
64

Би
ол

ог
ия

 и
 б

ио
те

хн
ол

ог
ии

Аграрный вестник Урала № 03 (232), 2023 г.

УДК 633.66:58.085
Код ВАК 4.1.2

DOI: 10.32417/1997-4868-2023-232-03-64-77

Разработка методики размножения стевии 
на основе in vitro
А. В. Федоров1, А. Р. Филиппова1, Т. Г. Леконцева1

1 Удмуртский федеральный исследовательский центр Уральского отделения Российской 
академии наук, Ижевск, Россия
E-mail: albinafil@udman.ru

Аннотация. Цель исследования – разработка технологии производства посадочного материала стевии на 
основе метода клонального микроразмножения и применения оксида кремния на этапе адаптации, оценка 
эффективности влияния оксида кремния при адаптации микрорастений. Методы. Были применены обще-
принятые в практике клонального микроразмножения растений методы: стерилизация исходного матери-
ала, введение в культуру in vitro, собственно клональное микроразмножение, укоренение с последующей 
адаптацией к условиям окружающей среды. Объектом исследования была стевия: на этапе введения в сте-
рильную культуру – семена, на последующих этапах – микрочеренки и микрорастения. На этапе адаптации 
был применен оксид кремния в виде раствора ортофосфорной кислоты в концентрации 0,01 %. Научная 
новизна. Показана возможность получения микрорастений на этапе собственно микроразмножения, ми-
нуя этап укоренения. На среде МS с эпином 0,1 мг/л в сочетании с индолил-3-уксусной кислотой (ИУК) 
0,5 мг/л развиваются качественные растения небольших размеров: длина побега в среднем 5,6 см, хорошо 
сформированные развернутые листья и корневая система, относительно короткие междоузлия. Результа-
ты. На этапе собственно микроразмножения максимальный эффект получен при включении в состав пита-
тельной среды МS 6-БАП в дозе 0,5 мг/л. Совместное включение в состав сред стимуляторов роста эпина 
с ИУК и ИМК в среднем способствовало развитию корней на 2,1 балла и 1,8 балла соответственно, что 
было на уровне контроля – 1,8 балла. На средах с цитокининами корни были выражены слабо (0,3 балла с 
6-БАП) или отсутствовали (с кинетином), что явилось существенно худшим результатом по сравнению с 
контролем. Выход адаптированных микрорастений в весенний период составил 80 %. Однако при летней 
высадке на адаптацию наблюдалось снижение приживаемости растений. С целью повышения эффектив-
ности адаптации нами был использован 0,01 % оксид кремния. 
Ключевые слова: клональное микроразмножение, введение, собственно микроразмножение, укоренение, 
адаптация, стимуляторы роста, 6-БАП, кинетин, эпин, ИУК, ИМК.
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Постановка проблемы (Introduction)
Стевия (Stevia rebaudiana Bertoni) относится к 

семейству астровые [1, с. 47; 2, с. 38], представляет 
собой многолетнее травянистое или древесное рас-
тение высотой до 60–80 см. Листья содержат слад-
кое вещество – стевиозид. В чистом виде стевиозид 
представляет собой белый кристаллический поро-
шок, который в 300 раз слаще сахарозы, низкока-
лорийный, без признаков токсичности и мутагенно-
сти, организмом человека практически не усваива-
ется [3, с. 6; 4, с. 6]. Употребление стевии не только 
не имеет негативного эффекта на здоровье человека 
в отличие от синтетических подсластителей, но и 
оказывает терапевтическое воздействие в отноше-

нии многих болезней [5, с. 289; 6, с. 229; 7, с. 264]. 
Здоровый образ жизни приобретает все больше 
сторонников, и люди стремятся использовать то, 
что дала сама природа, поэтому нарастающая по-
пуляризация стевии определяет ее перспективу как 
независимой пищевой оздоровительной культуры 
[8,  с. 195]. Поэтому стевия может быть использо-
вана как сахарозаменитель для людей, страдающих 
нарушением углеводного обмена, в частности, са-
харным диабетом [9, с. 23; 10, с. 261]. Подсластите-
ли из экстракта листьев стевии являются полезным 
и важным инструментом для снижения сахара и ка-
лорий, диабета, контроля веса и здорового образа 
жизни [1, с. 61; 11, с. 38; 12, с. 1186].©
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Стевия – культура, которая имеет высокий по-
тенциал для возделывания на территории РФ, так 
как почвенно-климатические условия многих реги-
онов России благоприятны для получения высоких 
урожаев качественного растительного сырья. Не-
обходимость расширения ее производства в нашей 
стране диктуется прежде всего спектром свойств, 
благодаря которым стевия (сухой лист и продукты 
его переработки) может и должна найти широкое 
применение в отечественной пищевой промышлен-
ности и медицине, как это уже произошло в странах 
Азии, Америки и Европы. Для повышения рента-
бельности производства стевии – увеличения уро-
жая биомассы листьев высокого качества – требует-
ся разработка технологии получения рассады высо-
кого качества с хорошим адаптивным потенциалом 
при минимальных затратах [1, с. 61].

