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PRO E X P E R I M E N T I S  

Htstochemical  Demonstrat ion  of Succinic De-  
hydrogenase  in Cryostat Sect ions of Fresh-  

Frozen Plant  Tissues  

Succinic dehydrogenase (SDH), an important  enzyme 
of the citric acid cycle, catalyzes the dehydrogenation of 
succinate to fumarate. IntracelIularly the enzyme is 
localized in the mitochondria;  this was shown on plants 
both biochemically, by  the isolation of the enzyme from 
mitochondria x, and electron microscopically *. 

ROBERTS et al. 3 investigated the SDH histochemically 
in cryostat  sections of plant tissues. Freezing inact ivated 
the enzyme. The act ivi ty  could be restored by phenazine 
methosulphate (PMS) if cryostat  sections were prepared 
only after the histochemical demonstration of SDH in 
unsectioned tissue blocks. We tried to reproduce the re- 
sults of ROBERTS and compared them with our earlier 
investigations 4. 

Pieces of unfixed root meristems were embedded in 
fresh animal tissue as a supporting medium, frozen with 
CO~, and sectioned in a cryostat  at  - -17°C (14-16 #)4. 
Similarly to ROBERTS, we used a modified tetrazolium salt 
method according to NACHLAS et al. ~,0 to show SDH ac- 
t ivi ty.  Sections were incubated in the substrate at 37 °C 
for 1 h with the tetrazolium salt te tra-ni t ro-BT (TNBT) L 

Wi thout  PMS in the incubation medium, the SDH is 
localized in the mitochondria (Figure). The intensity of 
staining is greatly enhanced by PMS. Moreover, a diffuse 
staining appears in cytoplasm. Hasmr~oYo et al.S 
achieved similar results with animal material. These 
authors have suggested tha t  the mitochondria are dam- 
aged during histochemical procedure, then a hydrogen- 
carrier is released and reduces PMS, resulting in unspecific 
formation of formazan in the cytoplasm. Therefore, one 
has to add PMS only by weak enzyme activities. In  this 
case, a short incubation t ime must  be allowed to avoid 
unspecific staining in the cytoplasm. Furthermore,  i t  
must be mentioned tha t  an exact  localization of SDH is 
only possible with the tetrazolium salt TNBT.  

ROBERTS incubated his sections at  20 °C. Warmth  gives 
the act ivation energy for the enzyme reaction. The opti- 
mal temperature for SDH act ivi ty  is about  37 *C; there- 
fore ROBERTS was able to demonstrate weak activities of 
SDH at 20 °C only by adding PMS to the substrate. 

I t  follows that  the SDH is not  inact ivated by  freezing, 
its act ivi ty  is only diminished. PMS works as a mediator  
or hydrogen-carrier for the transfer of hydrogen to the 
tetrazolium. Reduced PMS reduces T N B T  directly and 
not enzymatically. 

The cryostat  technique for fresh plant  tissues 4 guaran- 
tees an exact localization of SDH in the mitochondria 
and is very suitable for the demonstrat ion of other  de- 
hydrogenases and the aIiesterase 4, and also for the acid 
phosphatase L 

Zusamme,~lassung. Die Bernsteins~uredehydrogenase in 
Pfianzen ist histochemisch in den Mitochondrien nach- 
weisbar. Die Da~stellung sehr schwacher Enzyrnaktivi-  
t~ten gelingt unter  Zusatz yon Phenazinmethosulfat.  
Dieses wirkt als Wasserstofftr~tger ffir die H,- t )ber t ragung 
auf das Tetrazolsalz. 
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Die Probeentnahme in kinetischen Stoffwechsel-  
untersuchun~en mit  Wasserl insen Lemna minor 

