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The investigations ineluded assays of enzymatie aetivity of ectomyecorrhizal
fungi from the genera: Amanita, Cenococcum, Coltricia, Hebeloma, Lactarius,
Rhizopogon, Russula, Suillus, Tricholoma and the pine ectendomycorrhizal strain
MrgX., Among the 22 investigated strains of fungi 18 could decompose starch,
14 urea, 11 asparagine, 7 prolein, 6 pectin and 3 cellulose. The most varied
enzyme activities were found in Amanite musearia, A, verna, Hebeloma meso-
phaeum, ectendomycorvhizal isolate MrgX, Rhizopogon luteolus and Suillus
bovinus, the highest cellolotytic activity was shown by the ectendomycorrhizal
strain.

WSTEP

Aktywnodé enzyvmatyezna kazde] grupy drobnoustrojow jest wyznacz-
nikiem ich przynaleznosci ekologiczne] i powiazan symbiotyeznych, Istnieja
sugestie, 1z grzyby mikoryzowe ewoluowaly od saprofityzmu poprzez pa-
sozytnictwo do symbiozy — wspdlzycia mikoryzowego, osiggajac w tym
ostatnim wysoki stopien specjalizacji morfofizjologicznej. To przystosowa-
nie dalo swoj wyraz miedzy innymi we wlasciwosciach enzymatycznych
tyeh grzybow, zwlaszeza w zakresie syntezy enzymow bioracych udzial w
rozikladzie bardziej zlozonych zwigzkow typu celuloza czy lignina. Wiek-
§708¢ szezepow grzvbow ektomikoryzowyeh wykorzystuje gléwnie cukry
proste, wzglednie dwucukry (Harley 1959; Palmer, Hacskaylo
1970), podezas gdy np. grzyby ektendomikoryzowe wytwarzaja przypusz-
czalnie celulaze. Przvstosowanie do symbiozy daje takize w efekcie duig
wrazliwose tych grzybow na konkurencyjne dzialanie innych glebowych
crganizmow, podobnie jak ma to miejsce u obligatoryjnych patogendw,

Lundeberg (1970) badal pordwnawezo wydzielanie niektorych egzo-
enzymow przez typowe grzyby mikoryzowe oraz grzyby rozkladajace deiol-
ke. Jego dodwiadczenia potwierdzily znacznie nizsza aktywnos¢ enzyma-
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tyezna grzybow symbiotyeznych, ujawniajac jednoczesnie ich rozne wlas-
ciwosel w tym zakresie. I tak niektore z nich, jak np. Lactarius deliciosus,
Tricholoma albobrunnewm, wytwarzajg celulaze, proteinaze, pektvnaze,
Rhizopogon luteolus celulaze 1 proteinaze, Cenococcum graniforme — celu-
laze, pektynaze i laktaze. Wérod szezepow Boletus (Xerocomus) subtomen-
tosus autor wyroznil dwie rasy — jedna o niskiej aktywnosci enzymatycz-
nej, druga zblizona pod tym wzgledem do gatunkdéw rozkladajacych sciotke.

Obserwacje Lyra (1860) szlv takze w kierunku identyfikacji enzy-
méw grzybow mikoryzowych aktywnych w rozkladzie sciolki, a wige ce-
lulazy, amylazy, ksylanazy, pekiyvnazy i proteinazy. Aulor, przeprowadza-
jac rownolegle badania nad grzybami mikoryzowymi, patogenami rozkla-
dajacymi drewno oraz glebowymi grzybami saprofitycznymi z klasy Ba-
sidiomyeetes, stwierdzil w warunkach przeprowadzonyeh dodwiadezen, Zze
u grzybow ektomikoryzowyceh jak np. Boletus (Suillus) luteus, B. (S.) varie-
gatus, Amanita citrina wystepuje pewna aktywnosé celulolityezna, amyloli-
tyezna, proteolityezna oraz zdolnosé do rozkladu ksylanu, przy jednoczes-
nym braku pektynazy. U grzybow tych stopien akiywnosei enzymatyezne]
byl znacznie nizszy niz u dwu pozostalych grup, Wlasciwosé ta zreszia wa-
hala sie w zaleZznosci od skladu pozywki — znacznie malala w obecnosci
duzego stezenia rozpuszezalnych weglowodanow,