При семенном размножении семена стевии ха-
рактеризуются низкой всхожестью. Стевия дает се-
мена, но лишь малый процент из них прорастает. 
При культивировании гораздо более эффективным 
является вегетативный метод размножения [13, 
с. 79; 14, с. 30], в особенности в условиях Среднего 
Предуралья [15, с. 68, 69]. Стевия произрастает в 
условиях тропического климата Латинской Амери-
ки. С целью вегетативного размножения маточные 
растения на зимний период в Среднем Предуралье 
необходимо заносить в оранжереи, что представля-
ет определенные трудности [16, с. 261]. В данном 
случае метод клонального микроразмножения яв-
ляется перспективным способом вегетативного раз-
множения для массового тиражирования растений. 
Методика микроклонирования позволяет не только 
увеличить количество посадочного материала, но и 
создать генотипически однородное и высокопродук-
тивное потомство [2, с. 51, 53; 17, с. 103; 18, с. 85]. 

Эксплантом может быть любая часть растения: 
семена, сегменты стебля и апекса, отрезки корней, 
части листьев и черешков, сегменты соцветий, ле-
пестков и прочее. В качестве первичного экспланта 
при клональном микроразмножении стевии in vitro 
исследователи используют семена, сегменты сте-
блей с двумя пазушными почками, а также изоли-
рованные листовые пластинки. 

В нашем исследовании выбор и поиск опти-
мального экспланта при введении в культуру in vitro 
стевии зависел от некоторых факторов: 

1) низкая стерильность и жизнеспособность 
эксплантов. При вегетативном введении есть опре-
деленные опасения из-за морфофизиологических 
особенностей вида, которая характеризуется высо-
кой опушенностью надземной части растения; 

2) низкая жизнеспособность семян стевии. Из-
вестно, что в природе стевия размножается семена-
ми, но их репродукция требует определенных усло-
вий. Трудность работы с семенами состоит и в том, 
что они очень мелкие и быстро теряют всхожесть. 

В связи с этим нами в качестве эксплантов были 
выбраны семена, так как данный метод позволяет с 
большей долей вероятности получить стерильную 
культуру.  

Другим не менее важным элементом техноло-
гии клонального микроразмножения является этап 
адаптации, который оказывает существенное влия-
ние на выход и качество рассады. Для повышения 
эффективности адаптации микрорастений приме-
няются различные препараты, способствующие по-
вышению устойчивости микрорастений к стрессу 
после условий in vitro. В последнее время для по-
вышения устойчивости растений к стрессу возрос 
интерес к кремнийсодержащим препаратам.

В целом анализ литературных данных показы-
вает, что наблюдается увеличение интереса к крем-
нию и его роли в жизни растений [19, с. 1]. Соеди-
нения кремния давно привлекают ученых-аграриев. 
Большой интерес вызывают соединения, которые 
можно использовать для обработки семенного мате-
риала или внекорневых подкормок растений в связи 
c высокой эффективностью и экономичностью этих 
приемов. Это относится и к соединениям кремния, 
особенно в легкодоступных для растений формах, 
в частности, водорастворимой. Применение таких 
соединений способствует улучшению роста и раз-
вития растений, повышению качества продукции, 
увеличению продуктивности [20, с. 156; 21, с. 91]. 
Кремний является вторым после кислорода рас-
пространенным элементом в коре земного шара. 
Однако наблюдается несоответствие между рас-
пространением данного элемента в природе и име-
ющимися знаниями о нем. Он присутствует во всех 
пищевых продуктах растительного происхождения 
[22, с. 302]. Содержание кремния в растениях коле-
блется от 0,02 до 0,15 %, а наиболее богатые крем-
нием растения накапливают его до 5 % [23, с. 280]. 