L. (Lemnaceen) 

Auf die Vorzfige der Lemnaceen als Laborpflanzen 
wurde bereits mehrfach hingewiesen x-*. t3ber ihre Ver- 

wendung in Gaswechsel- und Photosynthescuntersuchun- 
gen werden wir an anderer Stelle berichten. Als besonders 
geeignetes Versuchsmaterial ffir kinetische Stoffwechsel- 
uutersuchungen nehmen diese kleinsten der Angiosper- 
men wegen der raschen vegetat iven Vermehrung und der 
leicht erzielbaren genetischen und physiologisehen Homo- 
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geni tg t  s e i n e  hervor ragende  Ste l lung un te r  den  h6hern  
Pf lanzen ein. E in  spezielles P rob lem stel l t  jedoch die 
P robeen tnahme  aus e inem geschlossenen Sys t em dar. 
Das gi l t  vor  at tem far  E x p e r i m e n t e  in C~402-Atmosph~tre. 

W i r  ber ich ten  hier  t iber eine einfache L6sung f l i t  eine 
kleine Anzahl  yon Proben,  die sich ftir C1*-Einbauver - 
suehe in e inem gesehlossenen Gas- und /oder  Nithrl6sungs- 
kreislauf eignet .  Das Pr inz ip  der  Methode  l~sst sich wie 
folgt  beschreiben (siehe Figur) : Die Wasser l insen werden  
in niedrige Zyl inder  (Ringe aus Kunsts toff)  (1) gebracht ,  
welche oben und un ten  mi t  e inem feinen Netz  bespannt  
sind (11, 12) und bis zur ha lben H 6 h e  in die N~hrl/Jsung 
(3) e intauchen.  So k6nnen  sich die Glieder  frei auf  der  
Wasseroberf l i iche ausbrei ten.  Mehrere  solche Ringe  be- 
l inden  sich in einer  zyl indr ischen K a m m e r  aus Plexigl~,s 
(2), deren Boden  mi t  Quecksi lber  (4) bedeck t  ist. Le tz teres  
verschl iesst  eine der  Ringgr6sse angepasste  ~3ffnung in 
der  Zyl inderwand (6) und sperr t  den Durchgang  zu e inem 
Meinen auI  der Kammeraussense i t e  omgebrachten offenen 
"Frog (9). Die Ringe  m i t  den Wasser l insen lassen sich nun 
leicht  und rasch an e inem Nylonfaden  (10) du tch  die 
Sperrfl t issigkeit  h indurch  aus der K a m m e r  herausziehen,  
ohne dass Verluste  an  Gas oder  N~thrl6sung bef i i rchte t  
werden  mfissen. Das Versuchsmater ia l  l~tsst sich augen-  
bl icklich inak t iv ie ren  oder  abt6ten,  indem m a n  den Ring  
wel ter  fiber die K a n t e  des Troges herausz ieh t  und in 
fitissigen St ickstoff  bzw. heissen Methy la lkohol  falten 
lgsst. So kann  eine WasserI insenkuI tur  ohne Schwierig-  
ke i ten  por t ionenweise  aus der s tets  geschlossenen Kul tu r -  
k a m m e r  in das Inak t iv i e rungsmi t t e l  gebracht  werden.  
Un te r suchungen  haben  gezeigt,  dass innerha lb  der  Be-  
obach tungsper iode  yon 48 h W a c h s t u m  und Gaswechsel  
der  Lemna minor L. durch das Quecksi lber  n ich t  ver-  
~tndert werden.  

Nachfolgend beschreiben wir  einige Einze lhe i ten  einer  
nach  diesem Pr inzip  gebau ten  E inr ich tung .  Die Ringe  
(Plexiglas, Aussendurchmesser  60 mm,  Innendurchmes-  
ser 48 mm,  Dicke 7 mm)  bes tehen aus zwei H~tlften, 
/3oden (12) und Decket  (11), die durch Nylonschrauben  
mi t  den K6pfen  nach  un ten  (13) zusammengeha l t en  wer- 
den.  Als Ne tz  d ien t  ein g.usserst feines Haa rne tz  (Maschen- 
wei te  ca. 2,5 ram). Die Obersei te  des Ringes  ist  so gestal-  
te t ,  dass sich dieser t ro tz  dem s ta rken  Auf t r ieb  im Queek- 
silber ohne Mtihe durch  die Offnung ziehen l~sst, E in  dop- 
Pel ter  K a m m e r b o d e n  mi t  t r ich te r f5rmiger  Abschri igung 
gegen die (3ffnung hin, wie ihn  die F igur  zeigt, ve rk le iner t  
die Menge des no twendigen  Quecksilbers.  Der  H o h l r a u m  
(5) wird mi t  e inem Zi rku la t ions thermos ta ten  ve rbunden  
und d ien t  als Wasserbad  zur  Auf fech te rha l tung  der  
T e m p e r a t u r  im Inne rn  der  Kammer .  Zura Ein legen der  
Ringe  wird der  Plexiglas-Deckel  (7) abgeschraubt .  

