ergebnisse nicht zufriedenstellend.
Die Banden am Gel mit der Fixierlésung zum Fixieren der Proteine wurden besser.

Farbel6sung:

0,33 g Coomassie R
50 ml Methanol

50 ml Aqua dest.
30 ml Eisessig
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Entfarbelosung:
50 ml Methanol
50 ml Aqua dest.
30 ml Eisessig

2.3.5.3 Farbstoffe

Es wurden auch der Farbstoff Serva W Tabletten verwendet und Coomassie G. Am
besten wurden die Untersuchungen aber mit Coomassie R 250. Dieser Farbstoff
wurde dann ausschlieBlich weiter verwendet.

Es ist wichtig, die Farbelosung durch sehr langes Rihren am Magnetrihrer
moglichst homogen zu machen. Der Farbstoff soll sich gut auflésen. Anschlielend
ist es ebenfalls sehr wichtig die Losung zu filtrieren. Mit diesen Malinahmen wird
verhindert, dass Farbstoff in Form von kleinen Punkten auf dem Gel haftet und so
das Bandenmuster stort.

Die Farbeldsung wurde nicht ofter als drei Mal verwendet, da sie bei mehrmaligem
Gebrauch keine schénen Farbungen der Gele zeigte.

2.3.6 Enzymfarbungen

2.3.6.1 Esterasen
Nach der Elektrophorese wurde das Gel 30 min in Leitungswasser gewaschen. Dann
wurde es 20 bis 30 min. bei 37° im Dunkeln inkubiert.

Farbel6sung:

100 ml Tris-HCI Puffer

40 mg a-Naphtylacetat in 1 ml Aceton I6sen.

70 mg Fast Blue BB-Salt (Echtblausalz) in 1 ml Tween |6sen.
100 mg MnCl,

Nach Entwicklung wurde das Gel wiederum 30 min in Leitungswasser gewaschen.

Konservierung
Methanol: Eisessig: H,0 = 5:1:5
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2.3.6.2 Peroxidasen
Das Gel wurde 20 min mit Leitungswasser gewaschen. Dann wurde es 30-40 min im
Dunkeln bei Zimmertemperatur inkubiert.

FarbelGosung:

a. 45 ml 0.2 M Na-acetat mit 0,005 M MnCl,.4H,0 (= eine grolRe Spatelspitze)
0.2 M Na-acetat =2,72 g in 100 ml H,0
b. 5ml 0,2 % HzOz

0,2 % H,0, = 0,67 ml auf 100 ml H,0,

c. 10 ml Guajakol-Benzidinlésung
fir 50 ml: 150 mg Benzidin
300 mg Guajakol, geldst in 50 ml 10 % Essigsaure

Die drei Ansatze a, b und c wurden erst kurz vor Gebrauch zusammengemischt.

Nach der Entwicklung im Dunkeln bei Zimmertemperatur wurde das Gel 30 min in
Leitungswasser gewaschen.

Fir die Konservierung wurde das Gel in folgende Losung gelegt.
Methanol : Eisessig : H,0 = 5:1:5

Peroxidasen katalysieren die Oxidation von Benzidin zu Diphenochinon-diimin, das
zu blau gefarbten Verbindungen fihrt. Als Wasserstoffakzeptor dient
Wasserstoffperoxid. Die Farbreaktion ist auBerdem ein Nachweis flr eisenhaltige
Enzyme.
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2.4 Die Kirsche

2.4.1 Herkunft der Kirsche

Die urspriingliche Heimat der Kirsche ist das westliche Asien und das Ostliche
Europa. Hervorgegangen sind die heutigen StiRkirschen und Sauerkirschen aus der
Steinweichsel.

Der griechische Botaniker Theophrastus erwahnte Kirschen um 300 v. Chr. das
erste Mal. Die Friichte waren damals sauer und klein, nicht vergleichbar mit den
heutigen Kirschen. Wahrscheinlich wurden Kirschkulturen noch wesentlich friiher
ausgepflanzt.

Der romische Feldherr Lucullus, der als Gourmet bekannt war, brachte ca. 70 v.
Chr. von seinen Feldziigen aus der Gegend um das Schwarze Meer die Kirschen
nach Rom.

Der romische Name cerasus fur Kirschen kommt wahrscheinlich von der tiirkischen
Stadt Kerasos [MODL und SPORNBERGER, 2009].

2.4.2 Systematik der Kirsche

Die grofite Unterteilung der Kirschen erfolgt in StiBkirschen (Prunus avium) und
Sauerkirschen  (Prunus cerasus). Die SuRkirschen wurden zu Beginn des 19.
Jahrhunderts in die weich-fleischigen Herzkirschen und die festfleischigeren
Knorpelkirschen unterteilt (var. juliana, var. duracina).

Die Sauerkirschen, deren Baume einen schwacheren Wuchs und starker hangende
Aste haben, als die der SiiRkirschen werden in vier Gruppen unterteilt. Dies sind die
SuRweichsel (Bastardkirschen), die Amarellen (oder Strauchweichseln genannt), die
Schattenmorellen und die fast nur industriell angebauten Glasweichseln. Gewisse
Sorten unter den Sauerkirschen sind selbstfertil, die anderen selbststeril [MODL
und SPORNBERGER, 2009].

2.4.3 Die Verbreitung der Kirschen

Rund um das Schwarze und das Kaspische Meer waren die ersten
Kirschpflanzungen entstanden, da in diesem Gebiet wegen des ausgeglichenen
Klimas die optimalen Bedingungen fiir die Auspflanzung von Kirschen herrschten.

Im romischen Reich kamen sie von Italien bis nach England.

18



Die Kirschen wurden nur in der Nahe von Siedlungen angepflanzt, da die
Fruchtbeschaffenheit der Kirschen keinen langeren Transport ermdoglichte.

Im 19. Jh. beschaftigten sich Mdnche in den Kléstern intensiv mit dem Anbau von
Kirschen aus Samlingen, aber zu gezielten Zichtungen kam es erst im letzten
Jahrhundert.

Heute gibt es kommerziellen Kirschanbau in 50 Landern, wobei 80% der
Gesamtproduktion  auf Europa  entfallen. Italien ist der grolite
SuaRkirschenproduzent, gefolgt von Spanien, Frankreich und der Turkei.

Beim Sauerkirschanbau sind Polen, Deutschland und Russland fiihrend.

In den osteuropdischen Landern sind neue Kirschanlagen in den letzten Jahren
entstanden [MODL und SPORNBERGER, 2009].

2.4.4 Zichtung

Heutzutage gibt es auf der Welt mehr als 40.000 Obstsorten. Alte Obstsorten
verschwinden, neue kommen dazu. Heutige Hochleistungssorten gehen meist aus
einem systematischen Zlichtungsprozess hervor, alte Obstsorten entstanden in
friheren Zeiten haufig aus Findlingen mit vegetativer Vermehrung und aus
Zufallssamlingen. Aber auch damals gab es Auslesekriterien, je nach beabsichtigter
Verwendung, wodurch wertvolle Sorten entstanden [FISCHER, 1995].

2.4.4.1 Fruchtqualitdt
Die Obstzlichtung wird im Allgemeinen auf bestimmte Fruchtmerkmale selektiert.

Dazu gehoren die aulBere Qualitdt, wie Form, Grofle, Farbe, Wachsbelag,
Berostung, Stiel- bzw. Kelchlésbarkeit, und die innere Qualitdt, wie Aromastoffe,
Zucker, Sauren, Pektine, phenolische Substanzen, Saftigkeit, Festigkeit des
Fleisches.

Die Beeinflussung von Zeit und Dauer der Genussreife, sowie die Verbesserung der
Lagerfahigkeit sind ebenfalls Zuchtziele [FISCHER, 1995].

2.4.4.2 Geschmack

Fiir einen guten Geschmack ist neben zahlreichen Aromastoffen, die die Wiirzigkeit
der Frichte ausmachen, vor allem auch das Zucker-Sdure Verhaltnis
ausschlaggebend. Man findet in den Nachkommenschaften alle Uberginge von siiR
bis sauer, wobei das Merkmal siiR dominanter ist als das Merkmal sauer, d.h. mehr
Nachkommen haben siiRe Friichte, weniger saure. Jedoch kann man mithilfe der
Zucht den Geschmack in die gewlinschte Richtung lenken [FISCHER, 1995].
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2.4.4.3 Resistenz

Sehr wichtig fur die Ertragssicherheit ist die Zlichtung von Sorten, die gegeniber
bakteriellen, pilzlichen und tierischen Schaderregern widerstandsfahig sind. Dazu
kommt noch die Widerstandsfahigkeit gegentiber abiotischen Stressfaktoren, wie
Kalte, Hitze, Trockenheit.

In der Resistenzstrategie gegentiber Schadlingen wird angestrebt, dass die Sorte
mit dem Schaderreger leben kann, und nicht das vollkommene Vernichten des
Schaderregers. Der Schaden soll auf ein wirtschaftlich ertragliches Mald
eingeschrankt werden. So wie sich der Schaderreger standig verandert, soll sich
auch die Obstsorte mit verandern kdnnen.

Die Resistenz gegenliber Schadlingen soll auf mehreren Erbanlagen beruhen,
wodurch die Resistenz dauerhafter wird. Basiert die Resistenz nur auf einer
Erbanlage, kann der Schaderreger leicht durch z.B. Mutation die Resistenz der
Wirtspflanze durchbrechen.

In der Zichtung ist es wichtig beide genetische Systeme, das der Sorte
(Wirtspflanze) und das der Schaderreger, zu beherrschen.

Ein Ziel ist auch die Entwicklung von Sorten mit Mehrfachresistenz. Bei der Kirsche
ist das die Resistenz gegenliber den Rindenkrankheiten Valsa (Cytospora, Pilz,
Krotenhautkrankheit) und Pseudomonas (Bakterienbrand). In England hat man
gegen Pseudomonas resistente StiBkirscharten geziichtet (Merla, Mermat, Merpet).
Sehr zu schaffen macht der Kirsche auch die Kirschfruchtfliege.

Lange Lagerfahigkeit ist ein weiteres erstrebtes Zuchtziel. Die nattirliche Vererbung
tendiert immer wieder in Richtung Frihreife und kurze Lagerfahigkeit [FISCHER,
1995].

2.4.4.4 Ertrag

Mit der Sortenwahl wird ein bestimmtes Ertragsniveau erreicht, dieses
Ertragspotential ist erblich fixiert. Es gibt regelmaliig tragende und alternierende
Obstsorten, faule und fleiBige, sowie auch Uberreich tragende Sorten.
Regelmaliger und hoher Ertrag bei optimaler und gleichbleibender FruchtgroRe
und -qualitat ist ein wichtiger Anspruch in der Zucht.

Daflur miussen einzelne Faktoren, wie Blitenzahl, Blihorte, Fruchtungstendenz,
Befruchtungsfahigkeit der Bluten, BliUtenfrostvertraglichkeit, Fruchtgrofe u.a. im
Selektionsprozess beachtet werden. Es bestehen viele Wechselwirkungen zwischen
diesen Merkmalen, die auch berticksichtigt werden sollen.
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Die Kronenmorphologie ist eine wichtige Komponente der Ertragsbildung.

Die morphologischen Merkmale, wie die Anzahl der Seitentriebe, die Anzahl der
Kurztriebe (ob viele oder wenige) und die Verzweigungswinkel, lassen sich schon
frih gut erkennen und bilden wesentliche Selektionskriterien.

Allgemein kann man nach verschiedenen Nutzungen die Sorten in Intensivsorten,
Industriesorten mit schittelfahigen Kronen, Sorten fiir den landschaftpragenden
Streuobstbau und Sorten fiir Hobbygartner und Liebhaber unterscheiden.

Die Intensivsorten fiir den Erwerbsanbau sollen einen geringen Schnittaufwand und
gute Belichtung der Frichte aufweisen. Fir den Streuobstanbau sollen die Baume
einen starken Wuchs und eine robuste Krone haben.

Unterlagen beeinflussen die Wuchsstarke, die Verzweigungsdichte, die
Ansatzstellen der Blitenknospen und die Astwinkel [FISCHER, 1995].

2.4.4.5 Siifskirsche Ziichtung

Es werden Kirschen so geziichtet, dass sie zu verschiedenen Zeiten reif werden, der
Reifezeitraum betragt 8 Wochen. Die Kirschen sollen gro8 und trotzdem platzfest,
dunkel gefarbt wund trocken vom Stiel I6send sein. Die hartere
Fruchtfleischkompetenz der Knorpelkirschen wird weicheren Sorten vorgezogen
[FISCHER, 1995].

Selbstfertilitat ist ein weiteres Zuchtziel. Gleichzeitig ist natirlich die Zichtung fir
die Resistenz besonders wichtig. Fir Industrie- und Brennkirschen wird
Schuittelfahigkeit verlangt, das ware auch ein Ziel fiir Tafelkirschen, das aber schwer
zu erreichen ist.

2.4.4.6 Sauerkirsche Ziichtung

Fir Sauerkirschen werden neben den sif3-sauren Sorten fir die hausliche
Verwertung vor allem ausgesprochene Industriesorten mit hoher Ertragsleistung,
Schittelfahigkeit und hohem Sauregehalt angestrebt. Es werden Sorten geziichtet,
die keinen intensiven Schnitt bendtigen. Wichtig ist auch die Toleranz gegen das
Nekrotische Ringfleckenvirus, die Ursache der Stecklenberger Krankheit [FISCHER,
1995].
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2.4.4.7 Anbaubedingungen
1) Standort

Kirschen wachsen, wie die meisten Obstarten, auf luftigen, warmen, lockeren,
lehmigen bis sandigen Boden. Sie stellen jedoch an den Standort viel geringere
Anspriche als Pfirsiche oder Marillen. Sehr empfindlich sind sie gegenliber
Feuchtigkeit.

Unglinstig sind Gegenden, wo es zur Zeit der Ernte oft regnet und Standorte, wo
sich Tau und Nebel lange halten. Denn durch die Feuchtigkeit kommt es zum
Platzen der Kirschen und zu einer sich schnell ausbreitenden Faulnis an den
Frichten. Der Standort und auch die vorkommende Witterung beeinflussen die
Reifezeit der Friichte, wobei die erste Kirschwoche gewdhnlich zwischen Ende Mai
und Anfang Juni liegt.

In Winterruhe vertragen SiB- und Sauerkirschen minus 20° gut. Manche
Sauerkirschsorten wachsen noch auf einer Seehéhe von lGiber 1000 m, sie sind sehr
robust.

