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Uber den Nachweis elektronisch angeregter
Molekiile im Zigarettenrauch

On the Detection of Electronic Excited Molecules
in Cigaret Smoke

J. Stauff, G. Reske und 1. Simo

Institut fiir physikalische Biochemie, J. W. Goethe-Universitit,
Frankfurt am Main

(Z. Naturforsch. 28 ¢, 469 —470 [1973] ; eingegangen
am 1. Mirz 1973)

Cigaret smoke, excited molecules, carcinogenesis

In der Diskussion iiber die Entstehung des Bron-
chialcarcinoms durch Zigarettenrauch wird hiufig
der Einwand gemacht, daB} die im Rauch (bzw. Teer)
enthaltenen Mengen von carcinogenen Kohlenwas-
serstoffen derart geringfiigig seien, dafl ein Raucher
undiskutabel grofle Mengen von Zigaretten rauchen
miiite, um den im Tierversuch ermittelten notwendi-
gen Schwellenwert der Entstehung von Tumoren zu
erreichen' ", Andererseits kann iiber die Moglich-
keit, daB die krebserregende Wirkung des Tabak-
rauches in vollem Umfang durch andere Komponen-
ten des Tabakrauchteers verursacht wird, keine
sichere Aussage gemacht werden. Es ist weder iiber
die Angriffsziele (Proteine, Nucleinsduren, Lipoide)
noch iiber den Reaktionsmechanismus der im Tabak-
teer enthaltenen carcinogenen Substanzen Einigkeit
zu erzielen, die von allgemeiner Giiltigkeit sein
konnte.

Eine frithere Untersuchung, die die Reaktions-
fahigkeit des 3.4-Benzpyrens mit Proteinen in wil-
rigem Medium priifen sollte, stellte fest, daB eine
Einwirkung nur in Gegenwart von O, und nur iiber
den durch Licht angeregten Zustand des Kohlenwas-
serstoffs stattfindet. In einem anderen Beitrag®
wurde gefunden, daf Zigarettenrauch, der mit wal-
rigen Proteinlosungen in Beriihrung gebracht wurde,
ebenfalls mit Proteinen reagiert, z. B. durch Angriff
auf SH-Gruppen mit entsprechender partieller De-
naturierung. Obwohl nun ein direkter Zusammen-
hang zwischen den Photooxidationen des 3.4-Benz-
pyrens und der chemischen Reaktion des Zigaretten-
rauchs nicht ohne weiteres hergestellt werden kann,
kann die Frage gestellt werden, wie denn etwa das
3.4-Benzpyren des Zigarettenrauchs auf Proteine
einwirken konnte, wenn am Reaktionsort in der
wiBrigen Proteinlosung oder in den Schleimhéuten
der Bronchien keine Anregung des Kohlenwasser-
stoff durch Licht stattfindet. Aus Tierexperimenten
ist bekannt > 8, daB} sich Hautkrebs durch 3.4-Benz-
pyren bei Belichtung sehr viel schneller und bei ge-

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. J. Stauff, Institut
fiir physikalische Biochemie, D-6000 Frankfurt a. M.-Nie-
derrad 1, Sandhofstrale.

ringeren Dosen entwickelt als ohne Belichtung. Eine
carcinogene Wirkung des Zigarettenrauchs miifite
dann entweder auf noch anderen Substanzen des
Rauchteers, z. B. Phenolen?, oder auf die Kohlen-
wasserstoffe aktivierenden oder elekironisch an-
regenden Mechanismen im Organismus beruhen.
Wohl konnen leicht verletzte (Einfrieren, Auftauen)
Mitochondrien (aus Rinderherzen oder Ratten-
lebern) den photodynamisch wirksamen Farbstoff
Acridinorange zur Lumineszenz anregen!®; ob sie
das gleiche auch bei 3.4-Benzpyren oder anderen
carcinogenen aromatischen Kohlenwasserstoffen kon-
nen. ist nur zu vermuten, da eine Uberpriifung we-
gen der dullerst geringen Loslichkeit der Kohlen-
wasserstoffe bis jetzt nicht moglich war.

