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Tabakmosa ikv i rus  hoher  spezifiseher Aktivi t f i t ,  das am Phos- 
phor  und/oder  Kohlens tof f  mark ie r t  war, wurde  biosynthet iseh 
hergestell t .  D a m i t  wurde  jeweils ein B la t t  einer Pflanze yon  
Nicot iana  t a b a e u m  infiziert und der e twaige Transpor t  yon  int.ak- 
tern Virus dureh  das Le i t tmgssys tem der Pflanzen cladureh weit- 
gehend un te rbunden ,  dab die Leitgef/~Be des , ,behandel ten"  Blat-  
tes du rch t renn t  wurden.  

/ )as  aus den , ,unbehandel ten"  t31~tttern der Pflanze naeh  
17l/2, 48 und  72 Stdn. isolierte Virus wies im Vergleieh z u m  ein- 
gesetz ten TMV einen viel  geringeren Antei l  an  Gesamtradiokohlen-  
stoff  im Pro te in  auf. Dies deu te t  da rauf  lain, dab das Virus der 
, ,unbehandel ten"  B1/itter h6ehstens zu einem sehr geringen Tell 
aus in t ak t  t r anspor t i e r t em TMV bestehen k6nnte.  

Die n ieht  im TMV entha l tenen  Polynukleot ide  der ,,unbe- 
hande l t en"  B la t t e r  en tha l t en  7 Stdn. nach  der In fek t ion  ver-  
h/~ltnism/igig viel  32p, doeh ~ritt derselbe innerhalb  70 Stdn.  
zum allergrSBten Tell in n iedermolekulare  Verb indungen  fiber. 

Die in Puffer  unl6sliehen Polynukleo t ide  der unbehande l t en  
B1/~tter ( , ,Blattnukleins/~ure") weisen ein mi t  der Zeit abnehmen-  
des Verh/~ltnis yon 3~P/14C auf. Aueh  innerhalb  der Nuklein-  
s/~ure (NS) des TMV dieser B la t t e r  n i m m t  dieses Verh/il tnis 
zun~ehst  ab, s teigt  aber  sparer  wieder an. 

Die angeff ihr ten Ergebnisse s tehen mi t  der  Vorste l lung im 
Einklang,  dab das Virus NS abspal te t  und  sowohl die systemi-  
sehe Infek t ion  der Pflanze wie auch die Vi rusvermehrung  min-  
destens zum Teil dureh diese freie NS bewirkt  wird. Die aus dem 
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Virus stammende freie NS unterliegt zum groi~en Teil lebhaftem 
Abbau, wobei ihre Komponenten wahrscheinlich dem Aufbau 
normaler B]uttbestandteile dienen. 

Einleitung 
Versuche mit  Tabakmosaikvirus (TMV), das aus TMV-Proteiu und 

TMV-Nukleins~ure (TMV-NS) in vitro rekombiniert worden war, haben 
gezeigt, da{~ die Eigensehaften der , , N a c h k o m m e n s c h a f t "  mindestens 
vorwiegend durch die Nukleinsi~ure bes~immt werden 1. Ffir die genetisch 
bestimmende F~olle der NS bei der Fortpflanzung von Pfianzenviren 
sprieht auch der Umstand, dal.~ der Protein-Anteil des TMV ehemisch 
modifiziert werden kann, ohne dab die Eigensch~ften der Naehkommen- 
schaft dadurch beeinfiuBt wfirden 2, 3. SehlieBlieh wurde gezeigt, dab 
bereits die TMV-NS allein infekti5s ist und die be~a]lene Pi]anze zur 
Bfldung yon komplet tem Virus veranlaBt ~. 

Durch diese Ergebnisse ist die Frage nahegelegt worden, ob die Ver- 
mehrung yon Viren innerhalb der Pfianzen durch komp]ettes Virus oder 
aber durch abgespaltene NS vermiitelt  wird. Tats~chlich wurde naeh 
einer chromatographisehen Methode wahrscheinlich gemacht, dab in 
Tabakpflanzen, die mit  TMV infiziert worden waren, aui~er infektiSsem 
Nukleoprotein aueh infektiSse freie NS vorhanden ist, und zwar in be- 
sonders hohem MaBe kurz naeh der Infektion der Pflanze 5. Ffir das Vor- 
handensein freier TMV-NS sprieht welter die Tatsaehe, dab Ribonuelease, 
die intaktes Virus nich~ angreift, die Infek~ion verhindert, falls sie vor 
dem TMV in die Tabakpflanze eingeffihrt wird 6. Aueh Experimente 
fiber die zeitliche Abh~tngigkeit der Inaktivierung von TMV in Nicotiana 
glutinosa durch UV-Lieht 7 wurden in dem Sinne gedeutet, dab die Ver- 
mehrung des Virus in der Pflanze mindestens zum Tell dutch abgespaltene 
NS bewirkt wird. 

Die vorliegende Untersuchung sollte weitere Aufschliisse fiber die 
Rolle der aus dem TMV ausgetretenen NS bei der Vermehrung yon TMV 
in Tabakpflanzen bringen. Zu diesem Zweeke wurde am Phosphor 
oder am Kohlenstoff oder aueh an beiden Atomen raarkiertes TMV in 
einze]ne B]gtter yon Tabakpflanzen eingefiihrt. Naeh verschiedenen 
Zeitri~umen wurde dann geprfift, inwieweit die Radioisotope in den anderen 

1 H.  Fraenkel-Conrat  und R. C. WiUiams,  Proc. Nat. Acad., Wash. 41, 690 
(1955). 

2 G. S c h r a m m  und H. Mi~ller, Z. physiol. Chem. 266, 43 (1940); 274, 267 
(1942). 

3 j .  I .  Harr i s  mid C. A .  Knigh t ,  Nature 170, 613 (1952). 
4 A .  Gierer und G. Schramm,  Z. l~aturforsoh. 11 b, 138 (1956). 
s G. W.  Cochra~ und J .  L.  Chidester, Virology 4, 390 (1957). 
s C. Casterman und R.  Jeener, Biochim. Biophys. Acta 10, 433 (1955). 