In Jahren mit frithem BIlUh- und Vegetationsbeginn kann es in den frihen
Morgenstunden zu Spatfrostschaden kommen, dadurch wird ein Teil der Bliten
beschadigt. Diese Frostschaden treten vor allem in Tallagen auf, wo die Kaltluft
nicht abfliellen kann.

Im Herbst hingegen sind die Kirschbaume nicht anfallig gegentber friihem Frost,
der die Triebe schadigen kénnte. Durch den friihen Triebabschluss kommt es dabei
zu keiner Schadigung mehr.

2) Klima

Kirschen bendtigen im Allgemeinen 500 bis 550 mm Niederschlag, wobei es glinstig
ist, wenn die Verteilung des Niederschlags im Jahr gleichmaRig verlauft. Eine
ausreichende Winterfeuchtigkeit ist bei allen Obstsorten von Vorteil. Wahrend der
Entwicklung von der Blite bis zur reifen Frucht vergehen bei den Friihsorten keine
zwei Monate. In dieser Zeit ist eine gute, standige Bodenfeuchte fir die
Fruchtentwicklung und das Erreichen der optimalen FruchtgroBe besonders
notwendig.
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Wenn die Kirschen schon langsam gelb werden, und nicht mehr griin sind, kann zu
langanhaltender Regen das Platzen der Frichte bewirken und so die Faulnis
fordern.

Sonnige Tage mit Temperaturen von lGber 15° zur Zeit der Bllte foérdern eine rasche
Befruchtung und einen guten Fruchtansatz. Hat es vor der Reife etwa 25 bis 30°,
und es scheint oft die Sonne und regnet wenig, dann gedeihen die Friichte am
besten.

Wind ist vor der Kirschernte ein Vorteil, weil er das raschere Abtrocknen der
Frichte fordert. In Tallagen mit Nebelbildung kann der Wind sich auch glinstig
auswirken. Pilzkrankheiten koénnen sich in windigen Lagen nicht so schnell
ausbreiten [MODL und SPORNBERGER, 2009].

2.4.5 Die Inhaltsstoffe der Kirsche

Seit Anfang der 60er Jahre wird von Wissenschaftlern in den USA, Deutschland,
Italien, Turkei, Schweiz, Ungarn und in Korea Untersuchungen zu den Inhaltstoffen
der Kirschen und deren Wirkung auf den Menschen durchgefiihrt.

Die Kirschen bestehen im Wesentlichen aus Wasser, Zucker, Mineralstoffen,
Spurenelementen, Vitaminen, Ballaststoffen, Sauren und Alkohol.

Die Zucker in der Sauerkirsche sind vorwiegend Glucose und Fructose. Bei den
Sauren kommt vor allem die Apfelsaure vor, jedoch sehr wenig Zitronensaure.

Die Mineralstoffgehalte zwischen den Sufl3- und Sauerkirschen unterscheiden sich
kaum. Sie liegen zwischen 0,37 — 0,7g/100g des essbaren Anteils. Als Vergleich dazu
haben die Apfel nur einen Mineralstoffgehalt um 0,3g/100g.

Kirschen haben einen hohen Gehalt an Vitamin A. Sauerkirschen weisen eine
besonders hohe Konzentration an Carotinoiden auf.

Die wertvollsten Inhaltsstoffe der Sauerkirschen fir den Menschen sind neben den
Mineralstoffen die Phenole, die sekundaren Pflanzeninhaltsstoffe.

Die Anthocyane der Sauerkirschen haben eine hohe antioxidative und
entzindungshemmende Wirkung. In Laborversuchen blockierten sie die
Tumorentwicklung infizierter Mause und das Wachstum menschlicher
Dickdarmkrebszellen. AuBerdem zeigte Cyanidin (ein Glykogen der Anthocyanidine)
eine groRere entziindungshemmende Wirkung als Aspirin. Die Produktion von
einem Medikament mit Cyanidin ist von Interesse. Es kdnnte eine Alternative fur
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Menschen mit Geschwiren im Verdauungstrakt oder mit einer Allergie gegen
Aspirin sein.

Die Fahigkeit der Flavonoide Sauerstoffradikale abzufangen, ist ihre wichtigste
antioxidative Aktivitat. Sauerstoffradikale kénnen, wenn sie nicht genug abgebaut
werden, eine Vielzahl von Erkrankungen hervorrufen, wie entzlindliche
Erkrankungen (z.B. Arthrosen), Lungenerkrankungen, Leber- und
Krebserkrankungen.

2.4.5.1 Wert alter Sorten fiir die Gesundheit

Die Sorte, ,Ungarische Traubige”, ist wegen dem hohen Glucose und niedrigen
Sauregehalt sehr beliebt. Sorten wie ,Germera” und ,Schattenmorelle”, letztere
wurde auch in vorliegender Arbeit untersucht, weisen jedoch einen viel héheren
Gehalt an Vitamin C und Phenolen auf und kénnen so einen wertvollen Beitrag fur
die Gesundheit leisten. Diese Sorten finden aber hauptsachlich als Nass- und
Gefrierkonserven Verwendung, wahrscheinlich wegen dem hohen Sauregehalt. Der
Phenol- und Vitamin C-Gehalt der Sorte ,,Schattenmorelle” ist besonders hoch und
Ubertrifft damit viele andere Sauerkirschen. Auch der gesundheitsfordernde Aspekt
kénnte ein Grund sein, diese alte Sorte zu schiitzen®.

2.4.6 Standort der untersuchten Kirschen

Die untersuchten Kirschen stammen aus dem Sortengarten des ,Okokreises
Waldviertel” im Museumsdorf Niedersulz im Weinviertel und aus einer sehr nahe
am Dorf gelegenen Allee.

Uber den Sortengarten des Okokreises:

,Der Sortengarten bewahrt

wertvolles Kernobst (Apfel, Birne) und Steinobst (Kirsche, Zwetschke, Marille,
Pfirsich) in seiner Vielfalt an alten Sorten. Seit 1988 sind wir in
Niederdsterreich auf der Spur nach verschollenen Raritdten. Unser
Schwerpunkt liegt im Waldviertel beim Apfel und im Weinviertel beim
Steinobst. Die Sammlung umfasst mittlerweile an die 800 Sorten. Davon sind
sehr viele so genannte Lokalsorten, d.h. sie kommen nur in dieser Region vor
und tragen keinen pomologischen Namen.

1 .
siehe

http://www.obstbau.org/content/service/wissenswertes/inhaltsstoffe sauerkirsch

en.php, Stand: Mai 2011

2 http://www.oekokreis.org/sortengarten.html, Stand Mai 2011

24



Der Sortengarten betreut

weit liber 1000 Erhaltungsbdume, wobei es uns wichtig ist, alle Sorten auf
langlebigen Sémlingsunterlagen zu veredeln. Diese Hoch- und Halbstidmme
werden, im Gegensatz zu den kleinen Buschbdumchen, Jahrzehnte alt und
tragen am effektivsten zur Erhaltung bei. Ein Standort unserer Bdume
befindet sich fiir das Weinviertel im Museumsdorf Niedersulz, ein
Bauerndorf, in dem diese alten Kulturpflanzen einen wiirdigen Platz
gefunden haben. Im Waldviertel befinden sich die Bdume auf mehreren
Standorten, u .a. auf einem Acker der landwirtschaftlichen Fachschule
Ottenschlag auf 800 m Seehdhe.

Der Sortengarten bietet

Jungbdumchen mit Sortenraritéiten an, die in unserer biologisch gefiihrten
Baumschule gezogen werden. Es war von Anfang an ein Konzept unseres
Erhaltungsprojektes Bdume zum Verkauf anzubieten, damit die Vielfalt an
Sorten wieder in den Gdrten und der Flur angesiedelt wird. Jedes Jahr wird
ein anderes Sortiment angeboten, um so im Lauf der Jahre die hunderten von
Sorten wieder zu verbreiten, wozu Hobbygcdirtner, Landwirte und
Jagdbetriebe beitragen.”

2.4.7 Streuobstbau - Streuobstwiesen
Alte Kirschsorten kommen vor allem im Streuobstbau vor.

Unter Streuobstbau im engeren Sinn versteht man hochstammige Obstbaume (mit
einem Kronenansatz in ca. 1,80m Hohe) auf Wiesen. Das sind die klassischen
Streuobstwiesen, daneben gibt es viele andere Formen: Obstbaume in Weingarten
und auf Ackerflachen, markante Grenzbdaume und Einzelbdaume, Obstbdaume am
StralRen- oder Ortsrand, und schlieRlich Obstalleen. Diese groBkronigen Obstbaume
werden extensiv gepflegt, d.h. ohne Einsatz von Kunstdingern und ohne chemische
Pflanzenschutzmittel. Typisch fir die Streuobstwiesen ist aullerdem, dass oft viele
verschiedene Obstarten bzw. Obstsorten nebeneinander vorkommen, sowie auch
Baume aller Altersstufen®.

Zu den interessantesten Kulturlandschaften Mitteleuropas zahlen Gebiete, die vom
Streuobstbau gepragt sind. Dazu gehéren neben den Marillenbdaumen in der
Wachau und den Birnbdaumen im Mostviertel, auch die Kirschalleen im Weinviertel,
die besonders im Friihling mit den schénen Bliten auffallen.

? http://www.arge-streuobst.at/?page id=37 [Stand: Mai 2011]
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Streuobstwiesen haben eine groRe Bedeutung fiir die Landschaftsgestaltung und
den Erosionsschutz und als Erholungsraum®.

2.4.7.1 Biodiversitdt

Die heute noch bestehende Vielfalt an Obstsorten steht in engem Zusammenhang
mit dem Streuobstbau. Die grofle Sortenvielfalt findet sich nur bei dieser
traditionellen Kulturform.

Nach Schitzungen gibt es ca. 3000 Obstsorten in den Streuobstgédrten Osterreichs.
Jedoch sind viele dieser Sorten heute in Gefahr verloren zu gehen. Vor 150 Jahren
erreichte die Sortenvielfalt ihren H6hepunkt, seither ist eine Reduzierung der
Sorten zu bemerken.

,Die Erhaltung von Kulturpflanzen ist eine regionale Verantwortung und braucht
regionale Erhaltungsstrategien.” Die alten Sorten sind akut gefahrdet. Griinde dafur
sind die Uberalterung der Baumbestinde, das Auflassen alter Streuobstwiesen und
Krankheiten wie der Feuerbrand.

Die alten Obstsorten besitzen wertvolle genetische Eigenschaften, die eine groRere
Widerstandsfahigkeit gegenliber klimatischen Einflissen und Resistenzen
gegenilber Krankheiten und Schadlingen bewirken. Auch fir die Ziichtung sind alte
Sorten immer mehr von Bedeutung’.

2.4.7.2 Einzigartiger Lebensraum

Streuobstbestiande sind von Menschen geschaffene Lebensraume, zeigen aber
Ahnlichkeiten mit den natiirlichen Landschaften der Auen und den Waldrindern,
den flieBenden Ubergidngen vom Wald zur freien Fliche.

Streuobstwiesen kénnen aufgrund der vielen verschiedenen 6kologischen Biotope
eine hohe Artenvielfalt aufweisen. Die Biotope ergeben sich durch die Verbindung
von Grinland und Baumbestand, sowie durch die zusatzlich eingegliederten
Strukturen von Hecken, Steinhaufen, Boschungen und Wasserlaufen. Aulerdem
kénnen Baumreihen Korridore schaffen, die von einander getrennte Grinflachen
verbinden.

* http://www.oekokreis.org/dokumente/Produktkatalog.pdf [Stand: Mai 2011]]

> http://www.arge-streuobst.at/?page id=37 [Stand: Mai 2011]
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Durch die extensive Bewirtschaftung kommen viele Pflanzenarten (Krauter) und
dadurch auch viele Tierarten vor. An die 20.000 Insektenarten leben in einem alten
Obstbaum mit Totholz, darunter 1000 verschiedene Spinnenarten. Dieses gute
Nahrungsangebot und die Nistmoglichkeiten in Hohlen sind Griinde dafiir, dass hier
viel mehr Brutvogelarten vorkommen als in intensiv genutzten Obstanlagen. Einige
Spechtarten wie Wendehals und Griinspecht, aber auch der Wiedehopf suchen ihre
Nahrung am Boden unter den Baumen.

Seltene oder sogar bedrohte Kleinsdugetiere (Siebenschlafer, Spitzmaus, Wiesel,
Fledermaus, lltis, Igel) kommen in Streuobstwiesen ebenso vor wie Bodenbriter
(Baumpieper, Rebhuhn, und Braunkehlchen)®.

In Zusammenhang mit den Kirschbdaumen ist das seltene GroBRe (Wiener
Nachtpfauenauge) zu nennen. Obstbdaume sind auch als Futterquelle fir
Schmetterlingsraupen wichtig und die Raupe des GroRRen Nachtpfauenauges lebt
bevorzugt auf Kirschbaumen.

Seltene oder gefahrdete Pflanzen, z.B. einige Orchideenarten kommen in den
Wiesen unter den Obstbdumen vor’.

2.4.7.3 Gefidhrdung von Streuobstwiesen

Vor dem 2. Weltkrieg stellte der Streuobstbau mit dem Verkauf von Obst und
Obstprodukten eine bauerliche Einnahmequelle dar. Die Ausbreitung der
Intensivobstanlagen, der groBe Import von Frichten aus dem Ausland fiihrte zu
einem Einbruch im Absatz der heimischen Bauern. Die zunehmende
Mechanisierung der Landwirtschaft, sowie die Pramien zur Rodung von
Obstbaumen in den 60er Jahren fuhrten zu einem deutlichen Rickgang dieser
Okologisch wichtigen Kulturlandschaft.

»Streuobstbesténde sind vom Menschen geschaffen, ihr Weiterbestand ist nur

gesichert, wenn sie bewirtschaftet und gepflegt werden. Sinnvoller Naturschutz

kann nicht durch unter Schutz stellen, sondern nur durch Nutzung stattfinden”®.

