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Es wurde 14C-markiert~s Tabakmosaikvirus  (TMV)  yon hoher 
spezifischer Akt iv i t~ t  dutch Radiophotosynthese hergestellt 
und damit  nicotiana tabacum-Pflanzen beimpft.  Zu drei ver- 
schiedenen Zeiten nach der T M  V-Beimpfung wurden die Pflanzen 
geerntet und das primi~r infizierte Bla t t  jeweils getrennt yon der 
iibeigen Pflanze aufgearbeitet.  Neben dora T M  V wurden noeh die 
Chloroplasten, die p H  4,7- and  p H  3,0-Fraktion, die puffer- 
unl6sliehen Frakt ionen und die niedermolekularen Zellbestand- 
teile isoliert, Aus dem Verh~ltnis der Aktivit i i tswerte Protein  zu 
Nukleinsiiure (NS) kann man annehmen, dab die Virus-Ribo- 
nukleins~ture (RNS) allein oder zumindestens zum fiberwiegenden 
Teil ohne ihren Prote inmantel  in die systemiseh infizierten Teile 
der Pflanze wandert  und dab der Proteinanteil  zum Groflteil an 
pufferunlSsliehe Zellbestandteile gebunden bleibt.  

I m  Vergleieh zu den  t ier isehen Viren und  den Bak te r i0Phagen  ist  das  
T a b a k m o s a i k v i r u s  sehr eir~ach gebaut .  Es  bes t eh t  nu t  ~us einer l~ibo- 
nukleins/ iure-Spirale ,  die in einem Pro te inm~nte l  e ingebau t  is~. Gierer und  
Schramm 1 gelang es dureh  Behand lung  m i t  Phenol  und  Fraenlcel-Conrat, 
Singer und  Wil l iams ~ du tch  Behand lung  mi t  Dodeeylsu l fa t ,  infektiSse R N S  
aus T M V  zu isolieren und  naehzuweisen,  daft nur  diese Mlein fiir die 
I n f e k t i o n  ve ran twor t l i ch  und  als genet ischer  F a k t o r  ims tande  ist, die 
Bi ldung  yon  k o m p l e t t e n  Vi ruspar t ike ln  in der  Wir tszel le  zu induzieren.  

1 A.  Gierer und G. Schramm, Z. Naturforsch. l l b ,  138 (1956). 
H. Fraenkel-Conrat, B. Singer und R. C. Williams, Biochim. Biophys. 

Acta  [Amsterdam] 25, 87 (1957). 
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DaB bei einer Infektion zuerst die R N S  in Freiheit gesetzt wird, wurde 
yon Siegel, Ginoza und Wildmann 3 dureh Vergleich der Latenzzeiten yon 
freier T M V - R N S  und der yon kompletten Virusp~rtikeln nachgewiesen. 
Ein steiler Anstieg der Konzentration an Virusteilchen setzt nach etwa 
30 Stdn. ein ~. Neu synthetisiertes T M V  zcigte nach Einsatz yon 14C- 
m~rkiertem Virus einen viel geringeren Anteil an Gesamtradiokohlenstoff 
im Protein Ms in der R N S  5 Die gleichen Autoren sehliegen aus dem Ein- 
bau vo~ urspriingIich im eingesefzten T M V  vorhandenem 14C u=d 32p in 
verschiedene B]attfraktionen, dab die aus dem Virus stammende freie 
R2~S zum grol3en Teil einem lebhaften Abbau unterliegt, wobei die Abbau- 
produkte bei tier Syatheso blatteigener Substaazon Verwendung finden. 
Diese Untersuchungen wurden nieht am prim/~r infiziorten Blatt, sondorn 
nur im iibrigen Tell der Pfl~nze durchgefiihr~. Von uns wurdon zus~tzlieh 
such noch einige nukleinsgure-(NS-)hMtige Zellfraktionen untersueh~. 
Uns erschien es interessant, einen Vergleich des Irffektionsverlaufes zwi- 
schen dem primiir beimpfton Blatt und dem Tell der Pf]anze vorzunehmen, 
in dem sieh das Virus a]]ein durch die systemische Infektion ausbreitet. 
Welters sollten die ftqlher ge/undenen WeehsMwirkungen zwischen T M V -  

R N S  und Wirts-NS ~ wei~er verfolgt werden. 