Einen neuen Aspekt gewinnen die Uberlegungen
zur Wirkung des Zigarettenrauchs, wenn die im fol-
genden mitgeteilten Beobachtungen beriicksichtigt
werden. Es konnte nimlich mit Hilfe einer Anord-
nung. die zur Messung der Chemilumineszenz von
Gasen dient 11, festgestellt werden, daBl vom Zigaret-
tenrauch eine Lichtemission von der Wellenlinge
350 — 600 nm ausgeht. Sie mufl durch eine oder
mehrere chemische Reaktionen in den Rauchparti-
keln bzw. im Rauchteer erzeugt werden. Abb. 1 zeigt
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Abb. 1. Lumineszenzintensitat von Zigarettenrauch Ire), in

willkiirlichen Einheiten in Abhingigkeit von der Zeit;

@ — @ — @ :. cin Zug, anschliefend Spiilung der Kiivette mit

Luft; O—O—Q b. nach Abrauchen einer ganzen Zigarette
(400 m1/min).

die Zeitabhingigkeit der Leuchtintensitidt nach einem
Zug und nach dem Abrauchen einer ganzen Ziga-
rette. Beim Versuch mit einem Zug (Kurve a) wurde
anschliefend Luft durch die MeBkiivette gesaugt. Da
sich dabei die Emission nicht anderte, muflte daraus
geschlossen werden, dafl sie von einem Teer-Nieder-
schlag an den Kiivettenwinden herriihrt. Dies wurde
durch die Zugabe von Methanol oder Athanol besti-
tigt. Wie Abb. 2 zeigt, steigt die Lumineszenz bei
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Abb. 2. Lumineszenzintensitit des Zigarettenrauch-Teers (in
nA des Photomultipliers) in Abhingigkeit von der Zeit:
X —X = a. etwa eine Stunde alter Teer wird bei A mit
Methanol versetzt, linker Malistab, O — O — QO b. Rauch einer
Zigarette durch Dimethylphthalat geleitet, rechter Mafistab.

Zugabe von Alkohol auf das 10-fache an. Leitet man
den Rauch sofort durch ein organisches Lisungsmit-
tel, wie Dimethylphthalat, erhilt man eine mit jedem
wZug™ ansteigende Lumineszenz, die beim Abschal-
ten des Rauchstroms erst in etwa 60 min auf den
zehnten Teil ihres Ausgangswertes abklingt. Eine
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Plating Efficiency of Protoplasts of Tobacco
in Different Light Conditions

Gisela Enzmann-Becker

Max-Planck-Institut fiir Biologie, Abteilung Melchers,
Tiibingen
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Protoplasts, intensity of light, calli, tobacco

Today there appears to exist no real difficulty for
the isolation of protoplasts of plant cells. Protoplasts
have been successfully cultured and have produced
callus masses which can regenerate into whole
plants !. The conditions which proved to be suitable
for the cultivation of protoplasts to calluses depend
on the plant material (variety, growth conditions,

Requests for reprints should be sent to Dipl.-Biol. G. Enz-
mann-Becker, Max-Planck-Institut fiir Biologie, Abteilung
Melchers, D-7400 Tiibingen, Corrensstr. 41.

Analyse der Kinetik der Lumineszenzabklingkurven
ergab weder eine erste noch eine zweite Reaktions-
ordnung, was auf einen komplizierten Mechanismus
der Erzeugung der angeregten Zustinde deutet, die
fiir die Lichtemission verantwortlich sind. Dies und
die aullerordentlich lange Abklingzeit lassen mit
Sicherheit auf eine chemische Reaktion schlieflen, die
erst nach dem Verbrennungsprozell des Tabaks ein-
setzt. Sie mull Reaktionsschritte einschliellen, die in
der Lage sind, fluoreszenz- oder phosphoreszenz-
fihige Molekiile anzuregen.

Bei Beriicksichtigung dieser Eigenschaft des
Rauchteers ist damit zu rechnen, dal} bei seiner Ein-
wirkung auf biologische Substanzen auch Reaktio-
nen elektronisch angeregter Molekiile stattfinden,
wie sie sonst nur bei photochemischen Prozessen auf-
treten. Wegen der begrenzten Zeit, in der im Teer
angeregte Molekiile erzeugt werden, miif}ten alle
Aussagen, die aus Versuchen mit Rauchteer herge-
leitet worden sind, iiberpriift werden, ob diese mit
frischen Priparaten (bis zu etwa 3/sStde. alt) ge-
macht worden sind oder nicht.
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age of leaves a.s.o0.), the culture medium, temper-
ature and light conditions. We found that dimlight, ~
especially in the first two days after isolation, in-
creases the plating efficiency.

