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С помощью сканирующей и трансмиссионной электронной микроскопии исследована
ультраструктура трихомов интактных и in vitro растений стевии. Как на верхней, так и
на нижней поверхности листьев обнаружены три типа трихомов: железки округлой формы,
а также крупные и мелкие волоски. На поверхности верхних листьев плотность трихомов
выше, чем на поверхности нижних листьев, а у растений in vitro ниже, чем у интактных рас-
тений. Отмечена положительная корреляция между числом железок на листьях и уровнем
содержания в них стевиол-гликозидов (СГ). Были выявлены три основные стадии онтоге-
неза клеток железки, которые отражают последовательность накопления секрета.

Ключевые слова: трихом, ультраструктура клеток железки, число железок, содержание

стевиол-гликозидов.

Как известно, Stevia rebaudiana Bertoni (Astera-
ceae) является источником стевиол-гликозидов (СГ) —
низкокалорийных высокосладких соединений с уни-
кальными свойствами [1—3]. Основным местом на-
копления СГ являются листья. В них может накапли-
ваться от 4 до 15% СГ, тогда как в других органах
растения (стебли, цветки, семена, корни) значи-
тельно меньше [4—8]. Ранее было выяснено, что
все надземные части стевии покрыты трихомами
[9, 10]. Однако исследования по эпидермальным
образованиям стевии единичны и были проведены
без использования электронной микроскопии. Не-
которые исследователи полагают, что именно в эпи-
дермальных образованиях идет синтез и накопление
СГ [11, 12]. Однако никаких доказательств этого
факта до настоящего времени не приведено.

Таким образом, целью данной работы было ис-
следование ультраструктуры эпидермальных обра-
зований стевии с помощью сканирующей и транс-
миссионной электронной микроскопии в связи с
синтезом и накоплением СГ.

Материалы и методы

Объектами исследования служили интактные и
in vitro растения стевии. Подготовку материала для
трансмиссионной микроскопии проводили следую-
щим образом. Кусочки листьев фиксировали при
20° в течение 1,2—2 ч в 1,25—2%-м глутаральде-
гиде, приготовленном на фосфатном буфере с по-
следующей дофиксацией в 1—2%-м растворе OsO4

или без нее. Затем образцы дегидратировали в рас-
творах этанола восходящей концентрации, после
чего контрастировали в 2%-м растворе уранилаце-
тата, в 70%-м этаноле в течение 14 ч при 20°.
После этого материал вновь обезвоживали в раст-
ворах этанола возрастающей концентрации и абсо-
лютном ацетоне и заключали в эпон. Тонкие срезы
с образцов получали на микротоме LKB-III (LKB,
Швеция) и ультратоме “Тесла”, окрашивали ура-
нилацетатом и цитратом свинца по Рейнолдсу [13].
Просмотр и съемку проводили с помощью элект-
ронных микроскопов JEM-7A и JEM-100В (JEOL,
Япония) при ускоряющем напряжении 100 кВ и
рабочем увеличении 5000—20 000.

Образцы для сканирующей микроскопии дегид-
ратировали в растворах этанола восходящей кон-
центрации, вплоть до абсолютного. Затем образцы
лиофильно высушивали и приклеивали на столик,
на который было проведено напыление тонкого
слоя платины. Просмотр и съемку проводили на
сканирующем электронном микроскопе H-600 (“Hi-
tachi”) при ускоряющем напряжении 20 кВ и ра-
бочем увеличении 30—2000.

Результаты и обсуждение

Эпидермис листьев стевии состоит из изодиа-
метрических клеток, покрытых тонким слоем кути-
кулы. Клетки верхнего эпидермиса несколько круп-
нее и очертания их менее извилисты, чем у клеток
нижнего эпидермиса. Устьица аномоцитного типа
формируются на верхней и нижней сторонах лис-
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та, но на нижней стороне их значительно боль-
ше. Они располагаются равномерно или неболь-
шими скоплениями. На поверхности листа нами
были обнаружены три типа эпидермальных обра-
зований (рис. 1, а, б).

