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Streszczenie

Celem prezentowanych badan bylo oznaczenie aktywnosci enzymow wydzielanych do podtoza
przez dwie formy trufli letniej: Tuber aestivum i Tuber uncinatum Vittad. W pracy wykazano, ze
T. aestivum i T. uncinatum uwalniajg do podtoza hodowlanego biatka enzymatyczne o aktywnos$ci:
lakazy, proteazy, lipazy oraz celulazy i ksylanazy. Analiza aktywnosci enzymatycznej w ptynnych
hodowlach obu form trufli letniej wykazata znaczne réznice biochemiczne pomigdzy nimi. Obserwo-
wano zdecydowanie wigkszg aktywnos¢ zewnatrzkomorkowych enzymow u 7. aestivum, szczeg6lnie
lakazowa i peptydazowa. Wyniki badan wskazuja na r6zna swoisto$¢ substratowa lipaz wydzielanych
przez te trufle: 7. uncinatum syntetyzuje lipazy wykazujace aktywnos¢ tylko do octanu p-nitrofenolu,
natomiast 7. aestivum — takze do palmitynianu p-nitrofenolu. W hodowlach obu form trufli wykryto
niewielka aktywnos¢ celulolityczna i ksylanolityczna. Ksylanazy i celulazy oraz lakazy wydzielane
przez grzybnig¢ obu form tych trufli moga bra¢ udziat w procesie zawigzywania symbiozy mykoryzo-
wej.

Stowa kluczowe: celulaza, ksylanaza, lakaza, lipaza, proteaza, Tuber aestivum/uncinatum
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WSTEP

Trufle s zaliczane do grupy makrogrzybow, zwanych tez wielkowocnikowy-
mi. Ich owocniki sg zbudowane ze §cisle przylegajacych do siebie i zré6znicowa-
nych anatomicznie strzg¢pek grzybni, ktére tworza ksztalt bulwy. Rodzaj trufla (7u-
ber spp.) obejmuje ok. 70 gatunkéw, z czego 32 wystepuja w Europie [STREI-
BLOVA i in. 2010]. Grzyby te sg rzadko spotykane. Wytwarzaja podziemne owoc-
niki jadalne cenione przez ludzi i zwierzeta ze wzgledu na niezwykly smak i aro-
mat. Mikoryza umozliwia wzajemng wymiang¢ substancji pokarmowych, ktéra
gwarantuje lepszy wzrost i rozw6j obu komponentom [CSORBAINE i in. 2009;
HILSZCZANSKA 2009]. Gatunek Tuber aestivum Vittad., nazywany truflg letnia,
jest najbardziej rozpowszechnionym gatunkiem w Europie, dlatego tez jest spoty-
kany pod wieloma nazwami regionalnymi. Trufle tworza symbioz¢ ektomykory-
zowa z wieloma gatunkami drzew i krzewdw, jak np. dgb szypulkowy (Quercus
robur L.), buk zwyczajny (Fagus sylvatica L.), leszczyna pospolita (Corylus avel-
lana L.), lipa drobnolistna (7ilia cordata Mill.) oraz grab pospolity (Carpinus betu-
lus L.) i jesion wyniosty (Fraxinus excelsior L.) [ROSA-GRUSZECKA i in. 2014;
STREIBLOVA i in. 2010]. Z powodu skomplikowanego i mato poznanego cyklu
rozwojowego hodowla trufli jest bardzo trudna. Zmniejszenie podazy trufli powo-
duje znaczne zwigkszenie popytu na te grzyby, dlatego ceny niektérych ich gatun-
kéw, np. Tuber magnatum, sa bardzo wysokie [HALL i in. 2003]. Do gléwnych
czynnikéw determinujgcych plon trufli naukowcy zaliczaja: siedlisko, temperature,
opady, warunki glebowe, mykoryz¢ oraz zmienno$¢ wewnatrzgatunkowa. W naj-
nowszych hipotezach o owocowaniu trufli zaklada sie, ze wspotzyja one z innymi
mikroorganizmami glebowymi, a nie tylko z drzewami [CSORBAINE i in. 2009].
Istnieje wiele niescistosci zwigzanych z fizjologig tych grzybow, a procesy bio-
chemiczne zwigzane z ich rozwojem poznano w bardzo niewielkim stopniu. Dlate-
go celem niniejszej pracy byl pomiar zewnatrzkomoérkowej aktywnosci enzyma-
tycznej dwoch form trufli letniej 7. aestivum i T. uncinatum Vittad.

