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Occurrence and properties of condensed tannins in Vitaceae

Summary. — Properties and amount of tannins in leaves of over 80 species and
varieties of Vitaceae were investigated. Only condensed tannins were found, consisting
mainly of cyanidine and delphinidine subunits. The prevailing molecular weight was
around 4000, smaller oligomers are, however, present.

The tannins inactivate pectine methylesterases and other hydrolases of fungi by a
reversible reaction with these enzymes. It could be shown that Vitis species known as
fungus resistant contain more tannins (> 200 ug/g) than suspectible ones with generally
< 50 ug/g fresh weight.

Einleitung

Die Untersuchung von Flavonolen und Phenolcarbonsiuren bei unterschiedli-
chen Rebsorten hatte keine Beziehung zwischen der Pilzresistenz von Rebenblittern
und Art und Menge der darin vorhandenen Verbindungen erbracht (Bacumann 1978).
Deshalb wurden die Untersuchungen auf weitere Stoffgruppen ausgedehnt. Hier soll
{iber die kondensierten Tannine berichtet werden.
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Abb. 1: Kondensiertes Tannin, Struk-
HO OH

turbeispiel.

Example for the structure of a con-
densed tannin.

Im Gegensatz zu den Gallus-Tanninen, welche Glukose-Ester von Gallussiu-
ren darstellen, sind diese aus Leucocyanidin-Untereinheiten aufgebaut (Abb. 1).
Kleinermolekulare Vorstufen werden auch Procyanidine genannt. Die kondensier-

1) Teil einer Dissertation von O. BacuMann, Universitidt Karlsruhe 1978,
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ten Tannine gehen durch Erhitzen mit Sdure in Anthocyane tiber, allerdings nicht
quantitativ. Da die Umsatzrate jedoch konstant bleibt, kénnen kondensierte Tannine
fotometrisch bestimmt werden. Bei der Rebe bestehen sie liberwiegend aus Cyanidin-
und Delphinidin-Untereinheiten (Catechol-Tannine).

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daB3 diese Verbindungen in den in der
Pflanze vorliegenden Konzentrationen fungistatische Wirkungen aufweisen koénnen,
indem sie hydrolytische Enzyme immobilisieren, die beim Aufschluf3 der Pflanzen-
zellen durch den Pilzparasiten notwendig sind. Pilzresistente Vitis-Arten weisen
gegeniiber anfilligen in ihren Bldttern meist einen um ein Vielfaches hoheren Tan-

ningehalt auf.

Material und Methoden

Herkunft, Kultur- und Aufarbeitungsbedingungen des verwendeten Pflanzen-
materials sind bereits bei Bacumann (1978) beschrieben.

Zur Bestimmung der kondensierten Tannine aus den Fla-
vonoid-Rohextrakten wurden aliquote Teile davon mit der 50fachen Menge n-Buta-
nol mit 5 % HCI in verschlossenen Reagenzglasern bei 100 °C 60 min lang erhitzt.
Bei 540 nm war danach keine Extinktionszunahme mehr zu beobachten. Mit Cya-
nidin - HCI, das aus Quercetin synthetisiert worden war, ermittelte man eine Eich-
kurve. Die gemessenen Extinktionen der Proben wurden damit verglichen und der
Gehalt der Probe als Cyanidin - HCl angegeben. Da Delphinidin in seiner Absorp-
tion bei 540 nm von Cyanidin kaum abweicht (Abb. 3 ¢), ist diese Bestimmung hin-
reichend genau.

Die Identifizierung der Reaktionsprodukte erfolgte diinnschichtchromatogra-
phisch auf Celluloseplatten (Merck 5718). FlieBmittel: Essigsdure/Salzsdure/Wasser
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Abb. 2: Dinnschichtchromatogramm von Tanninhydrolysaten aus Reben und Referenz-
substanzen.

Thin layer chromatogram of tannin hydrolysates of vines and reference substances.
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Abb. 3: a) Molekularsiebung eines Tanninrohextraktes auf Sephadex G 25. — b) Logarith-

men der Elutionsvolumina der Gipfel c—i in gleichem Abstand aufgetragen; es resultiert

anndhernd eine Gerade. — c) Absorptionskurven einer Cyanidinlosung (1) einer Delphi-
nidinlésung (2) und eines Hydrolysates von Rebtannin (3).

a) Molecular sieving of a tannin extract on Sephadex G 25. — b) The logarithms of the

elution volumina of peaks c—i are situated on a straight line, if having the same distan-

ce. — c¢) Absorption spectra of cyanidine (1), delphinidine (2) and hydrolysate of Vitis
tannin (3).