® http://www.oekokreis.org/dokumente/Produktkatalog.pdf [Stand: Mai 2011]]

’ http://www.arge-streuobst.at/?page id=37 [Stand: Mai 2011]

® http://www.oekokreis.org/dokumente/Produktkatalog.pdf [Stand: Mai 2011]]
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2.4.8 Alte Kirschsorten - Morphologische Beschreibung

In den Sortenbestimmungsbiichern von DUHAN [1959] und FALCH et al. [1963] sind
9 von den 28 in dieser Arbeit vorkommenden Kirschsorten untersucht worden.
Erganzend zu den Sortenbestimmungsbichern wurde BERNKOPF et al. [1999]
herangezogen. Uber die restlichen Kirschensorten konnte keine Literatur gefunden
werden. Da die Kirschen in tiefgefrorenem Zustand vorlagen, war eine genaue
morphologische Beschreibung nicht moglich.

In dem Vorwort von DUHAN [1959] wird die Methodik der Sortenbestimmung
beschrieben:

»,Von 1941 bis 1944 und von 1946 bis jetzt war ich alljghrlich bestrebt, von
den fiir den inldndischen Erwerbsobstbau wertvollen, bzw. aussichtsreich
erscheinenden Sorten aus verschiedenen Anbaugebieten und Betriebsformen,
jeweils der Gesamternte nur gepflegter Biume entsprechende, nach
Mafigabe der Moglichkeit aus mindestens 50 Stiick bestehende
Friichteproben selbst zu ernten oder auszuwdhlen, an der Hochschule fiir
Bodenkultur unter Versuchsbedingungen zu lagern und hinsichtlich vieler,
durch exakte MefSmethoden erfassbarer Eigenschaften zu untersuchen. Den
hier veréffentlichten Beschreibungen und Lagerungsergebnissen liegen je
Sorte meist etwa 20 solche Friichteproben verschiedener Standorte und
Jahrgénge zugrunde.”

2.4.8.1 Prinzessinkirsche

Gemeint ist damit die ,,GroBe Prinzessinkirsche”, die Beifligung ,,GroRe” wird oft
weggelassen, da keine andere Prinzessinkirsche haufig vorkommt. Der Okokreis
Waldviertel gab jedoch den Auftrag neben der ,,Grol3en Prinzessinkirsche” auch die
LAhnlich GroBe Prinzessinkirsche” und die ,Dunkle Prinzessinkirsche” zu
untersuchen.

Die franzosische Bezeichnung ,Bigarreau Napoleon”, kommt auch in vielen
anderen Landern vor; ein haufiges Synonym ist ebenso die ,Lauermann’s
Knorpelkirsche”.

Die Sorte ist eine bunte Knorpelkirsche mittlerer Reifezeit. Sehr weit verbreitete,
alte Sorte unbekannter Herkunft.

Reifezeit: in der 4. Kirschwoche

FruchtgroBe: mittel bis grof, mittleres 10 Stiick Gewicht im Durchschnitt 49 g
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»Haut: stark glanzend, glatt. Bei schwach besonnten Friichten tritt stellenweise die
gelbe Grundfarbe rein hervor; groRtenteils sehr mannigfaltig orange, ziegel- bis
leuchtendrot angehaucht, verwaschen gefleckt und stellenweise auch deckfarbig;
teilweise tupfig, strichelig oder sprenkelig gezeichnet” [DUHAN, 1959].

Die Form ist stielbauchig bis gerundet, breit kegelstumpf oder kurz herzférmig.
Naht meist flachliegend, nur selten starker gerétet. Querprofil fast kreisférmig.
Stiel mittellang, ca. 4 cm, dick.

Das Fruchtfleisch ist hellgelb, auch bei dulierlicher Rotung hat es einen farblosen
Saft.

Es ist besonders fest, s und gleichzeitig angenehm sauer. Die Prinzessinkirsche ist
die sauerste aller StiBkirschenarten, mit einem pH-Wert von 3,7 Aroma wiirzig.

Steine sind groR, dick und rundlich. 10 Stiick Gewicht 4 g.

Die Prinzessinkirsche hat eine gute Qualitat, die Lager und Transportfahigkeit ist
besonders gut.

Baum: starker, hangender Wuchs, kalteresistent
Befruchtung: mittlere Blitezeit, selbststeril

Um 1955 war sie eine Hauptsorte des intensiveren Erwerbsobstbaues. Auch fir
Konservenobst angebaut [DUHAN, 1959].

2.4.8.2 Grofde schwarze Knorpelkirsche
Sehr alte, weit verbreitete Population schwarzer Knorpelkirschen franzésischer
Herkunft

Reifezeit: 5. Kirschenwoche

FruchtgrofRe: mittel bis grof$

Haut: stark glanzend, glatt, einheitlich schwarzrot
Stiel: kurz, 3 cm, dick und griin

Stielgrube: mitteltief bis tief, mittelweit; Rand nahtseitig eingedellt [BERNKOPF, S.
et al., 1999]
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Fleisch: gleichmaRig schwarzrot, festfleischig

Geschmack: wenig sl und maRig sauerlich

Steine: klein, rundlich mit einem 10 Stiick Gewichtvon 3 g
Baum: grol3, oft breitkronig, widerstandsfahig
Befruchtung: mittlere Bliitezeit, selbststeril (Typ Diemitz)

[DUHAN, 1959]

2.4.8.3 Schneiders spdte Knorpelkirsche
Sehr spatreife, bunte bis schwarze Knorpelkirsche ostdeutscher Herkunft.

FruchtgrofRe: sehr groR, mit einem 10 Stick Gewicht von 80 g
Reifezeit: in der 5. bis 6. Kirschenwoche

Haut: Uberwiegend glatt und glanzend, fest und widerstandsfahig, kirsch- bis
dunkelrot

Gestalt: stark abgerundet herzférmig
Stiel: sehr lang, 5cm und langer, diinn und griin

Fleisch: meist hellrot mit intensiver heller Aderung, Saft kaum farbend, Fleisch sehr
fest

Geschmack: mittelmalSig stR, sauerlich und wenig wirzig
Transport und Lagerfahigkeit: auRerordentlich gut, wegen des festen Fleisches

Baum: sehr starkwichsig, Krone hochpyramidal, aufrecht, widerstandsfahig, auch
in freien Hohenlagen vorkommend

Befruchtungsverhaltnisse: mittlere Blitezeit, selbststeril

[DUHAN, 1959]
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2.4.8.4 Koroser Weichsel
Dunkle Strauchweichsel ungarischer Herkunft.

Reifezeit: in der 4. und 5. Kirschenwoche

FruchtgroBe: mittelgrol3, 10 Stiick Gewicht42 g

Haut: gleichmalig dunkel bis schwarzlich rot, glatt und punktiert, glanzend
Fleisch: dunkelrot mit hellerer Aderung, Saft stark farbend

Geschmack: verhaltnismaRig sul, silleste von den Sauerkirschen

Qualitat: besser, als die von anderen Sauerkirschen

Transport und Lagerfahigkeit: mittelmaRig

Stein: grol3, breit und dick

Baum: mittelstarker Wuchs, ziemlich aufrecht, pyramidale bis kugelférmige Krone,
bevorzugt trockene Standorte (pannonisches Klima)

Befruchtungsverhaltnisse: mittlere Bliitezeit, selbststeril

[DUHAN,1959]

2.4.8.5 Schattenmorelle
(andere Bezeichnungen: groRRe lange Lotkirsche, Griotte du Nord)

Reifezeit: Ende der 6. Kirschwoche und spater
FruchtgroRe: klein bis mittelgroR, 10 Stiick Gewicht 36 g

Haut: punktiert, mehr oder weniger glatt, kaum glanzend, dunkelrot, braunrot
gefarbt

Gestalt: rundlich bis schwach langlichoval, schwach stielbauchig
Fleisch: dunkelrot, Saft stark farbend
Geschmack: sehr sauer und gleichzeitig relativ suf}

Steine: grol3, zugespitzt langoval (viel Proteine im Kern!)
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Qualitat: gut geeignet fiir Herstellung von Saft, Marmelade und Kompott

[DUHAN, 1959]

2.4.8.6 Kassins Friihe
Frihreife, schwarze Herzkirsche, die um 1860 von Wilhelm Ludwig Kassin in
Werder an der Havel entdeckt und von dort weiter verbreitet wurde.

Reifezeit: in der 2. Kirschenwoche

FruchtgrofRe: mittel bis grof$, 10 Stick Gewicht von 50 g

Haut: glatt, glanzend, diinn, im reifen Zustand schwarzrot, hell punktiert
Form: abgestumpft herzférmig, sehr breit

Fleisch: mittelfest, saftig, purpurrot mit farbendem Saft

Geschmack: maliig suR, leicht sdauerlich

Stein: rundlich, leicht oval

Baum: mittelstark bis stark wachsend, die Kronen sind licht, aufstrebend und
breitkugelig.

Relativ geringe Frostresistenz des Holzes. Diese Sorte braucht um gut zu gedeihen
mehr warmere und leichtere, sandige Boden mit guter Nahrstoff- und
Wasserversorgung. Sie ist sehr empfindlich gegentiber nassen, schweren Boden.

Befruchtungsverhaltnisse: selbststeril, daher auf Fremdbefruchtung angewiesen.
Alle SuRkirschen sind selbststeril.

[FALCH et al., 1963]
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2.4.8.7 Kritzendorfer Einsiedekirsche
(wird auch nur Kritzendorfer Kirsche genannt)

Schwarze Herz-Knorpelkirsche mittlerer Reifezeit

Herkunft: Kritzendorf in Niederosterreich, aus dem Gut des Flrst Liechtenstein um
1820. Sie wurde dort in einer Versuchsanlage einer Ackerbauschule vermehrt und
verbreitet.

Reifezeit: in der 4. bis 5. Kirschenwoche

FruchtgrofBe: grol3, Zehnstlickgewicht 57g

Haut: stark glanzend, glatt und fein, dunkelschwarzrot

Form: breit abgestumpft herzférmig

Fleisch: gleichmiRig schwarzrot mit diinner heller Aderung, Saft stark farbend
Geschmack: sehr gehaltvoll und suR, gleichzeitig angenehm sauerlich und wirzig
Stein: spitzoval, Zehnstiickgewicht von 4 g

Baum: starker Wuchs, breitkronig. Bevorzugt tiefgriindige und nicht zu trockene
Boden, wie sie in den niederdsterreichischen Hiigellagen vorkommen.

Befruchtungsverhaltnisse: selbststeril

[FALCH et al., 1963]

2.4.8.8 Grofie Germersdorfer
Mittelspate, bunte Knorpelkirsche

Herkunft: Ein Zufallssamling, der im 19. Jh. in Germersdorf bei Guben aufgefunden
wurde und wegen seiner guten Qualitat sehr bald innerhalb des deutschsprachigen
Raums und dariber hinaus verbreitet wurde.

Reifezeit: in der 4. und 5. Kirschenwoche
FruchtgrofBe: grof3, im Schnitt betragt 10 Stlickgewicht 68 g.

Haut: glatt, dick und glanzend
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Farbe: leuchtend kirschrot mit helleren Punkten und Flecken Uber die gesamte
Kirsche verteilt

Form: herzformig, wird nach unten hin schmaler, mit einer stumpfen Spitze
Fleisch: mittelrot, eher fest. Saft farbt schwach bis mittelstark.

Geschmack: sehr siifd und erfrischend sauer

Stein: langlichoval

Qualitat: sehr edle Tafelfrucht mit guter Transport- und Lagerfahigkeit

Baum und Standort: stark aufrechter Wuchs, hochpyramidal. Vorkommen auf
leichteren Béden mit genligend Feuchtigkeit und guter Nahrstoffversorgung. Auf
schweren, zu nassen, kithlen Boden besteht Gummiflussgefahr. Eine windige, leicht
zugige Lage verhindert das Aufplatzen der Kirschen aufgrund zu viel Feuchtigkeit
und das Auftreten von Schrotschusskrankheit.

Befruchtungsverhaltnisse: Blitezeit spat, selbststeril

[FALCH et al., 1963]

2.4.8.9 Ostheimer Weichsel
Mittelfrihe dunkle Weichsel

Herkunft: Sie wurde vermutlich Anfang des 18 Jh. von Spanien nach Deutschland
gebracht, und hat sich dort im Gebiet von Ostheim/Rhon stark verbreitet.

Reifezeit: in der 3. bis 4. Kirschenwoche

FruchtgrofRe: mittelgrol3, 10 Stiickgewicht 40g

Haut: zart, diinn, mattglanzend, glatt, im reifen Zustand dunkelbraunrot

Form: leicht flachgedrickt, am Stempelpunkt und am Stiel abgeplattet

Stiel: griin, lang und mittelstark, 42 mm lang

Fleisch: dunkelrot mit heller Aderung, weiches Fleisch, Saft firbend, sehr saftig

Geschmack: mittel st und ziemlich sauer, mit einem besonders guten
Weichselaroma

Stein: klein, die rundliche Form ist an den Enden scharf zugespitzt.
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Qualitat: gut. Sie ist eine geschatzte und daher um 1960 weit verbreitete
Sauerkirsche.

Transport und Lagerfahigkeit: schlecht

Baum: Wuchs schwach bis kraftig. Widerstandsfahig, gedeiht auch auf
nahrstoffairmeren, seichten Béden, wenn gediingt wird, und in Hohenlagen. Die
Frostwiderstandsfahigkeit des Holzes ist gut, die Blite ist allerdings gegen
Spatfroste empfindlich.

Befruchtungsverhaltnisse: mittelfrihe Blitezeit, selbststeril

[FALCH et al., 1963]

Alle Kirschbaume sind Kirschen-Samlinge, vier Kirschsorten haben jedoch eine
Unterlage. Dies sind die Sorten Konigliche Amarelle (K24), Kritzendorfer Kirsche
(K26), Dunkle Prinzessinkirsche (K38). Sie wachsen auf der Unterlage ,Tabel
Edabriz“, die schwacher im Wuchs ist. Die Koniggratzer Kirsche (K22) hat die
Unterlage ,Colt”.
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3 Ergebnisse

Die Kerne der Kirschen wurden untersucht, da sie mehr Proteine enthalten, als das
Fruchtfleisch. Im Kern ist der Gehalt an Proteinen konstant, im Fruchtfleisch kann
der Proteingehalt oder Enzymgehalt aufgrund der verschiedenen zeitlichen
Verhaltnisse, zu denen die Kirschen geerntet worden waren, sowie der
unterschiedlichen klimatischen Verhadltnisse im Anbaugebiet auch innerhalb einer
Sorte sehr schwanken. Daher sind fir die Sortenbestimmung die Kerne besser
geeignet (siehe Material und Methodik).