A.  Siegel, W.  Ginoza und S.  G. Wi ldman ,  Virology 3, 554 (1957). 

51" 



776 Lydia  Sverak und  A n n a  Sikuler : [Mh. Chem.,  Bd.  89 

(unbehandelten) Bl~ttern der gleichen Pflanze in Form yon TMV, NS 
oder anderen Verbindungen vorl~gen. Als Versuchspflanze diente aus- 
schlieBlich im Glashaus gezogene Nicogiana tabacum. 

Experimentelles 
D i e  Gewinnung des TMV, das zur In fek t ion  diente ,  erfolgte nach  dem 

Verfahren  yon Commoner  s. Eine  gegebencnfMls beohach te t e  F~ rb u n g  des der- 

Abb. 1, Sedimentation yon TMV, aufgenommen in einer analytisehen Ultrazentrifuge 

a r t  e rha l t enen  Virus konn te  durch  
B e h a n d l u n g  mi t  Tierkohle fas t  g~inz- 
lich bese i t ig t  werden.  Die Re inhe i t  
des TMV wurde  d u t c h  Ul t razent r i fu-  
gierung, dureh  tr~gerfreie Elektro-  
phorese  u n d  durch  U V - S p e k t r o -  
pho tome t r i e  gepriift .  Die Ergebnisse  
s ind in Abb.  1 - -3  fes tgehal ten .  
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Abb. 2. Priifung der Reinheit yon TMV in '230 B#O ZSQ Z60 ZYO 280 230 
einem :Elektrophoreseapparat nach Tiselius. /4/e//e/7/j~j~/i/~ 
1 und 2 stellen zu verschiedenen Zei~eil a~ls- 

gefiihrte Aufnahmen dar Abb. 3 

s B .  Commoner ,  F .  L .  Mercer,  1 ). Merr i l l  u n d  A .  Z i m m e r ,  Arch.  Biochcm.  
Biophys .  27, 27 ! (1950). 
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Bei  rad ioak t iv  ma rk i e r t em  "Virus k a m  es besonders da rauf  an, TMV 
hoher  spezifiseher Ak t iv i t~ t  einzusetzen. Z n r  Markierung a m  Phosphor  
wurde  eine tr~gerfreie L6sung yon r ad ioak t ivem Or thophospha t  im gleiehen 
Ze i tpunkt ,  in dem ein B la t t  der gleiehen Pflanze in i iblieher Weise du tch  Rei-  
ben  m i t  TMV infiziert  wurde,  in den  S t a m m  oder in die Haupt le i tgef~f te  der 
BlOtter  eingespri tzt .  Vorversuehe  h a t t e n  gezeigt,  daft TMV besonders hoher  
spezifiseher Ak t iv i t~ t  e rha l ten  wird,  wenn naeh  der  In fek t ion  6 - -8  Tage ~b- 
gewar te t  wird. DeshMb wurde  das 3~P-TMV naeh  Ab lau f  einer Woehe  - -  und 
zwar aus tier gesamten  Pflanze - -  isoliert. 

Zum Zweeke der Doppe lmark ie rung  wurde  eines der BlOtter einer infi- 
z ier ten und mi t  r ad ioak t ivem Phospha t  behande l ten  Pflanze abge t renn t  
und  dieses t iberlebende B la t t  in einer Atmosphare ,  die 2--5~ radioakt ives  
Koh lend ioxyd  enthiel t ,  du tch  ca. 8 Stdn. im Sonnenl ieht  oder un te r  einer 
Leueht r6hre  der Pho tosyn these  unterworfen 9. Das au f  diese Weise doppel t  
mark ie r te  B la t t  wurde  sodann gemeinsam mi t  den fibrigen Bl~ t te rn  der glei- 
ehen Pflanze - -  die nur  am Phosphor  mark ie r t  waren  - -  homogenis ier t  und 
auf  TMV aufgearbei te t .  

F i i r  die einzelnen Versuehe wurden  bis zu 30 mC aep bzw. 0,5 mC 14C ein- 
gesetzt .  Die Ak t iv i t~ t  des P wurde  mi t  e inem Geiger-Fenster-Z~hlrohr  (Aus- 
beu te  ca. 10~o), die Akt iv i t~ t  des C mi t  e inem Geiger-Gas-Z~thlrohr (Aus- 
beu te  ca. 80~o) i~ bes t immt .  Die im folgenden angef i ihr ten Ak t iv i t~ t en  des 
P und  C sind beziiglieh Meftausbeute,  die Phosphorakt ivi t /~ten aueh beziiglieh 
Abkl ingen  korr ig ier t ;  die Viruspr/ iparate  h6ehster  spezifiseher Ak t iv i t~ t  
wiesen in bezug auf  P 1,55 - 105 und in bezug au f  C 4,9 �9 105 Zerfi~lle/mg. min.  
(also 0,07 bzw. 0,22 ~C/mg) auf. 