M e t h o d i k  

a) Herstel~ung des ~nartcierten V i ~ s  

Die Markierung erfolgte nur mit Radiokohlenstoff. Auf eine selektive 
DoppMmarkierung der N S  mit 32p wurde verziehtet, da der Phosphor der 
NS,  bedingt durch den relativ groi3en ,,poor' freien Phosphats in dor Zel!e, 
einem sehr raschen Austausch materworfe~ ist. Augerdem kann dutch eine 
Phosphormarkierm~g vim frtiher der sogenamlte ,,Selbstmordeffekt" ein- 
treten, der zu einem Infektiosit/i~sverlust fiihren muB. 

Die 14C-Markierung erfolgte dureh folgende Biosynthese des T M V :  eine 
nicotiana tabaeum-Pflanze, die 3 Wochen vor der Radiophotosyn~hese mit 
T M V  beimpft worden war, wTarde einer 2proz. radioaktives CO~ enthalten- 
den Atmosphgre ausgesetztK Naeh 12stdg. Dauer hatte die Pflanze 98~o 
des angebotenen 14CO2 assimiliert und eingebaut. Die Gewinnung des T M V  
erfolgte naeh Commoner s dt~reh isoelektrisehe Fglhmg rind prfiparative Ultra- 
zentrifugation. Die t~einheit des T M V  wurde dutch einen analytisehen Ulfra- 
zentrifugationslauf gepriift. Ein kieiner Tell des so gereinigten Virus (yon 
konstanter spezifiseher Aktiviti~t) wurde naeh TrSgerzusatz yon nieht- 
markiertem T M V  mit einer 1,5 m AmmonformiaflSsung durch 3maliges Er- 
hitzen auf Siedetemp. in Protein mad R N S  gespalten. Urn eine Abspaltung 

3 A. A. Siegel, W. Ginoza und S. G. Wildmann, Virology 3, 554 (1957). 
4 G. Schramm und R. Engler, Nature [London] 181, 916 (1958). 

L. Svera]c und A. SiIculer, Mh. Chem. 89, 774 (1958). 
H. Attmann, M. Wald und L. Sverak, Mh. Chem. 91,436 (1960) : M. Wald, 

H. Altmann und L. Sverak, l. e. 91, 991 (1960). 
H. SchSnJellinger und E. Broda, Mh. Chem. 83, 837 (1952). 

s B. Commoner, A. Zimmer, F. L. Mercer und 19. Merrill, Arch. Bioehem. 
27, 271 (1950). 
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von Purinbasen weitergehend auszusehalten, wurde zuerst nut  1 Mira erhitzt, 
die L6sung naeh sofortigem Abkiihlen zentrifugiert, das zweite Mal 2 Mitt. 
und  das dritte Mal 3 Min. gekoeht. Die ansehliegend best immten Aktivit~ts- 
werte zeigten, dab die spezifisehe Aktivit/~t der T M V . R N S  wesentlieh h6her 
war ale die des Proteinan+~eils. Infolge der bedeutend grOgeretl Menge des 
TMV-Proteins (95%) iiberwog e/ber die Gesamtaktivit~t dieser Komponente 
bei weitem. 

b) Beimp.fung der BMtter 

Fflr die Beimpfung mit markiertem T M V  wurde ein mittelst~ndiges Blatt  
verwendet. Dieses Blatt  wurde am oberen Tell und an den Randern mit  
Carborundumpulver so aufgerauht, dab zwar die Zellen, abet nicht die Haupt-  
leitgefaSe beschadigt wurden. Auf diese VVeise konnte verhindert werden, 
dab das T M V  auch durch direkte Weiterleitung in diese Hauptleitgefage in 
den iibrigen Tell der Pflanze gelangte. Die Ergebnisse aus unseren Versuchen 
wie aueh die Untersuchungen VOlt Sveralc 5 zeigen, daft unter den angegebenen 
Bedingungen dies nut,  wenn fiberhaupt, in ganz minimMen Mengen m6giich 
ist. 24, 38 und  62 Stdn. nach der Beimpfur/g wurden die prim~tr infizierteu 
Blgtter yon den tibrigen Pflanzenteilen getrennt und analog zu diesen auf 
die im folgenden besehriebene Art aufgearbei~et. 