Um die am besten geeignete Proteinkonzentration festzustellen, wurden
Verdlinnungsreihen durchgefihrt. Die besten Ergebnisse zeigten 100 mg
Proteinextrakt gel6st in 800 pl Extraktionspuffer, d.h. 0,1g Kern auf 800 ul
Extraktionspuffer (siehe Material und Methoden).

Sehr gute Ergebnisse ergab die Untersuchung der Proteine in Ethanol geldst. Dabei
|6sten sich in Ethanol weniger Proteine als in Wasser, und die einzelnen Banden
waren scharfer voneinander abgegrenzt. Da es mit der Untersuchung der Proteine
allein nicht moglich war alle Sorten voneinander zu unterscheiden, wurden noch
zusatzlich die Enzyme elektrophoretisch untersucht. Die Enzyme sollen aber nur an
zweiter Stelle dazu gezogen werden, da sie starker den Umweltfaktoren
unterliegen und daher nicht so konstante Bandenmuster fiir die jeweilige Sorte
liefern, wie die Proteine. Es stand allerdings nur mehr wenig Probenmaterial zur
Verfligung, um weitere Untersuchungen der Enzyme durchfiihren zu kénnen. Auch
war zur Zeit der Enzymuntersuchungen das Probenmaterial schon einige Monate
alt und lange tiefgefroren.

Im Folgenden werden Gruppen von Kirschen zusammengefasst, deren Protein- und
Enzymbanden auffallende Ahnlichkeiten aufweisen, sich aber dennoch voneinander
unterscheiden.

Betrachtet wird nur der anodische Teil, da sich die Bandenmuster hier meistens
unterscheiden. Auf den kathodischen Teil wird nur riickgegriffen, wenn sich darin
Unterschiede ergeben.
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3.1 Kassins Friihe und Sulzer FriithKirsche
Reifezeit: Die beiden friihen Kirschsorten wurden in der 24. Woche, d.h. in der Zeit
vom 14.6. bis zum 20.6. geerntet.

Standort: Die Kassins Friithe (K21) steht auf einem freien, luftigen Standort in einer
Allee oberhalb des Museumsdorfes. Die Sulzer Friihkirsche (K58) steht im
Museumsdorf, wo es feucht und kihl ist.

Die beiden Sorten Kassins Frithe (K21) und Sulzer Friihkirsche (K58) zeigen ein
dhnliches Bandenmuster bei den in Wasser geldsten Proteinen. lhre Proteinbanden
liegen alle im anodischen Bereich in der unteren Gelhadlfte in Richtung Anode.
Knapp unterhalb der Gelmitte befindet sich ein diffus gefarbter Bereich, gefolgt von
einer sehr scharf abgegrenzten Bande. Daran anschliefend ist ein stark gefarbter
Block zu erkennen, der aus einigen eng aneinander liegenden Banden besteht. Am
nachsten zur Anode sind zwei diinne markante Banden sichtbar ( siehe Abbildung
2).

Die beiden Kirschsorten dhneln sich auch, wenn man die Bandenmuster, der in
Ethanol gelosten Proteine betrachtet. Jedoch hat die Kassins Frihe (K21) (siehe
Abbildung 14) im oberen Bereich zwei starker gefarbte, dickere Banden, als die
Sulzer Fruhkirsche (K58, Abbildung 13).

Farbung der Peroxydasen: Dabei sind bei beiden Sorten Kassins Friihe (K21) und
Sulzer Fruhkirsche (K58) fast keine Banden sichtbar. Nur eine schwach gefarbte
Bande nahe bei der Anode ist bei der Sorte K58 zu sehen (Abbildung 15).

Farbung der Esterasen: Auch dabei sind im Vergleich zu vielen anderen Kirschen
wenige Banden zu sehen (Abbildungen 17,18). Die Bandenmuster der beiden
Frihkirschen unterscheiden sich auch hinsichtlich der Esterasebanden nicht. Sie
haben mehrere Banden im anodischen Bereich, nahe bei der Anode eine starkere.
Zwei Banden treten im kathodischen Bereich auf (Abbildung 18).
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3.2 Grofde Germersdorfer (K15) und Schneiders Spate Knorpelkirsche
(K45a und K45c)

Reifezeit: Die GroRe Germersdorfer (K15) und die Schneiders Spate Knorpelkirsche

(K45a) wurden am 21. Juni gepfliickt, die Schneiders spate Knorpelkirsche (K45c)

am 29. Juni.

Standort: Alle drei Kirschsorten standen in der Allee.

Die Grofte Germersdorfer (K15) und die Schneiders Spate Knorpelkirsche (K45a und
K45c) haben ein dhnliches Proteinbandenmuster (Abbildungen 2 und 4). Sie haben
im oberen anodischen Bereich diffuse Banden und dann drei scharf abgegrenzte
starke Banden, wobei der Abstand zwischen den beiden unteren Banden groRer ist.
Darauf folgen noch weitere 4 Banden, die jedoch weniger stark gefarbt sind.

Alle Proteinbanden liegen im anodischen Bereich. Die Proteine, die andere
Kirschsorten im kathodischen Bereich eingewandert haben, fehlen hier.

Peroxidasen:
Es war zu dem Zeitpunkt der Untersuchungen kein brauchbares Probenmaterial
mehr vorhanden.

Esterasen:

Mithilfe der Esterasen (siehe Abbildung 18) kann die Sorte GroRe Germersdorfer
(K15) von der Schneiders Spate Knorpelkirsche (K45a und K45c) unterschieden
werden. Die GroBe Germersdorfer (K15) hat bei der Kathode zwei Banden und
einen diffusen Bereich in der Mitte des Gels. Die Schneiders Spate Knorpelkirsche
(K45a und K45c) hat eine Bande im mittleren Bereich, die der Sorte (K15)
vollkommen fehlt. An die Bande anschlielfend hat sie noch weitere 5 Banden weiter
im anodischen Bereich eingewandert.

3.3 Prinzessinkirsche (K36a und K36b) und spite bunte Knorpelkirsche
(K49)

Reifezeit: Die Prinzessinkirschen (K36a und K36b) und die spate bunte

Knorpelkirsche (K49) wurden am 29. Juni geerntet.

Standort: Kirschenallee
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Proteine in Wasser gel6st: Auffallend bei beiden Sorten sind die 4 Banden in der
Mitte des Gels, die von allen Banden am nachsten zu der Kathode liegen. Darunter
befindet sich ein gut gefarbter Block, daran angrenzend zwei scharfe, schmale und
stark gefarbte Banden. Darunter drei sehr diinne Banden, gefolgt von einem stark
gefarbten Bereich, bestehend aus drei dicken Banden. Nach einem gréReren
Abstand sind noch 3 Banden zu sehen. Die letzte folgt nach einem wieder grofSeren
Abstand (Abbildungen 5, 10).

Peroxidasen:

Bei den Peroxidasen konnen die beiden Sorten gut voneinander unterschieden
werden. Eine Probe der Sorte K36b hat nur eine Bande nahe bei der Anode. Die
andere Probe der Sorte hingegen hat weiter oben auch drei Banden, die allerdings
noch naher bei der Kathode liegen, als die der Sorte K49 (Abbildungen 15, 16).

Esterasen:

Leider konnte mit der spaten bunten Knorpelkirsche (K49) keine Untersuchung
mehr durchgefihrt werden, da kein Material mehr vorhanden war. Die
Prinzessinkirsche (K36b) ist in Abbildung 17 dargestellt.

3.4 Konigliche Amarelle (K24 und K23) und Schattenmorelle (K41)
Reifezeit: Die Konigliche Amarelle (K24) wurde in der 24. Woche gepfliickt. Die
Schattenmorelle (K41) und die Konigliche Amarelle (K23) wurden am 3. Juli
gepflickt.

Standort: Die Konigliche Amarelle (K24) steht in der Kirschenallee. Die
Schattenmorelle (K41) sowie die Konigliche Amarelle (K23) stehen im
Museumsdorf.

Diese Kirschsorten haben bei den in Wasser gelosten Proteinen ein dhnliches
Bandenmuster. Nach oben hin zur Kathode befindet sich ein groRer, diffus
gefarbter Bereich. Daran folgt ein stark gefarbter Bereich mit 5 aneinander
anliegenden Banden. Nach einem deutlichen Abstand ist eine weitere starke und
scharf abgegrenzte Bande sichtbar. Nach einem weiteren Abstand folgen 4 weitere,
gut sichtbare Banden, die am nachsten zur Anode liegen. Bei der Kirschsorte
Konigliche Amarelle (K24, siehe Abbildungen 1,9) ist die zweite Bande (von unten
gezahlt) starker ausgebildet als bei der Schattenmorelle (K41), siehe dazu
Abbildung 5. Bei der Schattenmorelle (K41) ist die unterste Bande am starksten
ausgebildet. Die Konigliche Amarelle (K23) ist auch auf Abbildung 5 zu sehen.

Peroxidasen:
Mit Hilfe der Bandenmuster der Peroxydasen lasst sich die Schattenmorelle (K41)
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von der Koniglichen Amarelle (K24) unterscheiden. Die Konigliche Amarelle (K24,
Abbildung 15) hat eine sehr stark gefarbte Bande im anodischen Bereich nahe bei
der Anode und eine Bande sehr nahe bei der Kathode.

Die Kirschsorte Schattenmorelle (K41, Abbildung 16) hat jedoch keine Bande bei
der Kathode, aber im anodischen Bereich zwei deutlich abgegrenzte Banden und
darunter einen diffus gefarbten Bereich.

Esterasen:

Auch dabei kann man die beiden Sorten K24 und K41 voneinander unterscheiden.
Die Sorte Schattenmorelle (K41) zeigt besonders viele, sehr starke Banden
(Abbildung 17). Jedoch die Sorte Konigliche Amarelle (K24) hat eine Bande nahe bei
der Kathode und eine Bande etwas unterhalb der Probenauftragsstelle (Abbildung
18). Ein Grund fiir diese unterschiedlichen Esterase-Muster kdnnte sein, dass einige
Kirschen der Sorte Konigliche Amarelle (K24) in keinem guten Zustand waren.

3.5 Die Ostheimer Weichsel (K33), die Eibesthaler Weichsel (K6a) und
die Koroser Weichsel (K25)

Reifezeit: Die Ostheimer Weichsel (K33) und die Eibesthaler Weichsel (K6a) wurden

am 21.6. geerntet. Die Koroser Weichsel (K25) wurde am 29. Juni gepflickt.

Standort: Die Koroser Weichsel steht im Museumsdorf, wo es feucht und kihl ist.
Die Eibesthaler Weichsel (K6a) und die Ostheimer Weichsel (K33) stehen in der
Kirschenallee.

Proteine in Wasser gelost: Die Eibesthaler Weichsel (K6a, siehe Abbildungen 4 und
8) und die Ostheimer Weichsel (K33, Abbildungen 3 und 5) zeigen ein dhnliches
Proteinbandenmuster, der in Wasser geldsten Proteine. Sie haben im mittleren
Bereich einen grollen gefarbten Bereich, daran anschlieBend eine abgegrenzte
Bande. Danach folgt wieder ein grolRer, stark gefarbter Bereich mit vielen Banden
eng aneinander liegend. Darunter ist eine Bande gut sichtbar und nach einem
weiteren Abstand folgen 4 Banden.

Proteine in Ethanol gelost: Bei den in Ethanol gel6sten Proteinen der Sorten
Eibesthaler und Ostheimer Weichsel sind die beiden untersten Banden am
nachsten zur Anode liegend auffallend markant und stark gefarbt. Die Eibesthaler
Weichsel (K6a, Abbildung 13) und die Ostheimer Weichsel (K33, Abbildung 14)
haben nach oben hin noch weitere 3 gut sichtbare Banden. Das Probenmaterial der
Sorte Koroser Weichsel (K25) war wahrscheinlich zu schlecht, es konnte kein
Ergebnis erreicht werden, keine Bande war zu sehen.
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Peroxidasen:

Die Peroxidase-Bandenmuster der Sorten Ostheimer Weichsel (K33) und Kordser
Weichsel (K25) zeigen ein sehr ahnliches, jedoch nicht vollkommen identisches
Bandenmuster der Peroxidasen (Abbildung 15). Beide Sorten haben eine Bande, die
weit in den kathodischen Bereich eingewandert ist. Unterhalb der Gelmitte hat die
Ostheimer Weichsel (K33) eine Bande, die der Kéroser Weichsel (K25) fehlt.

Darunter befindet sich bei beiden Sorten eine Bande. Nach einem groRen Abstand
haben beide Sorten eine schmale Bande gefolgt von einer sehr kraftigen, dicken
Bande ganz nahe bei der Anode.

Esterasen:

Bei den Esterasebanden dhneln sich die Muster der Kéroser Weichsel (K25) und der
Ostheimer Weichsel (K33), wobei die Banden der Ostheimer Weichsel kraftiger
ausgebildet sind (Abbildungen 17 und 18). Der Sorte Eibesthaler Weichsel (K6a)
fehlt im mittleren Bandenblock die 4. Bande (von oben gezahlt). Auch fehlt der
Eibesthaler Weichsel die Bande unterhalb der Auftragsstelle, die bei den anderen
Weichseln vorkommt (Abbildung 18).

3.6 Die Lokalsorte und eine unbekannte Sorte (K61)
Reifezeit: die Lokalsorte und die unbekannte Sorte (K61) wurden am 29. Juni
geerntet.

Standort: die Lokalsorte steht im Museumsdorf und die Sorte (K61) in der
Kirschenallee.

Proteine in Wasser geldst: Die beiden Kirschsorten haben unterhalb der Mitte des
Gels einen stark gefarbten Bereich, der sich aus vielen Banden zusammensetzt
(Abbildungen 4 und 8). Danach folgt ein weniger stark gefarbter Bereich und dann
wiederum ein sehr intensiv gefarbter, groBer Block. Nach einem sehr kleinen
Abstand folgen weitere 5 Banden, die jeweils einen kleinen Abstand voneinander
haben.

