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Актуальность. Kaмелия – вечно зеленые растения, семейства чайные (Theaceae), среди которых наибольшую известность и 
популярность имеет Camellia sinensis L. – чайное растение. Интерес к этому растению обусловлен не только как к источнику по-
лучения тонизирующего напитка, но и как ценному лекарственному растению. Известно, что вторичные метаболиты C. sinen- 
sis L., в частности фенольные соединения, обладают противораковым действием, снижают уровень холестерина в крови, а так-
же помогают людям бороться с такими болезнями, как диабет, атеросклероз, дизентерия, гипертония и др. В научно-
исследовательских программах Вьетнама большое внимание уделяется селекции, а также изучению морфофизиологических и 
биологических характеристик C. sinensis L. Однако исследования, посвященные изучению эндофитных микроорганизмов корней 
C. sinensis L., малочисленны.  
Цель исследования. Оценка влияния условий культивирования и состава питательной среды (углеродные и азотные компо-
ненты) на продуцирование индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) эндофитным бактериальным штаммом Klebsiella RE3.  
Материал и методы. Штамм выделен из корней чайных растений (Camellia sp.), произрастающих в садах компании  
TĐ-GOLDEN TEAVIET (Trà Hoa vàng Tam Đảo), расположенных в деревне Куан Нгоай (Quan Ngoai), коммуне Там Куан (Tam 
Quan), районе Там Дао (Tam Đảo), провинции Винь Фук (Vĩnh Phúc), Вьетнам.  
Результаты. Показано, что условия культивирования оказывают существенное влияние на продуктивность ИУК эндофитным 
бактериальным штаммом Klebsiella RE3. Установлено, что при выращивании штамма Klebsiella RE3 на питательной среде с рН 7, 
уже через 72 ч с начала культивирования наблюдается повышение продуктивности ИУК, показатель составляет 13,95 мкг/мл. 
При культивировании бактериального штамма при повышенных температурах (30 °C) продуктивность ИУК составляет  
14,28 мкг/мл. При анализе состава питательной среды выявлено стимулирующее влияние сорбита и NH4NO3 на продуктивность 
ИУК. В этих условиях учитываемый показатель составил 12,9 и 11,35 мкг/мл соответственно. 
Ключевые слова: камелия, штамм Klebsiella, ИУК, продуктивность, корни, углеродные и азотные источники, температура и 
время инкубации. 
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Защита и биотехнология растений 

Чай (Camellia sinensis (L.) O. Kuntze) – это вы-
сокоценное вечнозеленое растение, которое выра-
щивают в основном из-за его листьев, богатых ко-
феином. Средняя высота чайного растения состав-
ляет 10–15 м, но для облегчения сбора листьев их 
обрезают до 0,5–1,5 м на чайных плантациях. В ми-
ре выращивают различные сорта чая, наиболее 
важными из них являются китайские (C. sinensis var 
sinensis) и ассамские (C. sinensis var assamica). Чай 
адаптирован к большим высотам в тропических или 
низменных районах в субтропических регионах 
мира со средней температурой воздуха 18–30 °C. 
Хорошо дренированные кислые почвы с pH 4,5–5,0, 
солнечный свет и достаточное количество осадков 
(1500–2000 мм в год) являются оптимальными 
условиями для получения высококачественного 
чайного листа. В последние годы мировое произ-
водство чая составило примерно 5 млн тонн. Доми-
нирующие производители – азиатские страны, на 
долю которых приходится около 85% мирового 
производства, за ними следуют страны Африки 
(13%) и страны Латинской Америки (2%). 

Виды рода Camellia содержат множество 
биологически активных веществ, таких как поли-
сахариды, полифенолы, сапонины, флавоноиды и 
др. Клинические испытания показали, что эти ве-
щества могут понижать кровяное давление, сни-
жать уровень липидов и холестерина в крови, 
предотвращать атеросклероз, а также бороться с 
раковыми болезнями. Экстракты, полученные из 
листьев, обладают антиоксидантной активностью, 
поэтому их широко применяют во Вьетнаме для 
лечения воспаления горла, диареи, дизентерии и 
других болезней [1]. 

