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PRO EXPERIMENTIS

Histochemical Demonstration of Succinic De-
hydrogenase in Cryostat Sections of Fresh-
Frozen Plant Tissues

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

RoBERTS et al.® investigated the SDH histochemically
in cryostat sections of plant tissues. Freezing inactivated
the enzyme. The activity 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¢.

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 u)*.
Similarly to ROBERTS, we used a modified tetrazolinum salt
method according to NacurAs et al.®% to show SDH ac-
tivity. Sections were incubated in the substrate at 37°C
for 1 h with the tetrazolium salt tetra-nitro-BT (TNBT)".

R Tk " T ',?-’"i_*‘

o
%:o,‘"'

e

B B

L ST/ 1
Iniracellular localization of succinic dehydrogenase in the mito-
chondria without addition of phenazine methosulphate to the incu-

bation medium (cryostat section through the root meristem of Zes
Mays). x650.

Die Probeentnahme in kinetischen Stoffwechsel-
untersuchungen mit Wasserlinsen Lemna minor
L. (Lemnaceen)

Auf die Vorziige der Lemnaceen als Laborpflanzen
wurde bereits mehrfach hingewiesen*~4, Uber ihre Ver-

Without 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. HasHiMOoTO et al.®
achieved similar results with animal material. These
authors have suggested that 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 time must be allowed to avoid
unspecific staining in the cytoplasm. Furthermore, it
must be mentioned that an exact localization of SDH is
only possible with the tetrazolium salt TNBT.

RoBERTS incubated his sections at 20 °C. Warmth gives
the activation energy for the enzyme reaction. The opti-
mal temperature for SDH activity is about 37°C; there-
fore ROBERTS was able to demonstraté weak activities of
SDH at 20°C only by adding PMS to the substrate.

It follows that the SDH is not inactivated by freezing,
its activity is only diminished. PMS works as a mediator
or hydrogen-carrier for the transfer of hydrogen to the
tetrazolium. Reduced PMS reduces TNBT directly and
not enzymatically.

The cryostat technique for fresh plant tissues* guaran-
tees an exact localization of $DH in the mitochondria
and is very suitable for the demonstration of other de-
hydrogenases and the aliesterase4, and also for the acid
phosphatase?®.

Zusammenfassung. Die Bernsteinsduredehydrogenase in
Pflanzen ist histochemisch in den Mitochondrien nach-
weisbar., Die Darstellung sehr schwacher Enzymaktivi-
titen gelingt unter Zusatz von Phenazinmethosulfat.
Dieses wirkt als Wasserstofftriger fiir die H,-Ubertragung
auf das Tetrazolsalz.
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wendung in Gaswechsel- und Photosyntheseuntersuchun-
gen werden wir an anderer Stelle berichten. Als besonders
geeignetes Versuchsmaterial fiir kinetische Stoffwechsel-
untersuchungen nehmen diese kleinsten der Angiosper-
men wegen der raschen vegetativen Vermehrung und der
leicht erzielbaren genetischen und physiologischen Homo-
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genitdt® eine hervorragende Stellung unter den hohern
Pflanzen ein. Ein spezielles Problem stellt jedoch die
Probeentnahme aus einem geschlossenen System dar.
Das gilt vor allem fiir Experimente in C140,-Atmosphére.

Wir berichten hier iiber eine einfache Lésung fiir eine
kleine Anzahl von Proben, die sich fiir C-Einbauver-
suche in einem geschlossenen Gas- und/oder Nihrlosungs-
kreislauf eignet. Das Prinzip der Methode ldsst sich wie
folgt beschreiben (siehe Figur): Die Wasserlinsen werden
in niedrige Zylinder (Ringe aus Kunststoff) (1) gebracht,
welche oben und unten mit einem feinen Netz bespannt
sind (11, 12) und bis zur halben Héhe in die Néhrlgsung
(3) eintauchen. So kénnen sich die Glieder frei auf der
Wasseroberfliche ausbreiten. Mehrere solche Ringe be-
finden sich in einer zylindrischen Kammer aus Plexiglas
(2}, deren Boden mit Quecksilber (4] bedecktist. Letzteres
verschliesst eine der Ringgrosse angepasste Offnung in
der Zylinderwand (6) und sperrt den Durchgang zu einem
kleinen auf der Kammeraussenseite angebrachten offenen
Trog (9}. Die Ringe mit den Wasserlinsen lassen sich nun
leicht und rasch an einem Nylonfaden (10) durch die
Sperrfliissigkeit hindurch aus der Kammer herausziehen,
ohne dass Verluste an Gas oder Nihrldsung befiirchtet
werden miissen. Das Versuchsmaterial ldsst sich augen-
blicklich inaktivieren oder abtéten, indem man den Ring
weiter iiber die Kante des Troges herauszieht und in
flitssigen Stickstoff bzw. heissen Methylalkohol fallen
ldsst. So kann eine Wasserlinsenkultur ohne Schwierig-
keiten portionenweise aus der stets geschlossenen Kultur-
kammer in das Inaktivierungsmittel gebracht werden.
Untersuchungen haben gezeigt, dass innerhalb der Be-
obachtungsperiode von 48 h Wachstum und Gaswechsel
der Lemna wminor L. durch das Quecksilber nicht ver-
andert werden.