(10/3/30). In dem HCl-sauren FlieBmittel sind die Anthocyane stabil und lassen sie
sich mit hoher Empfindlichkeit nachweisen.

Die prdparative Isolierung von Rebtanninen erfolgte nach
einer modifizierten Methode von Porter und ScHwAarz (1962). Das frische oder ge-
friergetrocknete Blattmaterial wurde mit der 30fachen Menge warmen 40 %igen
Methanols (bezogen auf das Trockengewicht) im Mixer zerkleinert und 30 min ge-
riihrt. Die festen Bestandteile wurden dann abfiltriert oder -zentrifugiert, der Uber-
stand im Rotationsverdampfer vom Methanol befreit, der dabei entstehende, was-
serunlosliche Niederschlag abgetrennt und zum Uberstand solange tropfenweise hei-
Be, gesittigte Coffeinlosung (wéfirig) zugegeben, bis das Tannin quantitativ ausge-
fallen war. Die Loslichkeit des Tannin-Coffein-Komplexes verringerte sich bei Ab-
kiihlung auf 0 °C. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das Pri-
zipitat in 40 %igem Methanol aufgenommen. Diese Lisung engte man im Rotations-
verdampfer auf etwa ein Drittel ein. Nun wurde das Coffein durch Ofteres Aus-
schiitteln mit Chloroform wieder abgetrennt, was zu Beginn durch die noch enthal-
tenen Verunreinigungen manchmal einige Schwierigkeiten bereiten konnte. Die wa3-
rige Phase enthielt das Tannin und wurde lyophilisiert. Kleinmolekulare Anteile
lieBen sich durch Dialyse gegen 50 %iges Methanol abtrennen. Eine weitere Reini-
gung erfolgte durch Molekularsiebung auf Sephadex G 25.
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Die Kultur von Botrytis cinerea erfolgte in 1-1-Weithals-Erlen-
meyerkolben mit je 100 ml N#hrlosung (30 g Saccharose/0,5 g MgSO, - 7TH,0/2,0 g
NaNOy/10 mg FeSO, - TH,0/0,5 g KC1/1,0 g Citrus-Pektin/1,0 g KH,PO, auf 1000 ml
dest. Wasser; pH-Wert mit NA,CO, auf 5,5 eingestellt). Die Kulturgefdle wurden
mit einer Sporensuspension beimpft, 10 d bei 22 °C gehalten und danach das Myzel
abfiltriert. 10 Flaschen ergaben 550 ml Kulturfiltrat.

Zur Gewinnung des Rohenzyms wurde das klare Kulturfiltrat in
der Kilte mit 20 % Aceton versetzt und das entstehende Sediment zentrifugiert. Das
in Acetat-Puffer (pH 4,0) geloste Sediment zeigte nur Spuren enzymatischer Aktivi-
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Abb. 4: a) Diskelektropherogramm eines Pektinase-Praparates aus Botrytis cinerea. Pro-
teinfarbung mit Coomassie-Blau. — b) Esterasefdrbung mit 1-Naphthylamid. — c—h) Pek-
tinasentestplatte. Oberste Zeile Botrytis-Kulturmedium. — c) Kontrolle: Aqua dest. —
d) Kontrolle: Pektinase-Verdiinnungsreihe (Nr. 8 = 1, Nr. 14 = 0,5 usw.). — e) Wie d), aber
mit Zusatz von gereinigtem Tannin aus Vitis rotundifolia; die Menge pro Testplattchen
etwa der Konzentration im Blatt entsprechend. — f) Wie e), aber mit Zusatz von Blattex-
trakt. — g) Wie e), aber mit Blattextrakt einer Vitis-vinifera-Sorte. — h) Kontrolle: dop-
pelte Enzymmenge wie bei d) in doppeltem Fliissigkeitsvolumen.

a) Disc electropherogram of a pectinase preparation of Botrytis cinerea. Protein staining
with Coomassie blue. — b) Esterase-staining with 1-naphthylamide. — c—h) Plate test for
pectinase activity. — First row: culture medium of Botrytis cinerea; other rows: enzyme
dilutions. — ¢) Water control. — d) Control: pectinase dilutions (No. 8 = 1, No. 14 = 0.5,
ete.). — e) Like d), but with purified tannin of Vitis rotundifolia added (amount according
to its concentration in the leaf). — f) Like e), but with the corresponding amount of leaf
extract. — g) Like e), but with leaf extract of a Vitis vinifera variety. — h) Control: like
d) but with the twofold volume of enzyme.