Camellia sinensis (L.) O. Kuntze выращивают в 
разных районах Вьетнама. Так, северные районы, в 
частности Национальный парк Там Дао и прилега-
ющие к нему географические районы, которые 
находятся относительно близко к границе с Китаем, 
традиционно считаются основными центрами рас-
пространения вьетнамских видов чая. Проведенные 
совместные исследования группой ученых из Вьет-
нама и Австралии привели к открытию ряда новых 
таксонов Camellia на плато Далат и на массиве 
Ланг Бианг в южных провинциях Вьетнама [2]. 

В научно-исследовательских программах Вьет-
нама большое внимание уделяется селекции [2],  
а также изучению морфофизиологических и биоло-
гических характеристик C. sinensis [2, 3]. Что каса-
ется изучения эндофитных микроорганизмов кор-
ней C. sinensis, то такие исследования малочислен-

ны. Интерес к этому направлению исследований 
не случаен, так как рост и развитие растений 
находится под контролем эндогенных фитогормо-
нов, в частности ауксинов, цитокининов, гиббе-
реллинов и др. Известно, что ауксины стимулиру-
ют развитие корневой системы, регулируют диф-
ференцировку органов. Дополнительным источни-
ком индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) для рас-
тений являются бактерии, для которых ИУК необ-
ходима и для собственного развития. Известно, 
что ИУК-продуктивность бактерий зависит от 
условий их выращивания, таких как рН, темпера-
туры, состава питательной среды, особенно от уг-
леродных и азотных источников. Эти вещества 
необходимы бактериям как для собственного раз-
вития, так и для установления связей с растениями 
и другими почвенными микроорганизмами.  

Ц е л ь  р а б о т ы  – оценка влияния раз-
ных условий культивирования на ИУК-продук-
тивность и фосфатрастворяющую способность эн-
дофитного бактериального штамма Klebsiella RE3, 
выделенного из корней Сamellia sp. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Объектом исследования служил эндофитный 

бактериальный штамм Klebsiella RE3, выделенный 
из корней чайного растения, произрастающих в 
садах компании TĐ-GOLDEN TEAVIET (Trà Hoa 
vàng Tam Đảo), расположенных в деревне Quan 
Ngoai, коммуне TamQuan, районе Tam Dao, про-
винции Vinh Phuc. Штамм выделен сотрудниками 
лаборатории кафедры микробиологической био-
технологии Вьетнамского национального сельско-
хозяйственного университета. 

Влияние pH культуральной среды на 
ИУК-продуктивность и фофатрастворяющую 
активность штамма Klebsiella RE3. Концентра-
цию ИУК, продуцируемую бактериальным штам-
мом Klebsiella RE3, определяли по методике 
Glickmann и Dessaux [4]. Калибровочную кривую 
для выявления ИУК строили на основе содержа-
ния данного гормона в тестируемом растворе. 
Концентрации ИУК растворах составляли 0, 10, 
20, 30, 40, 50, 60, 70 и 80 мг/мл. Klebsiella RE3 вы-
ращивали в жидкой питательной среде Луриа–
Бертани, содержащей пептон 10 г/л, дрожжевой 
экстракт 5 г/л, NaC l10 г/л, L-триптофана 100 мг/л 
при разных значениях pH (4, 5, 6, 7, 8, 9, и 10) на 
качалке при скорости ее вращения 200 об/мин. 
После 72 ч инкубации культуральную жидкость 
центрифугировали (5500 об/мин) в течение 10 мин 
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при температуре 4 °С. Затем 1 мл супернатанта 
энергично перемешивали с 4 мл реагента Салков-
ского (150 мл концентрированной H2SO4, 250 мл 
дистиллированной H2O; 7,5 мл 0,5 М FeCl3·6H2O) 
и оставляли в стационарном положении на 20 мин 
при комнатной температуре до измерения на спек-
трофотометре. Поглощение определяли при длине 
волны 530 нм. Концентрацию ИУК в каждой про-
бе (варианте) определяли путем сравнения со 
стандартной калибровочной кривой. 

