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A Rhizobium-torzsek eltartasa liofilizalt allapotban

MANNINGER ERNO
MT A Tulujtand és Agrokémiait Kutatd Intédzete, Budapest

Mivel a rhizobium-tenyészetek laboratériumi fenntartasaval jaré gyakori
atoltasok elénvtelen digszociaciokat eredményezhetnek, amelyvek kivetkezté-
hen a rhizobium-baktériumok teljesitéképessége meg_,vd,ltozhflt, az oltéanyag-
gvartishoz évrdl évre j rhizobium-torzseket kell izoldlni és teljesitéképességii-
ket ellendrizni. Mivel ez hosszadalmas és koltséges, hasznosnak latszott oly
modszer utdn kutatni, melvnek alkalmazasaval a rhizoblum-baktériumok hosz-
szabl ideig eltarthaték anélkiil, hogy tulajdonsdgaik megviltozninak.

A liofilizdlas technikdjanak az utébbi néhany évtizedben bekovetkezett
nagymérvii fejlédése kévetkeztében manapsig a legalkalmagabh modszernek
tekintik ezt az eljardst mikroorganizmusok tartositdsdra.

A rhizobiumoknak ily médon torténd eltarthatosdgarsl alig talalunk
kizleménveket (APPELMANN és SEARS [1], DorobuLINa [2], KUI’LETSZhAJA.
[3]. Manual of Microbiological Methods [4], WROBEL [6]).

Médszer

A liofilizalast, mas néven fagyasztva szdritist egy a Phylaxidban mar jo
eredménnyel haszndlt, hazilag Osszedllitott IF losdorf—Mudd rendszert készii-
lékkel (SzARMARY [5]) végestem a I\()VL‘EI\LL(Jkeppen a liofilizdlandd baktérium,
szuszpenzio 0,5 —10.5 ml-nvi mennyviségét kb, 15 em hossza kapillarissal rendel-
kezi  Pasteur-féle pipettikkal 3 ml-t befogadd ampullikha pipettiztam,
tigvelve arra, hogy az ampulldk nvaka ne lur\ en nedves. Miutin az ampullik
tartalménak ..elézetes megfagvasatasa’” megtortént, felerdsitettem azokat az
elosztokra, Az ampullik aljat tovabhra is alkohol. szarazjég-fiirdében tartot-
tam, Miutdn a Maveren-féle vacuscop segitségével nmg_,qvomdtcm arrél, hogy
a rendszerben a szivattv( miikadésének hatdsdra mar lctreJUtt 0,1 mm hlrranv-
oszlopnak megfeleld ve ikuum, megnvitottam az eloszté és az rlmleldk lu’)/‘(,
szerelt vakuumesapokat. Ezutdan az ampullik tartalmat mar esak a parolgds
okozta hiveszteséy tartotta fagyott dllapotban, ami a fiird6hél kiemelt ampul-
Likon [élérdan beliil leesapddéd dér megjelenésébdl is megitélhetd volt.

A felszabadulé pdardk az eloszton keresztiil kertiltek a jénai iiveghdl
késziilt Flosdorf - Mudd rendszert] siirit6kbe, amelvekben az aldjuk helyezett
Dewar-féle palackokban levd alkohol-szdrazjég-kasa hiitd hatdsdra a para
ismét jégeé fagvott. A szdritds végére a haktériumszuszpenzio lyukacsos viz
alakjaban mar rad vissza.

Eredmények és kovetkeztetések

A liofilizdlashoz szilard babagar felilletén nétt 24 érds kultarikat hasz-
naltam, amelveket kétféle védskolloiddal: folozott, autoklivozott tejjel és
sterilre sziirt, inaktivalt lovérsavival mostam le. Minden lemosott szuszpen-
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zi6hol liofilizdltam 5—5 ampulldt, s ugyanakkor megillapitottam a szuszpen-
zidkban foglalt csirdk szdmat lemezontéses médszerrel, A leforrasztott ampul-
lik mindségét Tesla-féle késziilékkel ellendriztem, majd az ampullikat szoba-
hémérgékleten taroltam.