MATERIAL I METODY BADAN

Material biologiczny

Grzybnia hodowlana dwoch form trufli Tuber aestivum oraz T. uncinatum Vit-
tad., rosnaca na pozywce MMN, pochodzita z kolekcji Zaktadu Ekologii Lasu, In-
stytutu Badan Lesnictwa w Sekocinie Starym. Podczas badan grzyby przechowy-
wano na podlozu statym Martina w temperaturze 4°C.
Warunki hodowli trufli

Szczepy T. aestivum i T. uncinatum Vittad. hodowano na podtozu o nastepuja-
cym skladzie (w przeliczeniu na dm’ podloza): glukoza — 10 g, maltoza — 5 g,
KH,PO, - 0,5 g, MgSO,4 — 0,5g oraz tiamina HCI — 0,0005 g i biotyna — 0,005 g.
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Hodowle prowadzono przez 25 dni w temperaturze 28°C, proby pobierano steryl-
nie do oznaczen, co 5 dni.
Otrzymywanie preparatu enzymatycznego

Zrédtem preparatow grzybowych, w ktérych oznaczano aktywno$é enzyma-
tyczng byly tzw. ptyny pohodowlane, otrzymane po oddzieleniu biomasy grzybni
od reszty pozywki w odpowiednio prowadzonych hodowlach grzybéw, dodatkowo
filtrowane przez saczki z bibuly i w razie konieczno$ci wirowane (10 000
obr.-min"" przez 10 min), w celu osiagniecia klarownosci roztworu do oznaczen
enzymatycznych.

Metody oznaczania aktywnosci enzymow

Aktywno$¢ lakazy oznaczano z uzyciem ABTS — kwasu 2,2’-azyno-
bis (3-etylenobenzotiazolinowego) (Sigma) jako substratu, stosujac zmodyfikowa-
ng metode FERNANDESA i in. [2005]. Absorbancje prob zmierzono przy A = 420
nm. Aktywno$¢ lakazy (U) wyrazono w mikromolach produktu powstatego w wy-
niku dziatania lakazy na substrat w temperaturze 25°C i w pH 5,2 w ciggu 1 min
reakcji.

Aktywnos$¢ proteazy oznaczono z uzyciem azokazeiny (Sigma) jako
substratu. Mieszanina reakcyjna sktadata si¢ z 300 pl enzymu, do ktérego dodawa-
no 150 pl 1% azokazeiny w 0,1 M Tris-HCl o pH 6,8. Mieszaning reakcyjng inku-
bowano przez 30 min w temperaturze 40°C. Reakcj¢ przerywano, dodajac 600 pl
10% kwasu trojchlorooctowego. Mieszaning odwirowywano i mierzono absorban-
cj¢ przy A = 420 nm, wzglgdem proby kontrolnej [JANKIEWICZ i in. 2012]. Aktyw-
no$¢ (U) wyrazono w warto$ci absorbancji przeliczonej na 1 min reakcji.

Aktywno$§¢ lipazy oznaczono zmodyfikowang metodag WILLERDINGA
iin. [2011] z uzyciem octanu p-nitrofenolu (Sigma) i palmitynianu p-nitrofenolu
(Sigma) jako substratow. Aktywnos$¢ lipazy (U) wyrazono w mikromolach p-nitro-
fenolu, otrzymanego w wyniku reakcji w 0,1 M buforze Tris-HCl o pH 6,8
w temperaturze 37°C, pH = 7,8. Absorbancj¢ mierzono przy A = 405 nm wobec
proby kontrolne;.

Aktywnos$¢ ksylanazy oznaczono zmodyfikowang metodag BAILEYA
[1992] z uzyciem jako substratu 1% xylanu (Sigma) w 0,1 M buforze fosforano-
wym o pH 6,0 i wyrazono iloscig powstalych w reakcji cukrow redukujacych. Za-
warto$¢ cukrow redukujacych oznaczono z zastosowaniem kwasu 3,5-dinitrosali-
cylowego (DNS) metoda MILLERA [1959]. Absorbcje zmierzono przy A = 540 nm,
wobec proby kontrolnej. Jako jednostke aktywnosci (U) przyjeto liczbg mikromoli
cukrow redukujacych, uwolnionych w ciggu 1 minuty reakcji.