Кремний способствует увеличению устойчиво-
сти растительного организма к биогенным и абио-
генным неблагоприятным факторам с использова-
нием механического, физиологического, химиче-
ского и биохимического уровня защиты. При этом 
положительный эффект кремния особенно заметен 
у растений в стрессовых условиях. Кремний прида-
ет растениям механическую прочность, укрепляет 
стенки клеток, обеспечивая жесткость различных 
органов растения. Оптимизация кремниевого пита-
ния растений приводит к увеличению площади ли-
стьев. В таких условиях у растений формируются 
более прочные клеточные стенки, в результате чего 
снижается опасность полегания посевов, а также 
поражения их болезнями и вредителями. Одной из 
важных функций активных форм кремния является 
стимуляция развития корневой системы. Установ-
лено, что оптимизация кремниевого питания по-
вышает эффективность фотосинтеза и активность 
корневой системы [19, с. 5, 27].
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Без кремния растения более склонны к наруше-
ниям роста, развития и размножения. Это единствен-
ный питательный элемент, который не нарушает со-
стояние растений при его избытке [24, с. 86].

До сих пор ученые продолжают искать ответ на 
вопрос, какие соединения кремния, при каком спо-
собе обработки и в каких дозах наиболее эффектив-
но применять на тех или иных культурах. Поэтому 
исследования по изучению влияния соединений 
кремния на рост и продуктивность сельскохозяй-
ственных культур не теряют своей актуальности, в 
особенности в связи с открывшимися возможностя-
ми получения препаратов на основе механактива-
ции оксида кремния.
Методология и методы исследования (Methods)

Были применены общепринятые в практике 
клонального микроразмножения растений мето-
ды: стерилизация исходного материала, введение в 
культуру, собственно клональное микроразмноже-
ние, укоренение in vitro с последующей адаптацией 
к условиям окружающей среды [25, с. 55]. Объек-
том исследования была стевия: на этапе введения 
в стерильную культуру – семена, на последующих 
этапах – микрочеренки и микрорастения. 

В ходе исследований были использованы пи-
тательные среды по рецептуре Мурасиге – Скуга 
[26] и Кворина – Лепуавра [27]. Среды дополне-
ны стимуляторами роста: цитокининами (кинетин, 
6-БАП), ауксинами (ИУК, ИМК) и эпином.

Среды МS и GL следующего состава: макро-, 
микроэлементы и Fe-хелат по МS и GL соответ-
ственно, мезоинозит – 100,0 глицин – 4,0, никоти-
новая кислота, тиамин, пиридоксин – по 0,5 мг/л, 
аскорбиновая кислота – 1,0 мг/л, сахароза  ‒ 25,0, 
агар-агар  ‒ 4,2 г/л, рН 5,6–5,8. 

Культивирование проводили в биологических 
пробирках (ПБ2-21-200) на агаризованной пита-
тельной среде в светокомнате освещенностью 3 клк 
при температуре 25 ± 2 °С, фотопериод – 16 часов. 
Продолжительность каждого субкультивирования 
составляла 30–45 суток. 

Нами был применен семенной метод введения 
в стерильную культуру. На этапе введения в сте-
рильную культуру для удаления поверхностной 
загрязненности семена в течение 30 минут промы-
вали под проточной водой. Стерилизацию проводи-
ли в условиях ламинар-бокса в перекиси водорода 
(33 %) в течение 8–10 минут с последующим трех-
кратным промыванием стерильной дистиллирован-
ной водой. 

Анализировали не менее 20–30 объектов опы-
та. Статистическая обработка полученных дан-
ных была проведена дисперсионным методом по 
Б. А. Доспехову [28]. Учитывали следующие пара-
метры: длина микропобегов (см) и микрорастений 
(см), количество листьев (шт.), коэффициент раз-
множения (шт/чер). Корневую систему оценивали 

по четырехбалльной шкале, от 0 до 3 баллов: 0 бал-
лов – корни отсутствуют, 1 балл – корни развиты 
слабо, 2 и 3 балла – средне- и хорошо развитая кор-
невая система соответственно [29, с. 56]. Успеш-
ность адаптации рассматривали как процентное 
соотношение адаптированных микрорастений к 
общему количеству высаженных в субстрат (%). 

Оксид кремния для исследований был предо-
ставлен Отделом физики и химии наноматериалов 
Физико-технического института УдмФИЦ УрО 
РАН. 

Оксид кремния использовали концентрации 
0,01 % в виде раствора ортофосфорной кислоты.

Оценку влияния оксида кремния (SiO2) прово-
дили на адаптируемых микрорастениях стевии при 
поливе и некорневых обработках. 