W~hrend  82p nat i i r l ieh nur  in der  NS en tha l ten  sein kann,  wird  i4C im 
Pro te in  u n d  in der NS gefunden.  Zur  Bes t immung  der  Ver te i lung in Virus- 
p r i p a r a t e n  wurde  jeweils in e inem Al iquot  die NS mi t  Triehloressigs~ture 
(TCE) abgespal ten  li  und  gesondert  auf  Radioak t iv i t / i t  des C gepriift .  I m  
E ink lang  mi t  fr i iheren Ergebnissen i2 wurde  festgestell t ,  daft meis t  70--80o/o, 
i m m e r  aber  zumindes t  die H~lf te  des i4C in der  NS en thMten  war. 

Zur In fek t ion  m i t  ma rk i e r t em  TMV wurde  ein B la t t  einer Tabakpf lanze  
stellenweise mi t  Glaspapier  oberfl/~ehlieh aufgerauht .  Sodann wurde  die L6- 
sung des TMV in einigen Zehntel  ml  Puffer  (racist 0,01 m) au f  die aufgerauh-  
t en  Stel len ge t ropf t  und  dor t  e in t roeknen gelassen. Die Pflanzen wurden  
n u n  bis zur  Aufa rbe i tung  bei Z immer t empera tu r  und diffusem Lieht  gehalten.  
Die B1/itter, an  denen die Infek t ion  vol lzogen worden war, wurden  nieht  wei ter  
~-erwendet. Die i ibrigen ( , ,unbehandel ten")  Bl~itter wurden  zu den versehie- 
denen  Ze i tpunk ten  a b g e n o m m e n  und  in fliissiger Luf t  eingefroren. 

I n  den ersten Versuehen wurde  jedes B l a t t  zur Aufarbei~ung in zwei 
gleiehe Teile geteil t .  Es  wurde  jeweils in der  einen I~I/~lfte das TMV naeh 
Com~noner s Jsoliert, die andere  tZ[~lfte homogenis ier t  und naeh  Sct~beider ia 
zuers t  mi t  ka t ter  7-proz. TCE,  dann  m i t  Alkohol-J~ther und sehlieftlieh m i t  
heifter 7-proz. TCE extrahier t .  Die  drei  F rak t ionen  en tha l t en  un te r  anderem 
die n iedermolekularen  Phosphorve rb indungen  bzw. die Lipoide bzw. die 
Polynukleot ide .  

Diese Methode der F rak t ion ie rung  ist insofern unbefr iedigend,  als die 

9 H.  Sch6nJellinger und  E. Brocla, Mh. Chem. 83, 837 (1952). 
l0 E. Broda und  G. Rohringer, Z. E lek t roehem.  58, 634 (1954). 
l i  G. Schramm und  H. Dannenberg, Ber. dt, chem. Ges. 77, 53 (1944). 
~"~ G. Wi~stinger, H.  SchOnJellinger nnd  E. Broda, Natu re  176, 306 (1955). 
~a W. C. Schneider, J. Biol. Chem. 161,293 (1946). 
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Polynukleotide dureh die heige TCE teilweise abgebaut werden. Sie k6nnen 
daher nicht als solehe isoliert und naeh Isolierung in reinem Zustand auf Ak- 
t ivi t~t  gepriift werden. Deshalb wurde folgende Aufarbeitungsmethode ent- 
wickelt, die yon der F/~higkeit yon SalzlSsungen zur Spaltung yon Nukleo- 
proteinen Gebrauch maeht. 

Die in fliissiger Luft  eingefrorenen BlOtter werden mit  ca. 15 ml 80-proz. 
Alkohols knapp oberhalb 0~ homogenisiert, die Suspension 5 Min. im sie- 
denden Wasserbad erhitzt und naeh Abkiihlung zentrifugiert. Die Extrak- 
tion mi t  heigem Alkohol wird dreimal wiederholt. Die vereinigten Extrakte  
enthalten unter anderem das anorganisehe Phosphat und die niedermoleku- 
laren Nukleotide. Der Riiekstand wird dreimal mit  je 10 ml Alkohol-~ther 
(3:1) je 5 l~{in, im Wasserbad erhitzt und naeh Abkiihlung niedertourig ab- 
zentrifugiert. Die LSsung enthglt unter anderem restliehe Farhstoffe und 
Lipoide. Der nun verbleibende farblose Riiekstand, in dem sich u .a .  die 
Proteine, die Nukleoproteine und die Polynukleotide befinden, wird naeh Ver- 
treibung des Xthers dreimal je 5 Min. mit  5 ml 1,5 m NaC1 im Wasserbad er- 
hi tzt ;  naeh Abkiihlung wird jedesmal zentrifugiert. Den vereinigten Ex- 
t rakten wird dann das 1,7faehe Vol. Alkohol zugefiigt. Die ausgefallenen 
Polynukleotide werden abzentrifugiert, mit  Alkohol nnd Xther gewasehen 
und naeh Vertreibung des Xthers in 5 ml 0,1 m wgBrigem NaC1 gel6st. Die 
Reinheit der so erhaltenen Polynukleotide (I~NS -~ DNS) wird dureh Auf- 
nahme des UV-Spektrums gepriift. Wenn die t~einheit nieht befriedigt, kann 
die Alkoholf~llung wiederholt werden. 