Proteine in Ethanol gel6st: Hier zeigen beide Sorten nur sehr wenig und schwach
konzentrierte Banden (Abbildung 14). Die unbekannte Sorte (K61) hat eine stark
gefarbte Bande in Richtung zur Anode und eine deutliche Bande nahe zur Kathode.
Die Lokalsorte hat die Bande bei der Anode nur sehr schwach ausgebildet. Die
unbekannte Sorte (K61) hat liber der einen markanten Bande noch 5 weitere, sehr
schwache Banden, die bei der Lokalsorte nicht vorhanden sind.
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Esterasen:

Bei den Esterase-Bandenmustern sieht man bei beiden Sorten groRe Ahnlichkeit.
Beide Sorten haben im Bereich der Kathode zwei kraftige Banden. Unterhalb der
Auftragsstelle befindet sich eine Bande. Nach einem grof3en Abstand fallt eine sehr
stark gefarbte, dicke Bande auf. Darunter folgen noch 4 weitere Banden. In einem
groBeren Abstand zueinander stehen noch zwei weitere Banden, die am nachsten
zu der Anode liegen. Sorte K61, siehe Abbildung 17, Lokalsorte, siehe Abbildung 18.

Peroxidasen:

Leider konnte mit der Lokalsorte kein Ergebnis mehr erreicht werden, das
Probenmaterial war zu schlecht. Das ist wahrscheinlich auch der Grund, dass bei
den in Ethanol gel6sten Proteinen nur eine Bande sichtbar ist, wohingegen bei der
unbekannten Sorte K61 bei einer Probe mehrere Banden sichtbar sind (Abbildung
16).

3.7 Dunkle Prinzessinkirsche (K38)
Reifezeit: 21.Juni

Standort: Kirschenallee

Proteine in Wasser gelost: Die Kirschen der Sorte Dunkle Prinzessinkirsche (K38)
waren zum Teil in keinem guten Zustand, daher waren bei einigen Untersuchungen
nur wenig schwache Banden zu sehen.

Die Sorte hat bei der Anode 4 Banden in gleichem Abstand voneinander entfernt
und dariiber einen starker gefarbten Block (Abbildungen 5 und 8).

Proteine in Ethanol gelGst: Dabei hat die Dunkle Prinzessinkirsche auffallend viele
Banden und dhnelt der Vogelkirsche, jedoch fehlt ihr eine Bande in der Mitte des
Gels, die bei der Vogelkirsche stark ausgebildet ist (Abbildungen13 und 14).

Esterasen:
Bei den Esterasen ist in der Mitte ein diffus gefarbter Block auffallend, daran
schliefen 2 Banden an (Abbildung 15).

Peroxidasen:
Nur eine Bande in der Nahe der Anode ist sichtbar. Auffallend sind zwei Banden im
Bereich der Kathode (Abbildung 16).

3.8 Die Vogelkirsche
Reifezeit: Die Vogelkirsche wurde am 21.6. geerntet.
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Standort: Sie steht in dem Museumsdorf, wo es feucht und kiihl ist.

Die Vogelkirsche unterscheidet sich gut von den anderen Kirschsorten und ist eine
Wildform der Sufkirsche.

Proteine in Ethanol gelost: Hier hat die Vogelkirsche eine besonders
charakteristische Bande in der Mitte des Gels, die in den anodischen Bereich am
wenigsten weit eingewandert ist (Abbildung 13). Diese Bande fehlt bei allen
anderen Kirschsorten. Darunter folgen 8 Banden in einem grofBeren Abstand
voneinander, gefolgt von vielen Banden, die nahe beieinander liegen. Sehr markant
ist auch die 4. Bande von unten.

Esterasen:

Die Esterasebanden sind nur sehr schwach vorhanden (Abbildungen 17, 18). Im
mittleren Bereich sind 3 Banden zu sehen. Nahe bei der Kathode liegen 2 kraftige
Banden und nahe bei der Anode sind 2 Banden vorhanden.

Peroxidasen:

Auch dabei unterscheidet sich die Vogelkirsche von den anderen Sorten. Sie hat
drei Peroxidase-Banden, wobei die mittlere Bande aus mehreren Banden, die eng
aneinander liegen, besteht (Abbildungen 15, 16).

3.9 Die Sorten Schneebergkirsche (K44) und Ahnlich Grofde
Prinzessinkirsche (K56)

Reifezeit: Die Sorte Schneebergkirsche (K44) und die Sorte Ahnlich GroRe

Prinzessinkirsche (K56) wurden beide am 29. Juni gepfliickt.

Standort: Beide Kirschbdaume stehen in der Kirschenallee.

Proteine in Wasser gelost: Die beiden Sorten haben ein ahnliches
Proteinbandenmuster. In der Mitte des Gels liegen 5 sehr charakteristische Banden
(Abbildungen 4,7,2). Nach einem Abstand darunter folgt ein sehr groBer Block der
von oben nach unten hin immer starker gefarbt ist. Nach einem kleinen Abstand
folgen noch weitere 5 Banden.

Proteine in Ethanol geldst: Auch hier sieht man groRe Ahnlichkeit bei den
Bandenmustern (Abbildungen 13, 14). Nach der starksten Bande, die am nachsten
zur Anode liegt, folgen zwei weitere markante Banden. Nach einem gréReren
Abstand sieht man eine Bande gefolgt von drei Banden, die eng beieinander liegen.
Sechs weitere Banden sind noch in Richtung Kathode sichtbar.
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Esterasen:

Hier sind jedoch Unterschiede zwischen den beiden Sorten zu sehen (Abbildungen
17, 18). Nahe bei der Kathode liegen bei der Sorte Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche
(K56) 3 Banden, wohingegen es bei der Sorte Schneebergkirsche (K 44) nur 2
Banden sind. In der Mitte des Gels, ist bei der Schneebergkirsche (K44) eine Bande
besonders stark konzentriert, wohingegen bei der ahnlich grolRen Prinzessinkirsche
(K56) 3 Banden in dem Bereich gleich stark ausgebildet sind. Die Konzentration
einer Bande kann aber auf unterschiedliche Klimabedingungen, oder auf andere
Unterschiede von Baumen innerhalb einer Sorte zurlickzufiihren sein und ist nicht
eindeutig ein Unterscheidungskriterium zwischen zwei verschiedenen Sorten. Um
es in diesem Fall abklaren zu kénnen, missten noch weitere Untersuchungen
vorgenommen werden.

Peroxidasen:

Flr die Sorte Schneebergkirsche (K44) konnte kein Ergebnis mehr erreicht werden
(Abbildung 15). Zu diesem Zeitpunkt war das Material schon Uber ein halbes Jahr
lang tiefgefroren. Man sieht nur ansatzweise die gleichen Banden, wie bei der Sorte
Prinzessinkirsche (K56, Abbildung 16).

3.10 Die Sorte Koniggratzer Kirsche (K22) und die Epps Spite (K9)
Reifezeit: Die Sorte Koniggratzer Kirsche (K22) wurde am 21. Juni und die Sorte
Epps Spate (K9) wurde am 29. Juni geerntet.

Standort: Beide Kirschbaume stehen in der Kirschenallee.

Proteine in Wasser gel6st: Von beiden Sorten sind die Banden weit im anodischen
Bereich eingewandert (Abbildungen 6, 7). Es ist eine breitere Bande vorhanden,
nach einem Abstand folgt eine weitere markante Bande und dann noch eine diinne
Bande.

Proteine in Ethanol gel6st: Bei der Sorte Epps Spate (K9) konnte leider kein
Ergebnis erzielt werden. Die Sorte (K22) ist in Abbildung 13 abgebildet.

Esterasen:

Anhand der Esterasen kann ein Unterschied in den Bandenmustern erkannt
werden. Die Sorte Epps Spate (K9) hat eine sehr starke Bande in der Mitte des Gels
(Abbildung 17). Die Epps Spate hat auRerdem nahe bei der Kathode zwei Banden,
wohingegen die Sorte Konigsgratzer Kirsche nur eine Bande bei der Kathode hat
(Abbildung 18).
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Peroxidasen:

Mithilfe der Peroxidasen sind die beiden Sorten nicht eindeutig auseinander zu
halten (Abbildung 16). Beide Sorten haben eine kraftige Bande bei der Kathode,
wobei die Bande der Epps Spaten wesentlich dicker ist, d.h. es liegen mehr Banden
aneinander. Nahe der Anode zeigen beide Sorten ein dhnliches Bandenmuster,
jedoch ist die Konzentration der Sorte Koniggratzer Kirsche (K22) starker. Eine
Bande oberhalb der untersten Bande ist bei dieser Sorte gut zu sehen, die bei der
Sorte Epps Spate (K9) kaum zu sehen ist.

3.11 Die Sorte Josefs Kirsche (K60) und die Sorte Bigarreau Burlat (K1)
Reifezeit: Die Sorte Josefs Kirsche (K60) wurde am 21. Juni geerntet, wohingegen
die Sorte Bigarreau Burlat (K1) einige Tage friher, in der 24. Woche gepfliickt
wurde.

Standort: Beide Sorten stehen im Museumsdorf.

Proteine in Ethanol gel6st: Beide Sorten haben Banden von der Gelmitte in
Richtung Anode. Die letzten 5 Banden vor der Anode sind besonders gut
ausgepragt. Sorte (K60) siehe Abbildung 14 und Sorte (K1) siehe Abbildung 13.

Proteine in Wasser gelOst: Dabei zeigen die beiden Sorten ein sehr dhnliches
Bandenmuster (Abbildungen 1 und 2). Im mittleren Bereich ist ein sehr intensiver
Block, der sich aus vielen Banden zusammensetzt. Darunter folgen weitere 4
Banden, wobei die letzte Bande, am nachsten zur Anode, besonders deutlich
sichtbar und scharf abgegrenzt ist.

Esterasen:

Leider war kein Probematerial von der Sorte Bigarreau Burlat (K1) mehr vorhanden.
Die Sorte Josefs Kirsche (K60) hat vor allem auffallend viele und dicke Banden in
der Nahe der Kathode. In der Mitte des Gels liegt eine weitere auffallende Bande
mit einem diffus gefarbten Bereich unterhalb dieser Bande (Abbildung 18).

Peroxidasen:

Hier konnten Untersuchungen mit der Sorte Bigarreau Burlat (K1) durchgefiihrt
werden, jedoch sind ganz schwache Banden zu sehen (Abbildung 16). Bei der Sorte
Josefs Kirsche (K60) sind mehr und starker gefarbte Banden zu sehen (Abbildung
15), als bei der Sorte Bigarreau Burlat (K1).

3.12 Die Sorte Donissens Gelbe Knorpelkirsche (K4)
Reifezeit: 29. Juni

Standort: Kirschenallee
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Proteine in Ethanol geldst: Die Sorte Donissens Gelbe Knorpelkirsche (K4) hat eine
Bande, die am weitesten in den anodischen Bereich eingewandert ist (Abbildung
12). Darauf folgt ein groBerer Abstand. Dann sieht man einen Block mit 6 Banden,
wovon die erste Bande am starksten gefarbt ist. Es gibt noch einige weitere
Banden, die im anodischen Bereich am wenigsten weit eingewandert sind.
Auffallend sind zwei Banden in der Nahe der Kathode.

Die Proteine der Sorte K4 in Wasser gelost sind in Abbildung 5 und 8 dargestellt.

Esterasen:

Dabei sind im mittleren Bereich des Gels 4 kraftige Banden zu sehen (Abbildung 17
und 18). Das Bandenmuster der Donissens Gelben Knorpelkirsche (K4) ahnelt dem
der unbekannten Sorte K61, Abbildung 18.

3.13 Die Sorte Schwarze Knorpelkische (K47)
Reifezeit: 21. Juni

Standort: Kirschenallee

Proteine in Wasser gelost: In der Nahe der Anode sind drei Banden, gefolgt von
einer stark gefarbten Bande und einem kleinen Block bestehend aus mehreren
Banden. Weiter oben in Richtung der Kathode gibt es 4 Banden (Abbildungen 3, 5,
6).

Esterasen:

Bei den Esterasebanden ist besonders die zweite Bande von unten auffallend. Die
meisten anderen Sorten haben an dieser Stelle keine Bande. Im mittleren Bereich
sind drei Banden zu sehen und bei der Kathode vier weitere Banden (Abbildung
18).

Peroxidasen:

Das Peroxidasemuster der Sorte Schwarze Knorpelkische (K47) dhnelt der Sorte
Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche (K56). Die Schwarze Knorpelkische (K47) hat einige
nah beieinanderliegende Banden in einigem Abstand von der Anode und danach
noch eine Bande (Abbildung 15).
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3.14 Die Eibesthaler Kirsche (K57)
Reifezeit: 21. Juni

Standort: Museumsdorf

Proteine in Wasser gelost: Die Sorte hat bei der Anode 4 Banden in gleichem
Abstand voneinander entfernt und dartber einen starker gefarbten Block.

Proteine in Ethanol gel6st: Die Eibesthaler Kirsche (K57) unterscheidet sich von
anderen Sorten, durch zwei Banden sehr nahe bei der Anode, die den anderen
Sorten fehlen. Weiter oben gibt es eine markante Bande, an die eine weitere
angrenzt (Abbildung 13).

Esterasen:

Sie hat zwei starke Banden weit im kathodischen Bereich und eine Bande unterhalb
der Probenauftragsstelle. Eine sehr kraftige Bande ist in der Mitte des Gels zu
sehen (Abbildungen 17, 18).

Peroxidasen:

Man sieht eine schwache Bande in der Nahe der Anode. Die Sorte
Eibesthalerkirsche (K57) hat oberhalb noch eine weitere Bande, die bei der Sorte
Dunkle Prinzessinkirsche (K38) fehlt (Abbildung 16).

3.15 Die Kritzendorfer Kirsche (K26)
Reifezeit: 21. Juni

Standort: Kirschenallee

Proteine in Wasser gelost: Sehr nahe bei der Anode befinden sich zwei Banden
(Abbildung 12). Weiter oben folgt ein Block mit 6 Banden. Danach ist eine markante
Bande sichtbar, gefolgt von einem intensiv gefarbten Block.

Proteine in Ethanol gelost: Dabei konnte kein Ergebnis erzielt werden. (Abbildung
13).

Esterasen:
Die Esterasen der Kritzendorfer Kirsche (K26) zeigen eine Bande unterhalb der
Probenauftragsstelle. Weiter in Richtung Anode folgen noch weitere 4 Banden. Das
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Esterasemuster der Kritzendorfer Kirsche ist sehr ahnlich mit dem der Sorte GrofR3e
Germersdorfer (K15, Abbildung 18).

Peroxidasen:
Zu diesem Zeitpunkt war kein brauchbares Probenmaterial vorhanden.