Elész6r 10 hénap utdn bontottam ampullikat, amelyeknek tartalmat
L ml steril vizben oldottam fel. A szuszpenziébél kozvetleniil ferde babagarra
oltottam, amelyen 48 éra alatt 27 C°-0s termosatitban, a savéval lemosott
egy VII/5 jeli liofilizdlt tenydészet kivételével, kindttek a kultardk. Ebbdl az,
egybdl is valdszintileg azért nem néttek ki a baktériumok, mert az ampullak
nyakdnak letoréséhez hasznalt alkoholos vattibél az ampulla belsejébe némi
alkohol sziviroghatott, amely a lelingolasnal meggvulladva elégette a bakté-
riumokat. (Ezt litszik hizonyitani az a tény is, hogy ugvanezt a rhizobium-
torzset tartalmazé masik ampulla tartalmazott é16 baktérinmokat.) A csira-
szdm alakuldsdt 10 hénap utin a tdblizatban mutatom be.

Az eredménybdl megallapithattam, hogy 1. A esiraszdamban 10 hénapig
tartd tarolis utdn elég nagy csokkenés kovetkezik be, szaporoddsképes sejt
azonban mégis marad elegendd mennyiséghen minden ampullaban. Tehat
ennyi ideig eltarthaték a rhizobium-tirzsek liofilizalt allapothan.

1. tablzat

A rhizobium baktériumok szima a liofilizaldskor, 10 és 26 hénap utan
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A zérdjelbe tetl szdm mutatja, hogy az alatta levé szdamot 10-nek hdnyadik hat-
vianydval kell szorouni, A baktériumszdmok 0,5 ml liofilizalt szuszpenziora vonatkoznalk,

2. A baktériumok a 10 hénapos tdrolasi idd folyamin a gumdképzs
tulajdonsdgukat is véltozatlanul megtartottak.

A kovetkez$ vizsgilatra a liofilizildst kovets 26. hénap utén keriilt sor.
Ekkor ugyanazokat a vizsgilatokat végesztem, mint az elsé alkalommal. A tah-
lazat adataibél lithato, hogy 26 hénap utén oly erésen csokkent a csiraszam,
hogy 3 esethen nem nétt telep a lemezen. A esiraszdmesskkends dtlag 10°-szeres,
két esetben 108-szoros. Az élethen maradt baktériumok névekeddsi erélye
kielégit volt, a megszokott idd alatt néttek ki a tenyészetek. A liofilizAlt
baktériumokkal végzett tenvészedény-kisérletek is e baktériumok hatdsossé-
it igazoljak.
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Az utébbi kisérletbd]l megillapithatd, hogy a szohahémérsékleten tar-
tott, liofilizalt rhizobium készitmények két évig nem tarthatdk el, mert ennyi
idd8 alatt a vizsgalt torzseknek csaknem a fele elpusztult. Tovabbi kisérletek
lennének sziikségesck annak eldontésére, hogy a 10 és 26 hénap kozott melyik
az az id6, amelynek tartamdaig a liofilizdlt készitmények elteheték tulajdon-
sdgaik megvaltozdsa nélkil. Gyakorlatilag azonban ennck nines sok jelentd-
sége, mert ¢ tekintetben csak a teljes évek szdmanak ismerete fontos, mivel az
ij novények begytijtése, illetve a baktériumok izoldldsa vegetdcids periédu-
sonként, tehat csak évenként ismétl3dd szakaszban torténhet meg.

Tovahbi kisérletek lennének sziikségesek annak megillapitdsdra is, nem
lehetne-e a liofilizalt tenydszeteknek jégszekrényben val tartasival a kisérle-
temhen meghatdrozott cltartdsi idejiiket meghosszabbitani.