110 O. BacuMmanN und R. BraicH

tat. Der Pilz gab an sein Nahrmedium Schleimstoffe ab, die zum Teil durch diese er-
ste Acetonfillung abgetrennt werden konnten. Mit weiterem Aceton wurde der Uber-
stand auf das doppelte Volumen gebracht, die dadurch ausgefillten Substanzen wur-
den nach dem Abzentrifugieren in 50 ml Puffer aufgenommen und iliber Nacht ge-
gen den gleichen Puffer dialysiert. Die so gewonnene Rohenzymlosung diente ohne
weitere Reinigung fiir die enzymatischen Tests. Zu Vergleichszwecken wurden auch
technische pektinspaltende Enzyme (Pectinol aus Aspergillus niger, R6hm und Haas)
fiir die Hemmversuche verwendet. Die technischen Enzyme sind aus einer Vielfalt
von Proteinen zusammengesetzt, wie die Diskelektrophorese deutlich zeigt.

Das Enzympriparat aus Botrytis cinerea enthielt 3,8 mg Protein/ml (Protein-
gehalt nach Lowry et al. 1951) und ergab in der Diskelektrophorese nach Amido-
schwarzfirbung eine scharfe Bande und geringfiigig diffuse Farbvertiefung unter
dem Sammelgel. Ob dieser Proteinbande eine enzymatische Aktivitat zugeordnet
werden kann, ist noch nicht klar (Abb. 4 a, b).

Die Diskelektrophorese der Proteine wurde nach den bei BrLaicH
(1978) in Anlehnung an Stewarp und Barser (1964) dargestellten Verfahren ausge-
fiihrt.

Zur Proteinfarbung diente Amidoschwarz 10 B; bei hoheren Anforderungen an
die Empfindlichkeit der Fiarbung wurde mit Coomassie Brillant Blue gefédrbt, der
Nachweis von Esteraseaktivitit in den Gelen erfolgte mit 1-Naphthylacetat als Sub-
strat.

Zur Ermittlung der Pektinmethylesteraseaktivitdat in Ex-
trakten wurde auf die modifizierte cup-plate-Methode von McCome und McCRreADY
(1958) zuriickgegriffen:

In 1 n Natriumacetat-Puffer von pH 6,3 wurden 1 g Citrus-Pektin und 2 g Agar-
Agar angeteigt, auf einem Wasserbad zum Schmelzen gebracht, und nach und nach
insgesamt 100 ml Puffer zugegeben. Auftretende Klumpen gingen beim Autoklavie-
ren in Losung. Der Testboden wurde zu 5 mm dicken Platten ausgegossen und bis
zum Gebrauch im Kiihlschrank gelagert. Nun trinkte man Filterpapierscheibchen
von 5 mm ¢ mit Enzymlosung, legte diese auf den Testbéden aus und inkubierte im
Brutschrank bei 36 °C 10—20 h.

Nach Ablauf der Enzymreaktion wurde das Papierpldttchen mit einer Pinzette
entfernt, Hydroxylamin-HCl-Losung (3,75 g auf 100 ml Wasser) aufgegeben und mit
2 n NaOH alkalisch gemacht. Nach 10 min go man die Lauge ab und sduerte mit
halb konzentrierter HCl an. Nun wurde der Agar mit Eisen-(III)-chlorid in 1 %
wilriger Losung gefidrbt. Stellen, an denen noch Estergruppierungen vorhanden
waren, erschienen danach durch die Bildung von Hydroxamsduren rot; Esterase-
aktivitat verhinderte die Farbung.

Der Durchmesser des farblosen Reaktionshofes ist dem Logarithmus der En-
zymkonzentration proportional. Als ,screening” auf Pektinmethylesteraseaktivitéit
ist dieses einfache und schnelle Schitzverfahren sehr gut geeignet.

