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Tabakbl~ t t t e r  w u r d e n  wenige  Tage  n a c h  de r  I n f e k t i o n  m i t  
Mosa ikv i rus  zu r  p h o t o s y n t h e t i s c h e n  A u f n a h m e  r a d i o ~ k t i v e n  
K o h l e n s t o f f s  veranlal~t .  ]:)as Vi rus  wurde  s o d a n n  isol ier t  u n d  
die A b h ~ n g i g k e i t  de r  spez i f i sehen  R a d i o a k t i v i t ~ t  des V i rus  y o n  
d e m  sei t  de r  I n f e k t i o n  ve r f lo s senen  Z e i t r a u m  ( , ,Al te r"  des  
Virus)  gepri i f t .  Es  e rg ib t  sich, daI~ in  d e m  u n t e r s u e h t e n  Be re i ch  
Sowohl die spezif ische R a d i o a k t i v i t ~ t  des V i rus  als  s u c h  die 
G e s a m t r a d i o a k t i v i t ~ t  des V i rus  we l t  h S h e r  ist,  als w e n n  die 
P h o t o s y n t h e s e  m i t  d e m  v i r u s g e s ~ t t i g t e n  B l a t t  erfolgt .  Dieses  
E r g e b n i s  is t  a u e h  f~ir die p r a k t i s c h e  D a r s t e l l u n g  des m a r k i e r t e n  
Vi rus  bedeut~mgsvol l .  

E i n l e i t u n g .  

Wir haben friiher ein Verfahren zur I-Ierstellung yon radioaktivem 
Tabakmosaikvirus (TMV) besehrieben 1. Nach diesem Verfahren wird ein 
infiziertes Tabakbla t t  zur Assimilation yon Radiokohlens~ure veranlaBt. 
D~s aus dem Blair  nach bekannten Methoden gewonnene Virus erweist 
sich Ms radioaktiv. 

Diese ersten Versuche wurden, um e ine  mSgliehst gro~e Masse an 
Virus aus einzelnen Bl~Lt~ern gewinnen zu kSnnen, mit  , ,altem" Virus 
angestellt, d .h .  zwischen der Infektion und der radioaktiven Photo- 
synthese wurde ein langer Zeitraum (Inehrere Monate) verstreichen ge-  
lassen. Man n immt  gewShnlich an, dal] ein Blat t  sich innerhalb einer 
so langen Zeit mit  Virus s~Lttigt. Da~ das Virus sich unter diesen Um- 
stii, nden als radioaktiv erweist, kann entweder dadurch gedeutet werden, 

* H e r r n  Prof .  Dr .  A.  F r a n k e  z u m  80. G e b u r t s t a g  gewidmet .  
1 H .  Sch6n]ellinger u n d  E.  Broda, ~ h .  Chem.  88, 837 (1952). 
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dab das Virus sogar nach so langer Zeit immer noch wachst, wenn auch 
das Wachstum naeh anderen Methoden nicht mehr erfaB~ werden kann; 
oder dadurch, dab dieses ,,alte" Virus zwar tatsachlieh in Siittigung, also 
in sta~ion~rer Konzentration, vorliegt, aber mit anderen Blattbestand- 
teilen Kohlenstoff austauschen, also doeh noch am Stoffwechsel teil- 
nehmen kann. 

Jedenfalls war zu erwarten, dab yon ,,jungem", noch waehsendem 
Virus bei der radioaktiven Photosynthese mehr Radiokohlenstoff je Menge 
des vorhandenen Virus eingebaut wird a]s yon altem, stationarem Virus. 
Es muBte daher das junge Virus eine grSBere spezifisehe Aktivit~t (Radio- 
aktivitat pro Masseneinheit) als das alte Virus erwerben. Bei jungem 
Virus ware eine geringe Ausbeute an Substanz mit hoher spezifischer 
Aktivit~t zu erwarten, bei altem Virus eine grebe Ausbeute mit geringer 
spezifischer Aktivitat. Unter gewissen Umstanden kSnnie mSglicherweise 
die Verwendung yon jungem statt altem Virus nicht nut zur Bildung yon 
Virus verbesserter spezifischer Aktivitat, sondern sogar auch zum Einbau 
einer grSBeren Absolutmenge yon Radiokohlenstoff in das Virus - -  also 
zu einer grSBeren Gesamtaktivit~t des Virus - -  fiihren. Dies sollte nun 
experimentell nachgepriif~ werden. 

