Спасибо, господин председатель, спасибо участникам собрания.

Разрешите представить доклад на тему:
Полирезистентность И СУПЕРРЕЗИСТЕНТНОСТЬ
АНТАРКТИЧЕСКИХ МИКРООРГАНИЗМОВ

К ВЫСОКИМ КОНЦЕНТРАЦИЯМ ТОКСИЧНЫХ МЕТАЛЛОВ

Наши микробиологические исследования в Антарктике проводятся при финансовой и логистической поддержке Национального Антарктического научного центра Украины. Слайд 1.
Микробиологические исследования в Антарктике являются составной частью Государственной Украинской научной программы комплексного изучения антарктической биоты – т.е. как морских, так и наземных биоценозов. Слайд 2.

Мы начали системное изучение микробных ценозов в 2001 г. на биогеографическом полигоне на о. Галиндез. Полигон представляет собой термостатированный антарктический оазис, т.к. его максимальная высота составляет 58 м. Слайд 3.

На полигоне присутствуют все основные (доминирующие) биотопы – мхи, лишайники, трава, микроозера, водорослево-бактериальные пленки и т.д. Слайд 4.
Нативные и замороженные биологические образцы упаковывали в стерильные пакеты и затем исследовали в Киеве в Институте микробиологии и вирусологии. Cлайд 5.

Мы отбирали образцы преимущественно в малодоступных местах, с целью сведения к минимуму воздействия антропогенных и техногенных факторов на антарктические микроорганизмы. Слайд 6.

При помощи ГИС-методов созданы топографическая карта и 3D-модель полигона.  Локализация (положение) точек отбора образцов определены при помощи GPS. Слайд 7.

Сначала мы не планировали специального исследования металлрезистентности антарктических микроорганизмов. Для изучения микробных ценозов мы использовали классические методы почвенной микробиологии, – качественную и количественную характеристику микроорганизмов циклов С, N, S и т.д.

И только для количественной характеристики гомеостаза микробных популяций мы применили тяжелые металлы в качестве стрессового фактора.

Мы предполагали что токсический эффект металлов будет проявляться при их концентрации 1-10 мг/л, – это хорошо известно для почвенных и водных микроорганизмов. Слайд 8.

К нашему большому удивлению оказалось, что почвенные микроорганизмы проявили высокую устойчивость к токсичным тяжелым металлам. Так, концентрация жизнеспособных микроорганизмов составляла около 1 млн. клеток в 1 г почвы даже при 1000 мг/л весьма токсичной растворимой формы Cu2+. Слайд 9.

Более того, концентрация жизнеспособных клеток снижалась незначительно при повышении концентрации меди от 200 до 1000 мг/л Cu2+.
Поскольку медь(II) – один из самых токсичных металлов, мы использовали ее как «модельный» металл для изучения явления металлрезистентности. Слайд 10.

Медьрезистентные микроорганизмы обнаружены во всех доминирующих биотопах полигона – на скалах ледника, вертикальных обрывах, в почвах, мхах, лишайниках, озерных илах и т.д. Слайд 11.
Более того, на полигоне в большинстве проб преобладают микроорганизмы, устойчивые к 100 мг/л Cu2+. Они выделены красным цветом. Слайд 12.
Эта зависимость характеризуется коэффициентом распределения образцов с Cu2+-резистентными микроорганизмами. Обычно увеличение концентрации токсичного металла приводит к закономерному уменьшению количества металл-резистентных микроорганизмов (рис. – слева). Для полигона характерна противоположная зависимость (рис. – справа). Слайд 13.
После того как нами было обнаружено необычное явление металлрезистентности микроорганизмов на полигоне, мы расширили зону исследований и спектр токсичных металлов.

Изучена устойчивость антарктических микроорганизмов к 6 токсичным металлам (Hg2+, Cd2+, Сu2+, Co2+, Ni2+, Cr(VI) в форме CrO42-) в диапазоне заведомо (однозначно) бактерицидных концентраций от 50 до 5000 мг/л. 