Схема опыта: 1) вода дистиллированная (кон-
троль); 2) полив SiO2 однократный; 3) полив SiO2 
двукратный; 4) полив SiO2 трехкратный; 5) опры-
скивание SiO2 однократное; 6) опрыскивание SiO2 
двукратное; 7) опрыскивание SiO2 трехкратное. По-
лив и опрыскивание SiO2 проводили через каждые 
7 дней. 

Результаты (Results)
На этапе введения в стерильную культуру от-

мечена высокая инфицированность семян (около 
70 %) и их низкая всхожесть (10 %), что можно объ-
яснить особенностью строения семян и биологией 
вида [30, с. 19]. С целью исключения разнородно-
сти генотипа растений для исследований было ис-
пользовано потомство одного семени. 

На этапе собственно микроразмножения для по-
лучения максимального количества микрочеренков 
были использованы две базовые питательные сре-
ды (МS, GL), дополненные стимуляторами роста. 
При культивировании была отмечена частичная ги-
бель микрочеренков. В среднем на среде по рецеп-
туре МS развилось 84,8 % микрочеренков, на GL ‒ 
62,4  %. Приживаемость микрочеренков стевии в 
зависимости от питательной среды и стимуляторов 
роста показана на рис. 1.

На безгормональных средах (б/г) МS и GL и МS 
с 6-БАП (0,5 мг/л) гибели микрочеренков не отме-
чено, применение других стимуляторов роста спо-
собствовало снижению приживаемости и последу-
ющего развития микрочеренков. При совместном 
применении эпина с ИУК и ИМК, с кинетином в 
среднем на двух средах прижилось 59,0 %, 62,5 % 
и 65,5 % микрочеренков соответственно, что ока-
зались существенно низкими показателями по 
сравнению с безгормональным контролем (НСР05 = 
4,72).

В среднем на средах МS и GL коэффициент раз-
множения 3,6 шт. чер и 2,4 шт. чер соответственно, 
однако разница недостоверная (Fф < F05). Среда по 
рецептуре МS характеризуется как богатая, с высо-
ким содержанием аммонийного и нитратного форм 
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азота, что, очевидно, положительно сказывается на 
эффективности микроразмножения стевии. На эта-
пе микроразмножения целесообразно применять 
среду МS [30, с. 19; 31, с. 74; 32, с. 15]. 

Из примененных стимуляторов роста лучшим 
оказался 6-БАП, коэффициент размножения был 
4,8 шт/чер, что больше по сравнению с безгормо-
нальным контролем на 1,3 шт/чер, однако разница 
недостоверна (Fф < F05). При использовании в со-

ставе питательной среды эпина совместно с ИУК 
и ИМК коэффициент размножения был на уровне 
контроля (3,3 и 3,7 шт/чер соответственно). Кине-
тин в исследуемой концентрации включать в состав 
сред также нецелесообразно (таблица 1). 

Максимальная длина побега и количество ли-
стьев также были на среде с 6-БАП  ‒ 7,3 см и 
18,3 шт. соответственно, что больше по сравнению 
с контролем на 0,4 см и 4,7 шт., однако разница не-
достоверна (Fф < F05, таблицы 2, 3, рис. 2, 3).

Рис. 1. Приживаемость микрочеренков стевии в зависимости от питательной среды и стимуляторов роста

Fig. 1. Survival rate of stevia microcuttings depending оn from the nutrient medium and growth stimulants

1)                                            2)                                      3)                                     4)                                    5)
Рис. 2. Внешний вид растений стевии на питательных средах МS со стимуляторами роста, 

продолжительность культивирования 43 сут.: 
1) безгормональная, 2) эпин 0,1 мг/л + ИУК 0,5 мг/л, 3) 6-БАП 0,5 мг/л, 4) кинетин 1,0 мг/л, 5) эпин 0,1 мг/л + ИМК 0,5 мг/л

Fig. 2. The appearance of stevia plants on MS nutrient media with growth stimulants, cultivation duration 43 days: 
1) hormone-free, 2) epin 0,1 + IAA 0,5 mg/l, 3) 6-BAP 0,5 mg/l, 4) kinetin 1,0 mg/l, 5) epin 0,1 mg/l + IBA 0,5 mg/l
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На всех питательных средах, включая и без-
гормональную, наблюдалось корнеобразование. 
Очевидно, это стало возможным вследствие эндо-
генного синтеза ауксинов микропобегами, отно-
сительно невысокой концентрации цитокининов и 
длительного культивирования in vitro. В контроль-
ном безгормональном варианте среды было отме-
чено развитие тонких длинных корней [33, с. 107]. 
На других средах корневая система микрорастений 
была развита лучше, однако присутствовал круп-
ный каллус, диаметр которого достигал 10–15 мм. 
На средах с кинетином в толще питательной среды 
был сформирован только каллус без развития кор-
невой системы. В ходе проведения исследований 
было выявлено образование воздушных корней у 

микрорастений выше уровня питательной среды в 
нижней части побегов независимо от состава среды 
(рис. 4).

