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Реферат. Загрязнение почв диоксинами представляет серьёзную экологическую проблему, 
особенно во Вьетнаме, где военное применение гербицидов армией США привело к долговре-
менной контаминации. Существующие физико-химические методы очистки малоэффективны 
для обширных территорий, что делает актуальным развитие биологических подходов, в частно-
сти фиторемедиации с использованием микробных деструкторов. Целью данной работы было 
выделение из загрязнённых почв аэродрома Бьен Хоа (Вьетнам) бактериальных штаммов, спо-
собных к деградации диоксинов, и оценка их потенциала для фиторемедиации. Методами селек-
ции на среде с 2,3,7,8-тетрахлордибензо-п-диоксином выделено 37 морфологически различных 
изолятов. Таксономический анализ по гену 16S рРНК выявил доминирование грамположитель-
ных спорообразующих бактерий родов Bacillus, Priestia, Niallia (около 41%) и актиномицетов 
рода Rhodococcus (около 14%). BOX-PCR генотипирование подтвердило генетическое разнообра-
зие коллекции. Отобраны непатогенные штаммы, среди которых выявлены активные колонизато-
ры корней томата (Pseudomonas putida D01L2B02, Bacillus amyloliquefaciens D01L2B03, Bacillus 
tropicus PIB0314/5), обладающие комплексом энзиматических активностей (протеаза, амилаза, 
липаза, фитаза) и способностью к фиксации азота. Штамм B. tropicus PIB0314/5 продемонстриро-
вал статистически значимый фитостимулирующий эффект на томатах. Полученные результаты 
показывают, что выделенные аборигенные бактериальные штаммы являются перспективными 
кандидатами для разработки микробных препаратов и создания эффективных систем фитореме-
диации почв, загрязнённых диоксинами. 
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соединения характеризуются выраженной ток-
сичностью, высокой экологической перси-
стентностью и способностью к биологическо-
му накоплению в живых организмах, что обу-
словливает их значительную опасность для 
здоровья человека и состояния окружающей 
среды [1].   

Введение. Диоксин  и соединения, подоб-
ные диоксину, представляют собой группу, 
состоящую из сотен ароматических органиче-
ских веществ, содержащих хлор, включая   
полихлорированные дибензо-п-диоксины,  
полихлорированные дибензофураны и поли-
хлорированные бифенилы (рис. 1). Данные 
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Рис. 1 – Общая структура диоксинов и соединений, подобных диоксину: (А) полихлори-
рованные дибензо-п-диоксины (PCDDs, сокращенно диоксины). включают 75 гомологов; (Б) по-
лихлорированные дибензофураны (PCDFs, сокращенно фураны), включают 135 гомологов и (В) 

полихлорированные бифенилы с плоской структурой (копланарные PCBs или диоксиноподобные 
PCBs, сокращенно dl-PCBs), включают 209 гомологов 

http://dx.doi.org/10.12737/2782-490X-2025-4-3-6-12


 

 

СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННАЯ БИОЛОГИЯ 

АГРОБИОТЕХНОЛОГИИ И ЦИФРОВОЕ ЗЕМЛЕДЕЛИЕ | Номер 4 (16) | 2025 

Токсическое действие диоксинов опосредо-
вано их связыванием с арил-углеводородным 
рецептором (AhR), что запускает каскад пато-
логических процессов. Ключевыми проявле-
ниями являются индукция экспрессии генов 
цитохрома P450, в частности изоформ 
CYP1A1 и CYP1A2. Это приводит к репродук-
тивным дисфункциям, тератогенным эффек-
там и нарушениям развития. Согласно совре-
менным представлениям инициирующим зве-
ном этих нарушений выступает именно ано-
мальная модуляция генной экспрессии, кото-
рая детерминирует последующую цепь биохи-
мических, клеточных и тканевых поврежде-
ний, формируя целостную картину                 
интоксикации [2]. 

Загрязнение окружающей среды диокси-
ном, в частности, загрязнение почвы постоян-
но растет в основном из-за сжигания топлива, 
металлургии, производства пестицидов и их 
использования в сельском хозяйстве [3]. Еже-
годные глобальные выбросы диоксина состав-
ляют 17 226 кг, что эквивалентно примерно 
287 кг-TEQ [4]. Многие страны мира в настоя-
щее время являются горячими точками загряз-
нения диоксином, включая Германию, Юж-
ную Корею, страны Средиземноморского бас-
сейна, ЮАР, Польшу, Китай, Вьетнам и т.д. 
Если в европейских странах диоксины попали 
в почву благодаря обильному использованию 
пестицидов в сельском хозяйстве, то в Социа-
листической Республике Вьетнам диоксин в 
почве присутствует из-за военных действий 
США в период с 1961 по 1971 год, когда аме-
риканские войска использовали более 71,7 
миллиона литров ядовитых веществ, содержа-
щих диоксин, для уничтожения джунглей 
Вьетнама [5]. Согласно исследованию Коми-
тета 10-80, во Вьетнаме насчитывается около 
28 регионов загрязнения диоксином, включая 
военные и полевые аэродромы, где складиро-
вались диоксины до распыления армией 
США. Среди них аэродромы Бьен Хоа, Да-
нанг, Фу Кат и А Со, которые являются райо-
нами, с максимальным загрязнением диокси-
нами. Спустя более четырех десятилетий по-
сле окончания войны во Вьетнаме послед-
ствия тех действий по-прежнему негативно 
сказываются на жителях и окружающей среде 
этих регионов. 