1. Крупные волоски. Волоски имеют кониче-
скую форму, прямые или изогнутые, состоят из
7—10 клеток. Их длина составляет у интактных
растений 300—500 мкм, у in vitro растений —
120—150 мкм.

2. Мелкие волоски. Они более короткие и тон-
кие по сравнению с крупными волосками, состоят
из 5—6 клеток. Длина мелких волосков колеблет-
ся от 80 до 150 мкм у интактных и от 60 до
80 мкм у in vitro растений.

3. Железки. Они имеют округлую форму и рас-
полагаются в углублениях листовой поверхности.
Диаметр железок у интактных растений составляет
50—60 мкм, у in vitro растений — 40—50 мкм.

У растений in vitro (рис. 1, б) число железок
примерно в 1,5—2 раза меньше, чем у интактных
растений. Это положительно коррелирует с содер-
жанием СГ в листьях растений in vitro [7, 14].

Все три типа трихомов обнаружены как на
адаксиальной (рис. 2, а), так и на абаксиальной
(рис. 2, б) поверхности листьев. На поверхности
молодых верхних листьев железок и волосков боль-
ше, чем на поверхности нижних стареющих листь-
ев. Ранее нами было установлено, что в верхних
листьях содержание СГ в 1,5—2 раза выше, чем
в нижних [8], т.е. и в этом случае наблюдали по-
ложительную корреляцию между плотностью же-
лезок и содержанием СГ.

Апикальная часть железки, выступающая на
поверхности листа, состоит из двухрядно располо-
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Рис. 2. Адаксиальная (а ) и абаксиальная (б ) сторона листовой
пластинки S. rebaudiana. Масштабная линейка — 100 мкм

Рис. 1. Три типа трихом на поверхности листьев S. rebaudiana :
а — интактное растение; б — растение in vitro. КВ — крупный
волосок, МВ — мелкий волосок, Ж — железка. Масштабная

линейка — 50 мкм



женных клеток. В этой части железки имеется суб-
кутикулярная полость, которая может заполняться
секретом (рис. 3).

Ранее было отмечено [12], что чем южнее на-
ходился район возделывания, тем большее число
трихом и железок образуется на листе. При этом
в листьях накапливалось большее количество СГ
[12, 15]. Следовательно, согласно полученным в на-
шей работе результатам и данным литературы, су-
ществует положительная корреляция между коли-
чеством железок на листьях и уровнем содержания
в них СГ. Отсюда можно сделать предположение
о роли этих структур в образовании и накопле-
нии СГ. Железки, расположенные на поверхнос-
ти репродуктивных органов, несколько отличаются
от подобных образований на поверхности листьев.
Так, последние более крупные и находятся в уг-
лублениях.

Для того чтобы попытаться ответить на вопрос
о локализации процессов биосинтеза и накопле-
ния СГ, мы провели исследование ультраструкту-
ры клеток железок с помощью трансмиссионной
электронной микроскопии. На рис. 4 изображена
продольно разрезанная железка, находящаяся в фазе
созревания.

Железки состоят, как правило, из восьми двух-
рядно расположенных клеток (рис. 4, а, б). Разме-
ры клеток в апикальной части железки несколько
больше, чем в базальной. Ультраструктура клеток
железки, начиная с ее базальной части и заканчи-
вая апикальной, сильно меняется. Поэтому клетки
железки можно условно разделить на три группы.
К первой группе относятся клетки с типичной
ультраструктурой и активным метаболизмом. Они
находятся в базальной части железки. Ко второй
группе принадлежат клетки на начальных ступе-
нях деструкции и соответственно со сниженной
функциональной активностью. Эти клетки распо-
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Рис. 3. Зрелая железка с заполненной субкутикулярной по-
лостью на поверхности листа S. rebaudiana. Масштабная ли-

нейка — 10 мкм

Рис. 4. Ультраструктура клеток железки S. rebaudiana. а — фик-
сация в глутаральдегиде с последующим осмированием; б —
фиксация в глутаральдегиде без осмирования. В — вакуоль,
К — кутикула, КС — клеточная стенка, ОВ — осмиофильное
включение, СП — субкутикулярная полость, Хл — хлоропласт,