Aktywnos$¢ celulaz oznaczono z uzyciem 1% roztworu karboksyme-
tylocelulozy (Sigma) w 0,1 M buforze fosforanowym o pH 6,0 i wyrazono w mi-
kromolach cukrow redukujgcych oznaczanych w obecno$ci DNS metodag MILLERA
[1959]. Absorbancj¢ zmierzono przy A = 540 nm. Jako jednostke aktywnosci (U)
przyjeto liczbe mikromoli cukréw redukujacych uwolnionych w ciggu 1 min reak-
cji.
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Wszystkie wyniki przedstawione w pracy sa $rednig z co najmniej trzech po-
wtorzen doswiadczenia. Btad wzgledny nie przekraczat 5%.

WYNIKI BADAN

Aktywno$¢ lakazy wykryto zarowno w hodowli T. aestivum, jak i T. uncina-
tum, jednak jej poziom byt r6zny. W hodowlach T. aestivum aktywno$¢ ta byta kil-
kakrotnie wicksza niz w hodowlach T. uncinatum (rys. 1).
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Rys. 1. Zmiany aktywnosci lakazy w hodowlach T. aestivum oraz T. uncinatum;
zrodto: wyniki wlasne

Fig. 1. Changes in the activity of laccase in cultures of 7. aestivum and T. uncinatum;
source: own study

W przypadku obu form trufli najwigcksza aktywno$¢ lakazy, wynoszaca 0,22
U'min' dla 7. aestivum i 0,05 U'min"' dla 7. uncinatum zaobserwowano w 10.
dniu hodowli. Duza aktywno$¢ lakazy utrzymywata si¢ do 15. dnia hodowli, nato-
miast pozniej, w 20. i 25. dniu, aktywnos¢ ta znacznie malata.

W hodowlach obu form grzyboéw zaobserwowano takze aktywno$¢ proteoli-
tyczng. Poziom aktywno$ci proteaz byt niemal dwukrotnie wyzszy w hodowli
T. aestivum niz w hodowli T. uncinatum. Aktywnos$¢ proteolityczna obu badanych
form trufli stopniowo wzrastala w kolejnych dniach hodowli. W 5. dniu hodowli
wykrywano jedynie niewielka aktywnos¢, w 10. dniu hodowli poziom ten byt juz
trzykrotnie wyzszy, a najwyzszy notowano w 15. dniu hodowli (rys. 2). Niewielkie
zmniejszenie aktywnosci obserwowano w 20. dniu, natomiast w 25. dniu aktyw-
no$¢ proteolityczna wynosita jedynie ok. 40% jej najwigkszej wartosci.

Badane szczepy grzybow produkowaty takze zewngtrzkomorkowe lipazy, za-
rowno gdy jako substrat zastosowano p-nitrofenol palmitynianu, jak i p-nitrofenol
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Rys. 2. Zmiany aktywnosci proteolitycznej w hodowlach 7. aestivum oraz T. uncinatum;
zrodto: wyniki wlasne

Fig. 2. Changes in proteolytic activity in cultures of 7. aestivum and T. uncinatum; source: own study

octanu. Aktywnos¢ lipolityczng wykrywano jedynie w 15- i 20-dniowych hodow-
lach trufli (tab. 1). Aktywnos¢ zewnatrzkomoérkowych enzymow lipolitycznych
szczepu T. aestivum byta wigksza w obecno$ci palmitynianu p-nitrofenolu niz oc-
tanu p-nitrofenolu. Lipaza z hodowli T. uncinatum wykazata aktywnos$¢ jedynie
w obecnosci octanu p-nitrofenolu.

Tabela 1. Aktywnos$¢ lipolityczna w 15. 1 20. dniu hodowli trufli
Table 1. The lipolytic activity on 15" and 20™ day of truffle culture

Aktywnosé¢ (U) w obecnosci Aktywno$¢ (U) w obecnosci
palmitynianu p-nitrofenolu octanu p-nitrofenolu
Forma trufli Activity (U) in the presence Activity (U) in the presence
Form of truffle of p-nitrophenyl palmitate of p-nitrophenyl acetate

15. dzien hodowli | 20. dzien hodowli | 15. dzien hodowli | 20. dzien hodowli
15™ days of culture | 20" days of culture | 15™ days of culture | 20 ™ days of culture

T. aestivum 0,28 0,26 0,14 0,12
T. uncinatum nie wykryto nie wykryto 021 0.20
not detected not detected

Zrodto: wyniki whasne. Source: own study.

