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гістохімічні методи оцінки стрес-толерантності рослин: Методичні 

рекомендації. 

 

 

У методичних рекомендаціях описано анатомічні методи 

дослідження кількісних та якісних характеристик функціонування 

продихового апарату рослин, цитофізіологічних методів визначення 

швидкості руху та фотовицвітання хлоропластів, методи гістохімічного 

аналізу основних речовин (ліпідів, алкалоїдів, лігніну, кутину, суберину, 

калози), важких металів (кадмію, плюмбуму, нікелю, цинку) алюмінію, 

стронцію, функціональних маркерів оксидативного стресу (активних форм 

кисню, гідропероксидів ліпідів, дегідрогеназ). Наведені методики 

апробовані та перевірені авторами.  

Для студентів біологічних та сільськогосподарських 

спеціальностей, викладачів, аспірантів, спеціалістів у галузі біології 

рослин. 
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ВСТУП 

 

Анатомія та гістохімія рослин – це важливі галузі біології рослин, які 

дозволяють детально вивчати будову рослин на різних рівнях організації – 

від цілого організму до окремих клітин. Застосування цих методів є 

необхідним для розуміння процесів росту, розвитку, адаптації рослин до 

різних умов середовища, а також для вирішення багатьох практичних завдань 

у сільському господарстві, екології, медицині та інших галузях. 

Анатомічні та гістохімічні методи  широко використовують для 

вивчення рослинних об’єктів у різних галузях біології рослин: систематиці, 

екології, фізіології, селекції, фармакогнозії тощо. Вони дозволяють 

отримувати детальну інформацію про будову і функціонування рослинних 

організмів на різних рівнях організації. Застосування цих методів сприяє 

розвитку фундаментальних і прикладних досліджень в галузі біології рослин. 

Гістохімічний аналіз рослин потребує значно менше часу порівняно зі 

складним біохімічним аналізом, дозволяє виявляти незначні зміни та 

конкретні речовини в клітинах і тканинах, оцінювати ступінь пошкодження 

за інтенсивністю забарвлення. 

Гістомічні методи дослідження дають можливість виявляти в клітині, 

тканинах або органах рослин локалізацію різних хімічних речовин (білків, 

нуклеїнових кислот, жирів, вуглеводів та мінеральних елементів), активність 

деяких ферментів (гістоензимологічні дослідження). 

Гістохімічні методи дозволяють виявити та визначити локалізацію 

захисних сполук, синтез яких часто є реакцією рослини на стрес. Це дає 

змогу оцінити фізіологічний стан рослини за впливу шкодочинних чинників 

середовища (посухи, сольового стресу, патогенів тощо). Отримання 

детальної інформації про процеси, що відбуваються в клітинах і тканинах 

рослин під впливом різних стресових факторів, сприяє розробці нових 

методів підвищення стійкості рослин до несприятливих умов.  
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Розвиток сучасних технологій відкриває нові можливості для 

застосування анатомічних та гістохімічних методів в біології рослин. 
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РОЗДІЛ 1 

ОСНОВНІ МЕТАБОЛІТИ РОСЛИННОЇ КЛІТИНИ 

До складу рослинної клітини входять різноманітні органічні сполуки 

(первинні та вторинні метаболіти), які визначають за допомогою спеціальних 

методів хімічного аналізу, що дають можливість досить точно визначити 

їхню кількість на певному етапі розвитку рослини. Проте, часто виникає 

необхідність визначити лише присутність певної органічної сполуки. В таких 

випадках застосовують мікрохімічні реакції, що дають можливість за 

допомогою кольорових реакцій встановити наявність в клітинах різних 

речовин, а саме: вуглеводів, білків, алкалоїдів, ліпідів, дубильних речовин та 

багатьох інших сполук. Мікрохімічні реакції дають можливість швидко 

визначити присутність будь-якої речовини методом забарвлення, який 

ґрунтується на тому, що певні речовини забарвлюються у відповідний колір, 

коли впливати на них тими чи іншими реактивами. 

 

ВИЯВЛЕННЯ ЛІПІДІВ (ЖИРІВ) 

Матеріали.  Світловий мікроскоп з фотокамерою, предметні та покривні 

скельця, часове скло, фільтрувальний папір, леза, препарувальні голки, 

пінцети, піпетки Пастера, свіжий рослинний матеріал. 

Реактиви. Судан ІІІ, 50%-вий етиловий спирт, насичений розчин 

гідроксиду калію, 20%-вий розчин аміаку, 40%-ва надоцтова кислота, 

реактив Шиффа, гліцерин, дистильована вода.  

Принцип методу. Ліпіди – це жироподібні речовини, які входять до 

складу всіх живих клітин і мають важливе значення в організації їхніх 

мембран та обміні речовин. Рослинні ліпіди багаті на ненасичені жирні 

кислоти. Вони можуть бути твердими і рідкими (олії). Ознакою ліпідів є 

здатність залишати стійку жирну пляму на папері, на відміну від ефірних 

олій. Спеціальних мікрохімічних реакцій на окремі групи ліпідів не існує. 

Барвники, які використовують у мікроскопічній хімії для виявлення ліпідів, 
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окрім жирів, фарбують смоли, ефірні олії, суберин і кутин. Щоб уникнути 

часткового розчинення ліпідів у спирті, барвники готують на етиловому 

спирті, кінцева концентрація якого не має перевищувати 70%. Для 

прополіскування зрізів після профарбовування використовують 50%-вий 

етиловий спирт і гліцерин. Мікрохімічним способом можливо лише 

встановити приналежність даної групи речовин до ліпідів. 

Ліпіди розчиняються в органічних розчинниках, які використовують у 

гістологічних процедурах, що ускладнює їх виявлення в фіксованому 

матеріалі. 

 

 Виявлення загальних ліпідів 

Хід роботи. Зрізи свіжих рослинних тканин поміщають в розчин 

судану ІІІ (IV) на 24 год. Потім декілька годин витримують у 50%-вому 

етиловому спирті для промивання, після чого переносять у гліцерин, в якому 

їх розглядають.  

Ліпіди фарбуються у кольори від солом’яно-жовтого до червоного. 

Разом з ліпідами фарбуються смоли, ефірні олії, суберинізовані і 

кутинізовані клітинні стінки (рис. 1.1.). 

 

 

Рис. 1.1. Гістохімічне виявлення загальних ліпідів (реакція з суданом): А 

– ліпідні краплини у зрізі ендосперму; Б – шар кутикули [А - Laguna 

Hernández G. et al., 2015; Б - Lashbrooke J. et al., 2015] 
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Рідкі ліпіди забарвлюються впродовж 5-10 хв, а тверді жири і 

кристали жирних кислот – дуже повільно. Слабке підігрівання до 

часткового плавлення жирової маси полегшує фарбування. 

 

 Виявлення ліпідів методом омилення 

Цей метод дозволяє відрізнити жирні олії від ефірних олій і подібних 

до них речовин. 

Хід роботи. Зрізи кладуть на предметне скло в краплю суміші рівних 

об’ємів насиченого розчину гідроксиду калію і 20%-вого розчину аміаку, 

накривають покривним скельцем і витримують кілька днів у вологій камері 

або герметизують краї покривного скельця воском. 

Заливання воском необхідне для уникнення утворення карбонатів, які 

дуже заважають дослідженню. 

Омилення стає помітним через 2-3 доби. В результаті реакції омилення 

краплі ліпідів поступово перетворюються в кристалічні утворення – мило. По 

периферії крапель утворюються голчасті кристали. 

Деякі речовини – алкалоїди, винна кислота, за зазначених умов теж 

можуть утворювати кристали, які відрізняються за рядом ознак: 

1. Їхні кристали розсіяні по всьому полю зору, а мило – пов’язане з краплями 

ліпідів. 

2. Їхні кристали з’являються через короткий проміжок часу, тоді як мило 

стає помітним не раніше ніж через добу, а то і значно пізніше. 

 

 Виявлення ненасичених ліпідів  

Хід роботи. Зрізи обробляють 40%-вою надоцтовою кислотою 

впродовж 2-5 хв. Потім зрізи промивають у проточній воді впродовж 2-5 хв і 

кладуть у реактив Шиффа на 30 хв. Після цього зрізи промивають у 

проточній воді впродовж 10 хв і розглядають у гліцерині. Ненасичені ліпіди 

зафарбовуються у червоний колір (рис. 1.2). 
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Рис. 1.2. Гістохімічне виявлення ненасичених ліпідів (реакція з 

реактивом Шиффа) [Lashbrooke J. et al., 2015] 

 

Приготування реактивів і барвників 

 

1. Для мікрохімії використовують розчини судану ІІІ-IV, які готують 

двома способами. Розчини відрізняються тільки концентрацією: 

Варіант І 

Судан ІІІ-IV 0,01 г 

Етиловий спирт 96%-вий 5,0 мл 

Гліцерин 5,0 мл 

Варіант ІІ 

Судан ІІІ-IV 0,1 г 

Етиловий спирт 96%-вий 10,0 мл 

Гліцерин 10,0 мл 

2. Для омилення ліпідів готують насичений розчин гідроксиду калію, 

який містить невелику кількість нерозчиненого КОН. Цей розчин 

розбавляють рівним об’ємом 20%-вого розчину аміаку і зберігають у пляшці 

з темного скла з притертим корком не більше одного року. 
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3. Реактив Шиффа (фуксиносірчиста кислота) 

1 г основного фуксину розчиняють у 200 мл киплячої дистильованої 

води, охолоджують до 50°С, додають 20 мл 1 н соляної кислоти і 

фільтрують. Фільтрат охолоджують до 25°С і додають 1 г 

метабісульфіту натрію. Розчин ретельно струшують, переносять у пляшку 

з темного скла з притертим корком і щільно закривають. Зберігають розчин 

у холодильнику. Він може бути безбарвний або слабкого солом’яно-жовтого 

кольору. Через 24 год реактив готовий до використання. Для очистки до 

реактиву додають 2 г подрібненого активованого деревного вугілля, 

струшують і зразу ж фільтрують. Зберігають у холодильнику і 

використовують впродовж одного місяця. Перед використанням доводять 

до кімнатної температури. 

 

ВИЯВЛЕННЯ АЛКАЛОЇДІВ 

Матеріали. Світловий мікроскоп з фотокамерою, предметні та покривні 

скельця, часове скло, фільтрувальний папір, леза, препарувальні голки, 

пінцети, піпетки Пастера, сухий або свіжий рослинний матеріал. 

Реактиви. Винна кислота, спирт, концентрована сірчана кислота, 

концентрована соляна кислота, пергідроль, ванадат амонію, 3%-ве хлорне 

залізо, хлор-цинк-йод, йод, йодистий калій, пікрин-соляна кислота, 

дистильована вода. 