Влияние температуры и времени инкуба-
ции на ИУК-продуктивность штамма Klebsiella 
RE3. Изучали влияние температуры инкубации 
(25, 30, 35 и 40 °С) на ИУК-продуктивность 
Klebsiella RE3. Концентрацию ИУК определяли по 
методике Glickmann и Dessaux [4]. С целью оценки 
влияния времени культивирования на ИУК-проду-
цирующую способность штамма Klebsiella RE3 
каждые 24 ч измеряли концентрацию ИУК 1 раз. 

Влияние углеродных и азотных источников 
на ИУК-продуктивность штамма Klebsiella RE3. 
Штамм Klebsiella RE3 культивировали в жидкой 
питательной среде Лурии–Бертани. Изучали влия-
ние различных источников углеродного питания 
(лактоза, сахароза, сорбит, маннит и крахмал) в 
концентрации 3% и азотного (NH4H2PO4, NH4NO3, 
(NH4)2SO4, NH4Cl, KNO3) питания в концентрации  
5 г/л на ИУК-продуктивность исследуемого штамма.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ  
Результаты определения концентрации ИУК, 

продуцируемой штаммом Klebsiella RE3, приведе-
ны на рис. 1.  

Исследования показали, что рН питательной 
среды оказывает существенное влияние на концен-
трацию ИУК, продуцируемую штаммом Klebsiella 
RE3. Установлено, что при всех изученных значе-
ниях рН среды от 4 до 10 исследуемый штамм спо-

собен синтезировать ИУК. Следует отметить, что 
самые высокие показатели получены на питатель-
ной среде с рН 6–8, причем при рН 7 этот показа-
тель достигал максимума и составлял 13,95 мкг/мл. 
При рН ниже 6 и выше 8 условия культивирования 
были неблагоприятными для синтеза ИУК, и кон-
центрация ИУК была в 2-3 раза ниже по сравнению 
с рН 7. Полученные данные согласуются с резуль-
татами, опубликованными другими исследователя-
ми. Так, Panigrahi с коллегами [5] сообщили, что 
штамм Enterobacter cloacae MG00145, выделенный 
из Ocimumsanctum, синтезирует максимальную 
концентрацию ИУК при рН 7 (17,807 мкг/мл). В 
работе Mohite [6] также показано, что питательная 
среда с рН 7 является наиболее благоприятной для 
синтеза ИУК изучаемым штаммом MR2. Анало-
гичные результаты были получены и Mohamed с 
коллегами [7], которые изолировали из почвы 
штамм Streptomyces griseoflavus и отметили, что на 
питательной среде с рН 7 наблюдается максималь-
ный синтез ИУК. Однако для разных штаммов бак-
терий условия культивирования, обеспечивающие 
максимальный выход ИУК, могут отличаться. 
Например, в работе Nguyễn Văn Giang с коллегами 
[8] отмечается, что для культивирования in vitro эн-
дофитных бактериальных штаммов, выделенных из 
корней алоэ (Aloe vera), оптимальная кислотность 
среды для синтеза ИУК составила 6. Santi с колле-
гами [9] сообщили, что максимальная продукция 
ИУК была получена из Rhizobium sp, выделенного 
из корневых клубеньков Vignamungo L., при куль-
тивировании на питательной среде с рН в диапа-
зоне от 6,4 до 7,8. В некоторых других научных ра-
ботах, оптимальное значение рН для синтеза ИУК 
может изменяться от 7,5 до 8 и даже до 9 [10–12]. 
Все эти результаты еще раз подтверждают, что рН 
питательной среды оказывает существенное влия-
ние на ИУК-продуктивность изучаемых штаммов 
бактерий и микроорганизмов. 