Zum Studium dieser Methode wurde radioaktives 0rthophosphat  zuni~ehst 
einer TMV-freien Pflanze injiziert. Naeh 3 Tagen wurden die B1/~tter ahge- 
nommen und wie besehrieben ehemiseh zerlegt. In  der alkoholisehen Frak- 
tion wurden 4,6 �9 105, im Xther 3,6 �9 l04 und in der Natriumehlorid-Fraktion 
4,1 �9 104 Zerf/~lle/Min. gefunden. Eine noehmMige Behandlung des Riiekstan- 
des mit  Natriumehlorid ergab keine nennenswerte Menge an 32p. Mit heiBer 
TCE konnten zwar weitere grSgere Mengen an 3~p aus dem Rfiekstand ex- 
trahiert werden, doeh entspraehen die UV-Spektra solcher Extrakte  nieht 
denen von NS. 

Von vornherein war mit  der M6gliehkeit eines ,,meehanisehen" Trans- 
portes yon unver~ndertem TMV durch das Leitungssystem der Pflanze ge- 
rechnet worden. Dann wiirde in den unbehandelten Bl~ttern TMV gefunden 
werden, ohne dag eine Vermehrung des Virus stattgefunden hiitte. Daher 
wurde in den vorliegenden Untersuchungen stets das Hauptleitgef~g des zu 
infizierenden Blattes unmittelbar  vor seiner Behandlung nahe der Basis dureh- 
sehnitten. Um eine mechanisehe Fortleitung durch die Randgef~Be zu ver- 
hindern, wurde dieses Blat t  auch  an den l~/indern eingeschnitten. 

Eine Kontrolle der Wirksamkeit  dieser Vorsichtsmagregeln beruht auf  
dem Vergleich der Isotopengehalte des eingesetzten T3/IV einerseits nnd des 
TMV der unbehandelten B1/~tter nach systemischer Infektion andererseits. 
Im  mmmehr  fo]genden Abschnitt  wird die Frage behandelt, ob die Ergebnisse 
der Experimente diesbeziig]ich sichere Sehl/isse gestatten. 

Ergebnisse 
Zur Untersuchung,  inwieweit  Virus nach Durch t rennung  der Leit- 

gefi~ge in die unbehande l t en  Bls  mechaniseh for tgelei te t  werden 
kann,  wurde je ein B la t t  dreier Pflanzen mi t  am C mark ie r t em Virus 
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(insgesamt 9.  104 Zerf/ille/Min.) infiziert und das Virus nach verschie- 
denen ZeitrEumen mit  Hilfe yon nicht-radioaktivem TMV-Tr~ger aus den 
unbehandelten Teilen dieser Pflanzen isoliert. Dabei wurde, um durch 
Parallelbestimmungen bessere Sieherheit zu gewinnen, jede der drei 
Pflanzen in zwei oder drei Portionen geteilt, die dann gesondert aufge- 
arbeitet wurden. Die gewonnenen Viruspri~parate wurden naeh der 

TCE-Methode  il gespalten und die Akt iv i t i t  einerseits des Proteins, 
andererseits der NS best immt (Tab. 1). Ein entspreehender Versueh aln 
eingesetzten TMV ergab 4 1 0  des 14C im Proteinanteil und 59% in der NS. 

Tabelle 1. V e r t e i h n g  des R a d i o k o h l e n s t o f f s  i n n e r h a l b  des TMV 
der  u n b e h a n d e l t e n  B l g t t e r  

Aktivit~t in Aktivitgt in 
Versuchsdauer ~NS Protein NS :Protein Pflanze Nr. Stdn. 

(Zerf~ille/Min.) (%) 

17,5 
17,5 
17,5 
48 
48 
72 
72 
72 

252 O 
283 26 
364 34 
590 38 
627 61 

1670 4 
1480 15 

378 40 

lOO] 
92~94 
91J 
94 93 91 

lOO / 
99}96 
90J 

8 6  
9J 

o} 
1 4  

10 

Offenbar unterseheidet sieh die Aktivit i tsverteilung innerhalb des 
TMV der unbehandelter/ B1/itter grundlegend yon jener innerhalb des 
eingesetzten TMV. Dies kann einerseits dadurch gedeutet werden, dab 
zwar intaktes Virus meehaniseh transportiert  wird, aber unterwegs oder in 
den unbehandelten Blattern l~adiokohlenstoff austauscht. Die zweite, 
viel wahrscheinlichere MSglichkeit der Deutung besteht darin, dab das 
Virus der unbehandelten B1/s durch einen ProzeB neu aufgebaut 
wurde, der bewirkt, dab mehr i4C in die NS als in das Protein aufgenommen 
wird. (Der scheinbare, zeitlich bedingte Anstieg der Radioaktivit/~t 
im TMV kann nicht als real betrachtet  werden. Es ist n~Lmlieh nicht 
bekannt,  welehe Mengen an radioaktivem Virus jede einzelne der drei 
Pflanzen bei der Infektion aufgenommen hatte, d .h .  wieviel Virus in 
jedem Falle wirksam geworden war; auBerdem waren die Gewichte tier 
aufgearbeiteten Bl i t te r  stark versehieden.) 

Tab,  2 zeigt die Verteilung des 32p in den versehiedenen Fraktionen 
der unbehandelten B1/~tter, naehdem nur am P markiertes TMV zur In- 
fektion eingesetzt worden war; die ehemisehe Auftrennung wurde naeh 
S c h n e i d e r  is vorgenommen. 

