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МЕТОД ДИФЕРЕНЦІАЦІЇ МЕРТВИХ ТА ЖИВИХ КЛІТИН ПОВЕРХНЕВИХ
ТКАНИН І СТВОРЕННЯ ПОСТІЙНИХ ПРЕПАРАТІВ
М. М. Біланич, Б. М. Шарга, В. І. Ніколайчук

Метод диференціації мертвих та живих клітин поверхневих тканин і створення постійних препаратів .–
Біланич М. М., Шарга  Б. М., Ніколайчук В. І. – Запропоновано методику диференц іації пошкоджених та
нормальних клітин поверхні листкової пластинки рослин за допомогою простих і легкодоступних реактивів:
метиленового синього і клею ПВА. Розроблено методику створення постійних препаратів для вивчення відбитків
поверхні листка.
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The method of differentiation of the damaged and normal cages on the surface of plate of plants is offered by simple and
accessible reagents: metylen blue and glue PVA. The method of creation of permanent preparations is developed for the
study of imprints of surface of sheet.
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Вступ

Відомі різноманітні методи вивчення
поверхневих тканин рослин. Існують методи, які
використовують диференціальне забарвлення
флуоресцентними барвниками, які надають різний
колір  живим і мертвим клітинам рослин [6].

Ця процедура використовується д ля забарв-
лення непошкодженої тканини [8] калюсу [2] та
протопластів [5].

Препарати розглядають у флуоресцентному
мікроскопі і встановлюють число мертвих і живих
клітин. Для диференціації клітин використовують
і пропідіум йодит, трипановий синій (0,2 %) [3],
еванс синій [4, 7]. Наприклад при застосуванні
трипанового синього (0,2%), клітинний матеріал
витримують 90 с і промивають PBS для дифе-
ренціації  живих і мертвих клітин ендотелію [3].

 Ці методи включають процес знімання епідер -
мального шару з листків із подальшою мікро-
скопією. Є рослини, в яких епідермальний  шар
важко знімається (злакові та ін.). Зокрема це
ускладнює дослідження продихових клітин. Для
вивчення епідермального шару клітин у таких

рослин доцільно використовувати метод відбит -
ків.

Суть методу відбитків полягає в здатності
деяких речовин (колодію, прозорого лаку для
нігтів, розчину кіноплівки в ацетоні, яєчного білка
[1] висихаючи на поверхні листків різних рослин,
утворювати відбиток структури поверхні епідер -
місу.

Завданням даної роботи була розробка методу
відбитків, який би дозволяв одночасно диферен -
ціювати мертві та живі клітини.

Ми визначили, що полівінілацетатний клей
(ПВА), українського виробництва (Сєвєродоне -
цьке ДВП „Об’єднання АЗОТ”),  утворює прозору
плівку на поверхні листка  і відбитки, зроблені за
його допомогою, легко вивчати під мікроскопом.

Цю методику можна застосувати у дослід -
женнях із використанням барвників, які диферен -
ційно забарвлюють живі і мертві клітини.

Як диференціальний барвник використовували
водний розчин метиленового синього.

Краще готувати вищі концентрації барвника,
тоді мертві клітини забарвлюються швидше. І на
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ПВА репліці їх видно краще. Можна пошкодити
тканини механічним способ ом, хімічним та
іншими впливами (пошкодження проводять на
нижній частині листка, бо там більше продихів).

Листки рослин витримували в 5% розчині
метиленового синього до 5 хвилин. Далі їх
промивали у слабому струмені проточної води 2
секунди для видалення надлишку барвника.
Надлишок рідини відбирали фільтрувальним
папером.

 З допомогою мікропіпетки наносили тонким
шаром клей ПВА. Витримували 20 -30 хвилин,
щоб клей підсохнув і утворив плівку. Далі з

допомогою тонкого пінцета знімали плівку і
розглядали в мікроскопі з додатковим
освітленням.

На препараті легко виявляються репліки
забарвлених у синій колір мертвих клітин і неза -
барвлених або малозабарвлених живих клі тин.

За допомогою прозорої липкої стрічки
закріплювали по периметру покривне скельце до
предметного і одержували постійні преп арати.
Скельце потрібно для уникнення взаємодії липкої
речовини стрічки та ПВА і для того, щоб між
стрічкою і ПВА не утворювались пухирці повітря
(рис. 1).

Рис.1. Постійний препарат відбитку епідерми
листка ячменю: 1 – ПВА-відбиток з листка
ячменю; 2 - предметне скло; 3 – покривне скло; 4
– клейка стрічка

Рис. 2. Мікрофотознімок мертвих і живих
(незабарвлених метиленовим синім) клітин.
(Збільшення: х400)
1- продих; 2 – інтактна клітина; 3 – пошкоджені
ділянки тканини (забарвлені)
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