The protoplasts were isolated from leaves of Nico-
tiena tabacum var. “Samsun” which were cultivated
in a greenhouse with additional illumination (Osram
Fluora; 21 — 8 o’clock) in autumn and winter. The
leaves which had most recently expanded were used.
The sterilized leaf pieces® were pre-incubated with
pectin-glycosidase from Aspergillus, Rohament P *
(Rohm GmbH, Darmstadt) as described®. The
further isolation followed the two-step method *. The
liberated cells were counted and the resulting num-
ber of the protoplasts per ml of medium was cal-
culated (counts made with a haemocytometer). The
cells were plated in agar with the medium described
by Nagata and Takebe (1971)2 and cultivated in a

* Sincere thanks are due to Riihm GmbH for the donation of
the enzyme Rohament P and to Osram GmbH for a gift of
fluorescence tubes.
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Table I. Influence of different light intensity on colony formation.

Intensity Protoplasts plated
oflight 6.7-10° 15-10¢ 1.4-108
proto- [ 100] proto- lOOi proto- | 100]
[Tux] plasts/ml | % plasts/ml % plasts/ml | % ‘
Protoplasts grown to calli
3000 5.0-10 5 4.7-10% a7 32 0.02
400 3.6-10% 53.5 3.8-10% 38 5.4 0.004
400 for 48 h 4.6-10% 67.5 5.9-10% 59 33 0.04
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climate chamber at 28 °C, 85% relative humidity
and continuous illumination with white fluorescent
light (Belalux, Osram GmbH *), 20 tubes/m?
distance from the object 110 cm and intensity ap-
proximately 3000 lux. After three weeks of culture
the grown colonies were resuspended with liquid
medium and the colonies per 0.1 ml of the resulting
suspension were counted and the plating efficiency
was calculated.

One factor which influences the plating efficiency
of protoplasts has been shown to be the intensity of
the illumination during the first two days of culture
following isolation. The effects of different illumina-
tion in the development of calli are compared in
Table I. One fraction of the protoplast preparation
was continuously maintained in 400 lux. Another
fraction (the control) was continuously maintained
in 3000 lux, and the third fraction was maintained
in 400 lux during a period of 48 hours and was then
transferred to 3000 lux. Cultures maintained three

1 J. Takebe, G. Labib, and G. Melchers, Naturwissenschaften
58, 318 [1971].
2 T. Nagata and J. Takebe, Planta 99, 12 [1971].

Uber Flavon- und Anthrachinon-Farbstoffe
der Digitalis-Arten, V!

Die Struktur von Digiferrol und Digiferruginol

About Flavone and Anthraquinone Pigments of
Digitalis
The Structure of Digiferrol and Digiferruginol
Sedat Imre und Lale Ersoy
Pharmazeutische Fakultdt der Universitat Istanbul, Tiirkei

(Z. Naturforsch. 28 ¢, 471 —473 [1973] ; eingegangen
am 3. April 1973)

Anthraquinones, synthesis, structure

Vor kurzem hatten wir liber zwei neue Anthra-
chinon-Farbstoffe aus den Bléttern von Digitalis

weeks in 3000 lux containing 6.7-10° protoplasts
per ml medium showed a plating efficiency of 7.5%
(5.0-102 calli/ml). Cultures with the same cell den-
sity but continuously maintained in 400 lux showed
a plating efficiency of 53.5% (3.6-10% calli/ml).
However, an intensity of 400 lux given for 48 hours
followed by an intensity of 3000 lux increased the
plating efficiency to 68% (4.6-10° calli/ml).

If the protoplasts are plated in higher densities,
1.5-10* and 1.4-10% cells per ml medium respecti-
vely, the difference between the plates which were
kept at 3000 lux and the plates which were kept for
48 hours at 400 lux decreased but was still present
(Table I). These observations imply that the dim-
light given during a period of 48 hours after iso-
lation of the protoplasts promoted the plating effi-
ciency.

I would like to thank Professor Dr. G. Melchers for support
and helpful discussions.

3 L. Schilde-Rentschler, Z. Naturforsch. 27b, 208 [1972].
4 J. Takebe, Y. Otsuki, and S. Aoki, Plant and Cell Physiol.
9,115 [1968].

ferruginea berichtet!. lhre Konstitutionen waren
mittels UV-, IR- und NMR-Spektroskopie als 1.4-Di-
hydroxy-3-hydroxymethylanthrachinon ( =DF —A,)
und 1-Hydroxy-3- (oder-2-) hydroxymethylanthrachi-
non ( =DF — Ay) aufgeklirt und wir hatten fiir diese
neuen Naturstoffe die Namen Digiferrol und Ferru-
ginol vorgeschlagen. Da wir aber nachtriglich fest-
gestellt haben, dall der Name Ferruginol bereits
einem Diterpen gegeben ist 2, michten wir, um Ver-
wirrungen zu vermeiden, die Bezeichnung von
(DF — Ay) als Digiferruginol revidieren.