3.16 Argentinische Kirsche - handelsiibliche, neue Sorte

Die zum Vergleich untersuchten argentinischen Kirschen haben deutlich mehr
Banden als die alten Sorten. (Abbildung 11). Sie haben vier sehr kraftige Banden
unterhalb der Mitte des Gels. Noch naher zur Anode sind drei Banden sichtbar. In
der Mitte des Gels unterhalb der Auftragsstelle sind 4 diinne Banden und bei der
Kathode noch 2 Banden deutlich sichtbar. Das Bandenmuster der argentinischen
Kirschen unterscheidet sich auffallend von denen der untersuchten alten Sorten.
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4 Bandenmuster

Wenn ein Probenextrakt einer Sorte mehrere Male aufgetragen wurde, so werden
die Bandenmuster mit dem Zusatz a, b, c etc. bezeichnet.

4.1 Verzeichnis der untersuchten Sorten

Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche K56
Argentinische Kirsche

Bigarreu Burlat K1

Donissens Gelbe Knorpelkirsche K4
Dunkle Prinzessinkirsche K38
Eibesthaler Kirsche K57
Eibesthaler Weichsel Kba

Epps Spate K9

GroRe Germersdorfer K15

Josefs Kirsche K60

Kassins Friihe K21

Koniggratzer Kirsche K22
Konigliche Amarelle K24

Koroser Weichsel K25
Kritzendorfer Kirsche K26
Lokalsorte

Ostheimer Weichsel K33
Prinzessinkirsche K36 a,b
Schattenmorelle K41
Schneebergkirsche K 44
Schneiders Spate Knorpelkirsche K45 a,c
Schwarze Knorpelkirsche K47
Spate bunte Knorpelkirsche K49
Sulzer Fruhkirsche K58
Unbekannte Sorte K61
Vogelkirsche
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4.2 Proteine in Wasser gelost

Abbildung 1- Bigarreau Burlat, Lokalsorte, Josefs Kirsche, Vogelkirsche, Konigliche Amarelle
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Proteine in Wasser gel6st:

Bigarreau Burlat K1
Lokalsorte
Josefs Kirsche K60

Vogelkirsche
Konigliche Amarelle K24
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Abbildung 2 - Bigarreu Burlat, Kassins Friithe, Schneebergkirsche, Koniggratzer Kirsche, Josefs Kirsche, Ahnlich GroRe
Prinzessinkirsche, Schneiders Spate Knorpelkirsche, GroRe Germersdorfer, Sulzer Friihkirsche, Spate bunte
Knorpelkirsche
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Proteine in Wasser gel6st:

Bigarreu Burlat K1

Kassins Frithe K21

Schneebergkirsche K44

Koniggratzer Kirsche K22

Josefs Kirsche K60

’ < Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche

oo s ; K56

; - 7 Schneiders Spate Knorpelkirsche
K 45c

8 Grolle Germersdorfer K15

9 Sulzer Frihkirsche K58

10 Spéte bunte Knorpelkirsche K49
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Abbildung 3 - Sulzer Friihkirsche, Kassins Frithe, Schwarze Knorpelkirsche, Kéroser Weichsel, Epps Spate,
Prinzessinkirsche, GroBe Germersdorfer, Eibesthaler Kirsche, Schneebergkirsche, Ostheimer Weichsel, Schneiders

Spate Knorpelkirsche
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Proteine in Wasser gel6st:
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Sulzer Frihkirsche K58
Kassins Frithe K21
Schwarze Knorpelkirsche K47
Koroser Weichsel K25
Epps Spate K9
Prinzessinkirsche K36b
GroRe Germersdorfer K15
Eibesthaler Kirsche K57
Schneebergkirsche K44
Ostheimer Weichsel K33
Schneiders Spate
Knorpelkirsche K45c
Sulzer Frihkirsche K58
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Abbildung 4 — Lokalsorte, Vogelkirsche, Unbekannte Sorte, Schneiders Spate Knorpelkirsche, Kassins Friihe,
Eibesthaler Weichsel, Knorpelkirsche, Ahnlich GroBe Prinzessinkirsche, Epps Spate, Schneebergkirsche, Sulzer
Friihkirsche
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Proteine in Wasser gelost:

Lokalsorte

Vogelkirsche

Unbekannte Sorte (K61)

Schneiders Spate Knorpelkirsche (K 45c)
Kassins Friihe (K 21)

Eibesthaler Weichsel (K 6 A)

Schneiders Spate Knorpelkirsche ( K 45 a)
Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche (K 56)
Epps Spate (K 9)

10 Schneebergkirsche ( K 44)

11 Kassins Friihe (K 21)

12 Sulzer Fruhkirsche (K 58)
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Abbildung 5 - Ostheimer Weichsel, Donissens gelbe Knorpelkirsche, Josefs Kirsche, Spate bunte Knorpelkirsche,
Koénigliche Amarelle, Koroser Weichsel, Schattenmorelle, Dunkle Prinzessinkirsche, GroBe Germersdorfer, Schwarze
Knorpelkirsche

Proteine in Wasser gelost:

Ostheimer Weichsel K33
Donissens gelbe Knorpelkirsche K4
Josefs Kirsche K60

Spate bunte Knorpelkirsche K49
Konigliche Amarelle K23

Koroser Weichsel K25
Schattenmorelle K41

Dunkle Prinzessinkirsche K38
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Prinzessinkirsche K36b

10 GroRe Germersdorfer K15

11 Prinzessinkirsche K36a

12 Schwarze Knorpelkirsche K47
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Abbildung 6 - Epps Spate, Schneiders Spate Knorpelkirsche, Prinzessinkirsche, Schneebergkirsche, Spate bunte
Knorpelkirsche, Bigarreu Burlat, Schwarze Knorpelkirsche, Koniggratzer Kirsche, Ostheimer Weichsel,
Prinzessinkirsche, Bigarreu Burlat, Ostheimer Weichsel
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Proteine in Wasser gelost:

1  Epps Spate (K9)

2 Schneiders Spate Knorpelkirsche (K 45c)
3 Prinzessinkirsche (K 36b)

4 Schneebergkirsche (K 44)

5 Spate bunte Knorpelkirsche (K 49)
6 Bigarreu Burlat (K 1)

7 Schwarze Knorpelkirsche (K 47)

8 Koniggratzer Kirsche (K 22)

9 Ostheimer Weichsel (K 33)

10 Prinzessinkirsche (K 36b)

11 Bigarreu Burlat (K 1)

12 Ostheimer Weichsel (K 33)

13 Spate Bunte Knorpelkirsche (K 49)
14 Koniggratzer Kirsche (K 22)
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Abbildung 7 - Epps Spate, Schneiders Spate Knorpelkirsche, Koniggratzer Kirsche, Schneebergkirsche, Bigarreu Burlat,
Spate Bunte Knorpelkirsche, Prinzessinkirsche, Ostheimer Weichsel

Proteine in Wasser gelost:

Epps Spate (K9)

Schneiders Spate Knorpelkirsche ( K45 c)
Koniggratzer Kirsche (K 22)
Schneebergkirsche (K 44)

Bigarreu Burlat (K 1)

Spate Bunte Knorpelkirsche(K49)
Schneiders Spate Knorpelkirsche (K 45a)
Spate Bunte Knorpelkirsche (K 49)
Prinzessinkirsche( K 36b)

Bigarreu Burlat (K 1)

Prinzessinkirsche (K 36b)

Ostheimer Weichsel (K 33)
Schneebergkirsche (K 44)

Koniggratzer Kirsche (K 22)

Epps Spate( K 9)

Spate bunte Knorpelkirsche (K 49)
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Abbildung 8 -Eibesthaler Kirsche, Kénigliche Amarelle, Koréser Weichsel, Eibesthaler Weichsel, Kassins Friihe,
Donissens Gelbe Knorpelkirsche, Dunkle Prinzessinkirsche, Vogelkirsche, unbekannte Sorte, Lokalsorte, Schneiders
Spate Knorpelkirsche, Schattenmorelle
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Proteine in Wasser geldst, jede Sorte wurde zweimal aufgetragen:

Eibesthaler Kirsche K57

Konigliche Amarelle K 23

Kordser Weichsel K 25

Eibesthaler Weichsel K6 A

Kassins Frithe K 21

Donissens Gelbe Knorpelkirsche K 4
Dunkle Prinzessinkirsche K 38
Vogelkirsche

unbekannte Sorte K 61

10 Lokalsorte

11 Schneiders Spate Knorpelkirsche K 45 ¢
12 Schattenmorelle K 41
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Abbildung 9 -Eibesthaler Weichsel, Schneiders Spate Knorpelkirsche, Kassins Friihe, unbekannte Sorte, Ahnlich GroRe
Prinzessinkirsche, Vogelkirsche, Lokalsorte, Konigliche Amarelle, Bigarreu Burlat, Kéniggratzer Kirsche, Ostheimer
Weichsel

Proteine in Wasser gelost:

1 Eibesthaler Weichsel (K 6 A)

2 Schneiders Spate Knorpelkirsche (K 45 c)
3 Kassins Friihe (K 21)

4 unbekannte Sorte (K 61)

5 Ahnlich GroBe Prinzessinkirsche (K 56)
6 Vogelkirsche

7 Lokalsorte

8 Konigliche Amarelle (K 24)

9 Bigarreu Burlat (K 1)

10 Bigarreu Burlat (K 1)

11 Koniggratzer Kirsche (K 22)

12 Ostheimer Weichsel (K 33)
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Abbildung 10 - Epps Spdte, Schneiders Spate Knorpelkirsche, Prinzessinkirsch, GroBe Germersdorfer, Eibesthaler
Kirsche, Schneebergkirsche, Ostheimer Weichsel
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Proteine in Wasser gelost:

Epps Spate K9

Epps Spate K9

Schneiders Spate Knorpelkirsche K45c
Prinzessinkirsche K36b
Prinzessinkirsche K36a

GroRe Germersdorfer K15

Eibesthaler Kirsche K57
Schneebergkirsche K44

Ostheimer Weichsel K33

Schneiders Spate Knorpelkirsche K45c
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Abbildung 11 — Argentinische Kirschensorte

Proteine in Wasser gelost:

Argentinische Kirschensorte mehrfach
aufgetragen
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Abbildung 12 — Schattenmorelle, GroRe Germersdorfer, Kritzendorfer Kirsche, Argentinische Kirsche, Schneiders Spate
Knorpelkirsche, Donissens Gelbe Knorpelkirsche, Kassins Frithe, Ostheimer Weichsel
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Die Proteine der Probeni, 2, 3 in Wasser geldst. Die restlichen Proben sind in Ethanol gelost:

1 Schattenmorelle (K 24)

2 GrolRe Germersdorfer (K 15)

3 Kritzendorfer Kirsche (K 26)

4 Argentinische Kirsche

5 Schneiders Spate Knorpelkirsche (K 45a)
6 Schneiders spate Knorpelkirsche (K 45c)
7 Donissens Gelbe Knorpelkirsche (K 4)

8 Kassins Friihe ( K 21)

9 Ostheimer Weichsel (K 33)
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4.3 Proteine in Ethanol gelost

Abbildung 13 - Eibesthaler Weichsel, Ahnlich GroBe Prinzessinkirsche, Sulzer Friihkirsche, Kritzendorfer Kirsche.
Bigarrreau Burlat, Kéroser Weichsel, GroRe Germersdorfer, Vogelkirsche, Dunkle Prinzessinkirsche,
Schneebergkirsche, Eibesthaler Kirsche, Koniggratzer Kirsche
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Proteine in Ethanol gel6st:

Eibesthaler Weichsel K6 A

Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche K56
Sulzer Friihkirsche K58
Kritzendorfer Kirsche K26
Bigarrreau Burlat K1

Koéroser Weichsel K25

GroRRe Germersdorfer K15
Vogelkirsche
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Dunkle Prinzessinkirsche K38
10 Schneebergkirsche K44

11 Eibesthaler Kirsche K57

12 Koniggratzer Kirsche K22
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Abbildung 14 - Kénigliche Amarelle, Lokalsorte, Kassins Friihe, Spate bunte Knorpelkirsche, Dunkle Prinzessinkirsche,
Schneebergkirsche, Prinzessinkirsche, Epps Spate, Josefs Kirsche, Sorte unbekannt, Ostheimer Weichsel, Eibesthaler
Kirsche
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Proteine in Ethanol gel6st:

Konigliche Amarelle (K 24)
Lokalsorte

Kassins Frihe (K 21)

Spate bunte Knorpelkirsche (K 49)
Dunkle Prinzessinkirsche (K 38)
Schneebergkirsche (K 44)
Prinzessinkirsche (K 36b)

Epps Spate (K 9)

Josefs Kirsche (K 60)

Sorte unbekannt (K 61)

Spate bunte Knorpelkirsche (K 49)
Ostheimer Weichsel (K 33)
Eibesthaler Kirsche (K 57)
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4.4 Farbung der Peroxydasen

Abbildung 15 — Vogelkirsche, Koroser Weichsel, Schneiders Spite Knorpelkirsche, Ostheimer Weichsel, Ahnlich GroRe
Prinzessinkirsche, Josefs Kirsche, Sulzer Friihkirsche, Prinzessinkirsche, Konigliche Amarelle, Schwarze Knorpelkirsche,
Bigarreu Burlat, Schneebergkirsche
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Farbung der Peroxydasen

Vogelkirsche

Koéroser Weichsel K 25

Schneiders Spate Knorpelkirsche K 45c¢
Ostheimer Weichsel K 33

Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche K 36b
Josefs Kirsche K 60

Sulzer Friihkirsche K 58
Prinzessinkirsche K 36b
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Konigliche Amarelle K 24
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. Schwarze Knorpelkirsche K 47
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. Bigarreu Burlat K 1
. Schneebergkirsche K 44
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Abbildung 16 - Ostheimer Weichsel, Epps Spite, Vogelkirsche, Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche, Kassins Friihe,
Bigarreu Burlat, Eibesthaler Kirsche, Koroser Weichsel, Prinzessinkirsche, Unbekannte Sorte, Koniggratzer Kirsche,
Koénigliche Amarelle, Dunkle Prinzessinkirsche, Spate Bunte Knorpelkirsche, Schattenmorelle, Donissens Gelbe
Knorpelkirsche
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Farbung der Peroxydasen

Ostheimer Weichsel (K33)

Epps Spate (K9)

Vogelkirsche

Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche (K56)
Kassins Friithe (K21)

Bigarreu Burlat (K1)

Eibesthaler Kirsche (K57)

Koroser Weichsel ( K25)
Prinzessinkirsche (K36b)
Unbekannte Sorte (K61)
Koniggratzer Kirsche (K22)
Konigliche Amarelle (K24)
Ostheimer Weichsel (K33)
Koniggratzer Kirsche (K22)

Dunkle Prinzessinkirsche (K38)
Spate Bunte Knorpelkirsche (K49)
Schattenmorelle (K41)

Donissens Gelbe Knorpelkirsche (K4)
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4.5 Farbung der Esterasen

Abbildung 17 - Kassins Frithe, Koniggratzer Kirsche, Schneebergkirsche, Eibesthaler Kirsche, Kéréser Weichsel,
Vogelkirsche, Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche, Unbekannte Sorte, Epps Spite, Ostheimer Weichsel, Prinzessinkirsche,
Dunkle Prinzessinkirsche, Schattenmorelle, Sulzer Friihkirsche, Donissens Gelbe Knorpelkirsche, Konigliche Amarelle,
Eibesthaler Weichsel K6A

Farbung der Esterasen

Kassins Friihe K21
Koniggratzer Kirsche K22
Schneebergkirsche K44
Eibesthaler Kirsche K57
Koroser Weichsel K25

Vogelkirsche
Ahnlich GroRe
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9 Epps Spate K9

: 10 Ostheimer Weichsel K33
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Abbildung 18 — Schneeberg, Josefs Kirsche, Kritzendorfer Kirsche, GroBe Germersdorfer, Lokalsorte, Schneiders Spate
Knorpelkirsche, Koniggratzer Kirsche, Kassins Friihe, Konigliche Amarelle, Schwarze Knorpelkirsche, Eibesthaler
Weichsel, Donissens Gelbe Knorpelkirsche, Dunkle Prinzessinkirsche, Vogelkirsche, Ostheimer Weichsel, unbekannte
Sorte, Sulzer Friihkirsche, Schattenmorelle, Eibesthaler Kirsche, Ahnlich GroRe Prinzessinkirsche
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, mit einer moglichst einfach zu handhabenden Methode eine
Sortenidentifizierung von Kirschen Uber isoelektrophoretische Protein- bzw.
Enzymmuster auszuarbeiten.