Принцип методу. Алкалоїди – азотовмісні органічні гетероциклічні 

сполуки, поширені в рослинах. Вони характеризуються лужними 

властивостями і з кислотами утворюють солі. Значна кількість алкалоїдів 

токсична і діє на організм тварин як отрута. Навіть незначні дози деяких 

алкалоїдів можуть спричинити глибокі і складні зміни в організмі тварин та 

людини, тому вони й мають таке важливе значення в медицині як ліки 

(берберин, атропін), а в сільському господарстві — як засіб боротьби з 

шкідниками (наприклад, нікотин, анабазин та ін.). Багато алкалоїдів мають 
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гіркий або пекучий смак, що, ймовірно, має захисне значення проти поїдання 

цих рослин тваринами. 

Фізіологічне значення алкалоїдів у процесі обміну речовин рослинного 

організму остаточно не з'ясоване.  

Алкалоїди локалізуються в рослині по різному. У багатьох рослин вони 

накопичуються в плодах та насінні, у пасльонових – містяться в усіх органах 

рослин, у чайного куща – в листках, у хінного дерева – в корі. 

Для виявлення алкалоїдів використовують сухий матеріал або свіжий, 

щойно зібраний, який не стояв у воді, оскільки в цьому разі алкалоїди 

руйнуються. 

За мікрохімічного дослідження алкалоїдів обов’язково проводять 

контрольну реакцію, оскільки реактиви на алкалоїди взаємодіють також з 

білками і частково з глюкозидами та вуглеводами. У контрольних зрізах 

алкалоїди вилучають сумішшю винної кислоти та спирту (1:20). Для цього 

зрізи на тиждень поміщають у виннокислий спирт. Тривалість обробки 

залежить від особливостей рослинного матеріалу. Використовують скляні 

бюкси з притертими корками і часто збовтують. Потім зрізи промивають 

водою і проводять реакцію. Лише підготовлені таким чином зрізи 

використовують у якості контролю. 

 

Реакції з фарбуванням 

 Використовують концентровану хімічно чисту сірчану або 

соляну кислоту або суміш із 10 крапель сильно розведеної соляної кислоти і 

20 мл концентрованої сірчаної кислоти. Різні алкалоїди забарвлюються у 

жовтий, червоний, блакитний, фіолетовий або зелений колір. 

 

 Пергідроль і сірчану кислоту (1:10) змішують за охолодження. 

Цей реактив фарбує хінін у лимонно-жовтий колір, стрихнін – у пурпурово-

червоний, гідрастин – у коричневий, еметин – в оранжево-червоний. 
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 Ванадин-сірчана кислота: 1 г ванадату амонію в 200 мл 

концентрованої сірчаної кислоти. Реактив фарбує стрихнін у синьо-

фіолетовий колір, атропін – у жовто-червоний, аконітин – у світло-

коричневий, бруцин – у криваво-червоний, колхіцин і коніїн – у зелений, 

дігіталін – у темно-коричневий, хінін – у синьо-зелений. 

 

 Виявлення кофеїну 

Хід роботи. Тонкі зрізи свіжого рослинного матеріалу поміщають на 

предметне скло у краплю концентрованої соляної кислоти. Через хвилину 

додають краплю 3%-вого хлорного заліза і розглядають під мікроскопом за 

малого збільшення. Коли частина рідини випарується, по краю краплі 

випадуть довгі жовтуваті, іноді пластівчасті, променисті кристали голчастої 

форми. 

 

 Виявлення атропіну 

Хід роботи.  

Реакція 1. Зрізи поміщають на предметне скло у краплю хлор-цинк-

йоду. Зразу ж утворюються коричнюваті до темно-червоного, або слабко-

червоні кристали, переважно ромбічної форми. Особливо характерні хрести, 

що складаються із чотирьох ромбічних кристалів. 

Реакція 2. Зрізи поміщають на предметне скло у краплю йоду з 

йодистим калієм. У клітинах, які містять атропін утворюється коричневий 

осад. Згодом в ньому випадають зірчасті кристали з металічним відтінком. 

 

 Виявлення соланіну 

Хід роботи. Зрізи поміщають на предметне скло у краплю сірчаної 

кислоти, яка забарвлює клітини, що містять соланін у світло-жовтий, 

червонуватий, фіолетово-червоний і зеленуватий кольори. Забарвлення 

швидко зникає. 
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 Виявлення нікотину 

Хід роботи. Зрізи поміщають на предметне скло у краплю пікрин-

соляної кислоти. Утворюється кристалічний осад. 

 

Приготування реактивів і барвників 

 

1. Хлор-цинк-йод 

У 10,5 мл води послідовно розчиняють 6,5 г йодистого калію, 1,3 г йоду і 20 г 

хлористого цинку. 

2. Йод та йодистий калій 

1 г йоду та 1 г йодистого калію розчиняють у 100 мл води. 

3. Пікрин-соляна кислота 

Готують суміш із рівних частин насиченого на холоді розчину пікринової 

кислоти і 10%-вої соляної кислоти. 

 

Контрольні запитання 

1. Який метод дозволяє відрізнити жирні олії від ефірних олій? 

2. Які речовини в рослинній клітині можна виявити за допомогою 

кольорових реакцій? 

3. Схарактеризуйте фізіологічне значення ліпідів у процесах обміну речовин 

рослинного організму. 

4. Для мікрохімічного визначення яких речовин використовують реактив 

Шиффа? 

5. В яких частинах рослини містяться алкалоїди? Наведіть приклади. 

6. Які реактиви використовують для виявлення алкалоїдів? 
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РОЗДІЛ 2 

ВТОРИННІ ХІМІЧНІ ЗМІНИ КЛІТИННОЇ СТІНКИ 

Диференціація рослинних клітин супроводжується різноманітними 

вторинними змінами хімічного складу їхніх клітинних стінок (рис. 2.1), 

відповідно до тих функцій, які починає виконувати клітина в рослинному 

організмі.  

До основних типів вторинних хімічних змін клітинних стінок належать 

лігніфікація (здерев'яніння), суберинізація (окорковіння), кутинізація, 

ослизнення та мінералізація. 

Зміни властивостей клітинної стінки є пристосувальними реакціями, які 

виникли протягом історичного розвитку рослинних організмів і тісно 

пов'язані з впливом абіотичних та біотичних чинників оточуючого 

середовища.  

 

Рис. 2.1. Структура вторинної клітинної стінки [Mathews S. et al., 2015] 

 

Посилення механічної та хімічної міцності клітинних стінок 

відбувається в результаті включення лігніну, суберину, калози, структурних 

білків, кальцію та кремнію. Вторинні хімічні зміни зумовлюють захисні 

функції клітинної стінки, надають їй міцності, пружності, хімічної стійкості 
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та інших властивостей, що в комплексі забезпечують оптимальну 

життєдіяльність рослинного організму. 

 

ВИЯВЛЕННЯ ЛІГНІНУ 

Матеріали. Світловий мікроскоп з фотокамерою, предметні та покривні 

скельця, часове скло, фільтрувальний папір, леза, препарувальні голки, 

пінцети, піпетки Пастера, свіжий або фіксований рослинний матеріал. 

Реактиви. Розчин сірчанокислого аніліну, 5%-вий спиртовий розчин 

флороглюцину, концентрована соляна кислота, 1%-вий водний розчин 

перманганату калію, 10%-ва соляна кислота, аміак, дистильована вода. 

Принцип методу. Лігніфікація, або здерев’яніння клітинної стінки 

відбувається шляхом інкрустації, або просочування, останньої лігніном, який 

заповнює міжфібрилярні проміжки целюлозних стінок. Хімічна природа 

лігніну складна і ще повністю не з'ясована. Відомо, що він належить до 

полімерних продуктів ферментативної конденсації фенольних сполук. 

Включення лігніну в клітинну стінку спричиняє в ній ряд змін: 

потовщення, ущільнення, монолітність, підвищення питомої маси. Водночас 

змінюються фізичні властивості стінки. Вона стає твердішою, більш крихкою 

і менш еластичною, порівняно з целюлозною. 

Фізіологічне значення лігніфікації для рослин остаточно ще не 

з'ясоване. Лігніфікація надає більшої механічної міцності, як самим 

клітинним стінкам, так і відповідним тканинам та органам. Крім того, 

лігніфікація має також антисептичне значення, зважаючи на те, що лігнін 

консервує, ущільнює клітинну стінку, особливо у відмерлих клітин. 

Порівняно з целюлозою лігнін стійкіший до пошкоджуючого впливу бактерій 

та грибів. 

Лігніфіковані клітинні стінки виявляють за допомогою низки 

специфічних кольорових реакцій і фарбування. 
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 Анілінова реакція 

Хід роботи. Зрізи поміщають на предметне скло в розчин 

сірчанокислого аніліну. Здерев’янілі клітинні стінки набувають яскраво-

жовтого, канаркового забарвлення, яке посилюється за додавання сірчаної 

кислоти (рис. 2.2, А). 

 

 Флороглюцинова реакція  

Хід роботи. Використовують свіжий і фіксований матеріал. Зрізи 

відразу поміщають на предметне скло у дистильовану воду, потім звільняють 

від води за допомогою фільтрувального паперу. Підсушені зрізи обробляють 

5%-вим спиртовим розчином флороглюцину впродовж 3 хв, потім –  

концентрованою соляною кислотою (піпеткою капають на зрізи 3-4 краплі 

кислоти). Забарвлений зріз переносять на чисте предметне скло у краплю 

води, накривають покривним скельцем і розглядають під мікроскопом. 

Розглядати під мікроскопом препарат з соляною кислотою 

категорично забороняється, щоб не зіпсувати об’єктив мікроскопа. 

Здерев’янілі клітинні стінки набувають вишневого або червоно-

фіолетового забарвлення (рис. 2.2, Б), інтенсивність якого залежить від 

ступеня лігніфікації стінок. Забарвлення тримається кілька годин, потім 

зникає. 

Флороглюцин у червоний колір фарбує також ванілін і ферулову 

кислоту, які зрідка містяться у клітинній стінці. Тому у сумнівних випадках, 

особливо за використання свіжого (нефіксованого) матеріалу, зрізи варто 

обробити етиловим спиртом для вилучення цих сполук. 

 

 Перманганатна реакція за Меулє  

Хід роботи. Використовують свіжий і фіксований матеріал. Зрізи 

відразу поміщають на предметне скло у дистильовану воду, потім звільняють 

від води за допомогою фільтрувального паперу і на 5 хв заливають  2-3 
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краплями 1%-вого розчину перманганату калію, який потім видаляють 

фільтрувальним папером.  

Розчин перманганату повинен мати протягом всієї реакції темно-

бордовий або вишнево-бордовий колір. Якщо він на поверхні зрізу відразу ж 

набуває бурого забарвлення, значить розчин окислився і його треба замінити 

свіжим, інакше реакція на лігнін буде не якісною. 