Несомненно, ликвидация подобных загряз-
нений представляет собой одну из приоритет-
ных задач как на территории Вьетнама, так и в 
других регионах мира, подверженных воздей-
ствию данных соединений. В настоящее время 
для снижения уровня загрязнения применяет-
ся ряд подходов, таких как экскавация и захо-
ронение зараженного грунта, а также термиче-
ская обработка загрязненных почв [5]. Однако 
ни один из этих методов не может считаться 
достаточно эффективным, поскольку либо 
неприменим для обширных территорий, либо 
характеризуется чрезмерной энергоемкостью. 

Таким образом, биологическое разрушение 
диоксинов, возможно, является единственным 

действенным способом очистки почв от диок-
сина, которое может быть масштабировано до 
нужных объемов и эффективно в широком 
диапазоне концентраций этих токсических 
веществ. Почвенные микроорганизмы облада-
ют обширным спектром систем деградации, 
что позволяет им утилизировать широкий круг 
соединений, многие из которых являются ток-
сичными соединениями – ксенобиотиками. 
Биодеградация  хлор-органических  соедине-
ний не является исключением, в настоящее 
время известно множество бактериальных 
штаммов, способных использовать диоксины в 
качестве единственного источника углерода и 
энергии [6, 7, 8, 9]. Ключевым моментом в 
деградации диоксинов является удаление ато-
мов хлора дегалогеназами [10], хотя это не во 
всех случаях является первой реакцией мета-
болических путей деградации этих ксенобио-
тиков. Хлорированные диоксины могут быть 
дехлорированы в анаэробной среде с помощью 
восстановительных дегалогеназ некоторых 
видов бактерий, таких как бактерии рода 
Dehaloccocoides [11]. В аэробных условиях 
различные микроорганизмы (Sphingomonas, 
Pseudomonas и Burkholderia) могут разлагать 
некоторые хлорированные диоксины под дей-
ствием первоначальной атаки угловых диокси-
геназ, однако немногие из их могут разлагать 
более сложный и токсичный диоксин               
2,3,7,8-ТХДД [10]. Ранее было показано, что 
удаление хлоридов имеет решающее значение 
для снижения токсичности и риска образова-
ния токсичных промежуточных продуктов в 
процессе разложения [12]. После удаления 
атомов хлора оставшаяся молекула может 
быть деградирована классическим набором 
ферментов деградации алифатических или 
ароматических соединений [13, 14]. 

В условиях лимита доступного углерода 
основная часть почвенной микробиоты        
пребывает в метаболически неактивном состо-
янии [15]. Растение, которое выделяет в почву 
до 10% фиксируемого углерода [16], создает 
«оазис» в котором эффективно размножаются 
микроорганизмы-колонизаторы [17]. Таким 
образом, в отличии от почвы, растение (его 
ризосфера) может поддерживать в активном 
состоянии значительно большее количество 
микроорганизмов. Это явление используется 
для фитобиоремедиации, когда растение уве-
личивает численность микроорганизмов-
деструкторов ксенобиотиков, что позволяет 
микро- и макроорганизму совместно более 
эффективно удалять ксенобиотики из почвы.  

Большинство загрязненных диоксинами 
территорий во Вьетнаме уже покрыто расти-
тельностью, таким образом для этих террито-
рий применим метод фиторемедиации. Для 
создания технологии фиторемедиации необхо-
димы микроорганизмы-деструкторы диоксина, 
одновременно полезные для растений, т.е. спо-
собные к активной колонизации корней расте-
ний и стимуляции роста для поддержи расте-
ний в условиях загрязнения. 
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Целью данной работы было выделение 
бактериальных штаммов-деструкторов из 
почв, загрязненных диоксинами, идентифика-
ция и анализ колонизационных и фитостиму-
лирующих свойств изолятов, для их дальней-
шего использования в качестве микробных 
агентов фиторемедиации почв, загрязненных 
этим классом ксенобиотиков.  

Условия, материалы и методы. Отбор 
проб для выделения микроорганизмов. Пробы 
почвы для выделения микроорганизмов отби-
рали в районе аэродромов Бен Хоа и Фу Кат 
(Вьетнам). Для экспериментов был отобран   
1 кг почвы вместе с корнями растений. Кон-
центрация диоксинов в почве составляла в 
среднем 35 865 ppt.  

Среды и бактериальные штаммы, исполь-
зованные в работе. 

Для приготовления почвенной суспензии и 
ее разведения использовали фосфатно-
солевой буфер (ФСБ) рН 7.0 (Компания 
«Хеликон», Россия). Для высева разведений 
почвенной суспензии использовали мине-
ральную среду BM (K2HPO4 – 5.8 г/л, 
KH2PO4 – 3 г/л, (NH4)2SO4 – 1 г/л) без до-
бавления глицерина. В качестве источника 
углерода и энергии использовали 2,3,7,8 тет-
рахлордибензо-п-диоксин (ТХДД, 50мкг/мл 
стоковый раствор в толуоле), (ООО «Экрос», 
Россия), который добавляли в количестве         
100 мкл на 20 мл среды. Для дальнейшего 
поддержания выделенных микроорганизмов 
использовали агаризованную среду LB (Difco, 
США). 