V e r s u c h s e r g e b n i s s e .  

Das in der ersten VerSffentlichung besehriebene experimen~elle Vet= 
fahren wurde im wesentliehen beibehalten. Wieder wurden Pflanzen yon 
Nieotiana tabacum verwendet, die im Friihling ins Freie verpflanzt warden 
und dort fiber den Sommer wuchsen. Die Pflanzen wurden durch Absehneiden 
der Knospen am Bl~ihen verhindert. Die Infektion erfolgte im September. 
Die spezifisehe Aktivit~t der eingesetzten Kohlens~iure (111,5 mg pro Ver- 
such) betrug diesmal 0,224 Mikrocurie pro Milligramm. 

Bei der chemischen Abtrennung des Virus wurde diesmal in allen F~llen 
bei der letzten isoelektrischen Umf~llung 0,5 g inaktive Glukose als l~fick- 
haltetr&ger zugesetzt, um eine Adsorption aktiver Zueller zu verhindern. 
Die Verbrennung des Virus erfolgte immer unter Tr~gerzusatz naeh der 
nassen Methode yon Van Slyke und Folch, die IVlessung der l~adioaktivit&t 
in Form yon CO 2 in einem Gas-Geiger-Z~hlrohr verbesserter Konstruktion 2. 

In Tabelle I sind s~imtliehe neue Ergebnisse wiedergegeben. Die Ergeb- 
nisse wurden mit Bl~ttern zweier Pflanzen erhalten, wobei die BlOtter mit 
gerader Nummer der einen, mit ungerader Nurnmer der anderen l~flanze 
entstammen. Der Versueh l~r. 3 f~llt, obwohl weder am Blair noeh an den 
L6sungen auffiillige Beobachtungen gemaeht wurden, so stark aus der Reihe, 
dab wir ihn bei der Bereehnung yon Mittelwerten ffir Tabe]le 2 auBer acht 
lassen wollen. 

Zum Vergleieh des alterl mit dem jungen Virus dient nun Tabelle 2. 
Die Daten fiber das junge Virus sind die IVlittelwerte aus Tabelle 1 der 
gegenw~rtigen VerSffentliehung, wobei einerseits die Versuehe der ersten 
vier Tage, anderseits jene der zweiten vier Tage zu je einem Mittelwert 

2 G. Rohringer und  E.  Broda, Z. lqaturforsch. 8 b, 159 (1953). 
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Tabel le  1. A u s b e u t e  u n d  A k t i v i t ~ t  y o n  , , j u n g c m "  V i r u s .  

Versuch Nr. Virusalter 
(Tage) 

Blatt- 
frischgewicht 

(g) 
Virusausbeute 

(rag) 

Spezifische 
Akt iv i ta t  

(rain -1 mg-1 
T~[V) 

Gesamt-  
akt iv i t~t  
(rain-')  