Nachfolgend beschreiben wir einige Einzelheiten einer
nach diesem Prinzip gebauten Einrichtung. Die Ringe
(Plexiglas, Aussendurchmesser 60 mm, Innendurchmes-
ser 48 mm, Dicke 7 mm) bestehen aus zwei Hilften,
Boden {12) und Deckel {11), die durch Nylonschrauben
mit den Kopfen nach unten (13) zusammengehalten wer-
den. Als Netz dient ein dusserst feines Haarnetz (Maschen-
weite ca. 2,5 mm). Die Oberseite des Ringes ist so gestal-
tet, dass sich dieser trotz dem starken Auftrieb im Queck-
silber ohne Miihe durch die Offnung zichen lisst, Ein dop-
pelter Kammerboden mit trichterférmiger Abschrigung
gegen die Offnung hin, wie ihn die Figur zeigt, verkleinert
die Menge des notwendigen Quecksilbers. Der Hohlraum
(5) wird mit einem Zirkulationsthermostaten verbunden
und dient als Wasserbad zur Aufrechterhaltung der
Temperatur im Innern der Kammer. Zum Einlegen der
Ringe wird der Plexiglas-Deckel (7) abgeschraubt.

In Photosyntheseexperimenten belichtet man von oben.
Eine Erhthung der Temperatur muss jedoch verhindert
werden durch Einbringen von geeigneten Wirmefiltern
zwischen Lampe und Kammer. Mit den seitlichen An-
schlissen (8) wird die Kammer an sinen Gaskreislauf mit
Membranpumpe und Instrumenten zur Messung der
Radioaktivitit und der CO,- und O,-Spannung ange-
schlossen. Sie besitzt ausserdem Anschliisse zur Erneue-
rung der Nihrlésung oder zur Erzeugung eines Nihris-
sungskreislaufes mit Einrichtungen zur pH-Registrierung
oder -Stabilisierung. Die Ubertragungszeit « eines Ringes
von der Kammer ins Aktivierungsmittel wurde mit 0,5
sec < # < 1 sec ermittelt. Ein mit Lemna minor maximal
beladenes Netz enthdlt ca. 0,35 g Frischmaterial, ent-
sprechend ca. 30 mg Trockengewicht. Bei 30000 Lux
Beleuchtungsstirke wurde eine CO,-Fixierungsrate von
0,05 M /min, bei 5000 Lux eine solche von 0,018 uM/min
je mg Trockengewicht gemessen. Da die Verdoppelungs-
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zeit dieser Lemmna-Species bei 5000 Lux, 28°C und 0,03%
CO, 40-48 h betrigt, muss die Wachstumsrate bei Ver-
suchen von mehreren Stunden Dauer mitberiicksichtigt
werden®.
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Kulturkammer fiir Lemnaceen mit Schleuse zur Probeentnahme.
A, Aufriss; B, Aufsicht; C, Schnitt durch den Ring. (1) Kunststoff-
ring, beidseitig mit feinem Netz bespannt, die Lemnaceenglieder
enthaltend; (2) zylindrische Kammer aus Plexiglas; (3) N4hrlosung;
{4) Quecksilber als Sperrfliissigkeit; (5) Thermostat; {6) Offnung
in der Kammerwand {Schleuse}; {7) Kammerdeckel aus Plexiglas;
(8) Anschliisse an den Beliiftungskreislauf; (9) Trog; (10) Nylon-
faden, mittels welchem dic Ringe herausgezogen werden; (11) obere
Hilfte des Ringes mit Haarnetz und abgerundeten Kanten; {(12) un-
tere Hilfte des Ringes mit Netz; (13) Nylonschrauben.

Summary. A suitable sample technique for duckweed
(Lemnaceae) in kinetic studies of photosynthesis or other
metabolic processes is described. It enables one to remove
plants from a culture chamber in a closed gas andjor
nutrient solution circuit without disturbing the system.
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