Температурный режим выращивания является 
важным фактором, оказывающим определенные 
воздействия на рост и развитие биологических объ-
ектов. Принято различать три основные темпера-
турные точки, имеющие значение для развития 
микроорганизмов: оптимум, минимум и максимум. 
Для определения влияния температуры инкубации 
на ИУК-продуктивность, штамм Klebsiella RE3 
культивировали при разных температурных режи-
мах – 25, 30, 35 и 40 °С. Результаты приведены на 
рис. 2.  

 
Рис 1. Влияние рН питательной среды на ИУК-продуктивность 
штамма Klebsiella RE3 
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Рис. 2. Влияние температуры инкубации на ИУК-продуктив-
ность штамма Klebsiella RE3 

 
Рис. 3. Влияние времени инкубации на ИУК-продуктивность 
штамма Klebsiella RE3 

Полученные результаты показывают, что мак-
симальное количество ИУК получено в условиях 
выращивания штамма RE3 при температуре 30 °С 
(14,29 мкг/мл). В случае выращивания штамма при 
температуре ниже или выше 30 °С концентрация 
ИУК снижалась в 1,5–3 раза, ее значения находи-
лись в пределах 4,95–10,67 мкг/мл. Полученные ре-
зультаты согласуются с данными ряда авторов. Од-
нако следует отметить, что для разных штаммов 
бактерий температурные режимы, обеспечивающие 
максимальный выход ИУК, могут различаться. 
Например, Panigrahi с коллегами [5] указывают, что 
культивирование Enterobacter cloacae MG00145, 
выделенного из Ocimumsanctum, при температуре 
37 °С приводит к получению самого высокого ко-
личества ИУК. В работах Chandra с коллегами [10] 

также показано влияние температуры 37 °С на мак-
симальный синтез ИУК штаммами CA1001 и 
CA2004. Экспериментально получено, что для 
культивирования штаммов B. subtilis DR2 
(KP455653) оптимальная температура – 35 °С, а для 
штамма Streptomyces sp VSMGT1014 – 30 °С. В 
этих условиях наблюдали максимальный биосинтез 
ИУК [11, 13]. Следовательно, бактериальные 
штаммы, выделенные из разных образцов, прояв-
ляют различную способностью к синтезу ИУК при 
разных температурных режимах выращивания. Это 
можно учитывать в случае использования микроб-
ных препаратов при выращивании растений в раз-
личных природно-климатических условиях. 

Установленные экспериментальным путем оп-
тимальные режимы выращивания (рН 7 и темпера-
тура 30 °С) штамма Klebsiella RE3 на питательной 
среде Луриа–Бертани, дополненной L-триптофа-
ном, были использованы в дальнейших исследова-
ниях. Представлял интерес изучить динамику син-
теза ИУК в процессе выращивания в оптимальных 
режимах. Измерения проводили каждые 24 ч по ме-
тодике Glickmann и Dessaux [4]. Результаты приве-
дены на рис. 3. 