I n  Pho tosyn theseexpe r imen ten  be l ich te t  man  yon  oben. 
E ine  Erh~Shung tier T e m p e r a t u r  muss  jedoch  ve rh inde r t  
werden  durch  E inbr ingen  yon geeigneten W'i~rmefiltern 
zwischen L~mpe und Kammer .  Mit  den sei t l ichen An- 
schltissen (8) wird die K a m m e r  an einen Gaskreislauf  mi t  
M e m b r a n p u m p e  und I n s t r u m e n t e n  zur  Messung der  
R a d i o a k t i v i t ~ t  und der  COz- und  O , - S p a n n u n g  ange- 
schlossen. Sic bes i tz t  ausserdem Anschliisse zur Erneue-  
rung der  Niihr l6sung oder  zur  E rzeugung  eines Nghrl6-  
sungskreislaufes m i t  E in r i ch tungen  zur  pH-Reg i s t r i e rung  
oder  -Stabil is ierung.  Die ~)ber t ragungszei t  u eines Ringes  
yon  der  K a m m e r  ins Ak t iv i e rungsmi t t e l  wurde  mi t  0,5 
sec < u < 1 sec e rmi t te l t .  E i n  mi t  Lemna minor m a x i m a l  
beladenes Netz  enthi t l t  ca. 0,35 g Fr i schmater ia l ,  ent-  
sprechend ca. 30 mg Trockengewieht .  Bei  30000 L u x  
Beleuchtungss t / i rke  wurde  eine CO,-Fix ie rungsra te  yon  
0,05 I~M/min, bei 5000 Lux  eine sotche yon 0,018 # M / m i n  
je mg  Trockengewich t  gemessen. Da  die Verdoppelungs-  

zei t  dieser  Lemna-Species bei 5000 Lux,  28 °C und 0,03% 
CO o 40-48 h betr~gt ,  muss die W a c h s t u m s r a t e  bei Ver- 
suchen yon mehreren  S tunden  Dauer  mi tber i icks ich t ig t  
werden  e. 
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Kulturkarnmer flit Lemnaeeen mit Sehleuse zur Probeentnalame. 
A, Aufriss; B, Aufsieht; C, Schnitt dutch den Ring. (1) Kunststoff- 
ring, beidseitig mit feinem Netz bespannt, die Lemnaeeenglieder 
enthaltend; (2) zylindrisehe Kammer aus Plexiglas; (3) N/lhrl6sung; 
(4) Quecksilber als Sperrfl/issigkeit; (5) Thermostat; (6) 0Ifnung 
in der Kammerwand (Schleuse); (7) Kammerdeekel aus Plexiglas; 
(8) Anschlfisse an den Beltiftungskretslauf; (9) "Frog; (10) Nylon- 
laden, mittels welchem die Ringe herausgezogen werden; (11) obere 
HNfte des Ringes mit Haarnetz und abgerundeten Kanten; (12) un- 

tere Halfte des Ringes mit Netz; (13) Nylonsehrauben. 

Summary. A sui table  sample  t echn ique  for duckweed 
(Lemnaceae) in kinet ic  studies of photosynthes i s  or  o ther  
metabol ic  processes is described.  I t  enables  one to  r e m o v e  
p lan ts  f rom a cul ture  chambe r  in a closed gas and /o r  
nu t r i en t  solut ion circui t  w i thou t  d is turb ing  the  system. 
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