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MiV TabakmosMkvirus infizierte B1/~tter wurden w/~hrend 
24 Stdn. zur Assirailation yon radioaktivera Kohlendioxyd 
veranlal3t. Virus h6chster spezifischer Radioaktivit/iV wtulde 
erhalten, wenn die Bl/~tter kurz nach der Infektion dieser 
]%adiophotosyn~hese unterworfen wurden; hSchste Gesarat- 
aktivit~ ergab sich bei Radiophotosynthese raindestens einen 
Monat naeh Infek~ion. Ein be%r/~chtlicher Teil der Aktivit/~t 
befand sieh ira Nukleins/~ureteil des Molekfils. I)urch Infiltration 
von infizierten B1/~tern init Radioglukoso und nachfolgende 
Aufbewahrung ira Dunkeln ergab sich ebenfalls radioak~ives 
Virus; der Einbau des l%adiokohlenstoffes in das Virus is~ 
also nich~ notwendig rait der Photosyn~hese gekoppelt. 

Am Kolflenstoff markiertes Tabakmosaikvirus (TMV) wurde erhalten, 
indem B1/itter, die individuell durch l%eiben mit ViruslSsung infiziert 
worden waren, in einer Atmosph/~re belichtet wurden, die radioaktives 
Kohlendioxyd enthieltL Nach Aufnahme des Kohlendioxyds wurde 
das Blatt homogenisiert, d~s Virus nach C o m m o n e r  ~ mit Pufferl(isung 
extrahiert, dutch mehrfache isoelektrisehe Umfs gereinigt und 
kolorimetrisch bestimmt 2. Die l%adioaktivit~ wurde nach Verbrennung 
zu Kohlendioxyd mit dem Gas-Geiger-Z~hlrohr 3 gemessen, dessen Ausbeute 
ann~hernd 100% be~r~gt. In  einer weiteren Versuchsreihe wltrde die 
Aktivit~t yon ganz ,,jungem" Virus mit der yon ganz ,,Mtem" Virus 

1 TI. Schiin]ellinger u n d  E .  Broda, Mh.  Chem. 88, 837 (1952). 
B.  Commoner,  t~. L .  Mercer,  ~P. Merr i l l  u n d  ,4. Z immer ,  Arch. Biochera. 

Biophysics 27, 271 (1950). 
3 E .  Broda u n d  G. Rohringer,  Z. Elektrochera. 58, 634 (1954). 
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vergl ichen a. Als , , ~ v  r wurde  d~bei der Ze i t raum zwischen In fek t ion  

des Bl~t tes  und  Rad iopho tosyn these  bezeichnet .  Es zeigte sich, dab 

, , junges" Virus un te r  sonst  gleiehen Bedingungen  sehr vim h5here 

spezifische A k t i v i t g t  a n n i m m t  Ms , M t e s "  Virus. 

Es  sollte nun  die Abhi~ngigkeit der Aktivit~tt des Virus v o m  Altar  

fiber einen l~ngeren Ze i t r aum gepriif t  werden, um den ~%ergang yon  

jungem zu Mtem Virus zu erhMten. Diese Un te r suehung  b ie te t  n ich t  

nu t  theoret isehes Interesse,  sondern sie soll auch zeigen, in welehem 

VirusMter  die Rad iopho tosyn these  durchzuf i ihren ist, um Virus mSglicbst  

hoher  R~dio~k t iv i tg t  z u  erhMten. 

Tabelle 1. A u s b e u t e  u n d  A k t i v i t / ~ t  des  V i r u s .  

u Blattfrisch- Virusausbeute G e s a m t  Spezifische 
Versuch Nr. (Wochen) gewicht (mg) aktivitgt Aktivitiit 

(g) (min -1) (min -1 rag -l) 