Bemerkenswerterweise lag kurze Zeit naeh der Infektion der Haupt-  
teil des 32p der unbehandelten Bl i t te r  in Form yon PolynuMeotiden vor. 
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Nach 2--3 Tagen hatten diese Verbindungen ihren 32• weitgehend ein- 
gebii6t, indem sic entweder abgebaut worden waren oder ihren Phosphor 
ausgetauscht hatten. Die Aktivit/iten der Lipoide k6nnen weder nach 
kfirzerer noch nach 1/~ngerer Zeit im biologischen Sinne als signifikant 
bezeichnet werden. 

Tabelle 2. Ve r t e i l ung  des R a d i o p h o s p h o r s  in den Bli~ttern mit, 
3~P-TMV in f i z i e r t e r  P f l a n z e n  

Zeitraum seit Frischgewicht l~adiophosphor [ ttadiophosphor ! Pflanze ~r. Fraktion Infektion des Blattes (Zeff./Min.) pro Blattgewicht ~ittel 
(Stdn.) (in g) (Zerf./Min. g) 

f 
Niedermolekulare 

i (extrahiert mit 
kalter TCE) 

Lipoide (extra- 
hiert mit Ather) 

Polynukleotide 
(extrahiert mit 

heiBer TCE) 

7 
6,5 

20 
20 
48 
48 
70 
70 

7 
6,5 

20 
2O 
48 
48 
70 
70 

7 
6,5 

2O 
2O 
48 
48 
70 
7O 

1,7 
2,5 
2,0 
3,0 
2,4 
1,8 
2,7 
4,2 

1,7 
2,5 
2,0 
3,0 
2,4 
1,8 
2,7 
4,2 

1,7 
2,5 
2,0 
3,0 
2,4 
1,8 
2,7 
4,2 

1400 
1000 
1400 
2800 
2300 

5000 
10500 

2O0 
160 
170 
56O 
180 
170 
180 
240 

3530 
3700 
400 

1650 
250 
160 
3OO 
67O 

700~ 
950J 
96oi 
- -  I 

1860~ 
~5ooJ 

120~ 
60] 
8o[ 

190l 
8o[ 

lool 
70[ 
60] 

2oso / 
1480J 
2oo I 
55ol 
100~ 

9 0 1  

11o/ 
16o! 

615 

825 

960 

2180 

90 

135 

90 

65 

1780 

375 

95 

135 

Die zur Bestimmung des 3~p im Virus dienenden Blatth/~lften wurden 
mit nicht radioaktivem TMV-Tr~ger aufgearbeitet. Keines der erhaltenen 
Viruspri~parate war signifikant radioaktiv; die gemessenen Werte sind des- 
halb nicht in die Tab. 2 aufgenommen. 

In  einer weiteren Versuchsreihe, in der abermals Einzelbl~tter ver- 
arbeitet wurden, wurde die besehriebene Fraktionierungsmethode mit 
NaC1 angewendet. Da in diesem Fall die Polynukleotide in reiner Form 
gewonnen wurden, lieB sich auch ihre spezifische Aktiviti~t bestimmen. 
Niedermolekulare Verbindungen oder Lipoide wurden in dieser Versuchs- 
reihe nicht gemessen. Die Pflanzen A 1 und A 2 wurden mit einem 
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32p-markierten Virusprgparat, die Pflanzen B 1 und B 2 mit einem 
anderen a2P-markierten Viruspr~parat behandelt; die Ergebnisse sind 
in Tab. 3 angegeben. 

Tabelle3. F r a k t i o n i e r u n g  u n b e h a n d e l t e r  B1/itter mi t  32P-TMV 
in f i z i e r t e r  P f l a n z e n  naeh  der NaC1-Methode 

Versuchs- Frischgewicht Aktivit~t Aktivit~t pro Spezifische Ak- 
l~flanze dauer der NS Blattgewicht NS tivit~it der NS 

(Stdn.) des ~lattes in g (Zerf./l~in.) (Zerf./Min. g) (rag) (Ze2f./l~[in. rag) 

A1 
A1 
A2  
A2  
B1 
B1 
B2  
B2  

7 
48 

7 
48 

7 
48 

7 
48 

5,6 
4,9 
3,0 
2,5 
6,3 
2,2 

10,2 
4,0 

2830 
280 
550 
100 

2400 
90 

16500 
320 

510 
60 

130 
40 

380 
40 

1620 
80 

1,32 
0,72 
2,30 
0,54 

41 
14 

104 
16 

Sie l~Bt erkennen, dab nicht nur die gesamte Radioaktiviti~t, son- 
dern auch die spezifische Aktivit~t der Polynukleotide der nichtbehan- 
delten BlOtter rasch mit der Zeit abnimmt. Dagegen erscheint es zweifel- 
haft, ob der Abnahme der Gewichtsmenge an extrahierbaren Polynukleo- 
tiden w~hrend der Versuchszeit Bedeutung zuzumessen ist. (Auch in 
dieser Versuchsreihe lag die I~adioaktivit~t des TMV der unbehandelten 
BlOtter unterhalb der Grenze sieherer MeBbarkeit.) 

Weitere Versuehe wurden mit TMV angestellt, das sowohl am P a l s  
auch am C markiert worden war. Um die Nachweisempfindlichkeit zu 
steigern, wurde T~V h6chster spezifiseher Aktivit~t verwendet und auBer- 
dem zur Gewinnung eines jeden Megpunktes start eines Blattes jeweils 
eine ganze Pflanze (natiirlieh wieder mit Ausnahme des behandelten 
Blattes) aufgearbeitet (Tab. 4). Dabei wurde zuerst das TMV in fiblicher 
Weise aus den Bl~ttern extrahiert und erst der dabei verbliebene I~iick- 
stand der oben beschriebenen Behandlung mit Alkoho!, Alkohol-Ather 
und anschlieBend mit Kochsalz unterworfen. 

