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ВЛИЯНИЕ ФОТОПЕРИОДА И ИНТЕНСИВНОСТИ ОБЛУЧЕНИЯ 
НА РАЗВИТИЕ ПОБЕГОВ ST E V IA  REBAU D IAN A  BERTONI IN VITRO 

И СИНТЕЗ В НИХ СТЕВИОЛ-ГЛИКОЗИДОВ

Н.И. БОНДАРЕВ, к. б. н.; О.В. РЕШЕТНЯК, к. фарм. н.; А.М. НОСОВ*, д. б. н.

Исследовано влияние интенсивности облучения и фотопериода на развитие 
побегов стевии (S te v ia  rebaud iana  Bertoni) in  vitro и синтез в них стевиол-глико- 
зидов (СГ). Выявлено, что оптимальная интенсивность лучистого потока для рос
та и развития побегов стевии, культивируемых в условиях in  vitro, а такж е для 
накопления в них стевиол-гликозидов, находится в пределах 35-45  В т /м г. Это 
примерно в 2,5—3 раза ниже, чем для интактных растений. Оптимальная продол
жительность фотопериода составляет для диплоидного генотипа 16 ч, для тет- 
раплоидного генотипа —  около 20 ч.

Как известно, побеги стевии (Stevia  
rebaudiana Bertoni) — эндемика Параг
вая принадлежит к семейству Astera- 
сеае и содержат ряд уникальных со
единений — дитерпеновых стевиол- 
гликозидов. Это низкокалорийные и 
нетоксичные вещества с высокой под
слащивающей способностью (пример
но в 300 раз слаще сахарозы) [16, 19]. 
Максимальное количество СГ накап
ливается в надземных вегетативных 
органах растений, в первую очередь в 
листьях стевии [1, 15]. Основными по 
содержанию (мажорными) СГ являются 
стевиозид, ребаудиозид А и ребауди- 
озид С [12]. В последнее время широ
кий интерес вызывает исследование 
культур стевии in vitro, во-первых, с 
целью получения альтернативного ис
точника стевиол-гликозидов, а во-вто
рых, в качестве модели для изучения 
вторичного метаболизма дитерпеноидов. 
Одним из направлений, интересующих 
многих исследователей во всем мире, 
является изучение влияния различных 
факторов на накопление СГ в культу
рах стевии in vitro. Успехи в этой об
ласти могут представлять интерес не 
только для фундаментальной науки,

но и будут иметь широкие практичес
кие перспективы.

Ранее нами было исследовано вли
яние компонентов питательной среды 
на развитие побегов стевии в биореак
торе и накопление в них СГ [14]. Хоро
шо известно, что свет (фотопериод и 
интенсивность светового потока) ока
зывает существенное влияние на про
цессы роста и развития, а также син
тез веществ специализированного об
мена как у интактных растений, так и 
в культурах in vitro [3, 4, 9]. Эти эф
фекты могут проявляться в более бы
стром и качественном развитии мери
стем и целых растений, повышении их 
продуктивности как по биомассе, так 
и по содержанию в тканях веществ 
вторичного обмена, устойчивости к 
неблагоприятным факторам среды и др. 
[2, 6, 9]. По полученным нами ранее 
сведениям, условия освещения явля
ются наиболее значимыми факторами 
культивирования, воздействующими 
на синтез СГ, так как его интенсив
ность зависит от развития и активнос
ти функционирования хлоропластов [17]. 
Это вполне ожидаемо, так как стеви- 
ол-гликозиды, по нашему предположе-
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нию, синтезируются именно в хлороп- 
ластах по альтернативному 1-деокси- 
В-ксилулозо-5-фосфатному пути син
теза изопреноидов, открытому около
10 лет назад, в т.ч. и у высших расте
ний [18].

К настоящему времени влияние ин
тенсивности облучения и фотоперио
да на развитие побегов Sterna rebaudiana 
in vitro и синтез в них стевиол-гликози- 
дов практически не изучены. Опубли
ковано лишь несколько работ, в кото
рых исследовалось влияние фотоперио
да и интенсивности освещ ения на 
развитие интактных растений стевии и 
накопление СГ в их листьях [5, 7, 21]. 
Было установлено, что оптимальная для 
роста интактных растений стевии про
должительность освещения составляет 
около 16 ч, а интенсивность светового 
потока — около 100 В т/м2. Изучение 
воздействия света на ростовые процес
сы в культурах стевии in vitro и образо
вание в них СГ особенно актуально в 
связи с тем, что в последние годы на
ходит широкое применение массовое 
микроклональное размножение стевии 
[11]. Перспективно также и выращива
ние биомассы стевии в биореакторах не
посредственно для получения СГ.