A 1 
A 2 
A 3 
A 4 
A 5 
A 6 
A 7 
A 8 
A 10 
X 11 
A 12 
A 13 
A 1 5  
A 16 
A 17 
A 18 
A 19 
A 21 
A 22 

B 1 
B 2 
B 3 
B 4 
B 5 
B 6 
B 7 
B 8 
B 9 
B 10 
B l l  

1 
1 
2 
2 
3 
3 
4 
4 
5 
6 
6 
7 
8 
8 
9 
9 

10 
11 
11 

2 
2 
3 
3 
4 
4 
5 
5 
6 
6 
7 

15 
t8 
17 
24 
16 
30 
20 
17 
21 
17 
22 
19 
20 
16 
16 
16 
20 

7 
9 

7 
25 
18 
9 

12 
13 
7 
8 

10 
9 
8 

1,55 
0,57 
1,15 
3,45 
1,9 
7,2 

15,5 
58,5 
76 

115 
84 

106 
180 
109 

85 
76 
44 
53 
53 

1,5 
6,1 
5,7 
7,6 

94,0 
110,0 
24,0 
38,0 
75,7 
22,9 
12,6 

r 

8400 

3400 
11200 

5800 
7700 

30000 
15500 
16000 
34500 
24500 

3400 
9400 
5300 
8800 

31000 
27500 
47500 
59500 
26500 

33O0 
2900 

H. SchSn]ellinger und E. Broda, Mh. Chem. 85, 33 (1954). 

4400 

220 
190 

76 
67 

350 
205 
360 
650 
470 

2300 
1550 
930 

1150 
330 
25O 

2000 
1550 
350 
I45 
230 
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Die Versuchstechnik blieb unveriindert. Die Pflanzen wurden M_itte 
Mai ins Freie versetzt. Die Pflanzen der A-Serie wurden am 29. Juni 
und 2. Juli, die der B-Serie am 25. und 26. August mit Virus infiziert. 
Die Radiophotosynthese wurde mit 111,5 mg Kohlendioxyd der spezifi- 
schen Aktivit/~t 0,058Mikrocurie pro Milligramm durchgefiihrt. Es 
wurden jeweils zwei Parallelversuche angestellt. Nur jene Versuehe 
wurden in bezug auf Radioaktivit/~t ausgewertet, bei denen das Kohlen- 
dioxyd fast zur Ggnze assimfliert worden war; fiir den klefllen uu- 
assimilierten Rest wurde dann korrigiert. Versuche mit mangelhafter 
Assimilation wurden in Tabelle 1 dureh Striche bezeichnet. 

Offenbar sind die individuellen Schwankungen zwischen den B1/~ttern 
sehr betriichtlich. Die Ursaehe mag darin liegen, dab die Bli~tter sich 
durch ihre Stellung an der Pflanze, ihre individuelle VitalitEt, ihre Beson- 
hung usw. unterscheiden. Man erkennt auch, dab das Virus in der B-Serie 
anfangs sehneller gewachsen ist als in der A-Serie. Der Grund daffir ist 
unbekannt, doch sei darauf hingewiesen, dab die B-Versuche mit ~lteren 
Pflanzen als die A-Versuche angestellt wurden. Auch m5gen vers 
Witterungsverh/iltnisse eine Rolle gespielt haben (fibrigens wurde beobach- 
tet~ dab in Pflanzen, die unter ung/instigen Bedingungen gehalten wurden, 
auch das Virus nur langsam w/ichst). Jedenfalls kSnnen Sch]/isse nur aus 
Mittelwerten gezogen werden. 

T~belle 2. A b h / i n g i g k e i t  der V i rusak t iv i t /~ t  yore Al t e r  'Mittelwerte). 

Virusalter } Virusgehalt Aktivit~t Rel. spez. 
(Wochen) Versuche des Blattes in Virus Ak~ivit~t 

(%) (%) des Virus (%) 

0,9 
1 
1,5 
2 
3 
4 
5 
6 7 
8--9 

1 0 - - 1 1  

4 [ 0,0050 
A 1--2 [ 0,0067 

4 l 0,014 
A 3--4, B 1--2 0,017 
A 5--6, B 3--4 0,038 
A 7--8, B 5--6 0,51 
A 10, B 7--8 [ 0,40 
A 11--13, B 9--11 ~ 0,46 
A 15--18 0,65 
A 19, 21--22 0,59 