c) Pflanzenaufarbeitung 

Das PflanzenmateriM wurde in einem Mixer unter Zusatz yon gel~iihltem 
0,1 m Phosphatpuffer yon pH 7,0 homogenisiert, fiber eine Nutsche abgesaugt 
(Trennung der ,,pufferl6slichen" v o n d e r  ,,pufferunlSslichen" Fraktion) und  
~us dem Fil t rat  die Chloroplasten wahrend 15 Min. b~i 3000 g niedergeschlagen 
und  nach Cooper und Loring 9 gereinigt. Die PhosphatpufferlSsung wurde mit  
2 n HCI auf pH 4,7 eingestellt. Aus den naeh l~ngerem Stehen in der K~lte 
ausgefallenen Nukleoproteiden wurden die Farbstoffe naeh dem Abzent.rifu- 
gieren mit  Alkohol Xther und  reinem ~ther  entfernt und  ansehliellend naeh 
dreimaliger SpMtung mit  heiger 1,5m AmmonformiatlSsung das Protein 
(,,pH 4,7-Protein") dureh Abfiltrieren yon der in LSsung gegangenen Nuklein- 
s~ure (,,pH 4,7-NS") getrennt. Bei pH 3,4 wurde sehliel31ieh anter  Tr~ger- 
z~tsatz alas T M V  isoliert und  darm bei pI-I 3,0 ilaoh Zusatz des gleieher~ Vo- 
lumens Atkohol in der K~lte weitere hoehmotekulare Stoffe ausgefMlt (,,pH 3,0- 
Fraktiou"); die ebenfalls mit  Ammonformiat in Protein und  N S  gespalten 
wurden. Von dem verbleibenden Fi l t ra t  wurde ein aliquoter Tell direkt zur 
Aktivit/~tsmessung verwendet, der I~est bei pH 8--9 fiber einen Anionen- 
austauseher gesehiekt und  gut naehgewasehen. Das mit  dem Wasehwasser 
vereinigte Fi l t rat  enth/~lt Aminos~uren, freie NS-Basen und freie Zueker. 
Mit tlilfe yon 4 m I-ICOOH + 0,5 m HCOONH4 wurden dann die Nukleo- 
tide und Zuekerphosphate eluiert. 

Die am Anfang 'des Aufarbeitungsganges abgetrennte. ,,pufferunl6sliehe 
Frakt ion" wurde genau wit die pH 4,7-Fraktion naeh Entfernung der Farb- 
stoffe in N S  und Protein + unl6sliehe Zellsubstanzen (Zellwandbestandteile) 
gespalten. Naeh der quant i ta t iven Bestimmung der einzelnen Fraktionen 
(Troekengewieht, UV-Extinktion) wurden diese jeweils nag veraseht 1~ und 
die 14C.Aktivit~tt in einem Gasz~hlrehr bestimmt 11. 

9 W. D. Cooper und H. S. Loring; J. biol. Chem. 228, 813 (1957). 
lo D. D. van Nlyke und J. Foleh, J. biol. Chem. 136, 509 (1940). 
tl E. Broda und G. Rohringer, Z. Elektroehem. 58, 634 (1954). 



H. 5/1962] T a b a k m o s a i k v i r u s  in n i e o t i a n a  t a b a e u m  1199 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Die in Tab. 1 und 2 angegebene Radioaktivit~tsverteilung im primi~r 
infizierten Blat~ gib~ eine ~Jbersicht fiber die Ausbreitung des 14~ eines 
dureh Biosynthese markierten T M V  in die einzelnen Blattfraktionen. 