Швидко промивають зрізи дистильованою водою й видаляють її 

фільтрувальним папером. Потім зрізи заливають 10%-вою соляною кислотою 

й тримають у ній до повного знебарвлення тканин. Видаляють соляну 

кислоту фільтрувальним папером і ретельно промивають зрізи 

дистильованою водою. Видаляють воду фільтрувальним папером, наносять 

на зрізи 2-3 краплі розчину міцного аміаку, накривають покривним скельцем 

і розглядають під мікроскопом. 

Стінки клітин, які містять лігнін фарбуються у червоний колір різної 

інтенсивності (рис. 2.2, В). Це забарвлення зберігається протягом кількох 

хвилин. 

Перманганатна реакція ефективна лише з препаратами дводольних і 

покритонасінних рослин. У однодольних рослин іноді спостерігають лише 

побуріння лігніфікованих клітинних стінок. Дана реакція негативна у 

тканинах голонасінних рослин.  
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Рис. 2.2. Гістохімічне виявлення лігніну: А – реакція з сірчанокислим 

аніліном, Б – реакція з флороглюцином, В – реакція з перманганатом калію 

[Rohde A. et al., 2004] 

 

ВИЯВЛЕННЯ КУТИНУ І СУБЕРИНУ 

Матеріали. Світловий мікроскоп з фотокамерою, предметні та покривні 

скельця, часове скло, фільтрувальний папір, леза, препарувальні голки, 

пінцети, піпетки Пастера, свіжий рослинний матеріал. 

Реактиви. 50%-ва хромова кислота, розчин Грама, жавельова вода, 1%-

ва соляна кислота, судан ІІІ, свіжоприготовлена 0,1-0,2%-ва спиртова 

витяжка хлорофілу (бажано із листків кропиви), 1%-ва соляна кислота, 66%-

ва соляна кислота, розчин фуксин-фенолу, 0,05%-вий метиленовий синій, 

30%-вий гідроксид калію, гліцерин, дистильована вода. 
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Принцип методу. Кутин і суберин – нерозчинні ліпідні полімери, які 

входять до складу клітинних стінок диференційованих рослинних клітин. 

Кутин відкладається за типом адкрустації (нашарування) і разом з 

воском утворює суцільну поверхневу плівку – кутикулу, яка вкриває зверху 

клітини епідерми усіх надземних органів рослин і межує з повітрям. Товщина 

кутикули залежить від умов середовища. Особливо добре вона розвинена у 

рослин посушливої місцевості. Проте, кутикула захищає рослину не тільки 

від висушування, а й від зараження фітопатогенними мікроорганізмами, 

оскільки формує на поверхні листків і плодів водовідштовхуючу плівку, яка 

сприяє скочуванню краплин води і перешкоджає утворенню водяної плівки, в 

якій накопичуються та проростають спори грибів або розмножуються 

бактерії. Крім того, товста кутикула може збільшити стійкість проти 

збудників хвороб, які проникають через поверхню. 

Кутин складається з суміші жирних оксикислот. Суберин – 

високополімерна речовина, до складу якої входять різні жирні оксикислоти 

та їхні солі. Він побудований аналогічно кутину, але відрізняється природою 

жирних кислот. Просочуючи клітинну стінку, суберин робить її 

непроникною для води і газів та стійкою проти гниття та дії міцних кислот. 

Інкрустуючи стінку, суберин, як гідрофобна речовина, ізолює протопласт від 

надходження поживних речовин, а тому, після суберинізації (окорковіння) 

стінки, клітина відмирає. 

Виявлення кутину і суберину базується на реакціях їх розчинення, 

фарбування та церитовій реакції. Вони забарвлюються багатьма барвниками, 

але покладатися лише на один із них не можна. 

 

 Реакція фарбування кутину і суберину за Грамом 

Хід роботи. Оброблені 50%-вою хромовою кислотою або каліхролатом 

з розведеною азотною кислотою просвітлені зрізи промивають у воді або, в 

разі потреби, в дуже розведеному натрієвому лузі, після чого їх ретельно 
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промивають водою. Зрізи фарбують розчином Грама, в результаті чого 

кутикула та окорковілі клітинні стінки забарвлюються у жовтий або світло-

коричневий колір. 

Використовують 50%-ву хромову кислоту, в якій розчиняються всі 

тканини навіть окорковілі і кутинізовані. Для досягнення бажаного 

результату препарати декілька разів послідовно обробляють кислотою і 

водою. За такої обробки препаратів можна досягти стану, коли суберинові 

складові будуть різко відрізнятися від інших компонентів клітинної стінки. 

Слід зазначити, що нерозчинність корка і кутикули у холодній хромовій 

кислоті відносна, оскільки за тривалого впливу (кілька днів) вони, залежно 

від ступеня окорковіння та кутинізації клітинних стінок, все ж таки 

розчиняються. 

У разі використання хромової кислоти відрізнити кутикулу від корка 

важко, проте, суберин дещо стійкіший за кутин. 

 

 Фарбування кутикули і корка судановими барвниками  

Хід роботи. Зрізи, для усунення здатності деревини фарбуватися 

барвниками, поміщають у жавельову воду на годину або довше. Потім 

ретельно промивають 1%-вою соляною кислотою. На зрізи наносять краплю 

0,1-0,2%-вого судану ІІІ і підігрівають до кипіння. Після фарбування зрізи 

промивають сумішшю гліцерину з водою (1:1) і розглядають у гліцерині.  

Корок і кутикула забарвлюються в оранжево-рожевий колір. 

Лише за попередньої обробки жавельовою водою діагностичне 

значення забарвлення не викликає сумнівів. 

 

 Фарбування кутикули і корка свіжоприготовленою спиртовою 

витяжкою хлорофілу  

Хід роботи. Зрізи, для усунення здатності деревини фарбуватися 

барвниками, поміщають у жавельову воду на годину або довше. Потім 
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ретельно промивають 1%-вою соляною кислотою. На зрізи наносять краплю 

0,1-0,2%-вої спиртової витяжки хлорофілу, витримують 15 хв і більше у 

темряві, потім розглядають у воді або гліцерині. Корок і кутикула 

фарбуються у темно-зелений колір. Забарвлення нетривке. 

 

 Виявлення кутинових речовин (фуксин-фенолова реакція) 

Хід роботи. Свіжі зрізи поміщають у розчин фуксин-фенолу на 1 хв, 

потім підігрівають їх на предметному склі до початку випаровування 

розчину. 

Зрізи ретельно промивають дистильованою водою від зайвої фарби і 

просушують фільтрувальним папером. Проводять диференціювання 66%-

вою соляною кислотою до повного знебарвлення тканин. Після цього зрізи 

ретельно промивають дистильованою водою, просушують фільтрувальним 

папером і поміщають на 5 хв у 0,05%-вий розчин метиленового синього.  

Обполіскують зрізи дистильованою водою і поміщають у водний 

гліцерин (1:1), а потім у чистий. 

Стінки клітин, що містять кутин, забарвлюються фуксин-фенолом у 

малинові відтінки. 

 

 Фарбування суберину гідроксидом калію 

Хід роботи. Зріз поміщають на предметне скло, наносять краплю 30%-

вого водного розчину гідроксиду калію та обережно нагрівають. Окорковілі 

клітинні стінки фарбуються у жовтий колір. 

 

Приготування реактивів і барвників 

 

1. 50%-ва хромова кислота 

50 г хромового ангідриду розчиняють у 100 мл дистильованої води. 

2. Розчин Грама 
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2 г йодистого калію розчиняють за нагрівання у 5 мл дистильованої води; 

після розчинення додають 1 г металічного йоду. Розчин розводять водою до 

300 мл і зберігають у темному місці, в пляшці з темного скла з притертим 

корком, за можливості у холодильнику. У разі тривалого зберігання розчини 

йоду розкладаються, тому їх необхідно періодично поновлювати. 

3. Судан ІІІ 

Для приготування 0,1-0,2%-вого судану ІІІ, необхідно 0,01-0,02 г судану ІІІ 

розчинити у 5,0 мл 96%-вого етилового спирту і додати 5,0 мл гліцерину. 

4. Жавельова вода 

Використовується для просвітлювання препаратів. Цей реактив можна 

виготовити в лабораторії, але, крім того, він продається і в готовому 

вигляді. Для виготовлення жавельової води в одній посудині розчиняють 20 г 

хлорного вапна в 100 мл води, а в другій – 25 г поташу або соди в 25 мл води. 

Після розчинення, яке триває майже 24 год, обидва розчини зливають разом, 

внаслідок цього утворюється жавельова вода. Оскільки ця суміш має в собі 

хлор, то вона дуже знебарвлює й просвітлює листки та інші препарати. 

Час, протягом якого відбувається просвітлювання препаратів, залежить 

від товщини зрізу.  

5. 0,1-0,2%-ва спиртова витяжка хлорофілу  

Листки рослин подрібнюють ножицями або скальпелем. Подрібнену 

наважку (10-20 мг) розтирають у ступці, додаючи на кінчику скальпеля 

крейду для нейтралізації кислот клітинного соку. Зволожують матеріал 

незначною кількістю етилового спирту, розтирають до гомогенної маси і 

кількісно переносять на фільтр Шотта, змиваючи багаторазово ступку 

невеликими порціями спирту. Фільтр Шотта вставляють у пробірку, що 

міститься в колбі Бунзена, яку з’єднують із насосом. Розчин 

відфільтровують, змиваючи стінки фільтра невеликими порціями спирту 

доти, поки відфільтрована рідина на стане безбарвною. Об’єм розчину 

доводять спиртом до 10 мл. 
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6. Розчин фуксин-фенолу  

5 г основного фуксину розчиняють у 100 мл 5%-вого водного розчину фенолу 

(карболової кислоти)  і залишають у пляшці з притертим корком у темному 

місці, періодично збовтуючи розчин. Потім барвник фільтрують, і він 

готовий до використання. 

7. Приготування робочого розчину фенолу (5% водний розчин) 

5 г кристалічного фенолу розплавляють на водяній бані або в термостаті 

(температура плавлення фенолу – 41 °С). Розчиняють розплавлений фенол в 

100 мл води. 

Обережно! При попаданні на шкіру фенол викликає опіки.  

Чисті кристали фенолу безбарвні. При появі коричневого забарвлення (або 

вкраплень) – реактив не використовувати! Розкриту упаковку з реактивом 

зберігати в холодильнику герметично закритою.  

 

ВИЯВЛЕННЯ КАЛОЗИ 

Матеріали. Флюоресцентний мікроскоп з фотокамерою, пеніцилінові 

флакончики, предметні та покривні скельця, фільтрувальний папір, леза, 

препарувальні голки, пінцети, піпетки Пастера, рослинний матеріал. 

Реактиви. 0,25%-вий розчин анілінового блакитного у 0,15 М 

фосфатному буфері (рН 8,2), 95%-вий етанол, 0,07 М фосфатний буфер (рН 

9,0), 0,01%-вий розчин анілінового блакитного у 0,07 М фосфатному буфері 

(рН 9,0). 