Zum endgiiltigen Strukturbeweis haben wir nun
die in Frage kommenden Anthrachinone synthetisiert
und mit den Naturstoffen verglichen.

Sonderdruckanforderungen an Doz. Dr. S. Imre, Pharma-
zeutische Fakultiit der Universitit Istanbul, Beyazit-Istan-
bul, Tiirkei.
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Bei der Synthese von 1.4-Dihydroxy-3-hydroxy-
methylanthrachinon (1) haben wir einen anderen
Weg gewihlt als Chari und Mitarb. 3. Zuerst konden-
sierten wir Phthalsdureanhydrid mit Hydrochinon
in AlCl;/NaCl-Schmelze zum 1.4-Dihydroxyanthra-
chinon (la), Schmp. 193 —195 “C (Lit.* Schmp.
192 “C). Dieses wurde dann nach Marschalk® in
NaOH-Lésung, in Gegenwart von Na,S,0, mit
36-proz. Formaldehyd-Losung alkyliert. Aus dem
Reaktionsgemisch isolierten wir durch Kieselgel-SC
(Benzol) und Kieselgel-DC (Petrolither/Benzol, 1/1
bzw. Chloroform/Methanol, 15/1) fiinf verschie-
dene Farbstoffe. Einer von diesen erschien bei der
DC-Kontrolle auf Polyamid dem Digiferrol dhnlich
(R;=0,27: Methanol) und besteht aus roten nadel-
formigen Kristallen (aus Methanol) vom Schmp.
204 — 205 °C.

Aus dem NMR-Spektrum geht eindeutig hervor,
dal} diese Substanz die erwiinschte Verbindung 1 ist:
(in DMSO) 6=4,67 (2H, d, — CH,OH), 6 =5.53
(1H, s, —CH,0H), 6=7,43 (1H, s, H-2), 0=
7.97 (2H, m, H-6 und H-7), 6 =8,27 (2H, m, H-5
und H-8), 6 =12,84 und 13.09 (je 1 Hund s, — OH
am C-1 und C-4) ; Durch Zusatz von CF;CO0D ver-
schwinden alle OH-Signale und der Dublett von
— CH,0H wird Singulett.

Das Massen-Spektrum gibt das Molekiil-Ion bei
mfe 270 (100%) [ber. fiir C,;H;,05: 270, 245] und
folgende Fragment-lonen: 252 (86%), 241 (24%).
224 (27%), 196 (24%), 185 (12%). 168 (15%),
157 (9%), 139 (21%).

Es gibt aber eine Differenz zwischen den Schmelz-
punkten von 1 und des bereits synthetisierten 1.4-
Dihydroxy-3-hydroxymethylanthrachinons (189 —
190 °C)3. Diese rithrt daher, daB} es sich beim letz-
ten um nicht ganz reine Substanz handelt ¢, Der Ver-
gleich von 1 mit natiirlichem Digiferrol ergab keine
Depression im Mischschmelzpunkt und véllige Uber-
einstimmung in den chromatographischen, UV- und
IR-spektroskopischen Daten.

(Digiferrol)

0 OH
Q0L
Rz (Digiferruginol)
0 Ry
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Zum Strukturbeweis von Digiferruginol syntheti-
sierten wir zuerst 1-Hyvdroxy-2-methylanthrachinon
(2) und 1-Hvdroxy-3-methylanthrachinon (3),
durch Kondensation von Phthalsiureanhydrid und
o0- bzw. m-Kresol. Schmp. 2 180-182°C (Lit.?
Schmp. 181 —-182°C), Schmp. 3 176—-177°C
(Lit.” Schmp. 178°C). Die Uberfithrung der
Methyl-Gruppe in Hydroxymethyl erfolgte nach der
iiblichen Methode ® in folgender Weise: Bromierung
der Acetate von 2 und 3 mit N-Bromsuccinimid in
wasserfreiem CCl,. in Gegenwart von Benzoylper-
oxid; Acetylierung der «-Bromoderivate mit Silber-
acetat und Essigsidureanhydrid und anschlieende
Hydrolyse der Acetylprodukte mit methanolischer
H,80, . Nach chromatographischer Reinigung erhiel-
ten wir 1-hydroxy-2-hydroxymethylanthrachinon
(2a) bzw. 1-Hydroxy-3-hydroxymethylanthrachinon
(3a) in Form von orangegelben Nadeln (aus Me-
thanol). Schmp. 2a 210 “C (Lit. * Schmp. 210 °C) ;
Schmp. 3a 211-212°C (Lit.* Schmp. 206 °C).
Auch die Zwischenprodukte ergaben mit den Litera-
turwerten tibereinstimmende Schmelzpunktdaten.