5 13 
6 11 
7 11 
8 11 
9 [ 14 

i0 I II 
11 i 17 
12 [ 10 

0,48 
0,56 

(0,32) 
0,68 
0,80 
1,64 
2,32 
2,28 

34300 
36400 

(114500) 
29200 
49500 
20800 

i 

18500 
33700 

16500 
20400 

(36700) 
19900 
39600 
34100 
43000  
76800 

z u s a m m e n g e f a ~  sind.  Die  D a t e a  f iber  das  a l te  Vi rus  s ind  de r  e r s t e n  Ver-  
5 f f en t l i chung  e n t n o m m e n ,  u n d  zwar  s ind  die Mi t t e lwc r t e  aus  d e n  Ver-  
s u e h e n  4 bis  6 de r  d o r t i g e n  Tabel !e  1 geb i lde t  worden .  Das  s ind  die dre i  
verl/il31ichsten Versuehe ,  n/~mlich die e r fo lg re ichen  Ver suche  u n t e r  E i n s a t z  
de r  grSf~ten Menge  Rad iokoh lens to f f .  Die  D a t e n  de r  g e n a n n t e n  Tabe t le  
w u r d e n  fiir die vor l i egende  Tabel le  2 d u t c h  Mul t i p l i ka t i on  m i t  0,52 au f  
gleiche Bas is  u m g e r e c h n e t ;  das  is t  das  Verhg l tn i s  de r  spezi f i schen Akt iv i t /~ ten  
de r  eh lge se t z t en  Koh lensgu re .  Gemessen  wurde  f r i iher  u n d  j e t z t  rn i t  gl~icher  
Ausbeu t e .  Die  A n g a b e n  de r  v i e r t e n  V c r t i k a l s p a l t e  s~ellen n u r  e ine l~ / iherung  
dar ,  da  die K o h l e n s t o f f g e h a l t e  de r  B l g t t e r  - -  w c n n  a u c h  auf  G r a n d  f r f iherer  
A n a l y s e n  - -  n u t  geseh~tz t  w u r d e n  (5~o); de r  K o h l e n s t o f f g e h a l t  des T M V  
b e t r ~ g t  50%.  

Tabcl le  2. V e r g l e i c h  y o n  j u n g e m  u n d  a l t e m  V i r u s  (Mit~elwerte) .  

Alter (Tage) 3lenge TI~V 
(mg) 

Yerhi~ltnis der I 
Spezifische spez.Aktivitfiten Gesamt- 
Aktivit~t Yon Virus- un4 I aktivit~t 

(rain-1 rag-1 Blattkohlen- (rain -1) 
TlgV) stoff 

u 
der Gesamt- 
aktivit/it in 

TI~[V und Blat~ 

6,3 0,57 33000 0,71 19000 3,4" 10 -4 
10,5 1,8 31000  0,73 48 000 8,7 �9 10 -4 

200 12,4 1 150 0,027 14000 2,4 �9 10 ~4 

D i s k u s s i o n .  

F o l g e n d e  Schl i i s se  k S n n e n  a u s  T a b e l l e n  1 u n d  2 gezogen  w e r d e n :  

1. D a s  j u n g e  V i r u s  e r r e i c h t  i n n e r h a l b  d e r  V e r s u c h s p e r i o d e ,  a lso  b i s  

z u m  12. T a g ,  a u c h  n i c h t  a n n / ~ h e r n d  d ie  s t a t i o n ~ r e  ( m a x i m a l e )  K o n z e n -  

t r a t i o n  i m  B l a t t .  U n s e r e  W a c h s t u m s k u r v e  s t e i g t  a lso  v ie l  l a n g s a m e r  a n  

a ls  d ie  y o n  C o m m o n e r  e t  al.  a - -  a l l e r d i n g  s u n t e r  g r u n d v e r s c h i e d e n e n  

e x p e r i m e n ~ e l l e n  B e d i n g u n g e n  - -  e r h a l t e n e  K u r v e .  

a B .  Commoner,  F . L .  IVIercer, P .  Merr i l l  u n d  A .  Z immer ,  Arch .  Bio-  
c h e m i s t r y  27, 271 (1950). 
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2. Das junge Virus zeigt unvergleichlich h6here spezifische Aktivit~t 
als das alte Virus. Die grol3e Kraf t  des rasch wachsenden TNV zum Ein- 
bau yon neu assimiliertem Kohlenstoff kommt besonders anschaulich 
darin zum Ausdruck, dal~ die spezifische Aktivit~t des TMV-Kohlenstoffs 
in der ersten Zeit naeh der Infektion gr5BenordnungsmKBig dem Mittel- 
wert der spezifisehen Aktivit~t des gesamten Blattkohlenstoffs gleieh- 
kommt (vierte Spalte). Nach allen Erfahrungen nehmen sonstige EiweiB- 
kSrper hSherer Pflanzen neu assimilierten Kohlenstoff nur langsam auf. 