Zur Bestimmung der Hemmwirkung von Rebenextrakten
auf die Botrytis-Esterasen wurde das Filterpldttchen zunéchst mit Phenollésung ge-
trankt; nach dem Verdunsten des Losungsmittels wurden 10 xl Rohenzym zugege-
ben. Eine Hemmung duBlerte sich in einer Verkleinerung des farblosen Hofes um das
Testplidttchen. Dadurch waren halbquantitative Bestimmungen der verbleibenden
Enzymaktivitit moéglich. Bei der Anordnung der Proben reihenweise auf rechtecki-
gen Platten mufl sich in jeder Reihe eine Blindprobe ohne Hemmstoffzusatz be-
finden, denn die konstante Dicke der Agar-Pektinschicht ist bei groBen Platten nicht
liber die ganze Fliche gewihrleistet. Die GroBle der Hemmhofe wurde mittels eines
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Scanners fotometrisch bestimmt, die Restaktivitit an Hand einer Eichkurve er-
mittelt und die Hemmwirkung in 4 Klassen eingeteilt (s. Tabelle 2).

Bei diesem Test wurde die Rotfirbung der Hydroxamsiduren immer von einer
Reaktion der Phenole mit dem Eisen-(III)-Ion iiberlagert, diese blaugriine Fiarbung
war jedoch wenig stérend und lieB sich gut differenzieren.

Ergebnisse und Diskussion

1. Struktur der Rebtannine

Die diinnschichtchromatographischen Untersuchungen der Rebextrakte zeigen,
daB die Tannine der untersuchten Arten neben Spuren anderer Anthocyanidine
hauptsichlich Cyanidin- und Delphinidin-Untereinheiten enthalten (Abb. 2). Die
Flecken im Chromatogramm sind in Farbe und R;-Wert mit denen von Vergleichs-
substanzen identisch, auBerdem kann das Absorptionsspektrum der Mischung durch
Addition aus den Spektren der Einzelsubstanzen erhalten werden (Abb. 3 c¢). Das
Verhiltnis der beiden Anthocyane zeigt dabei artspezifische Unterschiede.

Im Laufe der priparativen Reinigung von Tanninfraktionen traten Stadien auf,
die darauf hindeuten, daBl in den Blédttern nicht nur hochpolymere, nicht dialysier-
bare Tannine, sondern auch Oligomere vorliegen. In einem Fall konnte von der re-
sistenten Sorte Sbl. 5-24-20 durch Gelfiltration auf Sephadex G 25 eine Fraktio-
nierung erhalten werden, bei der eine gleichméBige Abfolge von Peaks auftrat (Abb.
3 a). Wurde der Logarithmus des entsprechenden Elutionsvolumens in gleichmé&gi-
gem Abstand in ein Koordinatensystem eingetragen, so resultierte eine Gerade (Abb.
3 b), was die Annahme unterstiitzt, daB es sich hier um Oligomere handelt, die sich
im Molekulargewicht jeweils um eine Einheit unterscheiden. Durch Dialyse liefien
sie sich zum grofiten Teil entfernen, und man erhielt ein nach den chromatographi-
schen Daten einheitliches Produkt mit einem Molekulargewicht um 4000. Dieser Wert
stimmt mit den Angaben von RisEreau-GayonN und Grories (1971) flir Tannine aus

Tabelle 1

Beispiel fiir eine Reinigung von kondensiertem Tannin aus Vitis rotundifolia

Example for the purification of Vitis rotundifolia tannins

Vorhergegangener Trocken- Absoluter Relativer
Reinigungsschritt gewicht Tanningehalt!) Tanningehalt?)
Trocknung der Blitter 11,3 g 861 mg?) 2,5 %%)
Extraktion mit 40 %igem Methanol 23g 220 mg 104 %
Coffeinfdllung des Rohextraktes,

Ausschiitteln mit Chloroform 74 mg 20,5 mg 27,7 %
Dialyse in 50 % igem Methanol 50 mg 17 mg 345 %
Molekularsiebung auf Sephadex G 25 34 mg 14 mg 43,5 %

1) Fotometrisch bestimmt, bezogen auf Cyanidin.
?) Bezogen auf 100 %sige Umwandlung des Tannins in Anthocyanidine.
3) Fotometrischer Wert durch Verunreinigungen zu hoch; nur zu Vergleichszwecken ermittelt.