Выделение бактериальных штаммов. Для 
выделения микроорганизмов 1 грамм иссле-
дуемой почвы ресуспендировали в 10 мл сте-
рильного ФСБ. Разведения почвенной суспен-
зии (10-1, 10-2, 10-3, 10-4 и 10-5), также приго-
товленные в ФСБ, объемом 100 мкл высевали 
на поверхность чашек ВМ с добавлением ди-
оксина. Чашки Петри с высеянными разведе-
ниями почвенной суспензии инкубировали 
при 28°С. После 72 – 120 часов инкубации 
отдельные колонии, отличающиеся по морфо-
логии, пересевали на ту же среду и инкубиро-
вали еще 120 часов, до появления видимого 
роста культур микроорганизмов. Далее изоля-
ты выращивали на среде LB для получения 
биомассы и последующего выделения         
ДНК. 

Выделение препаратов тотальной ДНК и 
таксономическая идентификация выделенных 
бактериальных штаммов 

Биомассу штаммов собирали с поверхно-
сти чашек Петри со средой LB, ДНК выделя-
ли с помощью набора HiPure Bacterial DNA 
Kit, (Magen, КНР), в полном соответствии с 
рекомендациями производителя. 

Видовая идентификация изолятов была 
проведена на основе сравнительного анализа 
нуклеотидных последовательностей фрагмен-
та гена 16S рРНК. Фрагмент гена 16S рРНК 
был амплифицирован с помощью праймеров 
27fm (5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3’) 

и 1522R (5’- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 
-3’) [18].  Амплифицированный фрагмент 
очищали  из  1%  агарозного  геля  с  исполь-
зованием набора Cleanup Mini (Евроген, 
Москва, Россия). Нуклеотидные последова-
тельности полученных фрагментов ДНК 
определяли  методом  секвенирования по 
Сэнгеру  (Евроген,  Москва,  Россия).                    
Последовательности  объединяли  с  помо-
щью программы Clon Manager 9.0 (США) и 
анализировали  в  системе.  Штамм                 
идентифицировали  по  наибольшему совпа-
дению  последовательностей  со  штаммами               
известных  видов  в  коллекции  GenBank           
с помощью системы BLASTN                                                         
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

Сравнительный анализ выделенных штам-
мов с помощью Box-PCR 

Полученные  образцы  ДНК  использовали 
в  качестве  матричной  ДНК  для  проведения 
BOX-ПЦР c праймером BOXA1R                       
(5’ - CTACGGCAAGGCGACGCTGACG - 3’).        
В реакционную смесь объемом 25 мкл        
добавляли 100 нг ДНК. Программа проведе-
ния BOX-ПЦР: 95°С – 3 мин, (95°С – 20 с, 53°
С – 1 мин, 65°С – 8 мин, 34 цикла), 65°С –     
18 мин, после выполнения ПЦР программы 
образцы хранили при 12 °С. Далее проводили 
электрофорез в 2% агарозном геле с исполь-
зованием маркера молекулярных масс 1kb 
(ЗАО Евроген, Россия). Изображения получа-
ли с помощью гель-документирующей систе-
мы BioRad GelDoc Go (США). Далее прово-
дили обработку и анализ полученных графи-
ческих данных с помощью программы            
GelJ [19]. 

Определение ферментативных активностей 
полученных изолятов. 

Определение амилолитической активности 
Для определения амилолитической актив-

ности использовали модифицированную сре-
ду следующего состава: пептон – 0.5 г/л; KCl 
– 0.1 г/л; MgSO4 × 7 H2O– 0.5 г/л; (NH4)2SO4 
– 0.1 г/л; крахмал – 20.0 г/л; агар микробиоло-
гический – 20.0 г/л, Культуры высевали на 
поверхность крахмального агара и инкубиро-
вали при 30°С в течение 48 часов. Индикацию 
проводили окрашиванием 3% раствором йода 
и выдерживали 20 минут. Раствор йода слива-
ли, чашки промывали дистиллированной во-
дой для удаления остатков йодного раствора. 
О наличии амилазной активности судили по 
появлению неокрашенной зоны вокруг         
колоний.  

Определение липазной активности 
Для определения липазной активности ис-

пользовали питательную среду с добавлением 
Tween 80 (Sigma, США), г/л: пептон – 10.0; 
NaCl – 5.0; CaCl2 × 2 H2O – 1.0; агар– 20.0; 
Tween 80 – 10,0. Культуры высевали на чаш-
ки с селективной средой и инкубировали           
при 30°С в течение 48 часов. О наличии            
липазной активности судили по появлению 
мелких белых кристаллов вокруг колоний 
микроорганизмов. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov
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Определение протеолитической активности 
Протеолитическую активность выявляли на 

базовой среде (BM) следующего состава, г/л: 
K2HPO4 – 5.8 г/л; KH2PO4 – 3.0 г/л; (NH4)
2SO4 – 1.0 г/л; агар– 20.0 г/л с добавлением 
глицерина 10 г/л и 1% сухого обезжиренного 
молока, стерилизованного кипячением. Куль-
туры высевали на поверхность питательного 
агара  и  инкубировали  при  30°С  в  течение 
48 часов. Учет протеазной активности прово-
дили визуально по образованию зон просвет-
ления (зон гидролиза) вокруг бактериальных 
колоний, что является индикатором деграда-
ции казеина под действием внеклеточных  
протеаз. 