Я — ядро. Масштабная линейка — 1 мкм

9 ВМУ, биология, № 1



лагаются в средней части железки. К третьей груп-
пе относятся практически полностью деструкту-
рированные клетки. Они находятся в апикальной
части железки (рис. 4, а). Активно функциониру-
ющие клетки содержат крупное ядро, пластидный
аппарат, митохондрии и другие органеллы. Для них
характерна плотная цитоплазма с небольшими ва-
куолями округлой и вытянутой формы и электрон-
но-плотными включениями. Они похожи на липид-
ные капли, но отличаются от них зернистой струк-
турой. Вероятно, в этих включениях содержится
какой-либо из предшественников биосинтеза ди-
терпеноидов, о чем мы сообщали ранее [16, 17].
То, что дитерпеноиды могут содержаться в желези-
стых трихомах растений, отмечено у представите-
лей различных семейств, например у Plectranthus
madagascariensis (Lamiaceae) [18] и Nicotiana taba-
cum (Solanaceae) [19]. В пристеночном слое ци-
топлазмы накапливаются осмиофильные мелкозер-
нистые включения. Пластиды, представленные в
основном хлоропластами различного размера, ли-
шены наружной мембраны и содержат большое
число осмиофильных пластоглобул. Строма пластид
электронно-плотная. В тилакоидах гран и стромы
обнаружено накопление осмиофильных веществ. Дан-
ные характеристики свидетельствуют об активных
метаболических процессах, протекающих в пласти-
дах и, вероятно, связанных с синтезом терпено-
идов, так как число тилакоидов с электронно-плот-
ным содержимым возрастает при усиленной веге-
тации одновременно с увеличением содержания
СГ [14]. Подобная особенность была отмечена ра-
нее для Perilla ocymoides L., Lamiaceae [20]. Эти ис-
следователи обнаружили, что при непрерывном
освещении пластиды клеток железки переполнены

осмиофильным содержимым, в то время как ко-
роткий 8-часовой день (как и переход к фазе сек-
реции при непрерывном освещении) способствует
развитию агранулярного эндоплазматического ре-
тикулума, в котором осуществляется синтез стеро-
идов, а также исчезновению осмиофильного со-
держимого из пластид и появлению центральных
вакуолей с электронно-плотным содержимым. При
этом выход эфирного масла при непрерывном осве-
щении был почти на порядок выше, чем на ко-
ротком дне [20]. Осмиофильное вещество, содер-
жащееся в тилакоидах пластид стевии, не является
тождественным по химическому составу содержи-
мому пластоглобул. Это подтверждается следующим
наблюдением. При фиксации листьев стевии лишь
в глутаральдегиде без осмирования на месте плас-
тоглобул остается пустое пространство в результа-
те экстракции их содержимого, в то время как со-
держимое тилакоидов и без осмирования остается
электронно-плотным (рис. 5). Помимо этого в ци-
топлазме и при таком способе фиксации (без ос-
мирования) видны осмиофильные включения не-
правильной формы, что позволяет их отличить от
липидных капель (рис. 4, б). В клетках, где час-
тично начался процесс деструкции, органеллы при-
жаты к клеточной стенке, а значительный объем
клетки занят несколькими крупными вакуолями.
Деструктурированные клетки лишены органелл и
почти полностью заполнены огромной вакуолью.
Очевидно, три типа клеток демонстрируют после-
довательность накопления секрета в железках, ко-
торый, возможно, представляет собой смесь дитер-
пеновых гликозидов, хорошо растворимых в воде.
Секрет выделяется из клеток апикальной части и
скапливается под кутикулой, которая при этом