Таким образом, на этапе собственно микроразм-
ножения максимальный коэффициент размножения 
был получен при включении в состав питательной 
среды МS 6-БАП в дозе 0,5 мг/л (4,8 шт/чер), что 
подтверждается исследованиями других авторов 
[32, с. 14]. Выявленное на данном этапе корнеобра-
зование побегов позволяет получить жизнеспособ-
ные микрорастения для последующей высадки на 
адаптацию, минуя этап укоренения, благодаря чесу 
снизится стоимость затрат при производстве рас-
сады.  

Таблица 1 
Коэффициент размножения стевии в зависимости от питательной среды 

и стимуляторов роста, шт/чер
Питательная 

среда, 
фактор А

Стимуляторы роста, мг/л, фактор В
СреднееБез гормонов 

(к)
Эпин 0,1 + 
ИУК 0,5 6-БАП 0,5 Кинетин 1,0 Эпин 0,1+ 

ИМК 0,5
MS (к) 3,5 3,3 4,8 2,9 3,7 3,6

QL 2,8 2,4 3,2 2,2 1,5 2,4
Среднее 3,2 2,9 4,0 2,6 2,6

НСР05
Fф < F05

Тable 1
The multiplication factor of stevia depending on the nutrient medium and growth stimulants, pcs/stalk

Nutrient 
medium, 
factor A

Growth stimulants, mg/l, factor B
AverageHormone-free 

(с)
Epin 0.1 + IAA 

0.5 6-BAP 0.5 Kinetin 1.0 Epin 0.1+ IBA 
0.5

MS (с) 3.5 3.3 4.8 2.9 3.7 3.6
QL 2.8 2.4 3.2 2.2 1.5 2.4

Average 3.2 2.9 4.0 2.6 2.6
LSD05

F < F05

Таблица 2 
Длина побега стевии в зависимости от питательной среды и стимуляторов роста, см

Питательная 
среда,

фактор А

Стимуляторы роста, мг/л, фактор В
СреднееБез гормонов 

(к)
Эпин 0,1 + 
ИУК 0,5 6-БАП 0,5 Кинетин 1,0 Эпин 0,1+ 

ИМК 0,5
MS 6,9 5,6 7,3 5,9 7,0 6,5
QL 5,4 4,8 4,6 2,3 2,8 4,0

Среднее 6,2 5,2 6,0 4,1
НСР05

Fф < F05

Тable 2 
Stevia shoot length depending on the nutrient medium and growth stimulants, cm

Nutrient 
medium, 
factor A

Growth stimulants, mg/l, factor B
AverageHormone-free 

(с)
Epin 0.1 + 

IAA 0.5 6-BAP 0.5 Kinetin 1.0 Epin 0.1+ 
IBA 0.5

MS 6.9 5.6 7.3 5.9 7.0 6.5
QL 5.4 4.8 4.6 2.3 2.8 4.0

Average 6.2 5.2 6.0 4.1
LSD05

F < F05
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1)                                            2)                                      3)                                     4)                                    5)
Рис. 3. Внешний вид растений стевии на питательных средах QL со стимуляторами роста, продолжительность 

культивирования 43 сут.: 
1) безгормональная, 2) эпин 0,1 мг/л + ИУК 0,5 мг/л, 3) 6-БАП 0,5 мг/л, 4) кинетин 1,0 мг/л, 5) эпин 0,1 мг/л + ИМК 0,5 мг/л

Fig. 3. The appearance of stevia plants on QL nutrient media with growth stimulants, cultivation duration 43 days: 
1) hormone-free, 2) epin 0,1 + IAA 0,5 mg/l, 3) 6-BAP 0,5 mg/l, 4) kinetin 1,0 mg/l, 5) epin 0,1 mg/l + IBA 0,5 mg/l

Рис. 4. Внешний вид воздушных корней на микрорастениях на средах Мурасиге – Скуга с кинетином 1 мг/л (слева) 
и 6-бензиламинопурином 0,5 мг/л (справа), культивирование в течение 43 сут.