Целью нашего исследования было 
изучение влияния интенсивности све
тового потока и фотопериода на росто
вые параметры побегов стевии in vitro 
и синтез в их листьях дитерпеновых 
стевиол-гликозидов.

М ето д и к а

Объектами исследования служили 
побеги стевии in  vitro  двух генотипов: 
0 (диплоид) и 1 (тетраплоид), которые 
получали как описано ранее [13] и вы
ращивали в пробирках на безгормо- 
нальной агаризованной среде Мураси- 
ге и Скуга [20]. В качестве микроче
ренков использовали фрагменты стебля 
пробирочных растений длиной около 
1,5 см, с одной парой листьев. Культи
вирование проводили при температуре 
26±1°С и влажности воздуха 70%. В 
эксперименте использовали лампы

ЛБ-80. В связи с тем, что культуры 
более чувствительны к световому из
лучению, чем интактные растения, ин
тенсивность светового потока в экспе
риментах составляла 8, 30 и 60 В т/м2 
при 16 и 20-часовом фотопериоде. В ка
честве контроля был выбран стандар
тный режим выращивания: интенсив
ность светового потока — 8 В т /м 2, 
фотопериод — 16 ч.

Определяли число и длину побегов, 
число пар листьев на побегах, число и 
длину корней, содержание сырой и 
сухой массы, а также содержание СГ 
в листьях, основного места их накоп
ления [12, 15]. Исследования проводи
ли в течение 3 лет, в каждом экспе
рименте было 15 биологических повтор
ностей. На рисунках представлены 
средние арифметические и стандарт
ные отклонения.

Определение состава и содержания 
СГ в очищенных экстрактах раститель
ных образцов проводили методом ВЭЖХ 
на приборе фирмы LKB-Produkter АВ, 
Bromma (Швеция). Детектирование — 
UV-210 нм, объем калибровочной пет
ли — 10 мкл. В работе использовали 
стальную колонку Ultro Рас column 
TSK-OH-120, 4,6 х 250 мм, с разме
ром частиц 5 мкм. Разделение прово
дили в системе растворителей ацето
нитрил : вода (85 : 15) при скорости по
тока 0,5 мл/мин. Подробное описание 
экстрагирования образцов и их очист
ки приведено в [12]. Методом ВЭЖХ 
определяли три мажорных СГ (стеви- 
озид, ребаудиозид А и ребаудиозид С). 
Стандарты-метчики стевиол-гликози
дов были получены из института орга
нической и физической химии имени 
А.Е. Арбузова КНЦ РАН (г. Казань), 
Величины стандартных ошибок при 
определении содержания СГ не пре
вышали 3%.

Р е з у л ь т а т ы  и  и х  об су ж д ен и е

В результате проведенных исследо
ваний было установлено, что основные 
параметры роста побегов стевии in vitro 
(длина побегов и корней, число пар
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листьев на побегах, содержание су
хой массы растений) при 16-часовом 
фотопериоде были наиболее высоки
ми при интенсивности светового пото
ка 30 Вт/м2, хотя достоверное отличие 
от контроля отмечено только для двух 
последних параметров роста (рис. 1). 
Так, число пар листьев на побегах и 
длина корней при этом режиме осве
щения была примерно в 1,5-2 раза 
больше, чем в контроле (8 В т/м 2), а 
содержание сухой массы листьев — в
2,5-3,5 раза. При интенсивности облу
чения 60 В т/м 2 практически все рос
товые параметры побегов были суще
ственно ниже, чем при интенсивности 
30 В т/м 2. Оптимальная интенсивность 
светового потока для роста побегов in 
vitro, вычисленная по кривой, пост
роенной по экспериментальным значе
ниям, составляет около 35-40 В т/м 2.

Несколько другую картину наблю
дали при 20-часовом периоде, когда 
изменение интенсивности светового 
потока с 8 до 30 В т/м 2 не приводило к 
достоверному увеличению параметров 
роста побегов стевии in vitro (рис.2).

Содержание СГ в листьях побегов 
стевии при увеличении интенсивности 
лучистого потока с 8 до 30 В т/м 2, при 
16-часовом фотопериоде, увеличива
лось в 5,7 раз (диплоид) и в 1,6 раза 
(тетраплоид) (рис. ЗА). Однако в связи 
с тем, что при контрольных условиях 
тетраплоид накапливал почти в 4 раза 
больше СГ, их содержание в листьях 
этих двух генотипов в данном экспе
рименте почти выравнивалось. Даль
нейшее увеличение освещенности до 
60 В т/м 2 приводило к снижению на
копления СГ у диплоида, тогда как их 
содержание в листьях тетраплоида

Рис. 1. Влияние интенсивности светового потока на развитие побегов стевии in vitro при 
фотопериоде 16 ч. А — длина побегов и число пар листьев на побеге (заштрихованные 