Tabe l l e  1. V e r t e i l u n g  d e r  1 4 C - A k t i v i t ~ t  i m  e i n g e s e t z t e n  T M V  u n d  
i m  p r i m S ~ r  i n f i z i e r t e n  B l a t ~  y o n  n i e o t i a n a  t a b a e u m  z u  v e r -  
s e h i e d e n e n  Z e i t e n  n a e h  d o t  B o i r n p f u n g  i n  I m p u l s e n  p r o  M i n u v e  

( M i ~ t e l w e r t  a u s  z w e i  p a r a l l e l  d u r c h g e f t i h r t e r ~  V e r s u c h e n )  

Stdn, naeh ~4C-Akiivit~iten yon Aktivifiits- 
Fraktion der verh~itnis 

Beimpfung l~'ukleoprotein Protein ~u Protein/NS 

E i n g e s e t z t e s  T I ~ V *  . . . . . .  - -  38658 31887 6351 5,0 
Pu f f e run lSs l i che  

F r a k t i o n  (pI-I 7) . . . . . . .  24 - -  483 55 8,8 
38 - -  582 71 8,2 
62 - -  1205 135 8,9 

pH 4~7-Frak t ion  . . . . . . . . .  24 --- 421 54 7,8 
38 --- 372 67 5,6 
62 --- 347 i09 3,2 

p I4  3 ,0-Frak~ion  . . . . . . . . .  24 
38 .... 
62 - -  

57 267 0,2 
55 174 0,3 
59 104 0,6 

Chloroplasten ........... 24 473 
38 485 
62 441 _ _ k  

i so l ie r tes  T M V  . . . . . . . . . .  24 935 
38 380 
62 319 

_ k  

* Diese Menge an markiertem T M V  wurde pro Versueh eingesetzt. Das primiir infizler~e Blgtg 
wurde vet der A~ffaxbei~ung g~t gewasehen, so daft nicht eingedruugenes, an der Oberfl~iche ha.ften- 
des T M V  wieder entfern~ w~rde. 

Bei der Betrachtung der pufferunlSsliehen Frakgion zeigt sich, dab im 
prim~.r infizierten Blair die Aktivit//tswerte sowohl der N S  als aueh des 
Proteins egwa parallel zueinander ansteigen. Im Einklang damit nimrat 
die Menge des aus dem prim/~r infizier~en ~Bla% isolierbaren kompietten 
Virus ab, wie es sieh in den Aktivits des unter Tr~igerzusatz iso- 
lier~en T M V  widerspiegelt. Da man bei der I Inoeulierung yon nieotiana 
tabaeum mit T M V  einige Zellen verletzen muB, um eine Infektion her- 
vorzurufen, kSnnte man annehmen, dab eine Protein-NS-Trennung 5 elst 
in der Zelle stattfindet. Nun zeigt es sieh abet, dab ein Grol3teil des TM V- 
Proteins, das ja eigentlich in einer pufferlSslichen Frakf, ion auftregen 
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Tabelle 2. R a d i o a k t i v i t ~ t s v e r t e i h n g  in den n i e d e r m o l e k u l a r e n  
V e r b i n d u n g e n  des p r im/ i r  inf iz ierCen B l a t t e s  und  des s y s t e m i s e h  
i n f i z i e r t e n  P f l a n z e n t e i l e s  zu v e r s e h i o d e n e n  Z e i t e n  n a e h  der  Be- 

i m p f u n g  mi~ 1 4 C - m a r k i e r t e m  T M V  

Primiir Sys~emisch 
Fraktion Stdn. nach infizier tes infizierter 

der Impfung Blatt Pflanzen~eil 

Aminos~uren und Purin- bzw. 
Pyrimidinbasen . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  24 46 157 

38 152 209 
62 133 216 

Nukleotide und Zuckerphosphate . . . . .  24 2 8 
38 8 14 
62 8 12 

H6hermolekulare, aus dora Anionenaus- 
tauseher nieht eluierbare Substanzen 24 100 4 

38 19 0 
62 4 2 

miiBte, in derjenigen Frakt ion zu finden ist, die hauptsgchlich Zellwand- 
komponenten und Kernproteine enthi~lt. Man k6nnte also annehmen, dag 
das TMV-Protein an einem der genannten Zellbestandteile gebunden 
vorliegt. 