Зона исследований – внутренний шельф пролива Пенола, 60 км с севера на юг и 30 км с запада на восток. Пробы отобраны на 19 островах и мысах континента. За последних 3 года отобрано 462 нативных и замороженных образца.  

На карте видно, что на всех изученных объектах присутствуют микроорганизмы, растущие при свехбактерицидных концентрациях токсичных металлов.

В почвах, гумусе и озерных илах концентрация металлов, определенная атомно-адсорбционным методом, весьма невелика. Поэтому явление металлрезистентности невозможно объяснить адаптацией микроорганизмов к металлам в окружающей среде. Слайд 14.

Для большинства объектов и биотопов специфичным (характерным) является высокий уровень устойчивости к возрастающим концентрациям металлов. В большинстве случаев металлы в концентрации 10-50 мг/л снижают количество выросших на агаризованной среде клеток на 1-2 порядка, с 107 до 105 степени.

Однако дальнейшее увеличение концентрации металла в питательной среде до 500 мг/л практически не снижало количества выросших колоний.

Для ртути максимально допустимая концентрация составляла 50-100 мг/л. Слайд 15.
Известно, что для гетеротрофных микроорганизмов в природе бактерицидные или бактериостатические концентрации кадмия, меди, хроматов и т.д. составляют 0,1…10 мг/л. Таким образом, полученные нами данные о сверхустойчивости к металлам антарктических микроорганизмов не соответствуют общепринятым представлениям о токсичности металлов.

Поэтому с целью определения максимально возможных (предельно допустимых) концентраций металлов для микроорганизмов мы применили разработанный нами еще в 1988 г. метод термодинамического прогнозирования взаимодействия микроорганизмов с токсичными металлами.

Метод основан на нескольких простых и понятных положениях:

1. Микробный метаболизм возможен только в зоне термодинамической стабильности воды, в диапазоне стандартного редокс-потенциала от –414 до +814 мВ. (А)
2. Все виды взаимодействия микроорганизмов с металлами возможны только в зоне термодинамической устойчивости воды. (В). 
3. Токсичность металлов-окислителей (Hg2+, CrO42- и Cu2+) определяется величиной их стандартного редокс-потенциала, который, в свою очередь, пропорционален концентрации металла в растворе. (С1 – С3) 

4. Однако повышение концентрации металла на 8 порядков (от 1×10-8 до 1,0 М) приводит к незначительному возрастанию редокс-потенциала – всего лишь на 200…400 мВ, значение (величина) которого остается в зоне термодинамической устойчивости воды (С1 – С3)
5. Отсюда следует, что для Hg2+ критической является концентрация 1×10-2 М или 10000 мг/л, а для CrO42- и Cu2+ рост микроорганизмов теоретически допустим и при 1,0 М концентрации этих металлов. Слайд 16.

Воодушевленные таким оптимистическим прогнозом, мы выделили из антарктической почвы ряд микроорганизмов, устойчивых к широкому спектру металлов в очень высоких концентрациях.
Общепринято, что Антарктика является самым экологически чистым регионом на Земле. Поэтому совершенно загадочным оказалось существование именно в Антарктике микроорганизмов, устойчивых к сверхвысоким концентрациям самых токсичных металлов. Слайд 17.

Несмотря на очень высокую устойчивость к хрому(VI), повышение его концентрации от 500 до 40000 мг/л приводит к полному подавлению роста микроорганизмов. Однако при внесении в агаризованную среду глюкозы (20 г/л) в качестве дополнительного источника углерода и энергии 2 штамма хорошо росли даже при концентрации хрома свыше 1.0 М – т.е. при 60000 мг/л Сr(VI). Слайд 18.
Сейчас нами выделено более 50 штаммов антарктических микроорганизмов, устойчивых к очень высоким концентрациям токсичных металлов. Из них 10 штаммов (В-3201 – В-3210) проявили максимальную устойчивость к трем наиболее токсичным металлам. Слайд 19.

Для всех 10 штаммов характерно также явление полирезистентнтости – т.е. способность расти при наличии в среде нескольких токсичных металлов в высокой, «бактерицидной» концентрации. Например, 3 штамма вырастают на агаризованной среде на 2-3 сутки в присутствии по 100 мг/л Cr(VI) и Hg2+, и 500 мг/л Cu2+. Слайд 20.