Z uwagi na wystepujace roznice w biosyntezie enzymow u roznych ga-
tunkow grzybow mikoryzowyeh iich szezepow (Hacskaylo 1973: Lyr
1960; Melin 1953), postanowiono przebadaé¢ te wlasciwos¢ poddajac te-
stowl szered szezepow o okreslonych cechach mikoryzogennyeh (P ach-
lewski, Pachlewska 1971, 1974).

MATERIAL I METODY

Obserwacjam{ objeto grzyby ektomikoryzowe (tab. 1) z rodzajow Ama-
nite, Cenococcum, Coltricia, Hebeloma, Lactarius, Rhizopogon, Russula,
Suillus, Tricholoma oraz szezep ektendomikoryzowy MrgX. Wszystkie szcze-
py pochodzily z kolekeji Pracowni Mikrobiologii Lesnej IBL w Jeziorach
(obecnie Pracownia Biologii Gleb Lesnych IBL w Sckocinie k. Warszawy).

Poddano probie rozkladu przez te grzyby w warunkach laboratoryjnych
skrebie, pektyne, celuloze, asparagine, bialko i mocznik.

Zdolnosci amylolityezne okreslano zmodyfikowana metoda wg Kas-
satkinej (1969). Modyfikacja polegala na uzyciu tylko jednej warstwy
(zamiast dwu) podloza o skladzie:

' skrobia rozpuszezalna — 1%

agar — 2%
woda wodociggowa — 1000 ml
Podloze rozlewano do plytek Petriego, inokulowano grzvbnia poszezegol-
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nych gatunkow i inkubowano 5-10 dni w temperaturze 25°C. Rozklad skro=
bi ujawniano zalewajac podioze 0,01 N roztworem jodu. Wokdl kolonii i
pod koloniami wytwarzajacymi amylaze tworzyly si¢ na granatowym tle
pozywki bezbarwne strefy.

Rozklad pektyny badano wg procedury opisanej przez Wierbine i
Cycure (1969).

W celu wstepnej oceny zdolnoécei celulolitycznych grzyby hodowano na
podlozu wg Dubosa o skladzie:

NaNO, — 0,05 g,

KH,PO; — 1 g,

MgSO, — 05 g,

KCl—05g,

FeSO, — 0,01 g,

woda destylowana — 1000 ml.

Paski bibuly filtracyjnej jako jedyne Zrédlo wegla wkladano do pro-
bowek i wylewano do kazdej po 5 ml w/w. roziworu. Po inokulacji hodowle
inkubowano 4 tygodnie w temperaturze 25°C. Te ze szczepow, ktore wy-
kazywaly zdolno$é wzrostu na bibule, traktowano jako potencjalnie zdolne
do jej rozkladu. W dalszym ciagu przeszczepiano je na podloza o skladzie:

I wariant I wariant
MgSO, — 0,5 g MgSO, —05¢g
KH,PO, —1¢g KH,PO, —1¢
cytrynian Zelaza 1% — 0,5 ml cytrynian zelaza 1% — 0,5 ml
ZnS0O, (1:500) — 0,5 ml . ZnS0, (1:500) — 0,5 ml
tiamina — 50 pg tiamina — 50 ug
d-celobioza — 5 g 50l sodowa karboksymetyleelulozy
agar — 20 g —10g
woda destylowana — 1000 ml woda destylowana — 1000 ml