отделяется от клеточных стенок

в 2—3 местах, а затем образуется

субкутикулярная полость сфери-

ческой формы с небольшой пере-

тяжкой посередине (рис. 3, 4). Суб-

кутикулярная полость образуется

за счет разделения клеточной стен-

ки, небольшая часть которой от-

деляется вместе с кутикулой. Ку-

тикула на поверхности железок

имеет разную толщину и струк-

туру. Апикальные клетки покрыты

кутикулой, толщина которой в не-

сколько раз больше относительно

тонкой клеточной стенки, причем

кутикула имеет выраженную дву-

слойность: тонкий светлый наруж-

ный слой и более толстый тем-

ный внутренний слой. Базальные

клетки покрывает тонкий светлый

кутикулярный слой, но клеточная

стенка этих клеток в 2—3 раза
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Рис. 5. Ультраструктура хлоропласта S. rebaudiana. Пг — пластоглобула (без содержи-
мого), Тл — тилакоид. Масштабная линейка — 0,1 мкм



толще, чем у апикальных (рис. 4, а). Такая проч-
ная кутикула обеспечивает целостность субкути-
кулярной полости и накопление в нем секрета.
Однако иногда может происходить повреждение
кутикулы и вытекание секрета из такой полости
(рис. 1, б). Разрывы кутикулы и утечку содержимо-
го железистых трихом наблюдали также и другие
исследователи у некоторых видов семейства Astera-
ceae [21]. Встречаются также железки с незапол-
ненными субкутикулярными полостями, хотя кути-
кула не несет видимых повреждений и вытекания
содержимого не наблюдается. У только что сфор-
мированных железок верхних молодых листочков
ультраструктура клеток железок максимально раз-
вита, а затем количество цитоплазмы и органелл
постепенно уменьшается, клетки вакуолизируются.
Как известно, степень сложности ультраструктур-
ной организации терпеноидогенных клеток кор-
релирует с интенсивностью процессов синтеза и
транспорта секрета [22]. Это согласуется с данны-
ми хроматографического анализа о более высо-
ком содержании дитерпеновых СГ в молодых верх-
них листьях [8].

Заключение

Таким образом, все три типа эпидермальных
образований обнаружены как на верхней, так и на
нижней поверхности листьев. На поверхности мо-
лодых верхних листьев железок и волосков больше,
чем на поверхности нижних стареющих листьев. У
растений in vitro число железок и трихомов на ли-
стьях примерно в два раза меньше, чем у интакт-
ных растений. Во всех случаях между количеством
железок на листьях и уровнем содержания в них
СГ отмечали положительную корреляцию. Железки
состоят из клеток, находящихся на разных стадиях
онтогенеза: живых клеток с активным метаболиз-
мом, клеток на начальных ступенях деструкции и
полностью деструктурированных клеток. Вероятно,
что три типа клеток демонстрируют последователь-
ность накопления секрета в железках. Интенсив-
ность процессов синтеза и транспорта секрета
определяется степенью сложности ультраструктур-
ной организации терпеноидогенных клеток и ак-
тивностью метаболических процессов, происходя-
щих в них, что согласуется с данными о содержа-
нии СГ.
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MORPHOLOGY AND ULTRASTRUCTURE OF TRICHOMES OF THE INTACT
AND THE IN VITRO PLANTS STEVIA REBAUDIANA BERTONI IN RELATION
TO SYNTHESIS AND ACCUMULATION IN THEM OF STEVIOL GLYCOSIDES

N.I. Bondarev, М.А. Sukhanova, G.А. Semenova, О.V. Goryaeva,
S.Е. Аndreeva, А.М. Nosov

Trichomes present on the leaf surface of both intact and in vitro Stevia plants (Stevia rebau-
diana Bertoni) were examined using scanning and transmission electron microscopy. Three types
of trichomes were observed both on adaxial and on abaxial surface of leaves: (a) spherical glands,
(b) large hairs, (c) small hairs. The trichomes appeared in higher numbers on the leaf surfaces
of the intact plants. The numbers of trichomes seem to be greater on the upper leaves than on
the lower leaves. The results of the work provide evidence for positive correlation between number
of glands on leaves and their content of the SGs. Three major stages in the development of the
gland cells were identified, corresponding to the stages of secret accumulation.

Key words: trichom, ultrastructur of gland cells, numbers of glands, content of steviol glycosides.
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