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An attempt has been made to evaluate the participation of mycorrhizal
fungi in the process of degradation of some aromatic compounds. 24 strains
of ectomycorrhizal fungi, 1 ectendomycorrhizal strain and 11 nommycorrhizal
strains which decomposed wood were investigated. The observations were
aimed at showing the synthesis by these fungi of laccase, peroxidase and
tyrosinase, None of these fungi synthetized peroxidase.

WSTEP

Istnieje poglad, ze grzyby mikoryzowe nie biorg udzialu w rozkla-
dzie ligniny (Harley 1959). Ich ograniczone mozliwosci wykorzysty-
wania takze innych wielkoczasteczkowych zwiazkéw (Melin 1953) sa
wyrazem przystosowania do symbiotycznego wspélzycia z roslinami wyz-
szymi. Pelny cykl rozwojowy tej grupy grzybdéw warunkowany jest ogni-
wem mikoryzowym. Przy braku gospodarza mogg one jednak egrysto-
waé saprofitycznie; pozostajge w fazie wegetatywnej pokrywajg swoje
zapotrzebowanie na #rédlo wegla i energii kosztem materii organicznej
gleby.

Schemat rozkladu ligniny zaproponowany przez Trojanowskie-
go (1973) wskazuje na udzial w nim oksydaz, a szczegélnie w pierw-
szym okresie demetylacji peroksydazy i lakazy. Autor stawia hipoteze,
ze oba enzymy moga pelni¢ analogiczne funkcje i wzajemnie sie zaste-
powaé. Oksydazy te, utleniajgc rézne zwigzki fenolowe, sg czynne takze
zapewne w procesie humifikacji, mineralizacji préchnicy i lignifikacji
(Trojanowski 1964). Na podkreslenie zastluguje fakt, iz lakaza od-
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znacza si¢ stosunkowo malg specyfika (Fédhraeus, Ljunggren 1961;
Fdadhraeus 1961) i utlenia szereg zwigzkéw aromatycznych takich jak
katechol, hydrochinon, gwajakol i jego pochodne, p-krezol. Przy licz-
nych doniesieniach dokumentujgecych synteze oksydaz polifenolowych
przez grzyby z innych grup ekologicznych (Bavendamm 1928; He n-
derson 18960; Lyr 1956, 1957/58; Malmstrom 1958; Troja-
nowski (1966), prace zwiazane w tym aspekcie z grzybami mikory-
zowymi sg nieliczne (Lundeberg 1970).

Celem naszych do$wiadczen byla proba ujawnienia syntezy enzymow
biorgcych udzial w rozkladzie wybranych zwigzkéw aromatycznych przez
grzyby mikoryzowe reprezentowane pod wzgledem systematycznym przez
rézne rodzaje, gatunki i szczepy.

MATERIAL I METODY

Szczepy grzybéw. Obserwacjami objeto 24 szczepy grzybow
ektomikoryzowych (tab. 1), 1 siczep ektendomikoryzowy i poréwnaw-
czo 11 szczepéw niemikoryzowych odznaczajacych sie zdolnoscig rozkladu
drewna. Izolaty grzybow mikoryzowych oraz Clitocybe nebularis, C. in-
fundibuliformis, Collybia butyracea, C. velutipes, Hypholoma fasciculare,
Marasmius graminum, i Pholiota squarrose pochodzily z kolekeji Pra-
cowni Biologii Gleb Le$nych IBL w Sekocinie. Szczepy Armillaria mel-
lea i Phlebia gigantea otrzymane z Pracowni Fitopatologii IBL.

Oznaczenia enzymatyczne DoSwiadczenia szly w kie-
runku ujawnienia zdolnosci do wytwarzania peroksydazy, pozakomoérko-
wej lakazy (oksydazy p-dwufenolowej) i tyrozynazy (oksydazy o-dwufe-
nolowej). W oznaczeniach postuzono sie gléwnie metodg Ly ra (1957/58).