0,034 

0,087 
0,046 
0,054 
0,13 
0,27 
0,072 
0,16 
0,18 

71 

73 
24 
23 
2,7 
6,7 
1,4 
3,1 
3,8 

In Tabelle 2 sind auf Grund der Tabelle 1 die Mittelwerte fiir den 
Virusgehalt des ffischen Blattes~ ffir den Anteil des Virus an der Gesamt- 
radioaktivit~t des Blattes und ffir das Verh~ltnis der spezifischen Raxlio- 
aktivit~ten (Aktivit~t/Masse) yon Viruskohlenstoff und Gesamtblatt- 
kohlenstoff (,,relative spezifische Aktivitgt",  ausgedrfickt in Prozent) 
gezogen. Dabei ist, wie zuvor, der Kohlenstoffgehalt des ffischen 
Tabakblattes einheitlich zu 5O/o angenommen a. 
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Es zeigt sieh also, dal~ naeh etwa 3 Wochen ein enormer Anstieg 
des Virusgehaltes des Blattes und ein ebenso auffallender Absturz der 
spezifisehen Aktivi tgt  des Virus stattfindet.  Danaeh bleiben Virusgehalt 
und spezifisehe Aktivit~t,  soweit die Reproduzierbarkeit  der Versuehe 
reieht, konstant.  Daraus folgt, dag aueh der in Virus eingebaute Anteil 
des gesamten I~adiokohlenstoffes (SpMte 4) im gleiehen Bereieh konstant  
bteibt; er ist in diesem Bereieh etwa 5- bis 6mal grSl3er Ms kurz nach 
der Infektion. Ehle Abnahme der spezifisehen Aktivit~tt des Virus mit  
zunehmendem Alter wurde aueh bei Zufnhr yon Radiophosphor in Form 
yon Phosphatl6sung zum infizierten Blat t  beobaehtet  5, 6 

Die relative spezifisehe Aktivi tgt  des Virus yon 4 bis l l Woehen 
s t immt etwa mit  jener (2,7~o) yon sehr altem Virus (200 Tage Waehs~ 
turn 1, 4) iiberein. Dies deutet  darauf bin, dab die Waehstums- oder 
Stoffweehselvorg~nge, die einen Eintr i t t  yon Radiokohlenstoff in das 
Virusmolekiil ermSgliehen, sieh in diesem Stadium nieht mehr stark 
~ndern. Was jedoeh den Anteil des Virus an der Gesamtaktivit~t  betrifft, 
so ist der unmittelbare Vergleieh der neuen mit  den alten Daten dadureh 
ersehwert, dab in den friiheren Versuehen das Virus nieht ann~hernd die 
gleiehe Konzentrat ion im Blatt  erreieht hat te  x~de in den jetzt vorliegenden 
Versuehen. 

Vom praktisehen Standpunkt  der Gewinnung yon akt ivem Virus 
folgt Mso, dab die hSehste spezifisehe Aktivit~t erhMten wird, wenD. 
sehr junges Virus der Radiophotosynthese unterworfen udrd, dag aber 
viel mehr Radiokohlenstoff ffir den Virusaufbau verwertet  wird, wenn 
mgn naeh der Infektion einen Monat zuwartet.  

Einige orientierende Versuehe wurden zur Feststellung unternommen, 
zu welehem Teil der Radiokohlenstoff in den Eiweig- bzw. Nukleinsi~ure- 
teil eingebaut wird. TMV (Radiophotosynthese 30 bis 50 Tage naeh 
Infektion im Winter vollzogen) wurde der Behandlung mit  Triehlor- 
essigsgure nach S c h r a m m  7 unterworfen. Dabei bleibt die Nukleins~m'e 
in LSsung, w~thrend das EiweiB ausf~llt. Aktivit~tsbestimmungen der 
Nukleins/~urefraktion zeigten an einer t~eihe von Proben tiberein- 
stimmend, dag etwa ein Fiinftel der Aktivit~t in der Nukleins~ure sitzt. 
Da der Nukleins~uregehMt des TMV etwa 5,5o/0 betr~gt 8, ist die spezifisehe 
Aktivit/~t des Kohlenstoffes der Nukleins~ure mehrfaeh grSBer al~s die 
des Kohlenstoffes im Gesamt-TMV. Dieser Befmld steht quali tat iv 
mit  Ergebnissen in Einklang, die gelegentlieh der Untersuehung der Ver- 

5 B.  Kassanis ,  J. Gem ~[ierobiol. 9, 467 (1953). 
a 2'. C. Bawden,  briefliehe Mitteilung. 
7 G. Schramm und  G. Braunitzer, Z. Naturforseh. ~ b, 297 (1950). 
s H.  Dannenberg, G. Schra/mm und H.  Flammers]eld, Z. Naturforsch. 3 b, 

241 (1948). 
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teilung des l%adiokohlenstoffes fiber die einzelnen Aminos~uren des TMV 
erhalten wurden 9, wobei freilieh yon Sommerpflanzen ausgegangen wurde. 