I m  Verlauf der Infektion n immt in der p H  4,7,Fraktion das Aktivitgts- 
verh/iItnis yon Protein zu N S  ab, was man mit  dem Abb~u yon Virus- 
protein und gleichzeitiger Neusynthese yon Blattnukleoproteiden unter 
Verwertung abgebauter TMV-Bausteine erkl/iren kann. Die Zunahme 
dieses Verh//ltnisses in der p H  3,0-Fraktion kann man dagegen dureh 
Ribonuldeaseabbau von RNS erkl/iren, da ja in dieser Frakt ion zum fiber- 
wiegenden Teil freie Nukleinss enthalten sind. Die aus dem systemiseh 
infizierten Teil der Pflanze (ohne pr imer  infiziertes Blatt) erh~ltenen 
Aktivits liegen in allen Fraktionen fiir das Protein sogar unter 
denen der Nukleins/iuren (siehe Tab. 3). 

Vergliehen mit  dora prim/~r infizierten Blat t  ist das Verh/~ltnis Protein 
zu _NS in diesem Teil der Pflanze weitaus zugunsten der NS versehoben. 
Es scheint also auch bei Pflanzenviren recht pl~usibel, wie beim 
Analogiefall der Bakteriophagen, dal~ das Virusprotein zumindest teil- 
weise an eine Zellwandkomponente gebunden b]eibt und nur zum ge- 
ringeren Teil ~bgebaut wird. Dieso Abbauprodukte k6Imen infolge der 
doeh weitgehenden Verletzung verschiedener Zellen gemeinsam mit  den 
eytoplasmatisehen Proteinen isoliert werden, aber such in den Chloro- 
plasten und p H  4,7-Proteinen dureh de-novo-Synthese eingebaut worden 
sein. Warum dann aber bei den Pflanzen unbedingt eine Ver]etzung yon 
Zellen notwendig ist, ist noeh ungeklb;rt. Ebenso unbekannt  ist es aueh, 
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Tabelle 3. R a d i o a k t i v i ~ / ~ t s v e r t e i l u n g  in  d e m  Te i l  der  T a b a k -  
p f l a n z e ,  der  a l l e i n  s y s t e m i s c h  i n f i z i e r t  w u r d e ,  zu v e r s c h i e d e n e n  

Zeite~t n a c h  der  B e i m p f u n g  (Mi t~e lwer te )  

Stdn. n a c h  ~4C-Aktivit~ten yon Aktivit~- 
Fraktion der verh~iltnis 

]3eimpfm~g Nukleoprotein Protein 2VS Protein/NS 

PufferunlSsliche 
Fraktion (pit 7) . . . . . . .  24 - -  31 60 0,5 

38 - -  28 44 0,6 
62 - -  16 66 0,5 

pH 4,7-Fraktion . . . . . . . . .  24 - -  28 64 0,4 
38 - -  23 77 0,3 
62 --- 48 118 0,4 

pH 3,0-Fraktiort . . . . . . . . .  24 - -  17 134 0,1 
38 - -  i0 162 0,1 
62 - -  5 22 0,2 

Chloroplasten . . . . . . . . . . .  24 16I 
38 36 
62 72 

m 

_ I  

isoliertes T M  V . . . . . . . . . .  24 72 
38 102 
62 105 

ob dabei nu r  die guBere Cellulosezellwand oder aueh der lebende Antei l  
der Zellwand beseh/idigt werden muB. 

Die in der F rak t i on  der n iedermolekularen Verb indung gefundenen 
Aktivi t / i ten geh6ren zu 95}/o Aminos/~uren und  eventuel l  Nukleins/~ure- 
basen und  hSehstens zu 6% den Nukleot iden und  Zuekerphosphaten  an. 

Beim Vergleieh des Infekt ionsver laufs  yon  pr imgr  und  systemiseh 
infiziertem Tell der Pflanze sieht man  aus dem Verh/iltnis der Aktivi t / / ten 

Prote in  zu N S  sowohl in der pufferunl6sl iehen Ms aueh in dot pH 4,7- 
Frakt ion ,  dab aus dem prim/~r infizierten Bla t t  14C fast nu r  aus T M V -  

R N S  in  die iibrige Pflanze wanderS., w/~hrend dagegen n u t  sehr wenig 
Aktivi t / i t  aas T M V - P r o t e i n  und  dessen A b b a u p r o d u k t e n  dort  naehzu- 
weisen ist. 