Определение фитазной активности  
Фитазную активность определяли на среде 

PSM следующего состава: глюкоза – 2.0; фитат 
натрия – 5.0; NH4NO3 – 5.0; MgSO4 × 7 H2O – 
0.5; KCl – 0.5; FeSO4 × 7 H2O – 0.01; Mn(SO4)
2 × 4H2O – 1.0; CaCl2 – 2.0; агар микробиоло-
гический – 20.0. Культуры высевали на селек-
тивную среду и выращивали при 30°С в тече-
ние 48 часов. Учет фитазной активности про-
водили по образованию прозрачных зон гидро-
лиза вокруг колоний, возникающих вследствие 
деградации нерастворимой фитиновой кисло-
ты и образования хелатного комплекса каль-
ция с фосфатом. 

Определение целлюлолитической                     
активности 

Для выявления целлюлолитической актив-
ности использовали среду ВМ с добавлением 
1% карбоксиметилцеллюлозы натриевой соли 
(КМЦ), г/л: триптон – 1.0; K2HPO4 – 5,8; 
KH2PO4 – 3,0; КМЦ– 10,0; агар микробиоло-
гический – 18,0. О наличии целлюлолитиче-
ской (эндоглюконазной) активности судили по 
визуализации зон просветления. 

Определение способности штаммов к фик-
сации атмосферного азота. 

Способность микроорганизмов усваивать 
атмосферный азот проверяли на среде Эшби 
(HiMedia, Индия) не содержащей источника 
азота, поэтому на данной среде колонии обра-
зуют только бактерии, способные фиксировать 
азот из атмосферы. 

Статистическая обработка данных. 
Статистический анализ проводился с ис-

пользованием статистического пакета про-
грамм (OriginLab Pro SR1 b9.5.1.195 (OriginLab 
Corp., Northampton, MA, USA). Эффект стиму-
ляции роста между группами анализировался с 
помощью однофакторного дисперсионного 
анализа (ANOVA test) (p < 0.05) 

Определение колонизационных свойств 
непатогенных изолятов. 

Колонизационные свойства изолятов опре-
деляли на томатах сорта Белый налив в гното-
биотической системе [20]. Для этого стериль-
ные проростки с корешком размером не более 
5 мм инокулировали суспензией штамма в 
ФСБ (ОП600=0,1). Штаммы, которые достигали 
численности более 105 клеток на см кончика 
корня считали активными колонизаторами. 

Выявление фитостимулирующих свойств 
выделенных штаммов. 

Для определения фитостимулирующих 
свойств использовали семена томата сорта 
Белый налив и яровой пшеницы сорта Ситара. 
Семена растений замачивали в суспензии кле-
ток штаммов в стерильном ФСБ с плотностью 
~ 108 клеток/мл (ОП600=0,1) в течении 30 ми-
нут при комнатной температуре. Далее семена 
высаживали в песок, смоченный PNS и инку-
бировали при комнатной температуре в тече-
ние 7 суток. Затем растения вынимали из пес-
ка и измеряли надземную часть растений. Экс-
перименты проводили в трех повторах. Для 
каждой обработки использовали не менее 10 
семян. Результаты измерений обрабатывали с 
помощью программы MS Exсel 2011 
(Microsoft, США). 

Детекция синтеза индолил-3-уксусной кис-
лоты у выделенных штаммов.  

Индолил-3-уксусная кислоту (ИУК), проду-
цируемую изолятами, определяли спектромет-
рически, в соответствии с методом Гордона и 
Вебера [21]. Для этого выделенные штаммы 
культивировали на среде LB с добавлением 
1% L-триптофана в качестве предшественника 
при температуре 29°C при постоянном пере-
мешивании (180 об/мин) в течение 3 дней. 
После инкубирования, бактериальную культу-
ру центрифугировали при 9600 g в течение 5 
мин при 4°C и фильтровали (с использованием 
мембранного фильтра 0,45 мкм). Далее, 1 мл 
полученной суспензии смешивали с реакти-
вом Сальковского, состоящего из 0,5 М хлори-
да железа (FeCl3) и 35%-ной хлорной кислоты 
(HClO4)] в соотношении 1:2. Смесь инкубиро-
вали при комнатной температуре в темноте в 
течение 30 мин, затем измеряли оптическую 
плотность при 530 нм. Концентрацию ИУК 
оценивали по стандартной кривой ИУК (0–
1000 мкг/мл). Один мл стерильного среды LB, 
содержащей 1% L-триптофана, смешанной в 
соотношении 1:2 с реактивом Сальковского, 
использовали в качестве раствора сравнения. 
Результаты измерений обрабатывали с помо-
щью программы MS Exсel 2011 (Microsoft, 
США). 

Результаты и обсуждения. Выделение и 
таксономическая  идентификация  выделен-
ных  бактериальных  штаммов.  В  ходе              
работы методами накопительных культур с 
дальнейшим высевом на селективную среду, 
содержащую 2,3,7,8 тетрахлордибензо-п-
диоксин было отобрано 37 морфологически 
различающихся  типа  бактериальных                
колоний. Поскольку среда культивирования 
не содержала других источников углерода и 
энергии, за исключением ТХДД, мы предпо-
ложили,  что  данные  штаммы  могут  дегра-
дировать и ассимилировать продукты деструк-
ции  диоксина.  Из  клеток  полученных  изо-
лятов была выделена тотальная ДНК и прове-
дены работы по их таксономической                                
идентификации.  

Таксономическая идентификация изолятов, 
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проведенная методом сравнительного анализа 
последовательностей  гена 16S рРНК, показала 
значительное таксономическое разнообразии 
исследуемой микрофлоры, представленной 

бактериями из филумов Firmicutes, Actinobac-
teria, Proteobacteria и Bacteroidetes, что харак-
терно для сложной микробной экосистемы 
(табл.1). 