Sladowa aktywnos¢ ksylanazy i celulazy odnotowano tylko w 10. i 15. dniu
hodowli (tab. 2).

Aktywno$¢ celulaz w hodowli trufli 7. aestivum byta wigksza w15. dniu ho-
dowli, natomiast ksylanaz — w 10. dniu. W hodowli T. unciantum wykryto niewiel-
ka aktywnos¢ ksylanaz i celulaz jedynie w 15. dniu ich hodowli.
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Tabela 2. Aktywno$¢ celulolityczna i ksylanolityczna trufli w 15. i 20. dniu hodowli
Table 2. Cellulolytic and xylanolytic activity on 15™ and 20™ day of truffle culture

i Aktywnos¢ (U) celulaz Aktywno$¢ (U) ksylanaz
For;na trufly Cellulase activity (U) Xylanase activity (U)
of pogn | 10 dzief hodowli | 15. dzie hodowli | 10. dzies hodowli | 15. dzie hodowli
10™ days of culture | 15 ™ days of culture | 10™ days of culture | 15™ days of culture
T. aestivum 0,12 0,14 0,14 0,11
T. uncinatum nie wykryto 0,09 nie wykryto 0,10
’ not detected ’ not detected ’
Zrodto: wyniki whasne. Source: own study.
DYSKUSJA

W warunkach doswiadczenia dwie formy trufli letniej — 7. aestivum i T. unci-
natum — wytwarzaly zewnatrzkomorkowe enzymy o aktywnosci: lakazy, lipazy,
ksylanazy, celulazy i proteazy. Pomigdzy tymi dwiema formami wystapily duze
roznice w aktywnos$ci wydzielanych enzymoéw — forma 7. aestivum byla bardziej
aktywna biochemicznie. Ciekawa jest zaobserwowana w badaniach zdolnos¢
uwalniania enzymow o aktywnosci lakazowej przez obydwie badane formy. Laka-
zy — enzymy z klasy oksydoreduktaz — sg bardzo rozpowszechnione w $wiecie ro-
$lin 1 grzybow, katalizujg utlenianie szerokiego spektrum zwiazkow organicznych
i nieorganicznych [ARIAS i in. 2003; SUZUKI i in. 2003]. Dotychczas nie opisano
szczegotowo tych enzymow u trufli, ale potwierdzono obecnos$¢ sekwencji koduja-
cej to biatko enzymatyczne w genomie Tuber magnatum [ZAMPIERI i in. 2014].
Lakazy grzybowe, obok peroksydaz, naleza do enzyméw ligninolitycznych, biora-
cych udziat w naturalnych warunkach $§rodowiskowych w rozkltadzie ligninocelu-
lozy, bedacej trudno biodegradowalnym zwiagzkiem chemicznym [LI i in. 2008;
THURSTON 1994]. W przypadku trufli podkresla si¢ takze udziat tych enzymow w
oksydacji monofenoli i fenoli [ZAMPIERI i in. 2014]. Aktywno$¢ lakazy w stosunku
do ABTS jako substratu obserwowano u innych grzybow, w tym Ascomycota sp. i
Cladosporium sp. Prezentowane przez autorow wyniki badan przedstawiaja po-
dobng jak w naszych badaniach tendencj¢ spadku aktywnosci po dluzszym czasie
hodowli grzybow [L11i in. 2014].