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что синтез ИУК зависит от времени выращивании 
штамма RE3 при ранее определенных оптималь-
ных условиях. Экспериментально установлено, 
что после 24 ч инкубации количество ИУК соста-
вило 2,83 мкг/мл, и этот показатель увеличивался 
в течение последующих 48 ч. При инкубации 
штамма Klebsiella RE3 72 ч количество ИУК до-
стигло максимального значения – 13,86 мкг/мл. 
Последующее выращивание штамма в оптималь-
ных условиях (до 144 ч) привело к снижению син-
теза ИУК. Аналогичная зависимость количества 
ИУК от времени инкубации штамма получена и 
другими исследователями. Однако максимальные 
временные величины были различны и зависели 
от исследуемых штаммов. Так, Sridevi с коллегами 
[14], Bharucha [12] и Kumari с коллегами [13] сде-
лали вывод о том, что количество ИУК, синтези-
рованное штаммом Pseudomonas putida UB1, ока-
залось максимальным через 96 ч культивирования, 
а Bhutani [15] показал, что для разных штаммов 
Bacillus spp, полученных из клубеньков Vigna 
radiata, максимальная ИУК-продуктивность отме-
чена в разные инкубационные периоды. Напри-
мер, штамм MBN3 максимальную ИУК-про-
дуктивность проявлял через 72 ч, изолят MJHN1 – 
через 24 ч, а штамм MJHN10 – через 72 ч культи-
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вирования. Следует отметить, что максимальная 
ИУК-продуктивность может наступать и при более 
длительном культивировании исследуемых шам-
мов. Например, Panigrahi с коллегами [5] экспери-
ментально установили, что Enterobacter cloacae 
MG00145, выделенный из Ocimumsanctum, синте-
зирует максимальное количество ИУК после 8 су-
ток культивирования. Во всех работах сообщается, 
что после пика максимума наступает снижение ко-
личественного уровня ИУК, и при последующем 
культивировании бактериальных штаммов этот по-
казатель может снижаться постепенно или доволь-
но резко. Как сообщают Sasirekha с коллегами [16], 
Datta и Basu [17], это может происходить из-за по-
явления ферментов, разрушающих ИУК.  

Помимо временной и температурной инкуба-
ции, биосинтез ИУК зависит и от углеродного пита-
ния. Поэтому представлял интерес изучение пяти 
различных источников углеродного питания (лакто-
за, сахароза, сорбит, манит и крахмал) на ИУК-
продуктивность штамма Klebsiella RE3 (рис. 4).  

Экспериментально установлено, что исследу-
емые источники углеродного питания оказывают 
не одинаковое действие на ИУК-продуктивность 
исследуемого штамма. Так, существенное повыше-
ние биосинтеза ИУК получено при культивирова-
нии штамма Klebsiella RE3 на среде, содержащей 
сорбит; количество ИУК в этом варианте составило 
12,9 мкг/мл. При использовании маннита ИУК-
продуктивность незначительно снижалось, но оста-
валось на высоком уровне (10,69 мкг/мл). При ис-
пользовании других источников углеродного пита-
ния (лактоза, сахароза и крахмал) содержание ИУК 
находилось в пределах 7,67–8,23 мкг/мл. Анало-
гичная зависимость количества ИУК от применяе-
мого источника углеродного питания в составе пи-
тательной среды получена и другими исследовате-
лями. Например, Chandra с коллегами [10] заявили, 
что подходящий источник углерода для культиви-
рования штамма CA1001 – декстроза. В работах 
Bhutani с коллегами [15] показано, что разные эн-
дофитные штаммы Bacillus spp отдают предпочте-
ние при культивировании in vitro различным ис-
точникам углерода. Например, для штамма MBN3 
лучшим углеродом был маннит, для штамма 
MJHN1 – сахароза, а для штамма MJHN10 – глюко-
за. Аналогичные результаты были получены для B. 
subtilis штамм WR-W2 [18], Acetobacter diazotrop-
hicus штамм L1 [19], а также для штаммов 
Rhizobium spр. [14]. 

Источник азотного питания является важным 
фактором, регулирующим биосинтез и накопление 
ИУК. На рис. 5. приведены результаты влияния 
неорганических источников азота (NH4H2PO4, 
NH4NO3, NH4Cl, (NH4)2SO4, KNO3) на способность 
штамма Klebsiella RE3 синтезировать ИУК. 

Показано, что данный штамм эффективно ис-
пользует все неорганические источники азота для 
синтеза ИУК, концентрация которой находилась в 
пределах от 7,25 до 11,35 м кг/мл. Однако следует 
отметить, что при использовании в составе пита-
тельной среды NH4NO3 наблюдается максималь-
ное содержание ИУК (11,35 мкг/мл), в остальных 
вариантах учитываемый показатель существенно 
не различался по вариантам на 5%-ном уровне 
значимости. Некоторые авторы также отмечают 
зависимость ИУК-продуктивности от исследуе-
мых источников азота. Так, Sridevi с коллегами 
[14] сообщают, что KNO3, (NH4)2SO4 и NaNO3 ока-
зывают существенное влияние на максимальную 
ИУК-продуктивность во всех исследуемых мик-
робных изолятах, в то время как присутствие в со-