Принцип методу. Калоза – нерозчинний у воді лінійний аморфний 

полісахарид клітинної стінки вищих рослин, утворений кількома сотнями 

залишків глюкози, з’єднаних, в основному, β-1-3-глюкозидними зв’язками та 

1-6-зв’язками, що можуть формувати незначні галуження, утворюючи при 

цьому спіральний ланцюг. 

Калоза має важливе значення в багатьох процесах росту і розвитку 

рослин, накопичується як в нормі, так і у відповідь на численні біотичні та 
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абіотичні стреси. Температурний стрес, гіпоксія, ультрафіолет, водний 

дефіцит, важкі метали викликають посилений синтез калози в рослинах. 

Калоза нерозчинна у воді і флюоресціює у короткохвильовій області 

спектра. Це дає можливість проводити гістологічні дослідження її відкладень 

за допомогою флюоресцентної мікроскопії з використанням 

флюоресцентного мікроскопа за наявності УФ фільтрів. β-1,3- глюкани 

виявляють фарбуванням специфічним трифенілметановим барвником 

аніліновим блакитним при рН 9 за яскраво-жовтою УФ-індукованою 

флюоресценцією, коли аніліновий блакитний зв’язується з β-1,3- глюканом і 

β-1,3-ксилановим ланцюгом. Хімічна формула барвника – C32H25N3Na2O9S3 

(рис.2.3). 

 

 

Рис 2.3. Структурна формула анілінового блакитного 

 

 Виявлення калози у пилкових зернах злаків 

Хід роботи. Для дослідження можна використовувати свіжі, або фіксовані 

пиляки. Вміст пиляка видавлюють препарувальною голкою в краплю 0,25%-

вого розчину водорозчинного анілінового блакитного у 0,15 М фосфатному 

буфері (рН 8,2) на предметному склі.  

Стінки пиляка видаляють. Об’єкт накривають покривним скельцем. 

Препарати досліджують на флюоресцентному мікроскопі. Використовують 

фільтр, який пропускає ультрафіолетові промені з довжиною хвилі 340-
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380 нм. Аніліновий блакитний фарбує калозу і дає жовтувато-зелену 

флюоресценцію (рис. 2.4.). 

 

Рис. 2.4. Флюоресценція калози в пилкових зернах (А) та ріст пилкових 

трубок (Б) [Good-Avila S. V. et al., 2008] 

 

Аніліновий блакитний за низької концентрації і фізіологічного 

значення рН є вітальним барвником. У разі проведення тривалих 

спостережень для того, щоб пилкові зерна залишалися при цьому живими, у 

краплю розчину барвника додають краплину 5-10% розчину сахарози. 

 

 Виявлення калози в клітинах епідерми 

Хід роботи. Листки рослин для видалення хлорофілу інкубують в 95%-

вому етанолі впродовж ночі.  

Зразки витримують в 95%-вому етанолі, поки вони повністю 

знебарвляться (час може варіювати від 1 доби для маленьких листків, як у 

арабідопсису, до одного тижня – для листків цитрусових). За необхідності 

інтенсивно забарвлений хлорофілом 95%-вий етанол замінюють. 

Рослинний матеріал відмивають 0,07 М фосфатним буфером (рН 9,0) і 

поміщають у 0,01%-вий розчин анілінового блакитного у 0,07 М фосфатному 

буфері (рН 9,0) на ніч.  



26 

 

Готують препарати, використовуючи 0,07 М фосфатний буфер з 0,01% 

аніліновим блакитним, і досліджують на флюоресцентному мікроскопі. 

Фільтри 340-380 нм (λex) і 425 нм (λem) (рис. 2.5.). 

 

Рис. 2.5. Флюоресценція калози в рослинних тканинах: А, Б – виявлення 

калози в клітинах епідерми; В, Д – фарбування провідних елементів стебла 

тулуідиновим синім; Г, Е – флюоресценція калози (фарбування аніліновим 

блакитним) [Etchells J. P. et al., 2013] 

 

 

Приготування реактивів і барвників 

1. 0,15 М фосфатний буфер (рН 8,2) 

2,61 г гідрофосфату калію розчиняють у 100 мл води. У разі потреби 

доводять рН до 8,2  1 М розчином гідроксиду калію. 
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2. 0,25 %-вий розчин анілінового блакитного 

0,25 г анілінового блакитного розчиняють у 100 мл 0,15 М фосфатного 

буфера (рН 8,2). 

3. 0,07 М фосфатний буфер (рН 9,0) 

1,22 г гідрофосфату калію розчиняють у 100 мл води. Доводять рН до 9,0  

1 М розчином гідроксиду калію. 

4. 0,01 %-вий розчин анілінового блакитного 

0,01 г анілінового блакитного розчиняють у 100 мл 0,07 М фосфатного 

буфера (рН 9,0). 

Контрольні запитання 

1. Які речовини входять до складу первинної та вторинної клітинної стінки? 

2. Назвіть основні типи вторинних хімічних змін клітинної стінки та 

схарактеризуйте їхнє значення для рослинного організму. 

3. Назвіть реакції, за допомогою яких виявляють лігнін. 

4. В який колір забарвлюються кутин та суберин в клітинних стінках за 

використання розчину Грама? 

5. Який реагент забарвлює кутинізовані стінки в малиновий колір? 

6. Який барвник використовують для виявлення калози?  
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РОЗДІЛ 3 

АКУМУЛЯЦІЯ ТА РОЗПОДІЛ ВАЖКИХ МЕТАЛІВ, АЛЮМІНІЮ 

ТА СТРОНЦІЮ В РОСЛИННИХ ТКАНИНАХ 

 

Важкі метали (ВМ) – велика група хімічних елементів з густиною, що 

перевищує 5 г/см3 або з атомним номером, більшим 20.  

Токсичність ВМ зумовлена електронною конфігурацією, валентністю, 

іонізацією, величиною окисно-відновного потенціалу, спорідненістю до 

окремих хімічних груп, здатністю проникати через клітинну стінку і 

утворювати комплекси на поверхні і всередині клітини. Найбільш 

токсичними є не зв’язані у комплекси іони ВМ. Відзначають неоднакову 

токсичність катіонів і аніонів одних і тих же ВМ.  

Токсичність ВМ залежить від концентрації. За низьких концентрацій 

деякі метали (наприклад, Fe, Zn, Mo, Cu, Ni) є необхідними мікроелементами, 

які забезпечують ефективне функціонування рослинного організму, але 

метали, які не задіяні в метаболізмі рослин (наприклад, Cd, Cr, Pb, Hg та ін.) 

токсичні навіть за низьких концентрацій. За високих концентрацій усі ВМ 

негативно впливають на фізіологічні процеси в рослинному організмі, а саме: 

спричинюють зміни хімічного складу клітин та їхніх розмірів; зміни у 

ферментних системах, які призводять до гальмування важливих процесів, 

насамперед, дихання та фотосинтезу; зміни осмотичної регуляції; 

гальмування, або припинення росту і відтворення; виникнення мутацій тощо. 

Інтегральною реакцією на високі концентрації ВМ у навколишньому 

середовищі є зниження життєдіяльності одних рослин і загибель інших. 

Токсичність важких металів для біоти визначається: по-перше, 

біологічною активністю і доступністю; по-друге, стійкістю їх сполук у 

природному середовищі; по-третє, можливістю за певних концентрацій 

спричиняти значні негативні зміни. 
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Встановлено негативний вплив ВМ на дихання, фотосинтез, азотний 

обмін, синтез хлорофілу в рослинах. Це зумовлено їхньою здатністю 

заміщувати мікроелементи в реакційних центрах ферментів, змінюючи їх 

функціональну активність та структуру, порушувати нуклеїновий обмін, 

біосинтез білків. 

За токсичністю, поширенням, здатністю нагромаджуватись в живих 

організмах пріоритетними забруднювачами є такі ВМ: Hg, Pb, Cd, As, Cu, V, 

Sn, Zn, Sb, Mo, Co і Ni.  

Потрапляння ВМ в організм рослини відбувається із забруднених 

ґрунтів, водойм та повітря через корені, стебла та листки.  

Анатомоморфологічні особливості структури зумовлюють здатність 

рослин акумулювати у тканинах ВМ, тому їх часто використовують для 

оцінки стрес-толерантності рослин. 

 

Матеріали. Світловий мікроскоп з фотокамерою,  предметні та покривні 

скельця, фільтрувальний папір, леза, препарувальні голки, піпетки Пастера, 

аналітичні ваги, рН-метр. 

Реактиви. Na2-ЕДТА, дифенілтіокарбазон, ацетон, льодяна оцтова 

кислота, диметилгліоксим, ацетат натрію, тетраборат натрію, гідроксид 

натрію, родизонат натрію, хромазурол S, гематоксилін, йодат калію, цинкон,  

дистильована вода.  

Принцип методу. Гістохімічне виявлення металів у рослинних тканинах 

базується на властивості металохромних індикаторів утворювати 

забарвлений комплекс з металами, який можна ідентифікувати на тимчасових 

мікропрепаратах (зрізах рослинних тканин) за допомогою світлового 

мікроскопа. Локалізація такого забарвленого комплексу на зрізах свідчить 

про акумуляцію та розподіл металів по рослинних тканинах. 
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Металохромний індикатор – органічний барвник, в молекулі якого 

містяться хелатутворюючі групи, завдяки яким барвник здатен змінювати 

забарвлення при утворенні комплексів з металами. 

Хід роботи. Якщо зразки досліджуваних рослинних тканин мали 

безпосередній контакт з розчинами солей металів, перед виготовленням 

зрізів та проведенням якісних реакцій з металохромними індикаторами 

необхідно помістити зразки у 20 мМ розчин Na2-ЕДТА на 10 хвилин для 

відмивання залишків металів. 

Серії зрізів досліджуваних рослинних тканин розміщують на 

предметному склі з 3-4 краплинами відповідного металохромного індикатора 

та обережно накривають покривним скельцем. У разі висихання барвника 

необхідно обережно додати 1 краплину під скло, надлишок – видалити 

фільтрувальним папером. Забарвлення з’являється після реагування 

індикатора з відповідним металом, появу кольору фіксують під мікроскопом.  