Proteazy (peptydazy) sa enzymami niezb¢dnymi w kazdej zywej komorce, po-
niewaz przyczyniajg si¢ do utrzymania rownowagi pomiedzy degradacja a synteza
biatek [NYGREN i in. 2007]. Gtéwna rolg zewnatrzkomdrkowych proteaz wydzie-
lanych przez szczepy T. aestivum i T. uncinatum moze by¢ udzial w odzywaniu
i wzroscie grzybni. Wydzielanie proteaz jest do$¢ powszechng cechg u grzybow.
Hydrolazy te dobrze scharakteryzowano np. u Pleurotus ostreatus [PALMIERI i in.
2001] lub u réznych szczepdw Aspergillus [MACCHIONE i in. 2008].
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Obydwie formy badanych trufli majg zdolno$¢ do uwalniania lipaz. Lipazy
charakteryzuja si¢ zdolnoscig katalizy mi¢dzyfazowej, ktora polega na przeprowa-
dzeniu reakcji w uktadach typu lipid-woda. Stanowig one bardzo réznorodna grupe
enzymow katalizujacych reakcje hydrolizy estréw 1 transestryfikacji gliceroli
[MROZIK i in. 2008; ULKER i in. 2011]. Grzybowe lipazy, ze wzgledu na swoja
specyfike i stabilno$¢ w zrdéznicowanych warunkach chemicznych i fizycznych,
odgrywaja duza role¢ w przemysle oraz biokonwersji cennych substancji [SUBASH
iin. 2013]. Ich aktywno$¢ wykryto m.in. w hodowlach Rhodosporidium sp. 1 Can-
dida sp. [LI i in. 2014]. W literaturze jest niewiele szczegolowych informacji
o tych enzymach pochodzenia grzybowego, co moze by¢ zwigzane z rzadkim wy-
stepowaniem ich w tych organizmach oraz trudno$ciami zwigzanymi z wydziela-
niem ich z komoérek [ANTCZAK 2001], dlatego tez duza wewnatrzkomoérkowa ak-
tywno$¢ lipolityczna u badanych form trufli letniej jest niezwykle ciekawa. Celula-
zy i ksylanazy to hydrolazy zdolne do rozktadu celulozy i ksylanu, polisacharydow
obficie wystgpujacych w srodowisku naturalnym. Ksylan jest jednym z podstawo-
wych sktadnikow hemiceluloz, ktore wraz z ligning i celuloza wchodza w sktad
kompleksu ligninocelulozowego w §cianach komodrkowych roslin, bedac waznym
sktadnikiem drewna [TOKARZEWSKA-ZADORA i in. 2005]. Celulazy i ksylanazy to
hydrolazy czgsto wystepujace u grzybow, ich aktywnosé oznaczono m.in. u Cerre-
na unicolor [BELOWA 1 in. 2014] oraz u Trichoderma reesei [DESHPANDE i in.
2008].

PODSUMOWANIE

1. Badane formy trufli letniej — 7. aestivum i T. uncinatum Vittad. wydzielajg
zewnatrzkomorkowe biatka enzymatyczne o aktywnos$ciach: lakazy, proteazy, li-
pazy oraz ksylanazy i celulazy.

2. Duzg aktywnos$¢ enzymatyczng obserwowano pomiedzy 10. a 20. dniem ho-
dowli trufli w pltynnych pozywkach, przy czym wicksza aktywnos$¢ wszystkich ba-
danych enzymow wykryto u 7. aestivum.

3. Ksylanazy i celulazy oraz lakazy wydzielane przez grzybni¢ obu form trufli
letniej moga bra¢ udziat w procesie zawiazywania symbiozy mykoryzowe;.

4. Proteazy 1 lipazy moga uczestniczy¢é w pozyskiwaniu sktadnikow energe-
tycznych do wzrostu grzybni trufli.

5. Zaobserwowane znaczne roznice w poziomie i rodzaju aktywnosci enzymow
moga $wiadczy¢ o odmiennej aktywno$ci metabolicznej badanych form trufli let-
niej.
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METABOLIC ACTIVITY
OF Tuber aestivum/Tuber uncinatum Vittad. MYCELLIUM
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Summary

Truftle have long been appreciated for their culinary value. However, knowledge about their bio-
chemical activity is still insufficient. Therefore, the aim of this study was to preliminarily assess the
enzymatic activity of two forms of summer truffle (7uber aestivum Vittad.). The results showed that
studied fungi of the genus truffle (Tuber spp.) — T. aestivum and T. uncinatum secrete extracellular
enzymatic proteins with activities of: laccase, protease lipase, cellulase and xylanase. The high activi-
ty of the enzyme was observed between 10™ and 20" day of truffle cultivation in liquid culture. High-
er activity of all tested enzymes was detected in the culture of 7. aestivum. Significant differences
observed in the level and kind of enzymatic activity might indicate different metabolic activity of
studied forms of summer truffle.
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