Die beiden Verbindungen wurden mit natiirlichem
Digiferruginol verglichen (Mischschmp., UV- und
IR-Spektroskopie) und es stellte sich heraus, dal}
dem Digiferruginol die Struktur von 2 a zukommt.

Zum Schluf} haben wir die Konstitution von 2a
durch NMR- und Massen-Spektroskopie gesichert.
NMR (in DMSO) 6=4.73 (2H, s, —CH,OH),
0="7,70-8.40 (6 aromat. Protonen); Massen-
Spektrum: m/e 254 (100%) (M*) [ber. fiir
Cy5H,004: 254, 245], 236 (44%), 225 (90%), 208
(45%), 197 (20%), 180 (37%), 152 (63%) 139
(36%).

Uber die bei der Synthese von 1 entstandenen
weiteren Farbstoffen werden wir spiter berichten.

Die NMR- und Massen-Spektren wurden im Institut fiir
Pharmazeutische Arzneimittellehre der Universitdit Miinchen
aufgenommen. Dafiir danken wir Herrn Prof. Dr. H. Wagner
und Herrn O. Seligmann herzlichst.

R, R, Ry
1 H CH,0OH OH
la H H OH
2 CH, H H
2a CH,OH H H
3 H CH, H
3a H H

CH,OH
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% V. M. Chari, persinliche Mitteilung.

7 R. Eder, C. Widmer u. R. Biitler, Helv. chim. Acta 7, 353
[1924].
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Fate of T, Phage DNA in Seedlings
of Matthiola incana

Waltraud Rebel, Vera Hemleben, and W. Seyffert
Institut fiir Biologie, Lehrstuhl fiir Genetik, Universitiit
Tiibingen

(Z. Naturforsch. 28 ¢, 473—474 [1973] ; received
March 3, 1973)

T, phage DNA, uptake and integration, eukaryotes

After uptake of native T, phage DNA in seedlings of
Matthiola incana this DNA is integrated as a double-stranded
fraction with higher density than the unaltered phage DNA

and the bulk of plant DNA.

It is known in bacteria, that under certain circum-
stances genetic information in the form of isolated
DNA molecules can be taken up, incorporated and
translated. For higher organisms such as plants the
uptake of donor DNA is proven, and its integration
into the plant genome has been traced ' 3. Accord-
ing to the results of Ledoux et al. the exogenous
DNA of bacteria with a higher density than the plant
DNA is bound by covalent linkages. This results in
a hybrid DNA fraction of intermediate density.

The present paper forms a discription and discus-
sion of the behaviour of phage donor DNA of the
same density as the recipient DNA in plant cells.
The recipient organism was the annual crucifer
Matthiola incana with a DNA density of 1.698 g/
cm?, chosen (with an eye to future investigations)
because of its well defined genetic system of flower
pigmentation. The donor DNA used was T, phage
DNA, which using [*2P] orthophosphate can be
specifically highly labeled; its density of 1.694 g/
cm? lies within the density values of the recipient
DNA.

Maximum uptake of [?*P]-labeled T, DNA oc-
curred in 6 days old Matthiola seedlings. The plants
were treated for 24 hours under sterile conditions
with [*2P]-labeled T, DNA; the seedlings were then
thoroughly rinsed in water and grown for a further
48 hours. The isolated DNA from seedlings thus
treated was characterized on neutral and alkaline
CsCl gradients.

Fig. 1 a shows the distribution on a neutral CsCl
gradient. A maximum in radioactivity occurs at an

Requests for reprints should be sent to Dr. Vera Hemleben,
Institut fiir Biologie, Lehrstuhl fiir Genetik, D-7400 Tibin-
gen, W.-Germany, Auf der Morgenstelle 1.