Очень важным доказательством широкого распространения металлрезистентных микроорганизмов является их высокое содержание в большинстве образцов доминирующих антарктических биотопов – почвах, мхах и лишайниках, озерных илах и гумусе. Например, микроорганизмы, устойчивые к 500 мг/л Cd2+ и Cr(VI), обнаружены в 40-70 % биотопов. Слайд 21.

Для изучения распространения металлрезистентных микроорганизмов на 12 объектах мы использовали 2 таких количественных показателя, как NCFU – количество металлрезистентных микроорганизмов в 1 г образца, и COC – коэффициент встречаемости металлрезистентных микроорганизмов – отношение количества металлрезистентных микроорганизмов к общему их количеству – в %. Слайд 22.
Эти показатели позволяют комплексно охарактеризовать количественные параметры металлрезистентности. Процентное содержание металлрезистентных микроорганизмов COC дает представление об их относительной встречаемости, а NCFU – об их абсолютном количестве в биотопах и образцах. Коэффициенты Сос показаны коричневым цветом, а величина NCFU – в виде столбцов
Так, несмотря на небольшие значения COC, в среднем от 0.01 до 3-5 %, абсолютное количество металлрезистентных микроорганизмов NCFU находится в диапазоне от n×103 до n×106. 

Во всех 17 исследованных объектах в каждом грамме образца присутствуют тысячи и миллионы клеток микроорганизмов, способных расти при «сверхбактерицидных» концентрациях 6 самых токсичных металлов. Поэтому можно считать, что металлрезистентность является распространенным явлением в исследованном регионе Антарктики. Слайд 23.
Антарктические микроорганизмы не только растут при сверхвысоких концентрациях 6 самых токсичных металлов, но и взаимодействуют с ними. Основные виды взаимодействия – это восстановление металлов до нерастворимых форм, связывание экзометаболитами в комплексные соединения, а также растворение осажденных форм металлов. Слайд 24.

Полученные результаты позволяют сделать следующие выводы. 
1. Впервые показано, что устойчивость микроорганизмов к сверхвысоким концентрациям токсичных металлов является широко распространенным явлением в районе внутреннего островного шельфа Западной Антарктики.

2. Достоверность явления металлрезистентности основана на следующих данных:

2.1 Суперррезистентность и полирезистентность антарктических микроорганизмов в отношении шести самых токсичных металлов – Hg, Cu, Cr, Cd, Ni и Co.

2.2.
Металлрезистентные микроорганизмы широко распространены во всех наземных биотопах в исследованной зоне Антарктики протяженностью 30 х 60 км. 

2.2 Высокая частота встречаемости и большая концентрация металлрезистентных микроорганизмов в антарктических биотопах.

2.4.
Способность антарктических микроорганизмов к биогеохимическому взаимодействию с металлами – т.е. они осуществляют восстановление, осаждение, мобилизацию и иммобилизацию металлов.

3.
По-видимому, металлрезистентные микроорганизмы представляют собой «ретро-формы», адаптированные к металлам еще во время неотектонической активности в Антарктике.

4.
На основе суперрезистентных антарктические микроорганизмов могут быть созданы новые универсальные биотехнологии очистки любых металлсодержащих промышленных сточных вод, а также биометаллургические технологии извлечения металлов из горных пород.
5.
Изучение явления металлрезистентности антарктических микроорганизмов представляется весьма перспективным как в теоретическом, так и прикладном аспектах и требует международной кооперации для проведения cистематических исследований. 

Мы выражаем искреннюю признательность за содействие в проведении исследований представителям Чилийского антарктического института д-ру Ротамалесу, д-ру Веронике, чилийским военным морякам – командору Артуро и майору Романо. Мы благодарим наших коллег с уругвайской станции АРТИГОС и российских зимовщиков станции БЕЛЛИНСГАУЗЕН, и особенно – Алексея Марина за поддержку во время 13 Сезонной Украинской антарктической экспедиции. Слайд 25.
Благодарю всех за внимание! Слайд 26.