Fig. 4. Appearance of aerial roots on microplants on Murashige-Skoog media with kinetin 1 mg/l (left) 
and 6-benzylaminopurine 0.5 mg/l (right), cultivation duration 43 days

Таблица 3 
Количество листьев микрорастений стевии в зависимости от питательной среды и 

стимуляторов роста, шт.
Питательная 

среда, 
фактор А

Стимуляторы роста, мг/л, фактор В
СреднееБез гормонов 

(к)
Эпин 0,1 + 
ИУК 0,5 6-БАП 0,5 Кинетин 1,0 Эпин 0,1+ 

ИМК 0,5
MS 13,6 12,9 18,3 14,4 13,9 14,6
QL 11,1 11,6 13,1 11,7 7,9 11,1

Среднее 12,4 12,3 15,7 13,1 10,9
НСР05 Fф < F05

Тable 3 
The number of leaves of stevia microplants depending on the nutrient medium and growth stimulants, 

pcs
Nutrient 
medium, 
factor A

Growth stimulants, mg/l, factor B
AverageHormone-free 

(с)
Epin 0.1 + IAA 

0.5 6-BAP 0.5 Kinetin 1.0 Epin 0.1+ IBA 
0.5

MS 13.6 12.9 18.3 14.4 13.9 14.6
QL 11.1 11.6 13.1 11.7 7.9 11.1

Average 12.4 12.3 15.7 13.1 10.9
LSD05 F < F05
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В ходе оценки качества микрорастений для вы-
садки на адаптацию лучшей оказалась среда МS 
с добавлением эпина 0,1 мг/л в сочетании с ИУК 
0,5 мг/л и с ИМК 0,5 мг/л, на которых развивались 
качественные растения небольших размеров: длина 
побега – 5,6 и 7,0 см, с хорошо развитыми листьями 
(12,9 и 13,9 шт.) и корнями (2,0 и 2,5 балла соответ-
ственно) (рис. 2, фото 2; 5). Следует отметить, что 
длинный побег при высадке на адаптацию падает, 
загибается, что представляет определенные труд-
ности при уходе и последующей приживаемости 
микрорастений.

Состав питательных сред МS и QL не оказал су-
щественного влияния на корнеобразование. Вклю-
чение в состав сред стимуляторов роста эпина с 
ИУК и ИМК в среднем способствовали развитию 
корней на 2,1 и 1,8 балла соответственно, что было 
на уровне контроля – 1,8 балла. На средах с цито-
кининами корни были выражены слабо (0,3 балла с 
6-БАП) или отсутствовали (с кинетином), что яви-
лось существенно худшим результатом (таблица 4). 

На безгормональной питательной среде развива-
лись длинные тонкие корни. Совместное примене-
ние ауксинов ИУК и ИМК с эпином усиливало кор-
необразование. Эпин-экстра является природным 
стимулятором, действующее вещество – 24-эпи-
брассинолид, вызывающий широкий спектр отве-
тов растительной клетки, включая рост растений, 
активизацию фотосинтеза, усиление фиксации азо-
та, адаптоген с ярко выраженным антистрессовым 

действием солевому стрессу [34, с. 57]. Цитокини-
ны по своему влиянию на растительные организмы 
являются антагонистами ауксинам и способствуют 
росту и развитию надземной части растений. Цито-
кинины не только стимулируют клеточное деление, 
но и могут изменять строение растительных клеток, 
выращиваемых в культуре. Цитокинины также по-
вышают устойчивость клеток к самым различным 
неблагоприятным воздействиям [34, с. 20].

Адаптация проводилась в пластиковых одно-
разовых контейнерах объемом 0,5 л на торфяном 
питательном субстрате, изготовленном соглас-
но ТУ 20.12.80‑001‑41790563‑2020, производства 
ООО  «Русская торфяная компания» следующего 
состава (мг/л): азота (NH4 + NO3) ‒ 120, фосфора 
(P2O5) – 130, калия (K2O)  ‒ 220, рН солевой су-
спензии – 5,5. Субстрат перед посадкой пролили 
раствором «Триходерма вериде» (в концентрации 
1,5  мл/л). Микрорастения были очищены от ниж-
них листьев, корни промыты от агаризованной 
питательной среды в децимолярном растворе мар-
ганцовокислого калия [35, с. 241]. Для уменьшения 
транспирации проводили укрытие микрорастений 
прозрачными пластиковыми контейнерами мень-
шего объема. Влажность поддерживали путем 
ежедневного опрыскивания верхнего контейнера 
водой. По данной методике выход адаптированных 
растений стевии при весенней посадке в почво-
грунт составил 80 %. Однако при летней высадке 
на адаптацию наблюдалось снижение приживаемо-