Bestimmt wurden die Raxtioaktivit~ten des TMV, der im TMV ent- 
haltenen RNS und der aus dem l~iickstand gewonnenen Polynukleotide. 
Die letztere Frakt ion enth~lt die in gebundener Form vorliegende RNS 
und DNS des Blattes und kann auch aus dem TMV ausgetretene Virus- 
nukleinsi~ure oder Bruchstiicke derselben entha]ten, sofern sie in hin- 
reiehend lest gebundener Form vorliegen. Diese Fraktion soil kurz als 
,,Blattnukleins~ure" bezeichnet werden. Die freien Po]ynukleotide des 
Blattes und auch frei vorliegende Virusnuk]eins~ure diirften zum grogen 
Teil in Puffer 15slieh sein, so dag sie nieht erfaBt werden konnten. 

Die Zahlen der Tab. 4 sind Mittelwerte aus je zwei Parallelbestim- 
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mungen.  In  drei F~,llen (in Tab. 4 durch * gekennzeichnet)  wurden  die 

Ak t iv i tg t en  der TMV-RNS nieht  gesondert  bes t immt,  sondern ftir den 

P und ffir den C die Aktivi t~tswer~e des TMV selbst eingesetzt.  Dies ist 

laut  Tab. 1 ohne grSi~eren Fehler  m6glich. Umgekehr t  wurde in einem 

FaIi (mit  zwei Sternen bezeichne~) s tar t  der Ak~ivi~/it des TMV ]ene der 

TMV-t~NS eingesetz~. 

Tabelle4. F r a k t i o n i e r u n g  g a n z e r  P f l a n z e n  ( u n b e h a n d e l t e r  Te i l e )  
n a c h  I n f e k t i o n  m i t  T M V ,  das  a m  P h o s p h o r  u n d  am K o h l e n s t o f f  

m a r k i e r ~  w a r  

Aktivit~t Versuch Versuchsdauer 14 C 32p Yerhiiltnis 
Fraktion Nr. (Stdn.) (Zerf~ille/~inJ 32p[14C 

TMV 114 

RNS aus TMV 

Bla~t-NS 

TMV 
RNS aus TMV 
Blat t-NS 

TMV 

RNS aus TMV 

Blatt-NS 

TMV 
t~NS aus TNLV 
Blat t-NS 

I I  1~, 
i i  
I I  

I I  1~ 

I I  

I I  

IV 
IV 

17,5 
72 
17,5" 
72 
17,5 
72 

72 
72* 
72 

48 
48 
48* 
48 
48 
48 

~7,5"* 
17,5 
17,5 

36O 
2200 

360 
1780 

750 
1650 

2830 
2830 

14800 

4720 
12400 
4720 
8120 

46100 

8350 
8350 
1799 

70 
620 

70 
590 
180 
190 

560 
560 

2000 

600 
1900 

600 
1300 

6400 

1610 
1610 

260 

0,19 
0,28 
0,19 
0,33 
0,24 
0,12 

0,20 
0,20 
0,13 

0,13 
0,15 
0,13 
0,16 

0,14 

0,19 
0,19 
0,15 

Da  dami t  zu reehnen ist, dal~ das rad ioakt ive  TMV bei der Infek- 

t ion in ungleiehem MaBe in die verschiedenen Pflanzen eingedrungen 

14 Versuch I. Ak~ivi~Lt im eingese~zten TMV: fehlt. Aktivi t~t  in NS des 
eingesetzten TMV- 14C 4,75. 104, 3~p 1,25. 104 Zerf~lle/Min. Verh~ltnis 
a~P/14C in NS des eingese~zten TMV ---- 0,263. 

15 Versuch II .  A k t i v i t ~  im eingesetz~en TMV: 140 4,8 - 1 0  4, 32p 1,06 �9 104 
Zerf~lle/Min. Ak~ivi t~  in NS des eingese~zten TMV: 14C 3,85. 104, 32p 
1,06.104 Zerf~lle/Min. Verh~ltnis 32p/14C in NS des eingesetzten TMV = 0,28. 

1~ Versuch I I L  A k t i v i t ~  im eingesetzten TM-V: 14C 2,45 - 105, 32p 7,7 �9 104 
Zerf~lle/Min. A k t i v i t ~  in NS des eingesetzten TMV: 14C 1,9 �9 105, 32p 7,7 �9 104 
Zerf~ille/Min. Verh~ltnis 32p/14C hi NS des eingesetzten T~VIV ~ 0,40. 

iv Versuch IV. A k t i v i t ~  im eingesetzten TMV: 14C 1,07- 105, 82p 1,7. 104 
Zerf~lle/Min. Aktivit~it in NS des eingesetzten TM-V: 14C 8,56.104, 321) 1,7.104 
Zerf~lle/Min. Verh~ltnis ~p/14C in NS des eingesetzten TMV = 0,20. 
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und dort wirksam geworden ist, daf t  man die absoluten Aktiviti~ten 
der gleichen ehemischen Fraktionen aus den unbehandelten Teflen 
verschiedener Pflanzen nicht miteinander vergleichen. Vielmehr sollte 
im Rahmen des vorliegenden Versuehes nur die Abh/~ngigkei~ des Ver- 
h~ltnisses s2P/laC yon der seit der Infektion verflossenen Zeit verfolgt 
werden. I)ieses Verh/~ltnis im wirksam gewordenen TMV mug often- 
bar immer dem entsprechenden Verh~ltnis im eingesetzten TM-V gleieh 
sein und ist daher in jedem Falle bekannt.  