Die elektrophoretische Proteinanalyse wird grundsatzlich fur
Sortenunterscheidungen und zur Untersuchung genetisch bedingter Differenzen
genutzt [GLATTES, 1982; FROMWALD, 1989; BARNA, 1973; GRAMMANITSCH,
1979]. So wurden von GLATTES [1982] 6sterreichische Weizensorten untersucht,
von GRAMMANITSCH [1979] wurden ebenfalls Weizensorten mithilfe der
Elektrophorese bestimmt. FROMWALD [1989] untersuchte
Knoblauchpopulationen.

MAIER et al. [1997] halt die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) von
Speicherproteinen und Enzymen flir eine geeignete Methode zur
Sortenidentifizierung u.a. im Obstbau, wenn die Sortenbestimmung anhand
morphologisch-anatomischer Merkmale problematisch ist.

Bei euryoken Wildpflanzen, wie z.B. Peroxidase-Untersuchungen an Silene vulgaris
zeigen [ASFOUR et al. 1997], besteht haufig eine groBe Variabilitdit im
Protein/Enzymmuster, was fiir die Sortenbestimmung durch die PAGE unginstig
ist. Bei Kulturpflanzen wie Getreide, Erdapfel und Obst ist die Variabilitat der
Protein/Enzymmuster und auch die phdnotypische Varianz viel geringer, sodass bei
diesen Kulturpflanzen die PAGE zur Sortenidentifizierung gut anzuwenden ist.

MAIER et al. [1997] raumt allerdings ein, dass zur Erstellung eines Sortenschlissels
in manchen Fallen die PAGE allein nicht ausreichen dirfte. Deshalb werden auch
andere Methoden wie DNA-Analyse zur Sortenidentifizierung anzuwenden sein,
wobei allerdings der zu beachtende Kosten- und Arbeitsaufwand im Allgemeinen
fur die PAGE spricht.

Ein weiteres Beispiel in der Literatur ist die Bestimmung der Arten- und
Sortenechtheit sowie der Sortenreinheit bei Poa-Arten am Saatgut mittels
Elektrophorese der Speicherproteine durch GOERITZ [1993]:

Die Speicherproteine von Spelzfriichten wurden nach der MolekilgroBe mittels der
SDS-PAGE aufgetrennt. Bei gleichem SDS-PAGE-Bandenmuster erfolgte eine
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weitere Auftrennung durch die isoelektrische Fokussierung (IEF). Bei der
Wiesenrispe (Poa pratensis L.) konnten mittels der SDS-PAGE von Mehrkornproben
92% der untersuchten Sorten (90 Sorten) jeweils von allen anderen Sorten
unterschieden werden. 2 Sorten waren auch mithilfe der IEF nicht voneinander
unterscheidbar. Die Proben verschiedener Vermehrungsgenerationen, ebenso wie
die Proben verschiedener Herkiinfte und Erntejahre zeigten so gut wie alle das
jeweils sortentypische Bandenmuster.

Bei der Lagerrispe (Poa supina Schrad.) konnten alle 4 untersuchten Sorten
voneinander und von der jahrigen Rispe (Poa annua L.) unterschieden werden.
Dabei war die jahrige Rispe in Lagerrispenproben ab einem Mischungsanteil von ca.
5% nachweisbar [GOERITZ, 1993].

Weitere elektrophoretische Untersuchungen dienen der Aufdeckung von Proteinen
als potentielle Allergene [HERNDL, 2005].

Die Untersuchungsmethoden auf dem Gebiet der Pflanzenproteine haben sich seit
FANKEL [1973] wesentlich verfeinert und verbessert, wobei die Elektrophorese die
fihrende Methode auf dem Gebiet der Proteinanalytik darstellt.

Heute wird zunehmend flr eine genaue Proteindetektion die zweidimensionale
Elektrophorese verwendet. Bei dieser Methode werden die Proteine zuerst
isoelektrisch fokussiert und dann nach ihrem Molekulargewicht getrennt [ROGER,
2001].

Die Methode, bei der die Molekiile nach ihrer MolekulargrofSe getrennt werden, ist
die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Durch das Na-Dodecylsulfat (SDS)
werden die Proteine in Molekiile gleicher Ladung Uberfihrt. Daher sind bei der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nur die verschiedenen MolekulargroBen fir
die Trennung der Proteine ausschlaggebend.

Die zweidimensionale Elektrophorese kombiniert die Methode der isoelektrischen
Fokussierung mit der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und erreicht damit eine
besonders hohe Auflésung.

Die Farbung der Proteine erfolgt bei der zweidimensionalen Elektrophorese mit
modernen Fluoreszensfarbstoffen, oder wie bei der in der vorliegenden Arbeit
angewandten isoelektrischen Fokussierung mit Coomassie Brilliant Blau. Bei der
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2D-Elektrophorese kénnen die Proteine auch vor der Trennung durch den Einbau
von radioaktiven Substanzen markiert, und so sichtbar gemacht werden”.

Ein Beispiel dafir ist: “Comparative 2D electrophoretic maps as a tool to identify
lupin seed protein families and to reveal potential allergens” [HERNDL, 2005].

In der Enzymanalyse wird die native Elektrophorese empfohlen [GRIESSLER, 1995].

Von MENENDEZ et. al [1986] wurden Enzyme der Rinde von Apfelbdumen
untersucht. Sie konnten die 33 von ihnen bearbeiteten Cultivare von
Apfelunterlagen mithilfe von Esterase, Peroxidase, Saure-Phosphatase und Indol-
Essigsaure-Oxidase unterscheiden. In vorliegender Arbeit wurden ebenfalls
Esterasen und Peroxidasen zur Unterscheidung der Kirschen herangezogen.

MANGANARIS und ALSTON [1992, 1993] untersuchten verschiedene vegetative
Apfelgewebe hinsichtlich der Peroxidaseaktivitat. Sie kamen zu der Erkenntnis,
dass Peroxidasemuster unabhangig vom Alter der Pflanze und nicht
gewebsspezifisch sind.

Auch bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Enzymen wurden gute
Ergebnisse erzielt, jedoch wurden hauptsachlich die Proteine untersucht, da diese
stabiler und weniger von Umweltfaktoren beeinflusst sind als die Enzyme.

In vorliegender Arbeit wurden die Kerne der Kirschen untersucht, da reiner
Kirschsaft eine zu geringe Proteinkonzentration aufweist, um nach
elektrophoretischer Behandlung verwertbare Ergebnisse zu liefern. Auch FANKEL
[1973] schreibt in seiner Dissertation: ,Eine Proteinauftrennung aus dem Presssaft
einer Frucht ware wegen der geringen Proteinkonzentration und der Anwesenheit
von stérenden Substanzen im Uberschuss nicht durchfiihrbar.” Auch stéren die
Pektine, die im Fruchtfleisch vorkommen, die Elektrophorese. Die Banden werden
durch sie verzerrt und verdreht [FANKEL, 1973].

Die Schwierigkeit bei den vorliegenden Untersuchungen bestand in der geringen
Anzahl der vom Okokreis Waldviertel zur Verfiigung gestellten Kirschen (ca. 5
Kirschen pro Sorte). Auch war nicht bekannt, in welchem Zustand, wie reif und ob
vielleicht ein wenig angefault, die Kirschen gepflickt wurden.

% siehe http://www.baltic-analytics.de/index.php?id=45, Stand September 2011
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Bei der Extraktherstellung und Lagerung der Extrakte gibt es einiges zu beachten,
damit die Vergleichbarkeit der Bandenmuster moglich ist. Wichtig ist bei der
Herstellung der Kernextrakte, dass das Fett auf der Oberflache abgesaugt wird, da
das Fett die Bandenmuster stort [PATEL, 1994].

Die Lagerung der Extrakte kann laut AUTENGRUBER [1995] sowohl im Kihlschrank
als auch im Gefrierschrank stattfinden. Es wurde kein signifikanter Unterschied in
den Zymogrammen der verschieden gelagerten Extrakte gefunden. MENENDEZ
et.al [1986] behauptete, dass die Extrakte bei - 40° nur 6 Monate haltbar bleiben.
Bei den vorliegenden Untersuchungen war auch ein Problem, dass die Kernextrakte
mehrmals aufgetaut und wieder eingefroren werden mussten. Laut PICHLER [1984]
durfte sich mehrmaliges Einfrieren und Auftauen auf die besonders empfindlichen
Enzyme negativ auswirken.

Interessant ist es auch festzustellen, inwieweit sich Enzym- und Proteinmuster
aufgrund verschiedener Umwelteinflisse a@ndern. Die Veranderungen in den
Mustern von Frucht zu Frucht (Schatten- und Sonnenfrucht) oder von Baum zu
Baum, dirften laut GOEBELS [1996] nicht zum Tragen kommen.

In der Dissertationsarbeit von FAHNRICH [2006] wurde die Beeinflussung der
Proteinstrukturen durch Umweltfaktoren mithilfe der Elektrophorese bestimmt.
Die Untersuchungen wurden an den Nutzpflanzen Fragaria ananassa (Erdbeere)
und Jopmoea batatas (StBkartoffel) durchgefiihrt. Die proteinanalytische,
elektrophoretische Methode war bei beiden untersuchten Nutzpflanzen eine
denaturierende, vertikale SDS-PAGE-Elektrophorese, bei der es zu einer Trennung
der Proteine nach Molekulargewicht kam. Die Ergebnisse bei den Erdbeeren
zeigten, dass unterschiedliche Behandlungsmethoden (verschiedene Diinger,
Kompost, Stallmist) keinerlei signifikante Veranderungen an den Proteinmustern
bewirkten [FAHNRICH, 2006].

Diese zitierten Untersuchungen legen den Schluss nahe, dass auch bei Kirschen
Standortunterschiede und Umwelteinflisse keinen  Einfluss auf die
Zusammensetzung der Proteine haben. Damit erweist sich die Elektrophorese als
geeignetes Mittel der Sortenbestimmung.

Eine weitere Anwendung der Elektrophorese dient dem Nachweis von Kuhmilch in
Schaf- und Ziegenmilch und in deren Produkten [RENATE van ECKERT, 1998].
Neben der Elektrophorese auf Cellulose-Acetatfolien ist die isoelektrische
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Fokussierung der Caseine die beste und empfindlichste Methode fiir den Nachweis
von Kuhmilch in Schaf- und Ziegenmilchprodukten.

Von RENATE van ECKERT [1998] wurden verschiedene Puffersysteme verwendet
und hinsichtlich der Differenzierung der Milch der Tierarten geprift. Es wurde ein
Tris-Glycin-Puffer pH 8,4, ein Malonatpuffer pH 3,1, ein Barbituratpuffer pH 8,2, ein
Merbitalpuffer pH 8,2 und ein Tris (62mM)-/Tricin-Puffer (25mM) pH 8,2 und ein
Tris (81mM)-/Tricin (24mM)-Puffer pH 8,6 verwendet. Sie erreichte mit dem Tris-
/Tricin-Puffer pH 8,2 eine sehr gute Auflésung der Caseinbanden. Bei der
vorliegenden Untersuchung der Kirschen wurde ein Tris-HCl Puffer mit dem
gleichen pH-Wert von 8,2 verwendet.

Die IEF der Molkenproteine wurde von ECKERT [1998] auf 1mm dicken Fertiggelen
der Firma LKB durchgefihrt. Dabei wurde Kuh-, Schaf-, und Ziegenmilch sowie Kase
aus Schafmilch mit Kuhmilchzusatz untersucht. Als Farbemethoden wurden sowohl
die Coomassie-, als auch die Silberfarbung verwendet. Jedoch ergab die Coomassie-
Farbung das bessere Ergebnis, da bei der Silberfarbung der Hintergrund zu stark
gefarbt wurde. Auch bei der vorliegenden Untersuchung der Kirschproteine wurde
die Coomassie-Farbung verwendet.

Fur die Probeherstellung der Molkenproteine von ECKERT [1998] wurden die
Caseine im Vakuumtrockenschrank bei 40° gefriergetrocknet. Im getrockneten
Zustand konnen die Caseine jahrelang gelagert werden. Bei tiefgeklhlten, feuchten
(nicht gefriergetrockneten) Caseinen, die schon langer gelagert wurden, nahm die
Intensitat der Caseinbanden im niedrigeren pH-Bereich ab. Die Proteinlésungen aus
den Kirschkernen der vorliegenden Arbeit (siehe Material und Methoden) wurden
tiefgefroren.