W celu wykrycia®lakazy i percksydazy grzyby hodowano w ciggu
5-10 dni w temp. 25°C na plytkach Petriego z podlozem o skladzie:

malt-ekstrakt 20 g ¥
glukoza 20 g
pepton lg
a-naftol 50 mg
agar 18 g

woda destylowana 1000 ml, pH 4,5-5,0

O meozliwosdci syntezy tych enzyméw wnioskowano na podstawie po-
jawienia si¢ ciemnoniebieskiego zabarwienia podloza pod grzybnig i wo-
kot niej, bedgcego wynikiem utlenienia a-naftolu. W celu odréinienia
lakazy od peroksydazy (oba enzymy daja produkty utleniania identyczne)
barwy), szczepy wykazujgce pozytywna reakcje, przeszczepiano na pod-
toze o skladzie jak wyzej, lecz bez w-naftolu, stale i ptynne. Po 5-10
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dniach inkubacji w temp. 25°C wyjmowano kultury grzybéw wraz z pod-
lozem z plytek i na odwrotng strong hodowli wprowadzano roztwér 0,1%
benzydyny w buforze octanowym o pH 4,4, W przypadku tworzenia eg-
zolakazy pojawialo sie niebieskie zabarwienie, Nastepnie powierzchnig po-
zywki pokrywano dodatkowo roztworem 2% wody utlenionej. Przy po-
zytywnej peroksydazie niebieskie zabarwienie, dzieki utlenieniu benzy-
dyny, winno ulec intensyfikacji. Z hodowli na pozywce plynnej pobiera-
no okolo 5 ml przesgczu, dodawano kilka kropli 1% wody utlenionej
i kilka kropli 2% wodnego roztworu p-fenylenodwuaminy. W przypadku
syntezy peroksydazy przez grzyb winno pojawié¢ sie ciemnoniebieskie za-
barwienie.

Dla stwierdzenia tyrozynazy do malt-agaru dodawano 2 g/l tyrozyny.
Kryterium dzialalnosci tyrozynazy bylo pojawienie sie wok6! grzybni
czerwonobrunatnego pigmentu bedacego wynikiem utlenienia tyrozyny.
Poniewaz tyrozynaza jest endoenzymem, efekt jej dzialania ujawnia sie
dopiero po spowodowaniu autolizy grzybni — w tym celu grzybnie
traktowano 0,1% HgCl,.

Kierujgc sig praca Bavendamma (1928) wszystkie testowane
szezepy grzybéw inkubowano ponadto na malt-agarze z dodatkiem taniny
w ilodei 1 g na litr. Zwigzek ten obok kwasu galusowego jest substratem,
ktéory moze by¢ utleniany przez wszystkie trzy brane pod uwage enzy-
my. Produkt utlenienia przyjmuje ciemnobrgzowe zabarwienie, identycz-
ne pod wplywem dzialania wszystkich enzymobéw, Nie mozna zatem tg
metodg wyrdzni¢ poszczegdlnych bickatalizatoréw. Test moze odgrywac
tylko role uzupeiniajyca.

WYNIKI

Spoéréd przebadanych 24 szczepdéw grzybéw ektomikoryzowych, re-
prezentujacych 18 gatunkow, 5 szczepdéw naleizgcych do 2 gatunkéw —
Cenococcum graniforme i Hebeloma mesophaeum — syntetyzowalo la-
kaze wydzielang pozakomérkowo. Szczepy niemikoryzowe odznaczaly sig
takze zdolnoscia wytwarzania tego enzymu, przy czym najwickszg ak-
tywnos¢ wykazywaly Armillaria mellea i Pholiota squarrosa (tab. 1).
Produkeje lakazy przez C. graniforme sygnalizowal takze Lundeberg
(1970).