Osszefoglalas

A fagyasztva szdritdst egy hdzilag dsszedlitott Flosdorf —Mudd rendszer(
késziilékkel végeztem. A liofilizdldshoz szilard babagar felilletén nétt 24 6rés
tenyészetcket haszndltam, amelyeket kétféle véddkolloiddal: f6lozétt, auto-
klavozott tejjel és sterilre sz(irt 16vérsavival mostam le. Az ampulldkat szoba-
hémérsékleten taroltam, majd 10 és 26 hdénap utdn vizsgdltam tartalmukat.
Az eredményekb6l megallapithattam, hogy:

1. A csiraszdmban 10 hénapig tartod tdrolds folyaman elég nagy csokke-
nés kivetkezik be, szaporoddképes sejt azonban mégis marad elegendé meny-
nyiséghen minden ampulliban a torzs elszaporitdsira.

2. A baktériumok szima 26 hénap utdn oly erésen csokkent, hogy harom
mintaban nem taliltam él6 baktériumpéldanyt. Ebbdl kovetkezik, hogy lio-
filizalt rhizobium-készitmények szobahSmérsékleten két évig nem tarthatok
el, mert ennyi id§ alatt a vizsgalt torzseknek csaknem a fele elpusztul.

Erlezett : 1964. dprilis 6.
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Xpaneﬂue mrammoB pH306HH B JIHO[I]P[JIHSH]]OB&HHOM COCTOAHHH
E. MAHHHHTEP
HayuHo-HECeA0BATe/IbCKUH MHCTHTYT TMOYBOBEAEHHA H arpoxumin H. A. Beunrpuu, Bypaneuwr

Peszwme

npl‘l yacToil HITOKYJISIHHE HITAMMBI DHEOGHH NPeTePeBaloT HeXKeAaTeNIbHbBIE H3MCHEHHST,
1103aTOMY JAJ5A HYIKI GGIQTEDHBHBHUP’[ INOMBIILICHHOCTH HeoOX0HMO KamAL IOl BBIAENATL
HOBBLIE 11 HOBDLIC 1UTAMMBI pliS(]ﬁHH, JKH3HECIMOCOOHOCTh KOTOPHIX A0JIKHA MOCTOSAHHO KOHTRO-
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JHPOBATLCST. TIPHIOTORICHHE HOBBLIX WITAMMOB JUIHTCALHLET 1 A0pOrocTosIuMil npouece U no-
STOMY BOSHHKIA HeoOXOAMMOCT B paspaGOTKe HOBOIO Meroia XPaHEHHS LITAMMOB, IIpH
KOTOPOM OAKTCPHH MOTYT COXPAHHTBCS JIHTEILHOE BPEMST, HE H3MEHSIST CYIECTBEHHO CROM
cgoficrea. Oisa aroli uemnn ABTOD NIPHMEHSTTT Mohuansauuw. BuicyunpaHie HPOMOPAXKHBA-
HHEM NpoBOAMIOCE B mprdope « Flosdorf—Mudd»s usroropicHusny g HHCTHTYTCKOIT MacTepcroii,
Aas nnodunuzanum Gpanucs 24 yacopbie WTAMMLI, KOTOpPbIC 00pabaTuiBaIHCEL ABYMS BHIAMM
BAUMTHLIX KOJJIOHA0B: NMPOMLIBAJIMCH CTEPHIBHLEIM CHATBIM MOJIOKOM U NPOPUARTPOBAHHO
CTEPHILHOH HHAKTHBHOH CBIBOPOTKOI, MOJIYHeHHOH 13 KPOBH JIOWAAH. AMMYJNLI XPAHUIIHCH
TNpH KOMHATHO! Temmeparype, aarest uepes 10 n 26 MECSIIIEB COACPIKAHIE HX NDOAHATHIHPOBA-
Jjlock. M3 NaHHLIX aHaNHM3a YCTAHOBMIIM, YTO:

1. Tlpu xpanennu ao 10 smecsiien DaKTEPHANBHOE YHCNO B 3HAYNTENLHOL Mepe CHH3H-
JI0Ck, 1O CTIOCOGHOCTE KJICTOK K PASMHMKCHHI) BCE 3Kke COXPAHMNIACKL H Oblia LOCTATOUYHOMH ia
AaibHEHIIET0 PABMHOMKEHMA IITAMMOB KA 10i AMITY JIBL.

