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Abb. 2. Lumineszenzintensität des Zigarettenrauch-Teers (in 
nA des Photomultipliers) in Abhängigkeit von der Zeit: 
X —X —X a. etwa eine Stunde alter Teer wird bei A mit 
Methanol versetzt, linker Maßstab, O - O - O  b. Rauch einer 
Zigarette durch Dimethylphthalat geleitet, rechter Maßstab.

Zugabe von Alkohol auf das 10-fache an. Leitet man 
den Rauch sofort durch ein organisches Lösungsmit­
tel, wie Dimethylphthalat, erhält man eine mit jedem 
„Zug“ 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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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,
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Analyse der Kinetik der Lumineszenzabklingkurven 
ergab weder eine erste noch eine zweite Reaktions­
ordnung, was auf einen komplizierten Medianismus 
der Erzeugung der angeregten Zustände deutet, die 
für die Lichtemission verantwortlich sind. Dies und 
die außerordentlich lange Abklingzeit lassen mit 
Sicherheit auf eine chemische Reaktion schließen, die 
erst nach dem Verbrennungsprozeß des Tabaks ein­
setzt. Sie muß Reaktionsschritte einschließen, die in 
der Lage sind, fluoreszenz- oder phosphoreszenz­
fähige Moleküle anzuregen.

Bei Berücksichtigung dieser Eigenschaft des 
Rauchteers ist damit zu rechnen, daß bei seiner Ein­
wirkung auf biologische Substanzen auch Reaktio­
nen elektronisch angeregter Moleküle stattfinden, 
wie sie sonst nur bei photochemischen Prozessen auf- 
treten. Wegen der begrenzten Zeit, in der im Teer 
angeregte Moleküle erzeugt werden, müßten alle 
Aussagen, die aus Versuchen mit Rauchteer herge­
leitet worden sind, überprüft werden, ob diese mit 
frischen Präparaten (bis zu etwa 3/4 Stde. alt) ge­
macht worden sind oder nicht.
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age of leaves a. s .o .) , 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- 
tiana tabacum var. “Samsun” which were cultivated 
in a greenhouse with additional illumination (Osram 
Fluora; 2 1 —8 o’clock) in autumn and winter. The 
leaves which had most recently expanded were used. 
The sterilized leaf pieces 2 were pre-incubated with 
pectin-glycosidase from Aspergillus, Rohament P * 
(Rohm GmbH, Darmstadt) as described3. The 
further isolation followed the two-step method 4. 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 Rohm 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 
of light

[lux]

Protoplasts plated
6.7-IO3 1.5-IO4 1.4-IO5
proto- fiOOl proto- [1001 proto-
plasts/ml l % j plasts/ml l % J plasts/ml

100

3000
400
400 for 48 h

5.0-102
3.6-103
4.6-103

7.5
53.5
67.5

Protoplasts grown to calli
4.7-103
3.8-103
5.9-103

47
38
59

32
5.4

53

0.02
0.004
0.04

climate chamber at 28 °C, 85% relative humidity 
and continuous illumination with white fluorescent 
light (Belalux, Osram G m bH *), 20 tubes/m2, 
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
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weeks in 3000 lux containing 6 .7 -103 protoplasts 
per ml medium showed a plating efficiency of 7.5% 
(5.0 102 calli/m l). Cultures with the same cell den­

sity but continuously maintained in 400 lux showed 
a plating efficiency of 53.5% (3 .6 -103 calli/m l). 
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 -103 calli/m l).

If the protoplasts are plated in higher densities,
1 .5 -104 and 1.4-105 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.
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and helpful discussions.
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Vor kurzem hatten wir über zwei neue Anthra­
chinon-Farbstoffe aus den Blättern von Digitalis

ferruginea berichtet1. Ihre Konstitutionen waren 
mittels UV-, IR- und NMR-Spektroskopie als 1.4-Di- 
hydroxy-3-hydroxymethylanthrachinon ( =  DF — A2) 
und l-Hydroxy-3- (oder-2-) hydroxymethylanthrachi- 
non ( =  DF — A3) aufgeklärt und wir hatten für diese 
neuen Naturstoffe die Namen Digiferrol und Ferru- 
ginol vorgeschlagen. Da wir aber nachträglich fest­
gestellt haben, daß der Name Ferruginol bereits 
einem Diterpen gegeben i s t2, möchten wir, um Ver­
wirrungen zu vermeiden, die Bezeichnung von 
(DF — A3) als Digiferruginol revidieren.

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