Grzyby hodowano na obu podlozach w ciggu 14 dni w temperaturze 25°C;
oceniajac na pozywee z celobioza intensywnos¢ wzrostu, natomiast na pod-
lozu z karboksymetylceluloza okreslano zawarto$¢ cukrow redukujacych
metodg kolorymetryczng (Mejbaum-Katzenllenbogen, Moch-
nacka 1968).
Dezaminacje asparaginy okreslano na podlozu wg Girard i Rou-
gieux (1967).
Jako kryterium rozkladu bialka przyjeto uplynnienie Zelatyny. Test na
ureaze wykonywano na zmodyfikowanym podlozu wg Christensena:
glukoza — 1 g,
NaCl—5¢g,
KH,PO, — 2 g,
woda destylowana — 1000 ml.
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Podloze rozlewano po 10 ml do probowek, dodajac po sterylizacji termicz-
nej aseptyeznie po 1 ml 20% wodnego roztworu mocznika, przesaczonego
przez saczek bakteriologiczny Schotta G5, Wskaznikiem wytworzonego
amoniaku byl 0,1% roztwor wodny blekitu bromotymolowego; w obecnosci
amoniaku pozywka zmieniala barwe z zéltej na niebieska. y

WYNIKI I DYSKUSJA

Wérod przebadanych 22 izolatéw grzybow, reprezentujgeych 10 rodza-
jow (w tym 18 gatunkéw), 18 szezepdw odznaczalo sie zdolnoécig rozkladu
skrobi, 14 mocznika, 11 asparaginy, 7 bialka, 6 pektyny (tab. 1); 6 szczepow
wykazywalo wzrost na bibule celulozowej oraz na celobiozie bedacej pro-
duktem rozkladu celulozy. Pelny rozklad do glukozy ujawniono w przy-
padku 3 szezepow (tab. 1).

Najbardzie] wszechstronng aktywnoé¢ enzymatyczng wykazaly naste-
pujace grzyby: izolat z ektendomikoryzy sosny MrgX oraz grzyby ektomi-
koryzowe Suillus bovinus, Hebeloma mesophaeum, Amanite muscaria,
A. verna, Rhizopogon luteolus.

Wyniki te koresponduja z wlasciwosciami mikoryzogennymi tych szeze-
pow ujawnionymi w teécie mikoryzowym w czystych kulturach (Pach-
lewski, Pachlewska 1971, 1974).

Pewne odniesienie dla cze$ci naszych wynikow moze stanowi¢ praca
Palmera i Hacskaylo (1970). Wynika z niej, iz skrobia, znacznie
gorsze zrodlo wegla niz glukoza, byla jednak utylizowana przez wszystkie
uiyte do doéwiadezen szezepy. W naszych badaniach wlasciwosci amyloli-
tyczne wykazywala wigkszosé gatunkow.

Istniejace w literaturze dane co do mozliwodei wykorzystania pektyny
przez grzyby mikoryzowe s dosy¢ kontrowersyjne — nie zostaly potwier-
dzone przez Lyra (1960), natomiast cytowani juz Palmer i Hacs-
kaylo (1970) stwierdzili, iz pektyna byla dobrym Zrddlem C dla 6 ba-
danych przez nich gatunkdw. Autorzy ci podkreslaja, ze blaszka srodkowa
scian komérkowych jest naturalnym siedliskiem tej grupy grzybow, stad
wytwarzanie pekiynazy nie powinno byc¢ zaskakujace. Niemniej badacze ci
uwazaja, iz substrat ten nigdy nie jest wykorzystywany przez grzyby ekto-
mikoryzowe jako Zrodio wegla wewnatrz korzenia. W naszych obserwacjach
aktywnodé¢ w rozkladzie pektyny wykazaly: szczep ektendomikoryzowy
MrgX, a takze grzyby ektomikoryzowe: Amanita muscaria, Cenococcum
graniforme, Suillus bovinus, S, luteus.

Najwiekszg aktywnosé celulolityezna ujawniono u wspomnianego wyzej
szezepu MrgX wyizolowanego z ektendomikoryzy sosny. Wskazywaloby to
na zdolnose tego grzyba do rozkladu zwigzkow bedaeveh komponentami
Scian komorkowych, co tlumaczy mechanizm jego infekeji intracelularnej.
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Sposrdd 6 izolatdéw wykazujacych dobry wzrost na bibule celulozowej tvlko
u 3 potwierdzono testem na karboksymetylcelulozie pelny rozklad do glu-
kozy. Nie wszystkie drobnoustroje celulolityczne dysponuja kompletem
egzo- 1 endoenzymow biorgeych udzial w rozkladzie tego zwiazku, Wynik
naszego doswiadczenia moze by¢ tez w pewnej mierze zwigzany z okresem
inkubacji grzybow — przy réznym tempie rozkladu 14-dniowy period mogl
okazaé sie zbyt krotki.