 
Рис 4. Влияние углеродных источников на ИУК-продуктивность 
штамма Klebsiella RE3 

 
Рис. 5. Влияние азотных источников на ИУК-продуктивность 
штамма Klebsiella RE3 
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ставе питательной среды аминокислоты глицин 
как дополнительного источника азота приводит к 
замедлению роста микроорганизмов и снижению 
ИУК-продуктивности. Patil с коллегами [19] уста-
новили, что NH4Cl является наиболее подходящим 
компонентом питательной среды для культивиро-
вания A. diazotrophicus, оказывающим стимулиру-
ющее влияние на максимальную ИУК-продук-
тивность. Аналогичные результаты были получены 
для P. putida штамма UB1 при культивировании его 
на среде с (NH4)2SO4 [12], для штамма CA 2004 – на 
среде с NH4NO3 [10]. В то же время в литературе 
имеются данные, свидетельствующие об ингиби-
рующем влиянии источника азотного питания на 
рост микроорганизмов и продуктивность ИУК. Так, 
Mohite [6] установлено, что присутствие в составе 
питательной среде NaNO3 приводит к замедлению 
роста Bacillus megaterium и накоплению ИУК. 
Схожие результаты были получены для Lactobacil-
lus casei, B. subtilis и B. cereus при культивировании 
их на среде с KNO3 в сочетании с пептоном, а для  
L. acidophilus ингибирующее влияние оказывают 
NaNO3 и пептон. Кроме того, ранее проведенные 
исследования разных авторов, на Rhizobium meliloti 
показывают, что некоторые аминокислоты умень-
шают концентрацию ИУК [20] из-за ингибирования 
процесса превращения ИУК из триптофана. 

ВЫВОДЫ 
Исследуемый штамм Klebsiella RE3, выде-

ленный из корней чайного растения, обладает спо-
собностью синтезировать ИУК, концентрация ко-
торой зависит от условий выращивания данного 
штамма в условиях in vitro. Изменяя экзогенные 
факторы выращивания (рН среды, температурный 
режим, углеродное и азотное питание) можно 
управлять биосинтетическим потенциалом эндо-
фитного бактериального штамма Klebsiella RE3. 
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Relevance. Camellia (in Vietnam, the camellia is called tea with yellow flowers) is not only used as ordinary tea, but also as a medici-
nal one. Camellia helps prevent tumors, diabetes, reduce cholesterol. Nowadays, research projects with a camellia in Vietnam have 
mainly focused on the studying of morphological and biological characteristics and selection of camellia. Scientific research in connec-
tion with the endophytic microorganisms of camellia was limited.  
Objective. The purpose of these studies was to assess the effect of cultural conditions and various carbon and nitrogen sources on the 
IAA producing activity of the strain Klebsiella RE3.  
Material and methods. The strain Klebsiella RE3 was isolated from the roots of tea shrubs (Camellia sp.) Growing in the gardens of 
TĐ-GOLDEN TEAVIET (Trà Hoa vàng Tam Đảo), located in Quan Ngoai village, Tam Quan municipality, Tam Dao district (Tam Đảo), 
Vinh Phúc Province, Vietnam.  
Results. The research results showed that strain RE3 synthesizes the maximum IAA after 72 hours of cultivation at pH 7 (13.95 μg / 
ml), temperature (14.28 μg / ml).  
Conclusion. Of all the tested carbon and nitrogen sources, D-sorbitol and NH4NO3 are the best carbon and nitrogen sources for strain 
RE3 with IAA production of 12.9 µg / ml and 11.35 µg / ml, respectively. 

Key words: Camellia, Klebsiella strain, IАА, productivity, roots, carbon and nitrogen sources, temperature and incubation time. 
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