Ключевой особенностью данного микро-
биологического сообщества является абсолют-
ное доминирование грамположительных, спо-
рообразующих бактерий, в первую очередь 
представителей рода Bacillus и близкород-
ственных родов (Priestia, Niallia), которые 
составляют около 41% всех изолятов, что ча-
сто указывает на их селекцию в стрессовых 
условиях. Параллельно выявлена важная груп-
па актиномицеты рода Rhodococcus (≈14% 
изолятов), широко известных как активные 
деструкторы устойчивых ароматических со-
единений. Особый интерес представляют об-
наруженные специализированные деструкто-
ры, такие как Rhodococcus phenolicus, R. ruber, 

а также различные виды Pseudomonas и Steno-
trophomonas, обладающие высоким катаболи-
ческим потенциалом по отношению к ксено-
биотикам [22, 23, 24]. Высокие проценты 
идентичности (>99% для большинства изоля-
тов) подтверждают надежность определения. 
Таким образом, микрофлора представляет со-
бой смешанное сообщество, где устойчивые 
сапрофитные формы соседствуют с ценными 
специализированными деструкторами и инди-
каторами контаминации ароматическими со-
единениями. Это хорошо согласуется с данны-
ми полученными другими авторами, которые 
показали, что эффективная минерализация 
группы поллютантов осуществляется не    

Таблица 1 – Результаты идентификации выделенных изолятов на основе сравнения                      
последовательности гена 16S рРНК 

Изолят Место отбора проб 
Бактерии наиболее близкие к изоля-
там по последовательности гена 16S 

рРНК в базе данных NCBI 

% идентичности с 
последовательно-
стью в базе NCBI 

NE09 B02-1 Аэродром Бьен Хоа Staphylococcus equorum 99,38% 
NE09 B02-2 Аэродром Бьен Хоа Brachybacterium paraconglomeratum 100% 
NE09 L1 B01 Аэродром Бьен Хоа Stenotrophomonas sp. 99,58% 
R06 B01 Аэродром Бьен Хоа Bacillus sp. (in: firmicutes) 99,93% 
R05 B01 Аэродром Бьен Хоа Bacillus cereus 99,73% 
NE09 L2 B04 Аэродром Бьен Хоа Pseudomonas plecoglossicida 99,65% 
NE09 L2 B03 Аэродром Бьен Хоа Chryseobacterium sp. 99,93% 
ZT B01 Аэродром Бьен Хоа Staphylococcus sp. 99,93% 
D04 B10 14/5 Аэродром Бьен Хоа Bacillus cereus 99,93% 
D03 L2 B06 Аэродром Бьен Хоа Rhodococcus phenolicus  99,57% 
D01 L2 B05 Аэродром Бьен Хоа Bacillus subtilis 99,86% 
D03 L2 B03 Аэродром Бьен Хоа Rhodococcus phenolicus  99,71% 
NE09 B03 Аэродром Бьен Хоа Providencia rettgeri 99,51% 
D05-1 Аэродром Фу Кат Providencia entomophila 99,03% 
D05-2 Аэродром Фу Кат Vitreoscilla sp. 99,45% 
R01 B01 Аэродром Бьен Хоа Bacillus sp. (in: firmicutes) 99,45% 
R06 Y02 Аэродром Фу Кат Bacillus cereus 99,86% 
PI B04 Аэродром Бьен Хоа Priestia megaterium 99,72% 
PI B03 14/5 Аэродром Бьен Хоа Bacillus tropicus 99,86% 
D03 L2 B01 
14/5 

Аэродром Бьен Хоа Microbacterium esteraromaticum 99,58% 

D02 B06 Аэродром Бьен Хоа Vitreoscilla sp. 99,72% 
D01 B01 Аэродром Бьен Хоа Niallia taxi 99,72% 
D05 B12 Аэродром Бьен Хоа Bacillus sp. (in: firmicutes 99,86% 
D01 B03 14/5 Аэродром Бьен Хоа Bacillus velezensis 100,00% 
NE09 B05 Аэродром Бьен Хоа Lysinibacillus macroides 98,95% 
NE09 B06 Аэродром Бьен Хоа Paenibacillus taichungensis 99,93% 
DB02 Аэродром Бьен Хоа Paenibacillus taichungensis 99,93% 
DB01 Аэродром Бьен Хоа Sinomonas atrocyanea 99,57% 
R05 B01 Аэродром Бьен Хоа Bacillus cereus 99,86% 
R06 B03 Аэродром Бьен Хоа Bacillus velezensis 99,79% 
D01 L2 B02 Аэродром Бьен Хоа Pseudomonas putida 98,95% 
D01 L2 B01 Аэродром Бьен Хоа Pseudomonas sp. 99,30% 
D0 L2 B04 Аэродром Бьен Хоа Rhodococcus phenolicus 99,79% 
D01 L2 B04 Аэродром Бьен Хоа Stenotrophomonas maltophilia 99,79% 
D01 L2 B03 Аэродром Бьен Хоа Bacillus amyloliquefaciens 99,86% 
D03 L2 B02 Аэродром Бьен Хоа Rhodococcus ruber 100,00% 
D03 L2 B05 Аэродром Бьен Хоа Rhodococcus ruber 99,86% 
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единственным штаммом, но часто требует ско-
ординированной работы микробных консорци-
умов, где различные виды дополняют катабо-
лические пути друг друга [25].  