Tabelle 2

Tanningehalt und Fdhigkeit zur Pektinase-Inaktivierung eines Rohextraktes von Vitaceen-Bldttern - Der Gehalt ist nach.
einer anderen Aufarbeitungsmethode (Bacumann 1978) als in Tabelle 1 ermittelt - Die Stadmme sind in der Reihenfolge ihres
Tanningehaltes angeordnnet und in 5 Klassen eingeteilt
Tannin content in leaves of some Vitacea and inactivation of pectinases by leaf extracts .- Another preparation method
(BacuMann 1978) than in Table 1 has been used - The strains are arranged according to their content of tannin and divided
into 5 classes

Klasse I

Stammnummer 35 8 83 61 62 65 60 59 70 55 45 23 86 82 39 73 63

Tanningehalt 6 6 13 13 14 16 20 20 21 22 22 22 22 23 23 25 25

Inaktivierung 0 [} 0 0 ++ ++ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Klasse II ,

Stammnummer 38 16 ¥E] 9 40 4 66 67 1 15 7 89 87 176 18 13 84

Tanningehalt 26 27 27 31 32 34 35 37 41 42 42 44 47 47 48 48 48

Inaktivierung o 0 ¢ 0 0 ++ 0 ++ 0 0 0 0 0 0 0 [

Klasse III

Stammnummer 14 11 32 30 6 21 41 36 43 22 37 51 34 27 20 69 25 10 64 3 4 33 8
Tanningehalt 53 53 55 60 60 62 63 67 69 78 8 81 82 83 84 87 87 90 90 93 96 97 99
Inaktivierung 0 0+ +b 0 0 0 0 0 0 +++ ++ ++ 0 +++ ++ 0 0 +4+ 0 ++ 0 0
Klasse IV

Stammnummer 17 90 10 50 2 8 88 48

Tanningehalt 108 118 128 141 144 145 167 195

Inaktivierung 0 + 0 =k 0 0 + A

Klasse V

Stammnummer 19 4 29 80 7 81 44 49 7 72

Tanningehalt 213 223 225 249 249 264 270 324 331 393

Inaktivierung  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ F++ +++ +++

Klassen des Tanningehaltes: Grad der Inaktivierung: Erlduterungen der Stammnummern
I=g 25,8 Tannin/g Frischgewicht +++ = vollsténdig s. BAcHMANN (1978; Tabelle 5).
II = 50 xg Tannin/g Frischgewicht ++ =60 %
III = < 100 ug Tannin/g Frischgewicht + =30%
IV = 200 ug Tannin/g Frischgewicht 0 = keine.

V = > 200 ug Tannin/g Frischgewicht
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Rotweinen {liberein. Mit steigender Lagerdauer erhohen sich deren Molekularge-
wichte. Dies pafit zu unserer Beobachtung, daB im Verlaufe aller Aufarbeitungen
die ausgefillten Tannine immer schwieriger wieder in Losung zu bringen waren.
Am SchluB mufite dazu 30 %iger Harnstoff benutzt werden. Aus diesem Grunde war
auch die Ausbeute an weitgehend gereinigtem Tannin immer nur sehr gering (Ta-
belle 1).

2. Wirkung von Rebtanninen auf Enzyme

Im Kulturfiltrat von Botrytis cinerea sind eine ganze Reihe von Enzymen ent-
halten, welche der Pilz zum AufschluB des Wirtsgewebes benotigt (Literatur bei
Jarvis 1977). Eine besonders wichtige Rolle spielt dabei die Gruppe der Pektinasen,
die durch die Auflosung der Mittellamelle das Eindringen der Pilzhyphen ermog-
lichen. Sowohl an einem Pektinmethylesterase-Pridparat aus Botrytis cinerea (Abb.
4 a) wie an kiduflicher Pektinase (Roth) konnte gezeigt werden, da3 Extrakte aus
Blédttern pilzresistenter Rebsorten diese Enzyme inaktivieren. Die Ursache dafiir ist
klar, da die Wirkung eines Rohextraktes deutlich mit seinem Gehalt an Tanninen
zusammenhéngt (Tab. 2) und dieselbe Wirkung auch von gereinigten Tanninen aus-
geht (Abb. 4 b). Dabei handelt es sich nicht ausschlieBlich um unspezifische Ger-
bungseffekte, da nicht alle untersuchten Enzyme davon betroffen werden; z. B. wer-
den Amylasen nicht beeinfluit, wohl aber andere Enzyme (BacumanNN und STORCK,
in Vorbereitung). Von einer Abwehrfunktion der Tannine her wire dies kein Nachteil
fir die Pflanze, da Stérke als Zellwandbaustein keine Rolle spielt.