Die Verh~]tnisse 8~P/14C ffir ,,Blattnukleins~ure" und ffir TMV 
aus Tab. 4 sind in Tab. 5 als Funktionen tier Zeit zusammengestellt, 
wobei die Ergebnisse der Versuchsreihen zum Zweck der Ubersiehtlich- 
keit zu Mittelwerten zusammengezogen sind. Urn dies zu ermSglichen, 
wurden die Verh/~ltnisse 32p/14C normalisiert, indem das Verh~Itnis, das 
in der NS eines jeden TMV-Pr~parates im Zeitpunkt der Infektion 
herrsehte, gleieh 1,00 gesetzt wurde. 

Tabel le  5. N o r m a l i s i e r t e  V e r h ~ l t n i s s e  a 2 p / 1 4 C  a l s  F u n k t i o n  d e r  
Z e i t  

Nr. des u Verh{iltnis 
Versuchs (Stdn.) 82p/14 C Mi~telwerte 

I 
IV 
III 
III 
I 
II 

I 
IV 
III 
III 
I 
II 

(Blattnukleins/iure) 
17,5 0,91[ 
17,5 0,75J 
48 0,35 / 
48 
72 0,46[ 
72 0,46~ 

17,5 
17,5 
48 
48 
72 
72 

(TMV) 
0,72[ 
o,95j 
0,33[ 
0,38! 
1,o7[ 
0,53j 

0,83 

0,35 

0,46 

0,83 

0,36 

0,80 

Es ergibt sich also, dag das Verhi~ltnis 32P/laC zwar mit  der Zeit 
abnimmt - -  und zwar in der Frakt ion der ,,Blattnukleins~ure" dauernd, 
im TMV voriibergehend - -  doch ist die Abnahme des Quotienten im 
Falle der Polynukleotide viel kleiner als die Abnahme des gesamten 
Radiophosphor (Tab. 2 und 3). 

Diskussion 

Die folgende Diskussion bezieht sich nur auf die unbehandelten 
BlOtter, da Fraktionen nur aus diesen gewonnen und zur Messung ge- 

52* 
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bracht wurden. Auch ist zu berficksichtigen, daft die Polynukleotide 
der BlOtter nieht in DNS und I~NS aufgeteilt wurden. Da aber ganz 
allgemein sowohl die Menge als auch die Umsatzgeschwindigkeit der 
I~NS viel grSl~er als die der DNS ist is, dfirfen die Ergebnisse unbedenk- 
lich auf die RNS bezogen werden, 

Aus den Tab. 2 und 3 folgt, daft die am P markierten Polynukleotide 
zuni~chst (also einige Stunden nach der Infektion) ziemlich stark radio- 
aktiv sind, aber schon innerhalb yon 2 Tagen fast die Gesamtheit ihres 
32p ver]ieren. In  den Versuchen der Tab. 4 und 5 konnte, da TMV hoher 
spezifischer Aktivit~t eingesetzt worden war, 14C bzw. 3213 aueh in der 
Virusfraktion der unbehande]ten B]gtter naehgewiesen werden. 

Die Abnahme des 32p der Polynukleotide nach Erreichen eines Maxi- 
mums kann entweder dadnrch erk]~rt werden, daft die Polynukleotide - -  
bei gleichbleibender spezifischer Aktivit/~t an Menge abnehmen, oder 
dadurch, dab die Polynukleotide - - b e i  gleichbleibender Menge ~ -  am 
spezifiseher Aktivit~t verlieren, ira Effekt also ihren l%adiophosphor gegen 
inaktiven P austauschen. Auch ein Zusammenwirken beider Einflfisse 
ist natfirlich mSglich. Immerhin ist es sehr wahrseheinlieh, daft innerhalb 
des untersuchten Zeitraumes yon 3 Tagen die ~enge an NS im Blatt  
sich so wenig /indert, daft der  an zweiter  Ste]le genannte Faktor  maft- 
gebend ist. 

In  quantitativer Hinsicht zeigen die Tab. 2 und 3, daft die Poly- 
nukleotide der unbehandel ten Bl/~tter innerhalb yon 2- -3  Tagen min- 
destens 80~/o ihres 32p verlieren. Wenn im g]eichen Zeitraum laut Tab. 
4 und 5 das Mengenverh~ltnis 32p/14C in der , , B l a t t n u k t e i n s ~ u r e "  nur 
etwa um den Faktor  2 absinkt, so muft geseh]ossen werden, daft die Nuklein- 
siiure im gleichen Zeitraum auch den Haupttei l  ihres 14C abgibt, wenn 
aueh 14C langsamer als 32p verl0ren wird. 

Frfihere Untersuchungen haben zu dem Ergebnis gefiihrt, daft sieh 
TMV innerhalb der lebenden Pflanze in einem dynamisehen Zustand 
befindet 9, 12, 1% TMV tauseht 14C mit dem pflanzlichen Gewebe sogar 

d a n n  aus, wenn seit der Infektion viele Monate verflossen sind (das 
Virus viele Monate ,,alt" ist), also eine Zunahme an Virus gewift nicht 
mehr stattfindet% Aueh die NS des TMV ist, wenn die Pflanze mehrere 
Monate nach der Infektion einer Radiophotosynthese unterworfen wird,  
noch immer zur Aufnahme yon 14C befi~higt, wenn auch das Verhi~ltnis 
der spezifischen Aktivit~ten yon TMV-!~NS und TMV-Protein mit  stei- 
gendem ,,Alter" des Virus bei derartigen Versuehen stark abnimmt 12. 