2. 3a 20 mecsiues wHCio GakTepHil TAK CHIbHO CHHM3HJIOCh, UTO B TPEX 00Pa3IAX SKHUDLIX
GAKTEPHH coBcem He oBHaApy»kuaH. Ma aroro CACAYCLT, HTO JIMOMUIIHBHDOBAHHLIC NPCHAPATDHI
PH3ODHST IPH KOMHATHOI TeMmepaType He MOTYT COXPAHATHCH A0 2-X JET T.K. 34 TAKOIl rmpo-
MOKYTOK BPCMEHH 1TOYTH [0J0BHHA HCCAEIYEMBIX LUTAMMOE ITOI'HOAET.

HeohxoamMo mocraniTh ONMuITLL IS YOTAHOBNCHUST BOSMOMCHOCTH MPOUICHHST COXPa-
HeHHS IIHOIDHJIHS[/IDUB.’:IHH})IX HWITAMMOB B XOJIOJAHIBHHKAX.

Taba. 1. Yneno Gaxrepril puzodua B MOMeHT Jmopunzanmi vepes 10 u 26 mecsines.
(1) Bpems nadmonenuit. S — CLIBOPOTKA KaK 3ALUUTHBIN KOUIOMA. t = MOJOKO KaK 3AATHLI
KoJuoug. Lngpor B crodkax noxaswsawT crenens 10, Ha KOTOPOE HY)KHO YMHOMHTh 3HAYCHHS
HAXOMSILUECST B HIGKHEN CTpOKe. BakTepHanbHOe ukCIo OTHOCHTCS K 0,5 ma. muoduansupo-
BaHHOI CyCIenain,

The Preservation of Rhizobium Strains in Lyophilid Condition
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Summary

Sinee the frequent grafling of rhizobium cultures may result in disadvantageous
dissociations, year by year new rhizobium strains must be isolated and their productivity
controlled for the production of inoculum. Sinece this is a circumstantial and therefore
expensive process it seemed important 1o search for a method by the application of which
the rhizobia can be prescrved for a longer period without changing their properties. For
this purpose I wanted to make use of lyophilization. Freeze-drying was earried out with
a home made Flosdorf—Mudd apparatus, For the lyophilization 24 hour cultures £rown on
the surface of solid bean agar wore used which have been washed off with two kinds of
protective colloids; skimmed autoclaved milk and sterile filtered inactivated horse blood
serum. The ampoules were stored at room temperature and the contents examined after
10 and 26 months. From the results it has been established that:

L. In the number of germs during storage for 10 months a rather considerable
decrease oceurs but still in each ampoule there remained cells capable of reproduction
in a sufficient amount to increase the strain,

2. The number of the bacteria has so considerably diminished after 26 months
that in three samples no living bacterium specimen was found. From this it follows that
lyophiled rhizobium preparations can not be preserved at room temperature for two
years because during that period almost half of the strains examined perish.

Further experiments were needed to establish whether by lkeeping the lyophiled
cultures in a refrigerator the period of their preservation could not be prolonged.

Tuble 1. Number of rhizobium bacteria at Iyophilization after 10 and 26 months
(1) Date. s = serum as protective colloid, t — milk as protective colloid. The figure put
in brackets shows which power of 10 must the number below be multiplied with. The
bacterium numbers are related to 0,5 ml lyophiled suspension.