Zaden z-uzytych do dodwiadczen izolatéw nie wytwarzal peroksy-
dazy. Z cytowanych przez Lyra (1957/58) grzybéw wywolujgeych bia-
la badZz brunatng zgnilizne drewna poddali$my testowi 4 gatunki. Wy-
niki pod wzgledem pozytywnej reakeji na agarze z taning oraz zdolnosci
wytwarzania lakazy przy braku aktywnosci peroksydazy, z wyjatkiem
A. mellea, sa zbiezne. Natomiast w warunkach naszych doswiadczen
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1—Table

1

Akiywnoéé enzymatyczna grzybdw mikoryzowych i rozkladajacych drewno

Enzymatic activity of mycorrhizal and decaying wood fungi

Test ‘mi- |
Nrlub koryzowy |
sym- z sosng ekto-| Reakcja
el -ektendomi- na agarze Peroksy- | Tyrozy-
Gatunek S2CZ€-|  yporyza |z taning| Lakaza | daza naza
Species Nw Mycorrhi- | Reaction| Laccase | Peroxi- | Tyrosi-
s;'::_r zal test withjon tannin | dase nase
bol of f'::;::: gl |
strain mycorrhizal
1 2 3 4 6% 7
Amanita citrina (Schif) | 0583 | 4+ - = s “ A3
| 8. F. Gray 0587 | + — - - - ~
| A. muscaria (L. ex Fr) |
Hooker 1/182| + ~-— + 1 - - A
A. verna (Bull, ex Fr.) [
Pers, ex Vitt | 0141 + i e | =3 b =
| Armillaria mellea |
| (Vahl) Karst. | = = f 1 +4 - -
| Boletus edulis Bull, ex | |
| ¥ 120 | + - - -~ - -
| Cenococcum graniforme | 3543 | + — + + - -
| (Sow.) Ferd. et Winge | 4031 nie te- -+ ‘ + - -
| 4947 | stowano + | + - -
4952 (not + I e -
| tested)
Clitocybe  infundibuli- |
formis (Schif. ex Fr.) | |
Quél. 12| - - - | - - -
C. nebularis (Fr. ex | 0982 = = += + . -
Batsch.) Quél. m7| - - + ‘ + - -
1020 =, - + + - -
Collybia butyracea | !
| (Bull, ex Fr.) Quél 1840 - = + | + - | -
| C. velutipes (Curt. ex . |
| Fr) Quél w087 | - = + | + - | -
Coltricia perennis (L. |
ex Fr.) Murr, 198 | + — - - - l -
Hebeloma mesophaeum [
(Pers, ex Fr.) Quél 3037 + = + l + - | -
Hypholoma fasciculare : +
(Huds. ex Fr.) Kum. | 1668 = e + & + - | —
Izolat z ektendomikory- | {
Zy sosny — iMrgx| — + + - - +
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1 | 2 | 3 I 4 | & 8 | % ‘
|
Lactarius quietus Fr. ! 1377 I e = = | - 5 [ = |
Marasmius graminum [ |
(Libert) Berk. 106 | = = + | + - = ]
Phlebia gigantea (Fr.) nie te- J | |
| Donk stowano -+ + Hia - {
! ‘ot | | [
tested) |
Pholiota squarrosa | { s
(Pers. ex Fr) Kum. | 1101 | — =— ++ = = =
Rhizopogon luteolus Fr. | 0211 | + ~— m=ie e - -
Russula emetica Fr. 2081 | + -— ol Sl T =
Suillus bovinus (L. ex | E
Fr) O. Kuntze |wa | + = | - - x
8. flavidus (Fr.) Sing. 0164 g == — ! T | - =
S. granulatus (L, ex Fr.) [ | |
0. Kuntze 45| 4+ - - | = | =] =
S, luteus (L. Fr.) | 0112 + = o | i E =
S. F. Gray uss |+ — = = 2 =y o
| Tricholoma albobrunne- s
|  um (Pers. ex Fr) ’ }
| Kum. 1951 + - == | - - [
T. flavovirens (Pers. ex
| Fr) Lund. 2183 | + - - - - - |
‘T‘. imbricatum (Fr. ex
Fr.) Kum. 1962 + - = | = = A
! T. pessundatum (Fr.) |
Quél 2870 + - - == - =