Es ist somit anzunehmen, daft auch die TMV-NS, die bereits die 
Bildung yon neuem intaktem Virus veranlaftt hat, ebenfalls dem Stoff- 

is V. G. All]rey,  A .  E .  M i r s k y  und H. Stern,  Adv. Enzyrnol. 16, 411 (1955). 
19 R.  Jeener, Arch. intern. Physiol. 60, 546 (1952). 
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weehsel unterworfen ist. Nach Einsatz yon am P markiertem TMV wird 
also unter alIsn Umst~nden 32p ausgetauseht. Falls die TMV-Bildung 
darauf beruht, da6 sich die NS mit Protein umgibt, so ist allerdings 
damit zu reehnen, dab diese stabilisierte NS 32p langsamer austauseht 
als freie NS, da das TMV in geringerem Mage als freie NS am dynamisehen 
Abbau und Aufbau teilnehmen dfirfte. 

Die angeffihrten Ergebnisse stehen mit folgendem ]~ild der Virus- 
vermehrung im Einklang. Im behandelten Blair spaltet das TMV NS 
ab. Ein Teil dieser NS wandert in die unbehandelten Teile der Pflanze 
und kann dort dureh seine Radioaktivit~it naehgewiesen werden. Ob das 
in den unbehande]ten Pi~anzenteilen entstehende Virus nur aus dieser 
NS oder aus kleinen Mengen an intaktem Virus, die ebenfalls in diese 
Teile eingedrungen sein kSnnten, oder sehlieBlieh aus beiden Substanzen 
neu gebildet wird, konnte nieht unmittelbar festgestellt werden. Jeden- 
falls zeigt die Kleinheit der Radioaktivit~t im Proteinantei] des Virus 
der unbehandelten BlOtter (Tab. I), dab dieses TMV h5ehstens einen 
kleinen Anteil an unver~ndertem markiertem Virus (also an eingesetztem 
TMV) entha]ten kann. 

Wie bereits erwiihnt wurde, n immt der Geha]t an a2p, der letzten 
Endes aus dem eingesetzten TMV stammt,  in den Polynukleotiden 
raseh ab (Tab. 2 und 3). Was das Verhiiltnis 32p/14C in der ,,Blattnuklein- 
s/~ure" betrifft, so nimmt dieses naeh Tab. 4 und 5 in der ersten Periode 
des Experimentes ab und erreieht sodann einen konstanten Wert. Dieses 
Ergebnis sagt aus, da6 die in der Fraktion ,,Blattnukleins~iure" erfa6ten 
Polynukleotide zun/~ehst mehr 32p Ms 14C verlieren. Da die Radioak- 
tivit~it letzten Endes aus der NS des zur Infektion eingesetzten TMV 
stammt,  kann die Versehiebung des Verh~iltnisses 32p/14C etwa so gedeutet 
werden, dab die aus dem TMV ausgetretene NS alsbMd zum Grogteil 
abgebaut wird and  die niedermolskularen Bausteine in die ,,Blattnuklein- 
si~ure" eingebaut werden. Dabei wiirde wahrend dieses Umbaues oder 
naehtr~tglieh gadioelement (und zwar mehr a2p Ms 14C) abgegeben werden. 
Eine naehtr~igliehe Abgabe w~re eine Folge des dynamisehen Zustandes 
der ,,Blattnukleins~ure". 

Eine zweite MSglichkeit der Deutung besteht darin, dab die aus 
dem TMV ausgetretene RNS oder hShermolekulare Bruchstiicke desselben 
dureh Bindung an Protein in sine in Puffer (pH = 7) un]Ssliehe Form 
fibergehen, aber dennoch in einem dynamischen Zustand verharren, 
welcher nut  in den ersten zwei Tagen erfagt werden konnte. 

Welter ist aus den Tabellen 4 und 5 zu entnehmen, dag sieh das 
Verh~ltnis 32P/14C iin TiV[V der unbehandelten Bls zuni~chst parallel 
zum entsprechenden Verhi~ltnis in der , ,Blattnukleinsaure" verschiebt, 
sodann jedoch einen neuerliehen Anstieg aufweist. Wie bereits die 
Tab. 2 zeigt, s te ig t  in der niedermolekularen Fraktion der Gehalt an 32p 
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mit  der Zeit an. Es w~re immerhin mSglich, den Anstieg des Verh~ltnissse 
32P/14C im TMV der unbehandelten BlOtter so zu deuten, da~ das dutch 
Abb~u der RNS des eingesetz~en TMV entstandene niedermolekulare 
Phosphat,  das sich zweifellos besonders r~sch iiber die Pflanze verbrei~et, 
zum Aufbau des Virusmo]ekfils verwendet wird. Da sich das TMV 
anfangs rasch vermehrt,  wirkt sich die Aufnahme yon ~2p im TMV 
starker a ls  im Falle der ,,Bl~ttnukleins~ure" ~us. Jedoch bestehen 
gewil~ noch ~ndere MSglichkeiten der Deutung; die Un~erscheidung 
zwischen ihnen kann nur auf Grund yon weiterem experimentellem 
Material getroffen werden. 

Herrn Prof. Dr. E. Broda danken wir ffir wertvolle Am'egungen und 
Ratschl~ge. Die eine yon uns (L. S.) dankt dem Theodor-K6rner-Stif- 
tungsfonds flit die Gew~hrung eines FSrderungspreises. 