Сравнительный анализ штаммов с помо-
щью метода Box-PCR.Учитывая высокую сте-
пень филогенетического сходства, выявлен-
ную для ряда штаммов при анализе последова-
тельностей гена 16S рРНК, для верификации 
их геномной идентичности был применен ме-
тод BOX-PCR (генотипирование на основе 
повторяющихся последовательностей). Дан-
ный подход, также известный как ПЦР-
фингерпринтинг, основан на амплификации с 
использованием праймеров, комплементарных 
консервативным повторяющимся элементам, 
мозаично распределенным в бактериальных 
геномах. В результате формируется уникаль-
ный профиль дискретных ампликонов, пред-
ставляющий собой характерный геномный 
паттерн («Finger print»). Наиболее воспроизво-
димым вариантом данного метода считается 
rep-PCR, который подразделяется на REP-, 
ERIC- и BOX-ПЦР в зависимости от типа тар-
гетируемых повторяющихся элементов 
(соответственно, REP-последовательностей, 
ERIC-элементов и BOX-мотивов). Хотя эво-
люционное происхождение и функциональная 

роль некоторых из этих элементов оконча-
тельно не установлены, их видо-специфичный 
полиморфизм в количестве и геномной лока-
лизации позволяет эффективно использовать 
rep-PCR для дифференциации бактерий на 
внутривидовом и межвидовом уровнях. 

Анализ геномных профилей позволил вы-
явил пять четких кластеров штаммов с иден-
тичными или практически идентичными спек-
трами ампликонов, что с высокой вероятно-
стью указывает на их принадлежность к одно-
му и тому же виду, а в пределах кластера – на 
клональное родство или принадлежность к 
одному штамму. Группа 1: штаммы 4 (R06 
B01) и 11 (D01 L2 B05), Группа 2: штаммы 10 
(D03 L2 B0) и 12 (D03 L2 B03), Группа 3: 
штаммы 9 (D04 B10 14/5) и 16 (R06 Y02), 
Группа 4: штаммы 5 (R05 B01), 24 (D01 B03 
14/5) и 30 (R06 B03) и Группа 5: штаммы 36 
(D03 L2 B02) и 37 (D03 L2 B05). Остальные 
проанализированные штаммы (например, 
Staphylococcus equorum NE09 B02, Pseudomo-
nas monteilii NE09 L2 B04, Priestia megaterium 
PI B04 et al.) продемонстрировали уникальные 
BOX-PCR профили, что подчеркивает их гене-
тическую индивидуальность и подтверждает 
таксономическую уникальность в рамках дан-
ной коллекции (рис. 2). 

Таким образом, применение метода BOX-
PCR в сочетании с сравнительным анализом 
профилей позволило надежно дифференциро-
вать исследуемые штаммы по видовой при-
надлежности и выделить предполагаемые 
внутривидовые группы. 

Биотехническое применение в открытых 
системах предполагает использование непато-
генных микроорганизмов. На основе данных 
идентификации штаммы B. subtilis R06B01, P. 
plecoglossicida NE09L2B04, R. phenolicus 
D03L2B06, P. megaterium PIB04, B. tropicus 
PIB0314/5, L. macroides NE09B05, P. tai-
chungensis NE09B06, B. amyloliquefaciens 
R06B03, P. putida D01L2B02, B. amyloliquefa-
ciens D01L2B03, R. ruber D03L2B02 были вы-
браны как непатогенные бактериальные штам-
мы перспективные для создания системы          
фитобиоремедиации почв, загрязненных         
диоксином. 

Определение энзиматических свойств не-
патогенных изолятов. Энзиматические свой-
ства штаммов важны как для фенотипирова-
ния штаммов, так и для их дальнейшего ис-
пользования в биотехнологии. Семь из один-
надцати штаммов секретировали протеазы. 
Амилолитической активностью обладали 
штаммы B. amyloliquefaciens R06B03 и B. amy-
loliquefaciens D01L2B03, что характерно для 
данного вида бацилл [26, 27]. Липазная актив-
ность была обнаружена у штамма P. pleco-
glossicida NE09L2B04 и R. ruber D03L2B02. 
Фиксация атмосферного азота, является при-
знаком, ценным для взаимодействия с расте-
нием [28]. Способность фиксировать азот по-
казана для четырех штаммов (табл. 2). Целлю-
лолитической способностью обладали только 
бациллярные штаммы (табл. 2), что характер-
но для микроорганизмов С-цикла [29]. Так же, 
как и фиксация азота, фитазная активность           

Рис. 2 - Электрофореграмма (0.8% ТАЕ агарозный гель) ампликонов, полученных в ходе Box-
PCR. М. маркер длин ДНК «DNA ladder 1 kb» (Евроген, Москва, Россия); 1. NE09 B02-1; 2. NE09 

B02-2; 3. NE09 L1 B01; 4. R06 B01; 5. R05 B01; 6. NE09 L2 B04; 7. NE09 L2 B03; 8. ZT B01; 9. 
D04 B10 14/5; 10. D03 L2 B06; 11. D01 L2 B05; 12. D03 L2 B03; 13. NE09 B03; 14. D05-1; 15. D05-
2; 16. R01 B01; 17. R06 Y02; 18. PI B04; 19. PI B03 14/5; 20. D03 L2 B01 14/5; 21. D02 B06; 22. D01 

B01; 23. D05 B12; 24. D01 B03 14/5; 25. NE09 B05; 26. NE09 B06; 27. DB02; 28. DB01; 29. R05 
B01; 30. R06 B03; 31. D01 L2 B02; 32. D01 L2 B01; 33. D0 L2 B04; 34. D01 L2 B04; 35. D01 L2 

B03; 36. D03 L2 B02; 37. D03 L2 B05. Neg. отрицательный контроль 
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улучшает     минеральное     питание    расте-
ний [30, 31].  P. plecoglossicida   NE09L2B04 
был    единственным    штаммом,    обладаю-
щим фитазной активностью. На основании 
полученных данных энзиматической               

активности   наибольшую     ценность                   
как  симбионты  растений  могут  представ-
лять  штаммы P. plecoglossicida NE09L2B04, 
P. putida D01L2B02 и R. ruber                                   
D03L2B02. 