Таблица 4
Качество корнеобразования побегов стевии в зависимости от питательной среды 

и стимуляторов роста, в баллах

Питательная среда, 
фактор А

Стимуляторы роста, мг/л, фактор В
СреднееБез добавок 

(к)
Эпин 0,1 + 
ИУК 0,5 6-БАП 0,5 Кинетин 1,0 Эпин 0,1+ 

ИМК 0,5
MS (к) 1,7 2,0 0,3 0,0 2,5 1,3

QL 1,9 2,1 0,3 0,0 1,0 1,1
Среднее 1,8 2,1 0,3 0,0 1,8

НСР05

Частных 
различий

2,6

По фактору А 1,9
По фактору В 0,6

Table 4 
The quality of root formation of stevia shoots depending on the nutrient medium

and growth stimulants, in points

Nutrient medium, 
factor A

Growth stimulants, mg/l, factor B
AverageWithout 

additives (с)
Epin 0.1 + 

IAA 0.5 6-BAP 0.5 Kinetin 1.0 Epin 0.1+ 
IBA 0.5

MS (с) 1.7 2.0 0.3 0.0 2.5 1.3
QL 1.9 2.1 0.3 0.0 1.0 1.1

Average 1.8 2.1 0.3 0.0 1.8

LSD05

Private 
differences

2.6

By factor А 1.9
By factor В 0.6
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сти растений. С целью повышения эффективности 
адаптации нами был использован оксид кремния. В 
контрольном варианте опыта при поливе и опры-
скивании водой приживаемость микрорастений 
была невысокая и составила 54,2 %. При однократ-
ном применении оксида кремния приживаемость 
по сравнению с контролем повышалась на 8,3 % и 
12,5 % соответственно (НСР05 = 9,2) (таблица 5).

При однократном и двукратном поливе оксидом 
кремния приживаемость микрорастений была вы-
сокой при данном способе применения и составля-

ла 62,5 и 61,4 % соответственно, что выше по срав-
нению с контролем на 8,3 и 7,2 % соответственно 
(при НСР05 = 9,2). При однократном опрыскивании 
прижилось 66,7 % микрорастений, что явилось су-
щественно лучшим показателем, при двукратном – 
55,6 %, при трехкратном приживаемость была са-
мая низкая и составила 25 %.

В ходе экспериментальных исследований также 
наблюдается влияние оксида кремния на прирост 
микрорастений стевии в зависимости от способа и 
количества обработок (рис. 5). 

Таблица 5 
Влияние оксида кремния на адаптацию микрорастений стевии, 2022 г.

Вариант опыта Приживаемость, %
Н2О (контроль) 54,2
Полив SiO2 однократный 62,5
Полив SiO2 двукратный 61,4
Полив SiO2 трехкратный 55,6
Опрыскивание SiO2 однократное 66,7
Опрыскивание SiO2 двукратное 55,6
Опрыскивание SiO2 трехкратное 25,0
НСР05 9,2

Table 5 
The effect of silicon oxide on the adaptation of stevia microplants, 2022

Experience variant Survival rate, %
Н2О (control) 54.2
Watering SiO2 once 62.5
Watering SiO2 twice 61.4
Watering SiO2 three times 55.6
Spraying SiO2 once 66.7
Spraying SiO2 twice 55.6
Spraying SiO2 three times 25.0
LSD05 9.2

Рис. 5. Прирост микрорастений стевии при поливе и опрыскивании оксидом кремния

0.0
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По сравнению с контролем прирост микрорасте-
ний стевии при однократном поливе оксидом крем-
ния был выше, чем при опрыскивании, однако раз-
ница недостоверна (Fф < F05). Увеличение кратности 
применения оксида кремния привело к уменьше-
нию прироста микрорастений как при поливе, так 
и при опрыскивании. Положительные результаты 
получены при однократном поливе и опрыскивании 
оксидом кремния микрорастений стевии, Согласно 
данным В. В. Матыченкова, при корневом приме-
нении усваивается 1–5 % кремния, а при некорне-
вом – до 40 % [19, с. 12]. Таким образом, повыше-
ние кратности применения оксида кремния на ми-
крорастения стевии имело отрицательное влияние.