Die Akt iv i tg t  der pufferunl6sl iehen F rak t i on  diirfte in  orster Linie yon 
infekti6sen T M V - R N S - T e i l e h e n  herriihren, aber aueh yon Nukleins/ iuren 
s tammen,  die de novo aus niedermolekularen T M V - R N S - A b b a u p r o d u k -  
ten,  wahrseheinlieh Nukleot iden,  synthet is ier t  wurden. Dureh E i n b a u  dop- 
pelt  markier ter  Nukleot ide und  Bes t immung  ihrer spezifisehen Aktivi-  
t~tt naeh  dem E i n b a u  wurde sehon Iriiher gezeigt, dab die, ,pufferunl6sl iehe 
NS-Frak t ion"  heterogen ist und  aus zwei physiologiseh vone inander  ver- 
sehiedenen RNN-Komponen ten  besteht,  die dot sogenannten  Kernnukle in -  



1202 H. Altmann u. a. : Tabakmosaikvirus in nicotiana tabaeum 

ss zuzuordnen sind 12. Dal3 nur ein kleiner Teil der gesamten TMV-  
R N S  sich in der Kernnukleins/~ure festsetzen und behaupten k~nn, h~ngt 
wahrscheinlich mit  der Infektiosit/~t und damit  auch mit  der Stabilit//t 
dieser R N S  zusammen la. Schramm und RSttger 14 wiesen darauf hin, dab 
in der Ze]le die RNS-Synthese,  die ja zeitlieh gesehen vor der Protein- 
synthese verl//uft, wahrsehein]ieh im Zellkern st~ttfindet. Diese R N S  
diirite aber in das Plasma wandern, um die Preteinsynthese dort zu 
induzieren. 

Der Anstieg der Aktivitiitswerte del pufferunl6sliehen NS-Frakt ion 
yon prim/~r infizierten Bl~ttern wghrend der beobaehteten Zeit k6nnte 
daher riihren, dag im Laufe der Zeit immer mehr T M V - R N S  freigesetzt 
und ein GroBteil der infekti6sen RNS-Part ikel  im Kern als Matrix fixiert 
wird. An dieser Matrix k6nnte sieh dann neue T M V - R N S  bilden, die dann 
aus dem Kerngebiet austritt .  Da in der p H  3,0-Fraktion verh/fltnisra/~gig 
viel 14C-Aktivits aus freier T M V - R N S  naehweisbar ist, k6nnte es sich 
bei diesen Aktivit~ten um nichtinfektiSse TMV.RNS-Par t ike l  handeln. 
Die Abnahme der Aktivits  in der p H  3,0-Fraktion im Verlaufe der Infek- 
tion wird n~hezu kompensiert dureh den Anstieg der Aktiviti/t in der 
p H  r 

Es ersehien uns nieht notwendig, bei dieser Arbeit eine R N S . D N S -  
Trennung vorzunehmen. 

Nieht beriicksich~igt werden konnte bei der vorliegenden Arbeit ein 
im kleineren Ausmal3 m6glieher Einbau yon markierten Aminos/~uren aus 
dem abgebau~en TMV.Protein~nteil  bei der Biosynthese neuer 2VS-Basen. 

Frau Ingrin Dolejs danken wir fiir fleigige und gesehiekte Mitarbeit. 

Der Austria Tabak-Werke A. G. danken wir fiir die finanzielle 
Unterstii tzung der Arbeit. 

12 H. Altmann, V. Internat.  Kongr. f. Biochemie, Moskau 1961; E. Basler 
und B: Commoner, Virology 2, 13 (1956). 

13 W. Waclcer, V. Internat. Kongr. f. Bioehemie, Moskau 1961. 
~4 G. Sehramm und B. R6#ger, Z. Naturforseh. 14b, 510 (1959). 