Локалізацію та розподіл металів визначають за забарвленням зрізів: 

 Для виявлення локалізації кадмію та плюмбуму використовують 

0,05% розчин металохромного індикатора – дифенілтіокарбазону (С13Н12N4S) 

у суміші ацетон:дистильована вода (3:1). Розчин готується безпосередньо 

перед використанням. Після розміщення досліджуваних зрізів на 

предметному склі у розчині індикатора, додають 1 краплину льодяної оцтової 

кислоти для підвищення чутливості реакції. В ході реакції утворюється 

комплексна сіль дітізонату кадмію або дітізонату плюмбуму яскравого 

червоного (рожевого) кольору (рис. 3.1.). 
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Рис. 3.1. Гістохімічне виявлення кадмію на зрізах в реакції з 

дифенілтіокарбазоном : А – поперечний зріз інтактного кореня, Б – зріз 

кореня за дії 100 мкМ Cd; В – поперечний зріз інтактного листка, Г – зріз 

листка за дії 100 мкМ Cd [Saqib M. et al., 2015] 

 

 Для виявлення локалізації нікелю використовують 0,1% розчин 

металохромного індикатора – диметилгліоксиму (С4Н8N2О2) у 1,5% розчині 

гідроксиду натрію, виготовленому на 0,05 М розчині тетраборату натрію (рН 

9,8-10,4). Розчини можна зберігати протягом тижня в темряві. В ході реакції 

утворюється комплексна сіль диметилгліоксимату нікелю яскравого 

рожевого, або малинового кольору (рис. 3.2.). 

 

 

Рис. 3.2. Гістохімічне виявлення нікелю на зрізах в реакції з 

диметилгліоксиматом: утворення рожевих кристалів диметилгліоксимату 

нікелю в тканинах кореня (А), в клітинах стебла (Б) [https://www.research-

collection.ethz.ch/bitstream/handle/20.500.11850/150368/eth-30274-01.pdf], у 

паренхімних клітинах навколо провідних пучків (В) [Bhatia N. P. et al., 2003] 
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 Для виявлення локалізації цинку використовують розчин 

металохромного індикатора – цинкону (С20H15N4NaO6S). Для приготування 

розчину 0,0065 г цинкону розчиняють у 0,2 мл 1М розчину гідроксиду 

натрію, виготовленого на 0,05 М розчині тетраборату натрію (рН 9,8-10,4). 

Отриманий розчин нагрівають до 80°С і використовують після охолодження 

до кімнатної температури. Розчини можна зберігати протягом тижня в 

темряві. В ході реакції утворюється комплексна сіль Zn-цинкон синього 

кольору . 

 

 Для виявлення локалізації алюмінію використовують 0,5%-вий 

розчин металохромного індикатора – хромазуролу S (С23H13С12Na3O9S) у 5%-

вому розчині ацетату натрію. Розчини можна зберігати в темряві впродовж 

шести місяців. В ході реакції утворюється стабільний комплекс Al-

хромазурол насиченого синього та фіолетового кольорів (рис. 3.3.). 

 

Рис. 3.3. Гістохімічне виявлення алюмінію на зрізах в реакції з 

хромазуролом S: А, Б – поперечний зріз листка; В, Г – поперечний зріз 

стебла [Campos N. V. et al., 2014] 

Для виявлення локалізації алюмінію використовують розчин 

гематоксиліну. Для приготування розчину 0,2 г гематоксиліну розчиняють у 

0,02%-вому розчині KIO3. Розчини можна зберігати в темряві впродовж 

шести місяців. В ході реакції утворюється стійкий комплекс окисненої форми 

гематоксиліну – гематоїну з алюмінієм і розвивається фіолетове забарвлення 

(рис. 3.4.). 
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Рис. 3.4. Гістохімічне виявлення 

алюмінію в тканинах коренів 

(реакція з гематоксиліном):  

А, Б, В – утворення гематоїну в апексах 

коренів [Garcia-Oliveira A. L. et al., 

2016] 

 

 

 Для виявлення локалізації стронцію використовують 0,2%-вий 

розчин металохромного індикатора – родизонату натрію (C6Na2O6) в 

дистильованій воді. Розчини можна зберігати протягом тижня в темряві. В 

ході реакції утворюється комплексна сіль бурого кольору. 

 

 

Контрольні запитання 

1. Назвіть елементи, які належать до важких металів. 

2. Які механізми стійкості рослин до важких металів Ви знаєте? 

3. Що таке металохромний індикатор та для чого його використовують? 

4. На якій властивості металохромних індикаторів базується гістохімічне 

виявлення металів у рослинних тканинах? 

5. За допомогою яких металохромних індикаторів можна виявити 

локалізацію кадмію, плюмбуму, нікелю, цинку, алюмінію та стронцію?  
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РОЗДІЛ 4 

ГІСТОХІМІЧНІ МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ ФУНКЦІОНАЛЬНИХ 

МАРКЕРІВ ОКСИДНОГО СТРЕСУ 

Під час пристосування рослин до дії абіотичних та біотичних факторів 

середовища відбувається накопичення активних форм кисню – АФК (AOS – 

active oxygen species або ROS – reactive oxygen species), що призводить до 

оксидного стресу. Первинними проявами оксидного стресу є деполяризація 

цитоплазматичної мембрани, що активує пов’язаний з клітинною мембраною 

фермент НАДФН-оксидазу, який регулює синтез високоактивних окисників: 

супероксидних іонів О2ˉ, гідроксильних радикалів ОНˉ, а також пероксиду 

водню Н2О2, який утворюється з супероксиду за допомогою ферменту 

супероксиддисмутази.  

Активні форми кисню, які виконують роль вторинних месенджерів, 

беруть участь у сигнальній трансдукції та експресії ряду генів, за своєю 

природою бувають радикальними (супероксид-аніон або гідроксильний 

радикал) і нерадикальними (пергідроксильний радикал). 

Активні форми кисню є набагато більш реакційноздатними, ніж 

кисень, з якого вони утворилися, і набагато небезпечнішими, оскільки під час 

взаємодії з біологічними молекулами, призводять до їх деградації. У зв’язку з 

цим клітини рослин виробили потужну багаторівневу антиоксидантну 

систему, компонентами якої є ферменти каталаза, пероксидаза та 

супероксиддисмутаза, яка забезпечує знешкодження АФК. 

Активні форми кисню зазвичай виробляються в усіх частинах клітини: 

пластидах, мітохондріях, пероксисомах/гліоксисомах, цитозолі, плазматичній 

мембрані, клітинній стінці (рис. 4.1). У фотосинтезуючих тканинах основним 

джерелом АФК є хлоропласти, а в нефотосинтезуючих – мітохондрії. 
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Рис.4.1. Джерела АФК і антиоксидантні системи у різних компартментах 

рослинної клітини: AOX – альтернативна оксидаза; AGC – аскорбат-

глутатіоновий цикл; CAT – каталаза; GO – гліколатоксидаза; POX – 

пероксидаза; PRX – пероксиредоксин; Rboh – гомолог респіраторної 

оксидази; СОД – супероксиддисмутаза; TRX – тіоредоксин; XO – 

ксантиноксидаза. [https://www.encyclopedie-

environnement.org/en/life/environmental-constraints-oxidative-stress-plants/] 

https://www.encyclopedie-environnement.org/en/life/environmental-constraints-oxidative-stress-plants/
https://www.encyclopedie-environnement.org/en/life/environmental-constraints-oxidative-stress-plants/
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ЛОКАЛІЗАЦІЯ АКТИВНИХ ФОРМ КИСНЮ (АФК) 

В РОСЛИННИХ ТКАНИНАХ 

 

Матеріали. Водяна баня, рН-метр, магнітна мішалка, аналітичні ваги, 

пробірки, мірний посуд, фотокамера для фіксування. 

Реактиви. Абсолютний етанол, сіль тетразолію, 50 мМ фосфатний 

буфер (рН 7,5), 60%-вий гліцерол, 3,3′-диамінобензидин, дистильована вода. 

Принцип методу. Локалізацію гідроген пероксиду (Н2О2) в тканинах 

рослин виявляють за рахунок окиснення диамінобензидину Н2О2 в 

присутності пероксидаз з подальшою полімеризацією продукту окиснення, 

осад якого має буре забарвлення. Гістохімічна детекція супероксидного аніон 

радикалу (О2˙
-
) в рослинних тканинах заснована на властивостях солей 

тетразолію (табл. 4.1.), захоплюючи протони та електрони, відновлюватися 

до яскраво забарвленого (червоного, фіолетового, синього) 

водонерозчинного продукту – формазану, осад якого і вказує на локалізацію 

О2˙
-
. Формазан не розчиняється у воді, але добре розчиняється в ацетоні або 

ізопропіловому спирті. Гістохімічний метод дає можливість виявити 

локалізацію АФК, як у безбарвних, так і у забарвлених пігментами тканинах. 

Таблиця 4.1. 

Номенклатура солей тетразолію 

Солі монотетразолію Солі дитетразолію 

Трифенілтетразолій (ТТ) Синій тетразолій (СТ) 

Фіолетовий тетразолій (ФТ) Неотетразолій (НТ) 

Метилтіазалілтетразолій (МТТ) Нітросиній тетразолій (НСТ) 

Йоднітротетразолій (ИНТ) Тетранітросиній тетразолій (ТНСТ) 

Бензотіазолілстірилфталгідразіділ 

тетразолій (БСФТ) 

Нітронеотетразолій (ННТ) 
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Хід роботи. Для виявлення локалізації АФК попередньо промитий у 

дистильованій воді рослинний матеріал (листки, корені, цілісні рослини) 

занурюють у відповідні розчини: 

 для виявлення локалізації гідроген пероксиду – у розчин, який 

містить 1 мг/мл 3,3′-диамінобензидину. В ході реакції розвивається буре 

забарвлення в місцях локалізації АФК (рис. 4.2. А, Б). 

 для виявлення локалізації супероксидного аніон радикалу – у 

0,2%-вий розчин НСТ у 50 мМ фосфатному буфері (рН 7,5). В ході реакції 

розвивається синє забарвлення в місцях локалізації АФК (рис. 4.2. В, Г). 

 

 

Рис. 4.2. Гістохімічне виявлення локалізації АФК у рослинних тканинах: 

А, В – інтактні рослини; Б, Г – рослини, вирощені за присутності 200 мМ 

NaCl; Д, Е – листки рослин, що піддавалися впливу низьких температур 

[Nahar K. et al, 2016] 
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Залишають рослинний матеріал інкубуватися у розчинах протягом 8-10 

годин за кімнатної температури. Якщо детекція АФК проводиться у 

пігментованих тканинах, після інкубування досліджуваний матеріал 

поміщають у киплячий абсолютний етанол на 10 хв для видалення пігментів. 

Після чого фіксують у 60%-вому гліцеролі для фотографування. 

 

Приготування реактивів 

 

1. Фосфатний буфер (рН 7,5) 

Для приготування 1 М  розчину дигідрофосфату натрію (NaH2PO4) 12 г 

NaH2PO4 розчиняють у 100 мл дистильованої води.  

Для приготування 1 М розчину гідрофосфату натрію (Na2HPO4) 14,2 г 

Na2HPO4 розчиняють у 100 мл дистильованої води.  

Для приготування 50 мМ фосфатного буфера (рН 7,5) змішують 16 мл 1 М 

NaH2PO4 та 84 мл 1 М Na2HPO4 та доводять кінцевий об’єм до 2 л. 