++ bardzo znaczna aktywnodé (very conciderable activity); -+ reakeja pozytywna (positive
reaction);
% slaba aktywno#é (poor activity); — brak reakeji (not reaction)

szczepy A. mellea, Hypholoma faseiculare i Pholiota squarresa nie wy-
kazaly zdolnoSci syntezy tyrozynazy. Z kolei stwierdzilismy produko-
wanie tyrozynazy przez 4 szczepy mikoryzowe — Amanita muscaria,
izolat z ektendomikoryzy sosny MrgX oraz, w mniejszym stopniu, Hebe-
loma mesophaeum i Suillus bovinus. W tym ostatnim przypadku dyfuzja
brazowego pigmentu do wiekszoéci podlozy utrudniala prawidlowe od-
czytanie testu.

Z naszych wczeéniejszych badain (Pachlewski, Chrusciak
1979) wynika, iz zarowno Hebeloma mesophaeum jak Cenococcum gra-
niforme, Suillus bovinus i szczep MrgX nalezg do grzybéw o stosunko-
wo znacznej aktywnosci enzymatycznej (udzial w rozkladzie asparaginy,
mocznika, skrobi, pektyny) w poréwnaniu z innymi grzybami symbio-
tycznymi, co potwierdzajg uzyskane w niniejszej pracy wyniki.

Szerokie rozpowszechnienie w glebie Cenococcum graniforme, o cha-
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rakterze niemal ubikwistycznym, pozwala przypuszczaé, ze reprezen-
tanci tego gatunku mogg wspéluczestniczyé w procesach, w ktérych czyn-
na jest lakaza.

Bavendamm (1928) uwaza, ze istnieje prosta zaleinoéé miedzy
reakcjg grzybow utleniajacych tanine, a zdolnoscig do rozkladu ligniny.
Pozniejsze badania m.in. Henderson (1960) wykazaly, ze test Ba-
vendamma upraszcza zagadnienie, Niemniéj L yr (1957/58) wyraza tak-
ze poglad, iz zdolnoscig do rozkladu ligniny odznaczaja sie grzyby wy-
twarzajace lakaze i peroksydaze. Lakaza jest egzoenzymem i wg Lyra
nie ma watpliwosci, ze wlasnie ten enzym jest gléwnie odpowiedzialny
za pozytywny wynik testu Bavendamma. W naszych obserwacjach uwa-
ga ta znajduje potwierdzenie.

Rola tyrozynazy sprowadza sie do przemian zwigzkéw fenolowych,
ktére mogg m.in. pochodzi¢ z rozkladu ligniny lub wydzielin korzenio-
wych. W konsekwencji stezenie tych zwigzkéw utrzymuje sie w koncen-
tracjach nietoksycznych dla reélin. Trojanowski: (1973) cytuje wy-
niki badan Eklund, z ktérych wynika, ze utlenienie przez drobnoustroje
katecholu i tyrozyny ma wyrainie korzystny wplyw na rozwdj roslin
dzieki stymulujgcemu dzialaniu chinonéw powstalych z tych zwigzkow.

WNIOSKI

1. Symbioza grzybéw z roélinami wyzszymi ogranicza ich aktywnosc
enzymatyczng. Nie mniej jednak, jak wykazaly badania, nie moina wy-
kluczy¢ udzialu tej grupy Basidiomycetes i Ascomycetes w przemianach
zwigzkdéw organicznych zachodzaeych w glebie.

2, Synteza lakazy przez grzyby ektomikoryzowe jest cechg stosunko-
wo rzadkg. Aktywne wytwarzanie tego enzymu stwierdzono u 4 szcze-
péw Cenococéum graniforme i 1 izolatu Hebeloma mesophaeum.

3. Amanita muscaria, izolat z ektendomikoryzy sosny MrgX oraz, nie-
co mniej aktywnie, Hebeloma mesophaeum i Suillus bovinus wytwarzaly
w warunkach naszego-doSwiadczenia tyrozynaze.

'4. Zaden z objetych obserwacjami szczepéw nie produkowal peroksy-
dazy.
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