Фитостимулирующие свойства изолятов. 
Ризосферные микроорганизмы часто выделя-
ют фитогормоны или аналогичные им          
вещества для стимуляции роста растения-
хозяина [32]. Бактериальные агенты, способ-
ные стимулировать рост  растения также мо-
гут быть полезны для повышения эффективно-
сти общего процесса фиторемедиации,       
поскольку в условиях загрязнения часто            
наблюдается угнетение роста растений [33]. 
При инокуляции семян томата в случае    
штаммов Bacillus tropicus PIB0314/5,               

P. putida D01L2B02, L. macrolides NE09B05 и 
R.ruber  D03L2B02  показали  стимуляцию   
роста растений, однако только для            
штамма    B. tropicus PIB0314/5  эта  разница  
была  статистически    достоверной (рис. 3А).           
Инокуляция также приводила к небольшому 
увеличению роста пшеницы у штаммов B. 
tropicus PIB0314/5, B. amyloliquefaciens 
R06B03 и L. macroides NE09B05,  однако   раз-
ница   была   статистически   не   достоверной   
по сравнению с контрольным вариантом                                               
(рис. 3Б). 

Таблица 2 - Энзиматические активности выделенных штаммов 

Штамм Амилаза Липаза Протеаза 
Фиксация 

азота 
Целлюлаза Фитаза 

B. subtilis R06B01 – – + – + – 
P. plecoglossicida NE09L2B04 – + + + – + 
R. phenolicus D03L2B06 – – – – – – 
P. megaterium PIB04 – – – – – – 
B. tropicus PIB0314/5 – – + – + – 
L. macroides NE09B05 – – – + – – 
P. taichungensis NE09B06 – – + – + – 
B. amyloliquefaciens R06B03 + – + – – – 
P. putida D01L2B02 – – – + – – 
B. amyloliquefaciens D01L2B03 + – + – + – 
R. ruber D03L2B02 – + + + – – 

Рис. 3 - Определение фитостимулирующих свойств выделенными бактериальными деструкто-
рами диоксинов штаммов на (А) томате и (Б) пшенице. Одинаковыми строчными латинскими 

буквами на панели А обозначены статистически не различающиеся варианты 
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Синтез индолил-3-уксусной кислоты (ИУК) 
у выделенных изолятов. 

Причиной фитостимулирующих свойств 
штаммов ризобактерий может быть синтез 
фитогормонов [34]. Мы анализировали синтез 
ИУК у выделенных непатогенных штаммов 
для объяснения фитостимулирующих свойств 

штаммов. Результаты анализа показали, что 
ни один из изолятов не производит ИУК в 
значительных количествах (табл. 3). Таким 
образом, выявленный эффект фитостимуляции 
у штамма B. tropicus. PIB0314/5, должен             
быть обусловлен какими-либо другими       
факторами. 

Определение колонизационных свойств 
непатогенных изолятов  

Колонизационные свойства очень важны 
для штаммов, осуществляющих фитобиореме-
диацию, поскольку эффективная колонизация 
корня растения с одной стороны является 
средством распространения агента ремедиа-
ции в почве, а с другой может частично        
обеспечивать защиту растения от токсичных 
веществ. Кроме того, активные колонизаторы 
могут защищать растение, ослабленное в  
условиях диоксинового загрязнения, от             
фитопатогенов, благодаря механизму          
конкурентной колонизации [35]. Штаммы, 
принадлежащие к непатогенным видам, выде-
ленные из почвы аэродрома Бен Хоа тестиро-
вали на проростках томатов. Наилучшие    

результаты показали четыре штамма: B. amy-
loliquefaciens D01L2B03 и B. tropicus 
PIB0314/5, которые колонизовали корни тома-
тов с плотностью 6,25×105 и 2,01×105 клеток/
см кончика корня, соответственно, P. putida 
D01L2B02, колонизационные способности 
которого были ещё выше и составляли 
2,80×106 клеток/см и P. plecoglossicida 
NE09L2B04 3,29 ×105 клеток/см (рис. 4). Вы-
дающиеся колонизационные способности 
псевдомонад хорошо известны и описаны на 
примере штаммов P.fluorescens WCS365 [36], 
P. fluorescens PCL1751 [37] или P. putida 
PCL1760 [35]. Остальные тестированные 
штаммы колонизировали корень томатов с 
эффективностью 103 – 104  клеток на 1 см 
кончика корня. 