10 D, S. Bapat u. B. C. Subba Rao, J. sci. ind. Res. [New
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Fig. 1. CsCl gradient centrifugation of DNA from 9 days old
seedlings of Matthiola. 6 Days old seedlings were incubated
with [*2P]-labeled T, DNA (1.7-105 cpm/plant) for 24 hours,
thoroughly washed and grown for a further 48 hours in sterile
water. After treatment with DNAase and pronase the whole
plants were homogenized. DNA was isolated by the phenol
method followed by RNAase treatment and separated on CsCl
gradients (conditions of centrifugation: 50 000 rpm, 24 hours,
20 °C, rotor SW 65, Spinco). About 60— 70 fractions of three
drops each were collected; to every second fraction carrier
RNA was added, the radioactive material precipitated with
trichloracetic acid and counted on membrane filters. The opti-
cal density of the samples was measured in 1 ml buffer at
260 nm. The data of density were received by refractometer
measurements and calculated from Matthiola DNA (0=1.698
g/em®) as reference. a. Centrifugation in 2.5 ml neutral CsCl
solution with a final density of 1.7 g/cm?®. b. Centrifugation in
3.0 ml alkaline CsCl solution with a final density of 1.79 g/cm®
(pH 12.5). O —Q Optical density at 260 nm; @ -- @ [*P]
radioactivity.

unexpectedly high density of 1.724 g/em?, in an
area where the profile of optical density exhibits no
related ultraviolet absorption. The shoulder in the
radioactivity curve above the main peak for
Matthiola DNA can be the result of either the in-
corporation of T, DNA fragments into the plant
DNA or of unaltered phage DNA.

The distribution of the DNA from T, DNA
treated seedlings on an alkaline CsCl gradient gives
the same distribution of radioactivity and optical
density with a uniform density shift of about 68 mg/
cm?® (Fig. 1b). It thus follows, that all components
of this DNA preparation must have been double-
stranded. The higher density fraction which recurs
after incubation of the seedlings with Ty DNA must
therefore also be double-stranded DNA.
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On the question of its origin it remains to clarify
whether this DNA fraction results from native
phage DNA or from the specific incorporation of T,
DNA fragments into a more densely banded plant
DNA fraction. In order to resolve this point [**P]-
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Fig. 2. CsCl gradient centrifugation of DNA from 9 days old
seedlings of Matthiola. a. 6 Days old seedlings were incubated
with [**P]-labeled T, DNA (4.35-10% cpm/plant) degraded
by DNAase treatment. After 24 hours the seedlings were
thoroughly washed and grown in sterile water for a further
48 hours. b. 7 Days old seedlings were incubated with [**P]
orthophosphate (5 nCi/plant) for 48 hours. Isolation of the
DNA from the whole plants was done as described in the
legend to Fig. 1. Neutral CsCl gradient centrifugation was
carried out under the following conditions: 32500 rpm, 45
hours, 20 °C, rotor SW 65, Spinco. Measurements of optical
density, radioactivity and density were done as described for
Fig. 1. O—(Q Optical density at 260 nm; @ -- @ [**P]
radioactivity.
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Notizen

labeled T, DNA was degraded with DNAase to
oligonucleotide size. 6 Days old Matthiola seedlings
were incubated for 24 hours with this preparation
and then grown for a further 48 hours. The DNA
isolated from these seedlings exhibits, after cen-
trifugation in a neutral CsCl gradient, a similar
radioactivity distribution pattern to that obtained
for Matthiola seedlings grown under the same condi-
tions after treatment with [*?P] orthophosphate
(Figs. 2a and 2b). The bulk of the radioactivity
now coincides with the Matthiola DNA at a density
of 1.698 g/cm®. The weak [**P] radioactivity
shoulder, which at a density of 1.714 g/cm? indicates
a second DNA fraction, probably represents a plant
satellite DNA*. The questionable DNA fraction
with the high density of 1.724 g/cm® (Fig. 1 a) does
not appear here. It occurs solely after incubation of
plants with native phage DNA.

Alteration in the density of phage DNA through
change in conformation after uptake in the plants
can be excluded, because ultrasonication of this
densely banded fraction does not influence its posi-
tion on the CsCl gradient.

Future investigation must elucidate how this new
DNA fraction can form after uptake of T, phage
DNA. The formation of hybrid DNA from plant and
phage DNA, analogous to the results of Ledoux,
postulates a recipient DNA fraction of very high
density, which after association of the T, phage
DNA would shift the latter to an intermediate
density of 1.724 g/ecm®. Some preliminary results
indicate the replication of the phage DNA fraction
within the plant cells.

4 T. Beridze, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 262,
393 [1972].