Die Pektinmethylesterase von Botrytis cinerea wurde durch fraktionierte Fal-
lung mit Ammoniumsulfat angereichert. In der Diskelektrophorese stellte sie sich
als einfache Bande dar (Abb. 4 a). Ob eine unspezifische Aktivitit gegen 1-Naphthyl-
amid, die sich im Gel an der gleichen Stelle befand, ebenfalls der Pektinmethyl-
esterase zuzuschreiben war, blieb unklar. Nach Brucumann (1976) hat dieses Enzym
eine hohe Spezifitit, es konnte sich in unserem Fall auch um eine Uberlagerung han-
deln. Jedenfalls wurde auch die Naphthylesteraseaktivitat durch Zusatz von Tannin
zum Reaktionsgemisch gehemmt.

Nach Govrpstein und Swain (1963) und Hastam (1974) werden Enzyme durch Kom-
plexbildung mit Tanninen zumindest teilweise unter Erhalt ihrer Aktivitat
ausgefdllt und dadurch fiir den Pilz trotz vorhandener Aktivitdt praktisch nutz-
los. Dabei bilden nach Hasiam (1974) die o-Dihydroxyphenylgruppen die reaktiven
Zentren der Tanninmolekiile, wihrend die Proteine iiber ihre Keto-Imidgruppen
daran beteiligt sein diirften. Da diese bei verschiedenen Proteinen in unterschied-
lichem Umfang zugénglich sind, wire damit die unterschiedliche Empfindlichkeit der
Enzyme gegen Tannine zu erklidren. In diesem Zusammenhang ist es biologisch sinn-
voll, da3 Anthocyanase gegen Tannin vollig resistent ist (GoLpstein und Swain 1963).

3. Tanningehalt verschiedener Rebsorten und -arten

Es wurden die meisten der bei BacamanN (1978) angegebenen Arten und Sorten
auf das Vorkommen kondensierter Tannine in ihren Bldttern untersucht. Die fest-
gestellten Mengen sind aus Tabelle 2 ersichtlich. Man darf diese Daten nur als Re-
lativwerte auffassen, da es bislang noch keine Methode gibt, um das gesamte Tannin
in Losung zu bringen (siehe auch Hit 1977).

Die Diskussion der Ergebnisse mufl sich auf einige Beispiele beschrinken. Ex-
trakte der Klasse V (>200 ug/g Frischgewicht wirkten stets stark bis vollig hem-
mend auf die Testenzyme, wihrend bei Werten <50 ug/g nur selten eine Inakti-
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vierung auftrat. Bei mittleren Tanningehalten war die Hemmwirkung der Extrakte
sehr unterschiedlich. Dies lieBe sich durch die naheliegende Annahme erkldren, daB3
die Pflanze noch andere Substanzen produziert, welche zusammen mit den Tanninen
gegen Pilzenzyme wirksam sind. Ist sehr viel Tannin vorhanden, so wirkt der Ex-
trakt auf alle Fédlle hemmend. Bei mittleren und niedrigen Werten kommt die Hem-
mung nur zustande, wenn andere Wirkstoffe die Tannine unterstiitzen. Dabei han-
delt es sich allerdings nicht um Flavonolglycoside (BacumManN 1978). Andererseits ist
auch eine unterschiedliche Loslichkeit der Tannine verschiedener Arten in Betracht
zu ziehen.