2. Розчин 3,3′-диамінобензидину (ДАБ)  

50 мг ДАБ розчиняють у 45 мл дистильованої води, доводять об’єм до 50 мл  

і рН розчину до 3,8. Розчин готують безпосередньо перед використанням і 

тримають у посуді з темного скла. 

3. Розчин нітросинього тетразолію (НСТ) 

0,1 г НСТ розчиняють у 50 мМ фосфатному буфері (рН 7,5) у посуді з 

темного скла, доводять кінцевий об’єм до 50 мл, розчин готують 

безпосередньо перед використанням. 

 

ФІКСУВАННЯ ОКИСНЮВАЛЬНОГО ВИБУХУ 

В РОСЛИННИХ ТКАНИНАХ 

 

Матеріали. Світловий мікроскоп з фотокамерою, система аналізу 

зображення ImegeJ®, предметні та покривні скельця, фільтрувальний папір, 
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леза, препарувальні голки, піпетки Пастера, планшет з лунками діаметром 1 

см, вакуумний насос, пробірка з носиком та притертим корком. 

Реактиви. Розчин нітросинього тетразолію, лактофенольна суміш. 

Принцип методу. Окиснювальним вибухом називають процес 

утворення значної кількості АФК та вільних радикалів на поверхні клітини. 

Цей процес є однією з найбільш ранніх неспецифічних реакцій рослинної 

клітини на вплив будь-якого стресового чинника. Інтенсивність генерації 

АФК можна оцінити гістохімічно на прикладі суперокисдного аніон 

радикалу (О2˙
-
) за допомогою вакуум-інфільтрації.  

Хід роботи. Для виявлення локалізації АФК попередньо промитий у 

дистильованій воді рослинний матеріал (тонкі зрізи листків, коренів) 

занурюють у 0,1%-вий розчин нітросинього тетразолію у дистильованій воді 

та проводять вакуум-інфільтрацію протягом 30 хвилин. Після тридцяти 

хвилинної інфільтрації рослинний матеріал фіксують у киплячій 

лактофенольній суміші. В ході реакції розвивається синє забарвлення в 

місцях локалізації О2˙
-
 за рахунок формування водонерозчинного продукту 

– формазану. 

 

Приготування реактивів 

 

1. Розчин нітросинього тетразолію (НСТ) 

100 мг НСТ розчиняють у 100 мл дистильованої води. 

2. Лактофенольна суміш 

Для приготування лактофенольної суміші змішують фенол, лактат, 

гліцерол, дистильовану воду, абсолютний етанол у співвідношенні  1:1:1:1:8. 
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ІДЕНТИФІКАЦІЯ ГІДРОПЕРОКСИДІВ ЛІПІДІВ 

У РОСЛИННИХ ТКАНИНАХ 

Матеріали. Мірні циліндри, хімічні стакани, фільтрувальний папір, 

пінцети, фотокамера. 

Реактиви. Реактив Шиффа, 0,5%-вий розчин дисульфіту калію (натрію).  

Принцип методу. У відповідь на дію абіотичних та біотичних стресорів 

у рослинних клітинах відбувається окиснювальний вибух, який пов'язаний з 

накопиченням АФК. Одним із показників появи пошкоджень, обумовлених 

окиснювальним вибухом є пероксидне окиснення ліпідів (ПОЛ), яке 

супроводжується порушенням структурно-функціональної цілісності 

клітинних мембран. За накопиченням продуктів ПОЛ можна оцінювати 

стійкість рослин до дії стресорів. Процеси ПОЛ призводять до руйнування 

поліненасичених жирних кислот і зменшення вмісту полярних ліпідів та 

ненасичених жирних кислот, появи гідропероксидів ліпідів у складі 

гідрофобної зони мембран. Такі перебудови змінюють плинність мембран і 

іхню проникність, що призводить до відхилення у функціонуванні 

мембранно-зв'язаних ферментів. Початковим етапом ПОЛ є утворення 

дієнових кон'югатів. Наступні етапи пероксидації пов'язані зі збільшенням 

кількості гідропероксидів ліпідів. Гідропероксиди ліпідів являють собою 

дуже нестійкі, реакційноздатні сполуки, які пошкоджують мембрани, 

взаємодіючи з їхніми структурними компонентами. Гідропероксидна група 

може бути приєднана до різних ліпідних структур, наприклад вільних 

жирних кислот, триацилгліцеринів, фосфоліпідів та стеролів. Одним із 

кінцевих продуктів цього процесу є малоновий диальдегід. Альдегідні групи 

кінцевих продуктів ланцюга пероксидації ліпідів виявляють за допомогою 

реактиву Шиффа. 

Хід роботи. Для виявлення ділянок тканин з активним процесом 

пероксидного окиснення ліпідів попередньо промитий у дистильованій воді 
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рослинний матеріал (листки, корені, цілісні рослини) занурюють у реактив 

Шиффа (фуксинсірчисту кислоту) на 20 хвилин.  

Після двадцяти хвилинної експозиції рослинного матеріалу в розчині 

реактиву Шиффа його залишки відмиваються у 0,5%-вому розчині 

дисульфіту калію (натрію) у 0,05 М соляній кислоті. 

В результаті реакції реактиву Шиффа з альдегідними групами 

кінцевих продуктів ланцюгу пероксидації ліпідів з’являється пурпурово-

фіолетове забарвлення ділянок з активним перебігом процесів ПОЛ, яке 

фіксують за допомогою фотокамери (рис. 4.3.). 

 

 

Рис. 4.3. Гістохімічне виявлення пероксидів ліпідів у коренях рослин з 

реактивом Шиффа [фото автора] 

 

 

Приготування реактивів 

 

1. Реактив Шиффа 

1 г основного фуксину розчиняють у 200 мл киплячої води та охолоджують 

до 50°С. До розчину фуксину додають 20 мл 1 Н соляної кислоти та 

охолоджують до 25°С. До розчину основного фуксину у соляній кислоті 



42 

 

додають 1 г метабісульфату чи бісульфату калію (натрію), реактив може 

зберігатися у посуді з темного скла впродовж шести місяців. 

2. 0,5%-вий розчин дисульфіту калію (натрію)  

5 г дисульфіту калію (натрію) розчиняють у 1 л 0,05М соляної кислоти. 

 

 

ВІЗУАЛІЗАЦІЯ ДЕГІДРОГЕНАЗНОЇ АКТИВНОСТІ  

РОСЛИННИХ ТКАНИН 

 

Матеріали. Бінокуляр, фільтрувальний папір, леза, препарувальні голки, 

піпетки Пастера, фотокамера. 

Реактиви. 0,005%-вий водний розчин фіолетового тетразолію, 0,005%-

вий водний розчин трифенілтетразолію хлористого. 

Принцип методу. Дегідрогенази – група ензимів класу оксидоредуктаз, 

що окиснюють різні субстрати шляхом відщеплення водню та передачі його 

на коферменти дегідрогеназ (піридинові або флавінові). Активність 

дегідрогеназ у рослинних тканинах оцінюють шляхом визначення швидкості 

відновлення штучних редокс-агентів, загальною властивістю яких є здатність 

приймати електрони від відновлених коферментів дегідрогеназ. В основу 

метода покладено властивість дегідрогеназ відновлювати безбарвні солі 

тетразолію з утворенням забарвленого формазану. Безбарвний розчин солі 

тетразолію приєднує водень і відновлюється до яскраво забарвленого 

формазану. Формазан не розчиняється у воді, але добре розчиняється в 

ацетоні або ізопропіловому спирті. Гістохімічний метод дає можливість 

виявити активність дегідрогеназ, як у безбарвних, так і у забарвлених 

пігментами тканинах. Він дає можливість виявити активність ферментів 

безпосередньо в живих рослинних тканинах. 

Хід роботи. Для дослідження дегідрогеназної активності рослинних 

тканин попередньо промитий у дистильованій воді рослинний матеріал 
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(листки, корені, цілісні рослини) занурюють у 0,005 % розчин солі 

тетразолію. В ході реакції формується яскраве забарвлення рослинних 

тканин, що мають високу дегідрогеназну активність (рис. 4.4.). 

 

 

Рис. 4.4. Візуалізація дегідрогеназної активності в тканинах коренів: А – 

пурпурове забарвлення коренів після 2 годин експозиції у агаровому гелі з 

додаванням 0,005% фіолетового тетразолію; Б – після 24 годин експозиції; В 

– після 96 годин експозиції; Г – червоне забарвлення коренів після 24 годин 

експозиції проростка у 0,005% розчині трифенілтетразолію хлористого 

[Kurzbaum E. et al., 2010] 

 

Залежно від мети дослідження та при вивченні хронічного впливу 

стресових чинників у довготривалій експозиції рослин в стресових умовах 

можливі модифікації методу – додавання до розчину барвника 1% агарового 

гелю. 

 

 

Контрольні запитання 

1. Що таке оксидний стрес? 

2. Який реактив використовують для виявлення супероксидного аніон 

радикалу? 
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3. Назвіть первинні прояви оксидативного стресу. 

4. В яких частинах рослинної клітини виробляються активні форми кисню? 

5. Які зміни в рослинній клітині спричинює пероксидне окиснення ліпідів? 

6. Що таке дегідрогенази? 
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РОЗДІЛ 5 

АНАТОМІЧНІ ДОСЛІДЖЕННЯ КІЛЬКІСНИХ ТА ЯКІСНИХ 

ХАРАКТЕРИСТИК ФУНКЦІОНУВАННЯ ПРОДИХОВОГО 

АПАРАТУ РОСЛИН МЕТОДОМ ВІДБИТКІВ ЕПІДЕРМИ 

З-поміж великої кількості адаптивних реакцій рослин виняткове 

значення мають фізіологічні перебудови на функціональному рівні. Такі 

перебудови тісно пов’язані з анатомо-морфологічними модифікаціями, які 

відбуваються у відповідь на зміни в навколишньому середовищі. Однією з 

таких адаптаційних відповідей на дію різноманітних стресорів є зміни в 

продиховому апараті листків рослин. 

Матеріали. Світловий мікроскоп з фотокамерою, система аналізу 

графічного зображення ImegeJ®, предметні та покривні скельця, мікрометр, 

прозорий лак, пінцети, препарувальні голки, піпетки Пастера. 

Реактиви. Гліцерин.  

Принцип методу. Відбитки (репліки) епідерми отримують шляхом 

нанесення тонкого шару прозорого лаку на нижню або верхню епідерму 

листкової пластики.  

Хід роботи. На епідерму листка, який не відривають від рослини, 

тонким шаром наносять прозорий лак. Після висихання лаку плівку знімають 

та розправляють на предметному склі у суміші глицерину і води (1:1). 

Отриманий мікропрепарат розглядають під мікроскопом і фотографують. 

Аналіз та підрахунок отриманих даних здійснюють за допомогою 

програмного забезпечення обробки графічного зображення ImegeJ® . 