3. Innerhalb der betr~chtIichen Schwankungsbreite der bier be- 
schriebenen Versuche ist kein Gang der spezifischen Aktivit~t im Alters- 
bereich 5 bis 12 Tage festzustellen. Dieses Ergebnis ist u n ~ r  Annahme 
einer exponentiellen Wachstumskurve verst/~ndlich. Schon Commoner 
et al. haben auf Grund ihrer kolorimetrischen Bestimmungen einen 
Wachstumsmechanismus fiir TMV postulierg, der in  einem weir yon der 
S~t~igung entfernten Altersbereich exponentielle Zu n ah m e  beinhaltet. 
Es ist demnaeh der Zuwaehs an Virus je Zeiteinheit dA[dt der Menge an 
schon vorhandenem Virus A proportional. Dann gilt 

dA/dt -= k' A. 

Nun sei weiter fiir den gleiehen Bereich die nieht unverniinftige Annahme 
gemacht, dal~ das Virus seinen Kohlenstoffbedarf stets aus den gleiehen 
Vorproduk~en (chemisehen Stoffen im Blatt) deckt. Dann ist die vom 
Virus aufgenommene Menge Radiokohlenstoff B der w/~hrend der Photo- 
synthese zuwachseuden Virusmenge proportional, also 

B = r ' .  aA/g t .  

Daher gilt 

B = k ' k " A ,  

d .h .  das Mengenverh~ltnis RaAiokohlenstoff zu Virus (B/A), aus dem 
man durch Multiplikation mit der Zerfallskonstante 2 die spezifisehe 
Akt iv i t~  erh~lt, ist yon der Zeit (dem Alter des Virus) unabh~ngig. 

Nat/irlich kann diese Unabh~ngigkeit der spezifischen Aktivit~t yore 
Alter nur in einem gewissen Bereich (n~mlich dem des exponentiellen 
Wachstums) gelten. Bei l~ngerem Zuwarten muB die spezifische Aktivi- 
t~t sich allm~hlich dem fiir ges~ttigte Bl~tter geltenden niedrigen Wert 
n/s 

4. Die Gesamtaktivit~t des jungen Virus steigt in dem untersuchten 
Al~ersbereieh raseh an und liegt jedenfalls oberhalb der Gesamtaktivit~t 
des alton Virus. Es mug also bei mittlerem Alter ein Optimum auftreten.' 

Die Wahl des besten Zeitpunktes fiir die radioaktive Photos3mthese 
bei der pr~parativen Darstellung des markierten Virus fiir Stoffwechsel, 
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versuche wird davon abh~ngen, ob in erster Linie hohe spezifische Akti- 
v i t ~  oder hohe Gesam~aktivit~t des Virus gewiinsch~ wird. Die n~chste 
Aufgabe ist die Bestimmung der Lage des Optimums der Ges~mt- 
aktivit~t. 

Wit danken t ter rn  Prof. Dr. L. Ebert fiir sein h6chst aktives Interesse, 
der 0sterr. Tabak-Regie und der Van 'tHo]]-Stiftung, Amsterdam, fiir 
gro•ziigige finanzielle Unterstfitzung, sowie Herrn Oberg~rtner F.  Wannelc 
und Frl. Ingeborg Probst fiir ihre praktische Hilfe bei der Zfichtung des 
T~baks. 