Таблица 3 - Синтез индолил-3-уксусной кислоты 

Штамм Количество синтезируемого ИУК, мкг/мл 
B. subtilis R06B01 0,72 ±0,4 
P. plecoglossicida NE09L2B04 3,01±2,8 
R. phenolicus D03L2B06 3,99±3,2 
P. megaterium PI B04 2,48±0,9 
B. tropicus PIB0314/5 3,31±2,8 
L. macroides NE09B05 1,12±0,2 
P. taichungensis NE09B06 0,85±0,7 
B. amyloliquefaciens R06B03 0,91±0,2 
P. putida D01L2B02 6,19±0,2 
B. amyloliquefaciens D01L2B03 10,44±4,1 
R. ruber D03L2B02 8,69±1,4 

Рис. 4 - Колонизационная активность штаммов деструкторов диоксина. В качестве растения 
был использован томат сорта Белый налив 

Помимо жгутиков, с помощью которых 
происходит перемещение этих бактерий в 
жидких средах, они также обладают много-
численными системами хемотаксиса, что поз-
воляет им следовать по градиенту                   

питательных  веществ  в  корневых  экссуда-
тах,  эффективно  колонизируя  корень  расте-
ния [38]. Представители рода Bacillus являют-
ся группой микроорганизмов, также широко 
представленной в ризосфере [39]. Кроме того, 
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анализ видового состава в почве аэродрома 
Бьен Хоа показал доминирование бацилляр-
ных штаммов (47%), что указывает на их важ-
ную роль в микробиоме загрязненных почв. 
По результатам данного эксперимента штам-
мы B. amyloliquefaciens D01L2B03, Bacillus 
tropicus PIB0314/5 и P. putida D01L2B02    
можно рассматривать как бактериальные    
компоненты будущей фиторемедиационной           
системы. 

Выводы. Из почв, загрязнённых диоксина-
ми в районе аэродрома Бьен Хоа (Вьетнам), 
было выделено 37 бактериальных изолятов, 
демонстрирующих таксономическое разнооб-
разие с преобладанием грамположительных 
спорообразующих бактерий родов                      
Bacillus, Priestia, Niallia, а также актиномице-
тов рода Rhodococcus. Несомненно, дальней-
шее  изучение  данных  штаммов  предполага-
ет, как их полногеномное секвенирование,     
так и подробное биохимическое описание про-
цесса деградации диоксинов данными                 
штаммами. 

Среди выделенных штаммов идентифици-
рованы непатогенные изоляты с комбинацией 
полезных свойств: способностью к активной 
колонизации корней растений (P. putida 

D01L2B02, B. amyloliquefaciens D01L2B03,     
B. tropicus PIB0314/5 и P. plecoglossicida 
NE09L2B04), наличием ферментативной ак-
тивности (P. plecoglossicida NE09L2B04,         
B. amyloliquefaciens D01L2B03и B. tropicus 
PIB0314/5), а также способностью к фиксации 
атмосферного азота (P. putida D01L2B02 и        
P. plecoglossicida NE09L2B04). 

Штамм Bacillus tropicus PIB0314/5 проявил 
статистически значимую фитостимулирую-
щую активность на томатах, не связанную с 
синтезом индолил-3-уксусной кислоты. По-
скольку данный микроорганизм не производит 
фитазу и не фиксирует атмостферный азот, мы 
предполагаем, что фитостимулирующий эф-
фект данного штамма может быть обусловлен 
синтезом других стимулирующих веществ, 
отличных от ИУК. 

Полученные штаммы-деструкторы, облада-
ющие колонизационной и фитостимулирую-
щей активностью, такие как B. tropicus 
PIB0314/5, P. putida D01L2B02, B. amylolique-
faciens D01L2B03 и P. plecoglossicida 
NE09L2B04 являются перспективными канди-
датами для разработки микробных препаратов 
и создания эффективных систем фиторемедиа-
ции почв, загрязнённых диоксинами. 
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ISOLATION OF MICROORGANISMS FROM SOIL CONTAMINATED WITH DIOXINS 

Ngo Cao C., Nguen Thi Kim T., Nguen Viet K., Le Van T.,  K. A. Saparmyradov,  
E. N. Komissarov, M. D. Frolov, A. Yu. Sukhanov, N. V. Trakhtman, Sh. Z. Validov  

 
Abstract. Soil pollution with dioxins is a serious environmental problem, especially in Vietnam, where the military 

use of herbicides by the US Army has led to long-term contamination. Existing physicochemical remediation methods are 
ineffective for large areas, which makes it urgent to develop biological approaches, particularly phytoremediation using 
microbial destructors. The aim of this study was to isolate bacterial strains capable of dioxin degradation from contaminat-
ed soils at Bien Hoa Airfield (Vietnam) and evaluate their potential for phytoremediation. Thirty-seven morphologically 
distinct isolates were isolated using selection methods on a medium containing 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin. Taxo-
nomic analysis using the 16S rRNA gene revealed a predominance of gram-positive spore-forming bacteria of the genera 
Bacillus, Priestia, and Niallia (approximately 41%) and actinomycetes of the genus Rhodococcus (approximately 14%). 
Box-PCR genotyping confirmed the genetic diversity of the collection. Non-pathogenic strains were selected, including 
active tomato root colonizers (Pseudomonas putida D01L2B02, Bacillus amyloliquefaciens D01L2B03, Bacillus tropicus 
PIB0314/5), possessing a complex of enzymatic activities (protease, amylase, lipase, phytase) and the ability to fix nitro-
gen. B. tropicus PIB0314/5 demonstrated a statistically significant phytostimulating effect on tomatoes. The results indi-
cate that the isolated native bacterial strains are promising candidates for the development of microbial preparations and 
the creation of effective phytoremediation systems for soils contaminated with dioxins. 

Key words: dioxins, plant colonization, plant growth stimulation, phytobioremediation, IAA. 
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