Вимірювання лінійних розмірів продихового комплексу та 

продихової апертури (щілини). Виміри довжини продихового комплексу 

здійснюють по центральній осі (між двома клітинами-замикачами). Ширину 

продихового комплексу вимірюють у найширшій частині продиху.  Виміри 

лінійних параметрів продихової апертури проводять за тим же принципом 

(рис. 5.1.).  
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Рис. 5.1. Проведення осей для вимірювання лінійних розмірів 

продихового комплексу та продихової апертури: пр – продих; е – 

епідерма; 1 – довжина продихового комплексу; 2 – ширина продихового 

комплексу; 3 – довжина продихової апертури; 4 – ширина продихової 

апертури [Смірнов О.Є. та інші, 2014] 

 

Кількісні параметри функціонування продихів. До кількісних 

параметрів можна віднести: 

 

 щільність продихів (stomatal density (SD)) – кількість продихів у 

полі зору мікроскопа чи у визначеній площі (мм
2
) досліджуваної епідерми; 

 

 продиховий індекс (stomatal index (SI)) – відношення кількості 

продихових комплексів до загальної кількості клітин у полі зору чи на 

визначеній площі (мм
2
) досліджуваної епідерми, визначають за формулою:  

SI = (S/E+S) × 100, де 

S – кількість продихових комплексів; 

E – кількість клітин епідерми. 

 

Якісні параметри функціонування продихів. До таких параметрів 

можна віднести прямі вимірювання лінійних розмірів клітин-замикачів та 

продихової апертури. На основі цих вимірювань розроблені різноманітні 
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коефіцієнти, які можуть слугувати окремими інформативними якісними 

характеристиками функціонального стану продихового апарату рослин: 

 

 площу продихового комплексу (stomatal area (SA)), визначають 

за формулою: 

SA = SL × SW × π × ¼, де 

SL – довжина продихового комплексу; 

SW – ширина продихового комплексу. 

 

 площу продихової апертури (stomatal pore area (SPA)) 

визначають за формулою: 

SPA = SPL × SPW × π × ¼, де 

SPL – довжина продихової апертури; 

SPW – ширина продихової апертури. 

 

 коефіцієнт поверхні продиху (stomatal shape coefficient (SSC)) 

визначають за формулою: 

SSC = (SW / SL) × 100, де 

SL – довжина продихового комплексу; 

SW – ширина продихового комплексу. 

 

 індекс потенційної провідності (potential conductance index 

(PCI)) – функціональний параметр, який залежить від щільності 

розташування продихів на поверхні листка та площі продихової апертури 

визначають за формулою:  

PCI = (SL)
2
 × SD × 10

-4
, де 

SL – довжина продихового комплексу; 

SD – щільність розташування продихів. 
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Контрольні запитання 

1. Назвіть структури газообміну у рослин. 

2. Назвіть складові продихового апарату. 

3. Схарактеризуйте особливості будови клітин-замикачів однодольних та 

дводольних рослин. 

4. Які параметри функціонування продихів відносять до кількісних, а які до 

якісних? 

5. Схарактеризуйте метод відбитків епідерми. Які переваги цього методу?  
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РОЗДІЛ 6 

ЦИТОФІЗІОЛОГІЧНІ МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ РОСЛИН 

 

В процесі еволюції у клітинах всіх живих організмів сформувався механізм 

типового неспецифічного реагування – загальна неспецифічна реакція на 

пошкоджуючу дію. В клітині відбувається цілий комплекс змін: зміни 

в’язкості цитоплазми, набрякання хлоропластів, зміни проникності мембран 

та зсув іонного балансу, зменшення дисперсності колоїдів цитоплазми, зміна 

форми клітини, збільшення спорідненості цитоплазми і ядра клітини до ряду 

барвників, зміна процесу відкладання гранул вітальних барвників та процес 

дифузного забарвлення цитоплазми. Деякі з них можна вимірювати і, завдяки 

цьому, використовувати як маркери на дію токсичних речовин. Всі ці 

неспецифічні реакції клітини, за якими можна робити висновок про стан 

їхньої життєдіяльності і про пошкодження в його початковій оборотній фазі, 

легко реєструються під мікроскопом і мають суттєве значення в 

цитофізіологічних дослідженнях. 

 

ВИЗНАЧЕННЯ ШВИДКОСТІ РУХУ ХЛОРОПЛАСТІВ 

В КЛІТИНАХ РОСЛИН 

Матеріали. Світловий мікроскоп з фотокамерою, мікрометр, предметні та 

покривні скельця, мірні колби на 100 мл, склянки на 100 мл, піпетки на 10 

мл, фільтрувальний папір, леза, препарувальні голки, пінцети, секундомір, 

свіжий рослинний матеріал. 

Реактиви. Біхромат калію, дистильована вода. 

Принцип методу. Рух цитоплазми – це один із показників, що 

характеризує забезпеченість клітини енергією (АТФ). За сприятливих умов 

цитоплазма рослинних клітин постійно рухається. Зовнішні та внутрішні 

впливи спричиняють зміни швидкості цього руху, які пов`язують зі зміною 

проникності поверхневої мембрани до іонів, або інших токсичних сполук, які 
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можуть бути активаторами або інгібіторами АТФ-ази і впливати на рівень 

АТФ у клітині. Вважають, що зміни внутрішньоклітинної концентрації АТФ, 

зумовлені дією пошкоджуючих агентів, впливають на організацію 

актиноподібних філаментів цитоскелету, що в свою чергу спричинює зміни 

в`язкості цитоплазми і швидкості її руху. 

Для спостереження руху цитоплазми краще використовувати водні 

рослини (валіснерію, елодею, наяду ), які на препараті залишаються у своєму 

природному середовищі. Найбільш придатним для використання в якості 

цитофізіологічного показника є ротаційний рух цитоплазми, який 

здійснюється уздовж клітинних стінок. Рухаючись, цитоплазма захоплює з 

собою великі органели – хлоропласти, а іноді і ядро, завдяки яким 

полегшується спостереження за змінами швидкості цього руху. Характерною 

особливістю ротаційного руху є те, що цитоплазма рухається в одному 

напрямі, ніби обертається навколо центра клітини. Швидкість цього руху, як 

в нормі, так і за впливу токсичних речовин легко виміряти за допомогою 

секундоміра та окуляр-мікрометра. Лінійна швидкість руху під час ротації в 

нормі не висока: так у валіснерії за температури 18–23
о
С вона дорівнює 10-

20 μ /с, елодеї –10-15 μ /с, наяди – 15-20 μ/с. 

Рух у непошкоджених внутрішніх клітинах розпочинається не відразу 

після препарування, але розпочавшись, на препараті триває днями 

зберігаючи початкову швидкість до загибелі клітини. 

Для спостереження за рухом цитоплазми в клітинах гідрофітів не потрібно 

виготовляти зрізи, оскільки тканини цих рослин складаються лише з кількох 

шарів клітин, кожний з яких можна мікроскопіювати. 

Метод може бути застосований неодноразово на тих самих клітинах, а це 

важливо при вивченні змін пошкодженої клітини в часі, тоді як багаторазове 

використання деяких інших методів неможливе, або може призвести до 

небажаного викривлення результатів ( наприклад багаторазовий плазмоліз). 
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Визначення наявності та швидкості руху цитоплазми не потребує багато 

часу, його можна використати для вивчення первинної чутливості клітин. 

Метод має кількісний вираз за п’ятибальною шкалою визначення ступеня 

токсичності водного середовища (від нетоксичного до летального), який дає 

змогу градуювати токсичність водного середовища за відношенням саме до 

біологічної складової водойми в межах п’яти груп: 

Перша – немає токсичності (80-120%), 

Друга – слабка токсичність (59-80, 120-150 %), 

Третя – середня токсичність (20-50, 150-180 %), 

Четверта – висока токсичність (10-20,180-250 %), 

П’ята – летальна токсичність (0-10, більше 250 %). 

Хід роботи. Дослідні рослини (валіснерія, елодея, наяда тощо) експонують 

у розчинах модельного токсиканту (К2Cr2O7) різної концентрації (0,01; 0,1; 

1,0 мг/л, або ін.) на світлі протягом 1 год. Після закінчення експозиції з 

листків рослин готують тимчасові препарати, які розглядають під світловим 

мікроскопом (рис. 6.1). У рослин елодеї та наяди використовують верхівкові 

пагони, у валіснерії – частину рослини біля основи, де розташовані молоді 

клітини, що зберігають рух цитоплазми. Швидкість руху вимірюють за 

допомогою окуляр-мікрометра, фіксуючи час проходження хлоропластом 

однієї, або кількох поділок за допомогою секундоміра. Швидкість руху 

хлоропластів обчислюють за формулою: 

V= S / t , де 

V – швидкість руху хлоропластів, умовні одиниці/с, 

S – відстань яку проходить хлоропласт , умовні одиниці, 

t – час, за який хлоропласт проходить певну відстань, с. 

Висновок про токсичну дію різних концентрацій модельного токсиканта 

роблять за відхиленням величини швидкості руху цитоплазми у рослин, які 

експонували у досліджуваних розчинах, від подібних значень у контрольних 

рослин. 
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Рис. 6.1. Хлоропласти в клітинах листка валіснерії спіральної в нормі 

(фото автора) 

 

Прояв токсичної дії визначають в межах п`яти груп. 

Результати записують у таблицю 6.1. 

Таблиця 6.1 

Ступінь та група токсичності модельного токсиканта для рослин 
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ОЦІНКА ЗМІН У ПРИЖИТТЄВОМУ ЗАБАРВЛЕННІ 

КЛІТИН РОСЛИН ЗА ДІЇ ТОКСИКАНТІВ 

Матеріали. Світловий мікроскоп з фотокамерою, предметні та покривні 

скельця, мірні колби на 100 мл, склянки на 100 мл, піпетки на 10 мл, 

фільтрувальний папір, леза, препарувальні голки, пінцети, свіжий рослинний 

матеріал. 

Реактиви. Біхромат калію, 0,01% нейтральний червоний, дистильована 

вода. 

Принцип методу. Здатність непошкоджених живих клітин відкладати у 

вигляді гранул речовини, як ті, що виробляються у самій клітині, так і ті, що 

проникають в неї ззовні, дозволяє робити висновок про стан їхньої 

життєдіяльності і про пошкодження в його початковій оборотній фазі. До 

таких речовин належать деякі прижиттєві барвники (нейтральний червоний, 

малахітовий зелений, метиленовий синій та ін.). Особливою універсальністю 

і зручністю застосування серед них характеризується нейтральний червоний, 

який належить до слабких основ. Барвники, що проникли у цитоплазму 

клітини, спочатку розташовані в ній дифузно, а потім клітина конденсує їх у 

області апарата Гольджі у вигляді гранул. Такі барвники називають 

гранулярними. Гранули нейтрального червоного і дифузний розподіл його 

добре видно під звичайним світловим мікроскопом (рис. 6.2). У міру 

накопичення барвника кількість і розміри гранул збільшуються, і вони, 

виходячи за межі зони апарата Гольджі, поширюються по всій цитоплазмі. 