Von vielen Vitis-Arten, deren Extrakte sich als wirksam gegen Pektinasen er-
wiesen, ist aus der Literatur eine hohe Pilz- und oft ganz allgemein Parasitenresi-
stenz bekannt. Hier seien z. B. die untersuchten V.-rotundifolia-Abkémmlinge, V.
labrusca oder V. smalliana (simpsonii) erwiahnt,

SchlufSibetrachtung

Die vorliegenden Ergebnisse machen deutlich, da Tannine in den Organen
pilzresistenter Reben einen wesentlichen Beitrag zu dieser Resistenz leisten, so daf3
ihre Bestimmung sich als Teil eines Systems zur Friihdiagnose von Resistenzeigen-
schaften ausbauen lassen sollte. Aber auch weitere Aspekte diirfen nicht au3er acht
gelassen werden:

Botrytis cinerea libt seine Wirkung auf das Pflanzengewebe auBler durch En-
zyme auch iiber ein Toxin aus. Diese toxische Wirkung kann durch Zugabe von
Rebtanninen gehemmt werden (Storck, Bacumann und Braich, in Vorbereitung).
Die prézipitierende Wirkung macht sich aber auch bei der Analyse von Proteinen
aus den Reben selbst bemerkbar. Ohne besondere Vorsichtsmafinahmen fallen Reb-
proteine bei der Herstellung des Rohextraktes aus, so daBl im Uberstand nur noch
wenig davon vorhanden ist (Scuaerer 1969). Wiahrend man sich normalerweise be-
miiht, die verantwortlichen Tannine bei der Herstellung von Blattextrakten durch
Zugabe von Nikotin (BriickBauer und Riuper 1971), Cinchoninsulfat (Pert und PompEer
1971) oder Polyvinylpyrrolidon (bei der Weinherstellung) zu entfernen und so die
Proteine in Losung zu halten, kann man sie auch zunéchst belassen, absichtlich zum
Ausfillen der Rebproteine beniitzen und diese aus dem unléslichen Niederschlag
durch Behandlung mit Coffein herauslosen (Gessing 1968, Worre 1976). Die Bedeu-
tung der untersuchten Substanzen geht allerdings noch weiter; denn die diskutier-
ten Eigenschaften der Rebtannine machen sich auch beim Versuch bemerkbar, in-
fektiose Partikel aus viruskranken Reben zu isolieren bzw. Reben ohne die natiir-
lichen Vektoren mit Virus zu infizieren (Literatur bei Verren 1977).

In diesem Zusammenhang ist eine Beobachtung interessant, daB8 sich in Rot-
weinen ein Virus-inaktivierendes Prinzip befindet (KonowarLcauck und Sreeirs 1976).
Hier handelt es sich zweifellos um Gerbstoffe aus diesem Getrink (RiBEReau-GAyoN
1971); in WeiBwein, der keine derartige Aktivitiat aufweist, sind auch vergleichsweise
wenig Tannine vorhanden. Im Ubrigen ist die Anwendung von Tanninen zur Be-
kampfung von Virus- und Pilzkrankheiten im Weinbau auch bereits patentiert (Ko-
xurewicz 1962). Sie sollen durch Wundheilung vorbeugend und auBlerdem kurativ
wirken. Die hier vorgeschlagene Art der duBlerlichen Anwendung hat sich offen-
sichtlich nicht bewdhrt, was nicht zuletzt auf die relativ schmale Wissensbasis zu-
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riickzufiihren sein mag. Dem zugrundeliegenden Gedanken sollte man aber — tiber-
tragen auf pflanzeneigene Abwehrkrifte — in Zukunft mehr Beachtung schenken,
gerade im Hinblick auf die steigende Bedeutung der Virosen im Weinbau.

Zusammenfassung

Blattextrakte aus iiber 80 Sorten und Arten von Vitaceen wurden auf Art und
Menge der darin vorhandenen Gerbstoffe untersucht. Es handelt sich dabei um kon-
densierte Tannine, die hauptsichlich aus Cyanidin- und Delphinidin-Untereinheiten
zusammengesetzt sind. IThr Molekulargewicht liegt um 4000, es sind jedoch auch klei-
nere Oligomere (Procyanidine) vorhanden.

Die Tannine wirken auf Pektinmethylesterasen und andere Hydrolasen aus
Pilzen inaktivierend. Dies beruht auf einer reversiblen Reaktion mit diesen Enzy-
men. Es zeigte sich, dal Vitis-Arten, die als pilzresistent gelten, eine relativ hohe
Tanninkonzentration (>200 ug/g Frischgewicht) in ihren Blittern enthalten, wih-
rend anfillige meist nur geringere Mengen (<50 ug/g) aufweisen.

Den Mitarbeitern der BFA fiir Rebenziichtung, insbesondere Frau D. ScuNeiDer, Frau
R. Weiker und Herrn R. Winp danken wir fiir ihre Mitarbeit an den vorliegenden Untersu-
chungen.,
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