Von ULLMANN [1998] wurden die Enzyme von ,Limax-Amoben” mithilfe der
Isoelektrischen Fokussierung untersucht in: Epidemiologische Studie (iber das
vorkommen von  ,Limax-Amében” in  einem  Grofskrankenhaus  und
Charakterisierung und Differenzierung von Acanthamoeba-Spezies mittels
Isoelektrischer Fokussierung [ULLMANN, 1998].

Der von ULLMANN [1998] verwendete Enzym-Aktivitdtstest ist eine der
Moglichkeiten pathogene von apathogenen Stammen voneinander zu
unterscheiden. Von vierzehn verschiedenen ausgetesteten Isoenzymen ergaben 4
Isoenzyme die besten Ergebnisse, und zwar die Enzyme Saure Phosphatase,
Esterase, Isozitrat Dehydrogenase und Laktat Dehydrogenase. Das Enzym Esterase
wurde auch in der vorliegenden Untersuchung der Kirschsorten herangezogen.
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Da bekannt ist, in welch groBem Gebiet die Elektrophorese verwendet wird, und es
moglich ist u.a. Weizen-, Kartoffel-, Erdnuss-, Soja- und Weinsorten mit der
Elektrophorese voneinander zu unterscheiden, liegt der Schlul® nahe, dass mithilfe
der isoelektrischen Elektrophorese auch Kirschsorten voneinander unterschieden
werden kdnnen. Die vorliegende Arbeit hat diese Annahme bestatigt.

Durch  diese  praktische, einfach zu handhabende Methode der
Sortenidentifizierung wird es in Zukunft moglich sein, die alten, schon lange Zeit in
Osterreich vorkommenden Kirschsorten von neuen, importierten Sorten aus USA,
Sidamerika, der Tirkei, etc. zu unterscheiden. Erst nach Entwicklung einer
erfolgreichen Bestimmungsmethode ist es moglich, die alten Sorten langerfristig zu
schitzen und damit eine auch fiir den Konsumenten interessante Sortenvielfalt zu
erhalten. Da Kirschen kein Hauptnahrungsmittel sind, ist die Erhaltung der
genetischen Vielfalt fir das Erreichen guter Ertrage nicht so wichtig, wie bei
Grundnahrungsmitteln.

Es wurden in vorliegender Arbeit die Proteine der Kirschkerne sowohl in Wasser,
als auch in Ethanol geldst. Die Proteine sind in Wasser und in Ethanol verschieden
|6slich. In Ethanol gel6st zeigten die Proteine Banden, die eine Unterscheidung der
verschiedenen Sorten besser ermaoglichen.

Eine Herausforderung war, so viele verschiedene Kirschsorten (28) zu
unterscheiden. Als Versuch einer Optimierung der Ergebnisse wurde die
Proteinextraktherstellung variiert. So wurde in einigen Untersuchungen das KCL im
Proteinextraktionspuffer weggelassen, jedoch waren die Ergebnisse nicht
zufriedenstellend. Das KCl dient der Erhohung der lonenstarke, siehe Kapitel
,Material und Methoden®.

Gute Ergebnisse ergab die Untersuchung mit den Enzymen Esterase und
Peroxidase. Es wurde zuerst die Untersuchung der Proteine, und erst im Anschluss
daran die der Enzyme durchgefiihrt, weshalb das Probenmaterial fir die
Untersuchung der Enzyme schon alter war. Es ware interessant festzustellen, ob
auch ein anderes Enzym fir die Sortenidentifizierung geeignet ware.

Differenzierung der Kirschsorten

Von der wilden Vogelkirsche (Prunus avium subsp. avium), der Urform der
SuRkirsche, wurden die Zuchtformen Knorpelkirsche (Prunus avium subsp.
duracina) und Herzkirsche (Prunus avium subsp. juliana) abgeleitet.
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Die wilde Vogelkirsche wachst in krautreichen Laubmischwaldgesellschaften, wie
Eichen-Hainbuchen-, Buchen-, Ahorn-Linden-Steilhang- oder Erlen-Ulmen-Waldern.
Aufgrund ihrer starken Eigenverjingung kann sie jedoch auch Vogel-
Kirschenwalder bilden, die erst spat in Eichen- oder Buchenwalder umgewandelt
werden.

Da die Vogelkirsche ein warmeliebendes Halbschattengewachs ist, wachst sie
aullerdem an Waldrandern, in Holunder-, Hartriegel-, Schneeball- und Schlehen-
Geblschen.

Die Standortanspriiche der beiden Kulturformen, der Knorpel- und der Herzkirsche
sind dhnlich™.

Die Knorpelkirsche (Prunus avium subsp. duracina) hat sehr groRe Blatter. Das
Fruchtfleisch ist fest, bzw. knorpelig und gelb oder rot. Es wurden mehr
Knorpelkirschen, als Herzkirschen vom Okokreis Waldviertel zur Untersuchung
gegeben, darunter verschieden gefarbte Knorpelkirschen und mehrere
Prinzessinkirschen, die auch zu der Kulturform der Knorpelkirschen gehoéren.

Die Herzkirsche oder auch Weichkirsche genannt (Prunus avium subsp. juliana) hat
ein sehr saftiges und weiches Fruchtfleisch, das rot oder schwarzrot gefarbt ist. Die
Kassins Friihe (siehe unter Ergebnisse 3.1) ist eine Herzkirsche. Die Kritzendorfer
Kirsche (siehe unter Ergebnisse 3.15) ist eine schwarze Herz-Knorpelkirsche.

Die Sauerkirschen, deren Baume einen schwacheren Wuchs und starker hangende
Aste haben, als die der SiiRkirschen, werden in vier Gruppen unterteilt. Dies sind
die StiBweichsel (Bastardkirschen), die Amarellen (oder Strauchweichseln genannt),
die Schattenmorellen und die fast nur industriell angebauten Glasweichseln.
Gewisse Sorten unter den Sauerkirschen sind selbstfertil, die anderen selbststeril
[MODL und SPORNBERGER, 2009].

Klar war in den Bandenmustern der isoelektrischen Fokussierung der Unterschied
zwischen SiR- und Sauerkirschen zu sehen. Die Sauerkirschen zeigten generell eine
héhere Anzahl an Banden (siehe Abbildungen 3, 4). Allerdings zeigten die Sorten
Prinzessinkirsche und  Ahnlich Grolde Prinzessinkirsche, sowie die
Schneebergkirsche ebenfalls eine grolRe Anzahl an Proteinbanden (Abbildungen 7,
4).

9 http://de.wikipedia.org/wiki/Vogel-Kirsche#Verbreitung Stand Oktober 2011
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Bei der Farbung der Peroxydasen fielen die Weichseln und Amarellen durch eine
sehr stark gefarbte Bande im anodischen Bereich auf (Abbildungen 15,16).

Die beiden Frihkirschen, dazu zdhlen die Kassins Frithe und die Sulzer Frihkirsche,
konnten eindeutig von den spater reifenden SulRkirschen unterschieden werden
(siehe Abbildung 2). Sie fielen durch eine geringere Anzahl an Banden der in Wasser
geldsten Proteine auf. Die beiden ,,Friihkirschsorten” wurden in der Zeit um den 14.
Juni geerntet, wohingegen die anderen Sorten 1 bis 2 Wochen spater geerntet
wurden.

Die Vogelkirsche (Prunus avium subsp. avium), die Wildform der Kirschen,
unterscheidet sich durch ihr Bandenmuster deutlich von den anderen Kirschsorten
(siehe Abbildung 13).

Die Banden der Gele wurden nach der Farbung und Entfarbung mithilfe von
Photoshop scharfer gemacht. Obwohl verschiedene Methoden zur Farbung und
Entfarbung angewandt wurden, konnte eine gewisse Hintergrundfarbung nie
vermieden werden. Ein Grund fiur die Hintergrundfarbung konnte sein, dass die
basischen Immobilingruppen die Comassiefarbstoffe binden [MICHOV, 1995].

Die untersuchten Kirschsorten stammen von Alleen und Streuobstwiesen. Die
Streuobstwiesen sind besondere Biotope, die sich aus Griinland und Baumbestand
zusammensetzen, oft gegliedert durch eingefligte Strukturen von Hecken,
Steinhaufen, Béschungen und Wasserlaufen. Tiere und Pflanzen finden darin —
auch wegen der extensiven Bewirtschaftungen — ein grol3es Spektrum an
unterschiedlichen Lebensraumen. Damit haben die Streuobstwiesen eine grol3e
Bedeutung sowohl in Hinblick auf verschiedene Landschaftsformen, als auch auf die
Artenvielfalt. So kommt z.B. die Raupe des Nachtpfauenauges vor allem auf
Kirschbdumen vor'*.

Die biologische Vielfalt (Biodiversitit), ist wichtig fiir den Erhalt der Okosysteme.
Geraten Okosysteme aus der Balance, sind sie nicht mehr fihig ihre Leistungen zu
erbringen.

" http://www.arge-streuobst.at/?page id=37, Stand Mai 2011
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Hauptursachen des Riickganges der biologischen Vielfalt sind:

1. Intensivierung der landwirtschaftlich genltzten Flachen und zu starke
Dungung.

2. Flachenverbrauch durch Zersiedelung der Landschaft.

3. Teilung der Lebensraume durch Infrastruktur.

Auch durch die Einwanderung fremder Arten (Neobiota), das Fehlen bestimmter
Bestdauber, die Einfuhr genetisch veranderter Nutzpflanzen und durch den
Klimawandel werden Okosysteme unter Druck gesetzt und konnen
zusammenbrechen, bzw. schlechter funktionieren. Gleichzeitig kann es zu einem
Artensterben kommen®.

In Streuobstwiesen gelangt wenig Licht zum Boden und so kann eine dichte Gras-
und Krautschicht wachsen. Tiere und Pflanzen finden durch das Vorhandensein von
Wiese und Baum ein besonders groRes Spektrum an unterschiedlichen
Lebensraumen.

Friher gab es in Niederdsterreich mehr Streuobstwiesen. Um 1960 wurden viele
Landwirtschaften aufgeldst, da sie aufgrund der billigen Transporte nicht mehr mit
den grollen Agrarbetrieben in klimatisch ginstigeren Gegenden konkurrieren
konnten. Vorher waren z.B. die kleinen Landwirtschaften im Wienerwald als
Nahversorger fir Wien wichtig. In den ersten Jahren nach der Auflésung von
Streuobstwiesen im Wienerwald wurden aus artenreichen Wiesen artenarme
Brachen mit Reitgras, Goldrute und Brennessel. AnschlieRend wurde die Brache
vom Wald erobert, zuerst von Hartriegeln, Rosen und Schlehen. Die Obstbaume
wurden von der Waldrebe Uberwuchert. Eschen und Ahorn folgten, und so
verwaldete die ehemalige Streuobstwiese. Streuobstwiesen des Wienerwaldes
sollen iiber das landwirtschaftliche Férderprogramm OPUL erhalten werden, der
Wienerwald gehért zu Natura 2000, dem europaweiten Schutzgebietnetzwerk™.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kirschen stammen aus Niedersulz im
Weinviertel.

22 http://www.noe.gv.at/bilder/d38/Broschuere Oekosystemleistungen.pdf Stand

Juli 2011

13 http://www.arche-noah.at/etomite/index.php?id=117# Stand Oktober 2011
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Anfang des 20. Jh. war die Kirsche auch eine weinbegleitende Pflanze. Damals
wurde der Wein nicht in Reben gezogen, sondern wuchs , durcheinander”. Andere
weinbegleitende Pflanzen waren u.a. Pfirsich, Quitte, Zwetschgen, Knoblauch, Kren
und Walnuss.

Neben dem Verein Okokreis Waldviertel, von dem die Kirschen zur Verfiigung
gestellt wurden, gibt es auch den Verein Arche-Noah, der sich ebenfalls um den
Schutz alter Kulturpflanzen kiimmert™.

Seit 1988 hat sich der Okokreis Waldviertel zur Aufgabe gemacht alte Sorten
aufzusplren und zu schiitzen. Die Sammlung umfasst mittlerweile an die 800
Sorten, darunter hauptsachlich Apfelsorten aus dem Waldviertel und
Steinobstsorten aus dem Weinviertel. Ein Standort der betreuten Baume befindet
sich im Museumsdorf Niedersulz im Weinviertel, von wo auch die untersuchten
Kirschen stammen.

% http://www.arche-noah.at/etomite/index.php?id=114# Stand Oktober 2011
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6 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es, alte Kirschsorten eindeutig zu beschreiben, um sie
untereinander und von anderen (neuen) Sorten unterscheiden zu kénnen.

Die Isoelektrophorese der Proteine und Enzyme der Kirschkerne erwies sich dabei
als geeignete Methode.

Untersucht wurden die gepufferten Extrakte der Kerne von 28 Kirschsorten, die
eingefroren waren.

Es wurden Ampholine PAGplates, 1 mm dicke Polyacrylamidgele mit dem weiten
pH-Bereich von 3,5 bis 9,5 verwendet. Die Gele hatten die GroBe 110/245 mm. Es
wurden bis zu 25 Proben auf einem Gel aufgetragen.

Die Proteinbanden wurden mit einer Fixierlésung bestehend aus Methanol,
Trichloressigsaure und Sulphosalycylsdure fixiert und mit dem Farbstoff Coomassie
R 250 gefarbt.

Da die Bestimmung der Sorten durch die Proteine nicht immer eindeutig war, war
es sinnvoll, auch die Enzyme Peroxidasen und Esterasen zu untersuchen.

Es konnten Proteinbanden dargestellt werden, die innerhalb einer Sorte groRe
Ubereinstimmung, von Sorte zu Sorte jedoch klare Unterschiede aufweisen.
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7 Summary

Purpose of this work was to describe definitely cherry-species in order to
distinguish them among each other.

Isoelectrophorese of proteins of cherrypits (cherrystones) were proved as
apropriate method. Examinated were buffered, frozen extractions of pits of 28
species.

Ampholine PAGplates, polyacrylamidgels of 1Imm within pH-range from 3,5 to 9,5
were used. Size of gels was 110/245 mm. Up to 25 samples were put on one gel.
The proteinbands were fixed with a solution of methanol, trichloracetic acid and
sulfosalycylic acid and coloured with Coomassie R 250.

In order to get definite results it was sometimes necessary also to examine
peroxidases und esterases.

Proteinbands could be shown with great affinity within one sort and clear disparity
between different sorts.
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