столбики — длина побегов, незаштрихованные столбики — число пар листьев), Б — сухая
масса листьев, стеблей и корней
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Рис. 2. Влияние интенсивности светового потока на развитие побегов стевии in vitro 
при фотопериоде 20 ч. А — длина побегов и число пар листьев на побеге (заштрихованные 

столбики — длина побегов, незаштрихованные столбики — число пар листьев),
Б — сухая масса листьев, стеблей и корней

несколько повышалось, но на фоне 
небольшого снижения содержания су
хой массы листьев общий выход этих 
ценных вторичных метаболитов не уве
личивался. Оптимальная интенсивность 
светового потока для накопления СГ, 
вычисленная по экспериментальным 
кривым, для диплоида также состав
ляет около 35—45 В т/м 2, в то время 
как для тетраплоида она была несколь
ко выше.

Повышение накопления СГ при уве
личении интенсивности света с 8 до 
30 В т/м 2 наблюдали и при 20-часовом 
фотопериоде. Содержание СГ в этом 
случае возрастало в листьях диплоида 
в 2,2, а в листьях тетраплоида — в 
3,1 раза (рис. ЗБ).

Следует отметить, что при изуче
нии влияния интенсивности светового 
потока данные о накоплении сухой мас
сы и содержании в ней стевиол-глико- 
зидов, как правило, всегда между со
бой положительно коррелировали, за 
исключением результатов опыта с ге

нотипом 1 при увеличении освещенно
сти с 30 до 60 В т/м 2.

Удлинение светового дня с 16 до 
20 ч, несколько существеннее сказы
валось на накоплении сухой биомас
сы, особенно у тетраплоида, чем уве
личение интенсивности светового по
тока до 30 В т/м 2, по сравнению с конт
ролем (см. рис. 1, 2). По сути, для на
копления биомассы побегов стевии in 
vitro биологически более рациональным 
является удлинение светового дня, а 
не увеличение интенсивности облуче
ния. Это известная закономерность, ха
рактерная для большинства интактных 
растений [8, 10], имеет место и для по
бегов стевии in vitro. Однако при удли
нении светового дня до 20 ч и интенсив
ности облучения 30 Вт/м2 увеличение 
длины побегов, числа пар листьев и 
сухой биомассы не было достоверным 
(см. рис. 2).

'Необходимо отметить, что при ис
следовании влияния фотопериода, ка- 
кой-либо четкой корреляции между
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Рис. 3. Влияние интенсивности светового потока и фотопериода на содержание стевиол- 
гликозидов в листьях побегов стевии in vitro. А — фотопериод 16 ч, Б — фотопериод 

20 ч. ’Величины стандартных ошибок при определении содержания СГ
не превышали 3%

накоплением сухой массы и содержа
нием в ней стевиол-гликозидов мы не 
отметили. Так, при увеличении длины 
светового дня с 16 до 20 ч и интенсив
ности светового потока 8 и 30 Вт/м2, на 
фоне повышения накопления сухой мас
сы листьев для обоих генотипов, содер
жание СГ либо несущественно повы
шалось, либо резко падало (примерно в 
2-2,5 раза) (см. рис. ЗА, Б). Продуктив
ность по СГ при удлинении светового 
дня до 20 ч с учетом накопления био
массы увеличивалась для тетраплоида 
как при интенсивности светового по
тока 8 В т/м 2, так и 30 В т/м 2, а для 
диплоида продуктивность возрастала 
только при интенсивности светового по
тока 8 Вт/м2. Следует отметить, что при 
удлинении светового дня с 16 до 20 ч 
повышение продуктивности по СГ было 
в 3-4 раза менее эффективным, чем при 
увеличении интенсивности светового 
потока с 8 до 30 В т/м2.

В целом, по результатам экспери
мента было выявлено, что для наи

большего накопления СГ в листьях тет
раплоида необходима более высокая ин
тенсивность светового потока и удли
ненный фотопериод, чем для диплоида.

Заключение

Таким образом, оптимальная интен
сивность лучистого потока для роста 
растений стевии и накопления стеви- 
ол-гликозидов в листьях, культивиру
емых в условиях in vitro, находится в 
пределах 35-45 В т/м 2, что примерно в
2,5-3 раза ниже, чем для интактных 
растений. Оптимальная продолжитель
ность светового дня для диплоида со
ставляет 16 ч, для тетраплоида — око
ло 20 ч.
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SUMMARY
The effects of photoperiod and light intensity on shoots development and steviol- 

glycosides synthesis in Stevia rebaudiana Bertoni in vitro were studied. From 35 to 
45 W /m 2 of light were found to be optimal. The light intensity optimal for intact 
plants is 2.5-3 times higher. The optimal day length for diploid is 16 hours, for 
tetraploid — is 20 hours.

107