Schlieglieh sollte geprfift werden, ob der Einbau yon Kohlenstoff 
in Virus mit  der Photosynthese gekoppelt ist. Zu diesem Zweeke wurden 
die Tabakbl~tter,  die vorher wie fiblieh 24 Stdn. an der Pflanze unter  
Lichtabschlug gehalten worden waren, auch w~hrend der folgenden 
Behandlung mit l%adiokohlenstoff (48 Stdn.) im Dunkeln gehMten. Der 
Radiokohlenstoff wurde daher dem Blat t  nicht in Form yon Kohlen- 
dioxyd, sondern yon radioaktiver Glukose zugeffihrt. Das Blat t  stand 
in einer kleinen Vase, die mit  etwa 4 cm ~ Wasser mit  einem GehMt yon 
0,25 mg Glukose der Gesamtaktivi t~t  0,4 #C geffillt war. Diese Technik 
der Zuftihrung radioaktiver Stoffe wurde yon K r o t k o v  beschrieben l~ 
Die aufgenommene Glukosemenge wurde bestimmt, iudem nach Ende 
der Infil tration die Gesamtradioaktiviti~t yon je 6 bis 8 Blattsttieken 
gemessen und dann auf das Gesamtgewicht des Blattes bezogen wurde. 
Das Virus wurde in der iiblichen Weise aus dem Bla~tt gewonnen, 
kolorimetriert und auf l%adioaktivit~t geprfift. 

Je  drei derartige Infiltrationsversuche wurden 10 Tage, 6 Wochen 
und 13 Wochen naeh der Infektion ausgeffihrt. Die VirusgehMte ent- 
sprachen etwa jenen der Tabelle 1. Die )/[enge der yore Blat t  aufge- 
nommenen Radioglukose sehwankte stark, lag aber fast immer zwisehen 
5 und 10% der angebotenen Menge. Aueh der Anteil des l%adiokohlen- 
stoffes, der in das Virus eingebaut wurde, war groSen Schwankungen 
unterworfen, so dag auf eine quanti tat ive Diskussion verzichtet werden 
mul~. Immerhin  konnte qualitativ festgestellt werden, dab junges Virus 
aueh unter diesen Bedingungen hShere spezifisehe Aktiviti~t Ms altes Virus 
annimmt.  Bei i~lterem Virus lag der Anteil des Virus an der Gesamt- 
akt ivi tgt  des Blattes zumeist in der Gr6genordnung yon mehreren Zehntel 
Prozent;  die relative spezifische Aktiviti~t des TMV seheint hSher zu 
sein als bei Einbau yon l%adiokohlenstoff durch Photosynthese. 

Die Infiltrationsversuche erbringen den gesuehten Naehweis, dag 
l~adiokohlenstoff im Dunkeln aus Glukose auf TMV fibergehen kann. 
Dies ist aueh zu erwarten, weil erstens fiberhaupt in Anwesenheit von 
Kohlehydrat  EiweiBsynthese dureh BlOtter auch im Dunkeln erfolgt~, 
und zweitens TMV auch in Kulturen chlorophyllfreier Wurzeln w~chst 11. 
Es besteht also keine zwingende Kopplung yon Virusstoffwechsel und 
Photosynthese, wenn aueh das W a e h s t n m  von TMV in abgetrennten 
Bl~ttern dureh Licht gefSrdert wird 5, 12. Dagegen erfolgt z. B. eine 

�9 ~ F .  P a s s l e r  u n d  T .  Sehgn]e td ,  Mh. Chem. 86, 88 (1955). 
~o R .  G. S .  B i d w e l l ,  G. KrotIcov und G. B .  Reed ,  Arch. Biochem. Bio- 

physics 48, 72 (1'954). 
n G. 2Ylelchers, briefliche Mitteilung. 
~ W . N .  T a k a h a s h i ,  Amer. J. Bot. 34, 496 (194:7). 
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Bildung yon Kohlehydraten aus markierter Ameisen-. Essig- oder Milch- 
saure in T~bakbl~ttern fiberhaupt nur im LichtlK 
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