Итак, в результате проведенных исследований и 
анализа результатов можно отметить, что получены 
новые знания по особенностям роста и развития 
микрорастений стевии, их реакции на применяемые 
разные прописи питательных сред и стимуляторы 
роста, которые вносят вклад в теорию размножения 
растений in vitro. Усовершенствованные элементы 
технологии клонального микроразмножения стевии 
применимы в практике размножения и производ-
ства посадочного материала стевии. 
Обсуждение и выводы (Discussion and Сonclusion)

1. Было выявлено, что среда МS по сравнению с 
QL является лучшей для развития микрочеренков, 
отмечено улучшение таких показателей, как ко-
эффициент размножения (3,6 и 2,4 шт/чер), длина 

побега (6,5 и 4,0 см) и количество листьев (14,6 и 
11,1 шт. соответственно).

2. Из изученных в опытах стимуляторов роста 
лучшим оказался 6-БАП (0,5 мг/л), получены самые 
высокие показатели в опыте коэффициента размно-
жения – 4,8 шт/чер, что больше по сравнению с кон-
тролем на 1,3 шт/чер, а также длины побега и коли-
чества листьев – 7,3 см и 18,3 шт. соответственно, 
что больше по сравнению с контролем на 0,4 см и 
4,7 шт. 

3. На этапе собственно микроразмножения вы-
явлена возможность получения стандартных ми-
крорастений для последующей высадки на адапта-
цию, минуя этап укоренения, что позволяет повы-
сить эффективность методики клонального микро-
размножения.

4. Среда МS с эпином 0,1 мг/л в сочетании с 
ИУК 0,5 мг/л и ИМК 0,5 мг/л является лучшей для 
получения растений высокого качества с меньшим 
габитусом, которые более технологичны для высад-
ки на адаптацию: длина побега 5,6 и 7,0 см, с хоро-
шо развитыми листьями (12,9 и 13,9 шт.) и корнями 
(2,0 и 2,5 балла соответственно).

5. Однократное применение оксида кремния на 
этапе адаптации растений стевии путем однократ-
ного полива или опрыскивания способствует по-
вышению эффективности адаптации. Увеличение 
частоты применения оксида кремния снижала при-
живаемость микрорастений.

Fig. 5. The growth of stevia microplants during irrigation and spraying silicon oxide
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Development of a method for propagating stevia 
based on in vitro
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Abstract. The purpose of the study is to develop a technology for the production of stevia planting material based 
on the method of clonal micropropagation and the use of silicon oxide at the stage of adaptation, evaluation of the 
effectiveness of the influence of silicon oxide in the adaptation of microplants. Methods. Commonly used in the 
practice of clonal micropropagation of plants were applied. Methods generally accepted in the practice of clonal 
micropropagation of plants were applied: sterilization of the initial material, introduction into culture in vitro, 
clonal micropropagation proper, rooting with subsequent adaptation to environmental conditions. The object of 
the study was stevia: at the stage of introduction into a sterile culture ‒ seeds, at subsequent stages ‒ microcuttings 
and microplants. At the adaptation stage, silicon oxide was used in the form of a solution of orthophosphoric acid 
at a concentration of 0.01%. Scientific novelty. The possibility of obtaining microplants at the stage of micro-
propagation itself, bypassing the stage of rooting, is shown. On the MS medium with epin 0.1 mg/l in combination 
with indolyl-3-acetic acid (IAA) 0.5 mg/l, high-quality plants of small sizes develop: shoot length on average 
5.6 cm, well-formed unfolded leaves and root system, relatively short internodes. Research results. At the stage 
of introduction into a sterile culture during sterilization with a 33 % hydrogen peroxide solution in an exposure of 
8–10 minutes, a high infection of seeds (about 70 %) and their low germination (10 %) were noted, which can be 
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explained by the structure of the seeds and the biology of the species. At the stage of micropropagation itself, the 
maximum effect was obtained when MS 6-BAP was included in the nutrient medium at a dose of 0.5 mg/l. The 
combined inclusion of epin growth stimulants with IAA and IMA in the composition of the media contributed to 
the development of roots by 2.1 points and 1.8 points, respectively, which was at the control level – 1.8 points. 
On media with cytokinins, the roots were weakly expressed (0.3 points with 6-BAP) or absent (with kinetin), 
which was a significantly worse result compared to the control. The output of adapted microdenies in the spring 
amounted to 80 %. However, during the summer landing for adaptation, a decrease in the survival rate of plants 
was observed. In order to increase the efficiency of adaptation, we used 0.01 % silicon oxide.
Keywords: clonal micropropagation, introduction, micropropagation proper, rooting, adaptation, growth stimu-
lants, 6-benzylaminopurine, kinetin, epin, indolyl-3-acetic acid, indolyl-3-butyric acid.
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