Відкладати гранули здатні лише живі, непошкоджені клітини. Наростання 

негативної дії будь-якої природи пригнічує цю функцію, аж до повного її 

припинення. Замість гранулярного відкладання у пошкодженій клітині 

барвник дифузно забарвлює цитоплазму і ядро. Повне пригнічення 

гранулоутворення та інтенсивне дифузне забарвлення цитоплазми у разі дії 

деяких агентів виявляють ще на зворотній фазі пошкодження, і, після 
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усунення діючого агента, у клітині відновлюється нормальне відкладання 

гранул, а дифузно-забарвлена цитоплазма знебарвлюється. Здатність до 

гранулоутворення може інгібувати токсична дія самих барвників, якщо їх 

використовують у дуже високих концентраціях. 

 

  

   А       Б 

Рис. 6.2. Гранули нейтрального червоного в клітинах листка валіснерії 

спіральної: А – в полі зору мікроскопа; Б – окремі клітини 

 

Основні барвники за нейтрального рН, як правило, містяться у вакуолі 

клітини. Залежно від складу клітинного соку, вакуоля забарвлюється 

дифузно, або відбувається відокремлення барвника і утворення в ній 

інтенсивно забарвлених краплин коацервату або грон гранул різної форми і 

калібру; іноді утворюються кристали барвника. Очевидно, що в рослинних 

клітинах сегрегація речовин у вакуолі захищає цитоплазму від їхньої 

токсичної дії, тому що при зв`язуванні в гранули знижується концентрація 

речовин, які можуть завдати шкоди клітині. 

Механізми взаємодії вітальних барвників і клітини сьогодні інтенсивно 

вивчають. Значним успіхом досліджень цього плану стала ідентифікація 
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цитоплазматичних органел, які відповідають за процеси накопичення 

вітальних барвників у гранулах. Останнім часом доведено, що гранули, які 

спостерігають під мікроскопом, є не чим іншим, як лізосомами, що 

акумулювали барвник. Відомо, що значення лізосом у розвитку будь-якої 

клітинної патології велике і різноманітне, що, навіть, важко відшукати 

патологічний процес, в якому б лізосомальний апарат не брав би активної 

участі. Встановлений, також, універсальний характер участі лізосом під час 

деструкції будь-якої речовини, що проникає до клітини. Ця властивість 

лізосом підсилює неспецифічність методу вітального забарвлення, який, по-

суті, є методом візуалізації лізосом. 

Не зважаючи на те, що метод мікроскопії прижиттєво забарвлених клітин 

не має простого кількісного вираження результатів спостереження і це 

перешкоджає його використанню як самостійного маркера під час 

досліджень, його доречно використовувати як додатковий у поєднанні з 

іншими цитофізіологічними методами. 

 

Хід роботи. Готують серію концентрацій модельного токсиканта 

(K2Cr2O7). Дослідні рослини (валіснерія, елодея, наяда тощо) вміщують у 

склянки об`ємом 100 мл і експонують їх впродовж 1 год в розчинах 

біхромату калію різної концентрації (0,01; 0,1; 1,0 мг/л, або ін.). Після 

закінчення експозиції частину листків з дослідних рослин переносять у 

розчин барвника (0,1% розчин нейтрального червоного), в якому їх 

витримують ще 1 год. Із забарвлених рослин готують тимчасові препарати, 

які розглядають під світловим мікроскопом. У рослин елодеї та наяди 

використовують верхівкові листки, а у валіснерії – частину рослини біля 

основи, – зони в яких розміщені молоді клітини. Другу частину рослини 

переносять у ємності з чистою водою і експонують їх ще 1 год для з`ясування 

концентрацій токсиканта, при яких можливе відновлення здатності клітин до 
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гранулоутворення. Після експозиції з них так само готують тимчасові 

препарати. 

Оцінюють ступінь відокремлення барвника у клітинах досліджуваних 

рослин: 

 відсутність гранулоутворення (дифузне забарвлення ) – (-); 

 слабке (поодинокі гранули) – (+); 

 середнє (невеликі грона на фоні поодиноких гранул) – (++); 

 інтенсивне (великі грона гранул) – (+++); 

 та ступінь забарвлення: 

 відсутність забарвлення – 0; 

 слабке (світло-рожеве) – 1; 

 середнє (інтенсивно-рожеве) – 2; 

 інтенсивне (яскраво малинове) – 3. 

Результати записують у таблицю 6.2. 

Таблиця 6.2 

Прижиттєве забарвлення клітин рослин за дії токсикантів 

Вид рослини/ 

концентрація 

токсиканта, 

мг/л 

Рослини після експозиції в 

розчинах токсикантів 

Рослини з розчинів токсиканта 

після експозиції в чистій воді 

Гранулярне 

забарвлення 

Дифузне 

забарвлення 

Гранулярне 

забарвлення 

Дифузне 

забарвлення 

     

     

 

Визначають концентрації модельного токсиканта, за яких спостерігається 

зворотне і незворотне пошкодження рослинних клітин. 
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ВИЗНАЧЕННЯ ПЕРІОДУ ФОТОВИЦВІТАННЯ ХЛОРОПЛАСТІВ  

ЗА ДІЇ ТОКСИКАНТІВ ЗА ДОПОМОГОЮ ЛЮМІНЕСЦЕНТНОГО 

МІКРОСКОПА 

Матеріали. Люмінесцентний мікроскоп з фотокамерою, предметні та 

покривні скельця, секундомір, мірні колби на 100 мл, склянки на 100 мл, 

піпетки на 10 мл, фільтрувальний папір, леза, препарувальні голки, пінцети, 

свіжий рослинний матеріал. 

Реактиви. Біхромат калію, дистильована вода. 

Принцип методу. Метод люмінесцентної мікроскопії дозволяє виявляти 

пошкодження рослинних клітин внаслідок дії токсичних речовин за змінами 

флуоресценції хлорофілу. 

Флуоресценція – один із шляхів розсіювання енергії, яка поглинається 

молекулою хлорофілу під час опромінення. Поглинувши квант світла 

молекула хлорофілу переходить з основного енергетичного стану у 

збуджений синглетний стан, який характеризується більшою енергією. У 

збудженому стані молекула перебуває незначний проміжок часу, а при 

поверненні у основний стан може випромінювати енергію у вигляді кванта 

світла – флуоресценції, за умови що вона не бере участі у транспортуванні 

електронів в електронтранспортному ланцюгу хлоропластів. Оскільки, за час 

існування у збудженому стані молекула втрачає частину енергії на 

коливання, то величина випромінюваного кванта флуоресценції менша, ніж 

енергія поглинутого, в результаті довжина хвилі флуоресценції більша за 

довжину хвилі поглинутого світла (закон Стокса). 

Основним пігментом, що флуоресціює є хлорофіл а. Інші пігменти 

починають флуоресціювати лише тоді, коли не можуть передати енергію 

збудження хлорофілу а. Функціонування пігментного комплексу, зокрема 

хлорофілів, що флуоресціюють, та інших пігментів, які потенційно здатні до 

цього, залежить від токсикантів різної природи. Різке зниження фотохімічної 
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активності хлорофілу є наслідком пригнічення фотосинтетичної діяльності 

рослини. 

Спектр флуоресценції хлорофілу знаходиться в червоній та ближній 

інфрачервоній областях (від 660 до 820 нм) і складається з кількох 

дискретних максимумів. Хлоропласти з хлорофілом, який флуоресціює 

мають вигляд яскравих червоних тілець на зеленому фоні клітини. Яскраво-

червоні хлоропласти фотовицвітають під дією синьо-фіолетового 

концентрованого збуджуючого світла, що чітко реєструється заміною 

червоного забарвлення пластид на біле. Швидкість затухання червоної 

флуоресценції залежить від вмісту хлорофілу a. Період фотовицвітання 

хлорофілу, який легко виміряти за допомогою секундоміра, може бути 

гарним цитофізіологічним маркером оцінки ступеня токсичного впливу, 

оскільки за наявності токсикантів період фотостійкості хлоропластів 

зменшується. Зміни рівня флуоресценції хлорофілу дають змогу встановити 

первинну реакцію фотосинтетичного апарата клітини вже через 5-10 хвилин 

після контакту рослини з токсикантом. Для занурених водних рослин, які 

характеризуються сталим кількісним вмістом хлорофілів, метод визначення 

періоду фотостійкості хлоропластів можна рекомендувати як показник 

фізіологічного стану як самої рослини, так і якості водного середовища, яке 

оточує цю рослину. Особливо зручно використовувати цей метод для 

виявлення екстремальних або одноразових випадків забруднення водойм. 

Якщо токсичні речовини швидко деградують у воді, то за відновленням рівня 

флуоресценції хлорофілу можна робити висновок про адаптаційні 

можливості фотосинтетичного апарата клітин рослин. 

 

Хід роботи. Дослідні рослини (валіснерія, елодея, наяда тощо) впродовж 1 

год експонують на світлі в розчинах різних концентрацій (0,01; 0,1; 1,0 мг/л, 

або ін.) модельного токсиканта (К2Cr2O7). Як контроль використовують 

дистильовану або відстояну водопровідну воду. Після закінчення експозиції з 
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листків рослин готують тимчасові препарати і під люмінесцентним 

мікроскопом проводять спостереження. У рослин елодеї та наяди 

використовують верхівкові листки, а у валіснерії – частину рослини біля 

основи, – зони в яких розміщені молоді клітини.  

Період фотовицвітання хлоропластів під дією люмінесцентного світла, 

який супроводжується зникненням червоної та появою білої флуоресценції 

хлоропластів вимірюють за допомогою секундоміра. 

Результати досліджень заносять до таблиці 6.3. 

Таблиця 6.3 

Період фотовицвітання хлоропластів за дії токсиканта 

Вид рослини 
Концентрація 

К2Cr2O7, мг/л 

Період фото 

вицвітання, с 

хлоропластів, с Елодея   

Наяда   

Валіснерія   

 

Контрольні запитання 

1.Які реакції рослини на стрес відносять до неспецифічних? 

2.Назвіть типи рухів цитоплазми. 

3.Які компоненти цитоскелету спричиняють зміни в’язкості цитоплазм і 

швидкості її руху? 

4. Як виміряти швидкість руху цитоплазми в рослинних клітинах? 

5.Назвіть прижиттєві барвники, які із них відносять до гранулярних? 

6.Як відбувається розподіл гранулярних прижиттєвих барвників у живих та 

мертвих клітинах? 

7. Що таке флуоресценція? В якому діапазоні довжин хвиль знаходиться 

спектр флуоресценції хлорофілу?  
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