Zdolnos¢ do rozkladu mocznika akcentowana jest w wielu pracach,
m. in. w monografii Harleya (1959). W naszych doswiadczeniach naj-
wiekszg aktywnos$é pod tym wzgledem wykazal Rhizopogon luteolus oraz
jeden ze szczepow Suillus luteus; drugi szezep tego gatunku nie wytwarzat
ureazy.

Dezaminacja asparaginy u wiekszosci grzybow glebowych jest zjawi-
skiem bardzo rozpowszechnionym. Poddane przez nas testowi szczepy grzy-
bow mikoryzowych wykazaly réine wlasciwosti w tym zakresie — tylko
polowa szezepow rozkladala ten zwiazek z wydzieleniem amoniaku.

Stosunkowo niewiele szczepow charakteryzowalo sie wlasciwosiciami
proteolitycznymi. Najintensywniej proces ten byl prowadzony przez Rhizo-
pogon luteolus. Zagadnienie zdolnoci do proteolizy grzybow mikoryzo-
wych podejmowali i potwierdzali w swych badaniach cytowani juz Lun-
deberg (1970)i Lyr (1960).

Doswiadezenia nasze, jak réwniez przytoczone prace, wskazuja jedno-
znacznie na wielkg labilneéé, jaka istnieje w aktywnosci enzymatycznej
omawianej grupy grzybow. Zmiennoéé te z jednej strony tlumacza rézne
warunki przeprowadzanych eksperymentow, z drugiej roinice szczepowe,
ktore moga sugerowaé istnienie ras fizjologicznych u gatunkéw z grupy
grzybow mikoryzowych.

Analiza uzyskanych wynikow, na przykladzie gatunkow Amanite mus-
caria, Sutllus bovinus i Rhizopogon luteolus, nasuwa przypuszczenie o ko-
relacji miedzy aktywnoscia mikoryzowa tych szczepow a zdolnoscig pro-
dukowania przez nie enzymow oraz regulatorow wzrostu — auksyny (IAA)
i cytokinin (Pachlewski, Pachlewska 1974) jako waznych czyn-
nikéw zwiazkéw mikoryzowych zarowno w ich inicjacji, jak i w pézniej-
szych fazach fizjologicznych wspolzycia mikoryzowego.

WNIOSKI

1. Wysoki stopien aktywnoscl enzymatycznej szezepow Amanita mus-
carie, A. verna, Suillus bovinus i Rhizopogon luteolus koresponduje z ich
wlasciwosciami mikoryzogennymi, jako grzybow o duzej aktywnosci ekto-
mikoryzowej.
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2. Analiza enzymatyczna szczepu MrgX — odznaczajacego sig wérod
badanych grzybow najwieksza zdolnoscig celulolityczng — potwierdza jego
aktywnosé¢ i wirulencje w infekeji ektendomikoryzowej korzeni siewek sos-
ny w szkolkach lesnych.

3. Grzyby ektomikoryzowe posiadaja silnie zréznicowane wlasciwosci
biosyntezy enzymow, przy czym wigkszos$¢ z nich, w warunkach przepro-
wadzonych doswiadezen, wykazala duze mozliwosci produkowania amylazy
i ureazy.

4. Stanowisko ekologiczne Coltricia perennis znajduje potwierdzenie w
jej dos¢ znacznej zdolnosci do rozkladu celulozy.

5. Stosunkowo bogaty garnitur enzymatyczny grzybow mikoryzowych,
a w szezegolnosei udzial w nim, u niektorych szezepow enzymow celuloli-
tycznych pozwala sadzic o roli Lych grzybow nie tylko jako o przekaznikach
substancji pokarmowych roslinie—gospodarzowi w zwigzkach mikoryzo-
wych, ale rowniez o udziale w rozkladzie materialu roélinnego w glebach
lesnych.
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