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影响菌根真菌黑核菌原生质体

分离的因子研究
‘

孔繁翔

摘要 从菌根真菌黑核菌 菌丝分离出原生质体
,

并获得再生菌落
。

研

究了预处理方法及不同水解酶组合
,

酶解温度和菌丝密度对原生质体产率的影响
。

在用胰蛋白酶

。陀
· 一 ’

预处理后
,

以 山梨醇为渗透 压稳定剂
,

温度为
,

及纤维素酶
,

溶解

酶和浸解酶处理
,

可获得较高的原生质体产量
。

在固体及液体再生培养基 中
,

原生质体均可形成再

生菌落
,

再生率为
。

葡萄糖
一 一

磷酸脱氢酶和 甘露醇脱氢酶活性测 定结果表 明
,

分离出的原

生质体具有较高的生理活性
。

关健词 黑核菌
、

菌根真菌
、

原生质体再生
、

葡萄糖
一 一

磷酸脱氢酶
、

甘露醇脱氢酶

从菌根真菌获得的原生质体可以用于真菌的转化
、

诱导突变和细胞融合实验
,

以改 良真菌

品种 同时
,

原生质体又是分离细胞器
,

如线粒体和液泡的重要来源
,

是进行亚细胞生理学和细

胞膜物质转移性研究的理想工具
,

而这种研究在探索菌根真菌与植物之间的营养关系方面
,

具

有很重要的意义
。

自 和 〔‘〕
首次报道从菌根真菌分离出原生质体 以来

,

已有多种菌根真菌获得

原生质体并形成再生菌落
仁 。

粘滑菇属 月 占 ,

的 个种及乳牛肝菌〔
、 占 , ,

」的原生质体
,

已被用作筛选突变种的工具川 有报道 以一种与挪威云杉

、  

形成菌根的担子菌哈蟆菌仁 。 , ,  !
〕

的原生质体为材料
,

用来研究碳水化合物透过其质膜的特性川
。

本文报道 了不同水解酶的组合
,

温度和菌丝 在分离液中的密度等有关因子对菌根真菌

—
黑核菌的原生质体产率及其再生菌落形成的影响

,

并测定和 比较 了菌丝与原生质体所 含

代谢酶的活性
,

以确定原生质体的生理功能
,

为分离其中的功能细胞器
,

从亚细胞水平进一步

研究菌根真菌与植物之间营养物质交换的机理
,

建立一个较理想的系统
。

材料与方法

菌种和培养方法

黑核菌 “
‘

由德国图宾根大学植物生理生态研究所提供
,

从野外

林地挪威云杉的外生菌根分离得到
。

菌丝培养在装有 培养基 的锥形瓶  

中
,

置于摇床上
, ,

黑暗
,

连续振荡
。

培养期间 转接一次
。

转接前
,

菌丝培

一 一 收稿
。

孔繁翔副教授 南京大学环境科学与工程 系 南京 。。
。

,

本文 为 一  年中德合作交流资助项 目
,

年国家自然科学基金项 目
“

酸沉降对菌根共生蛋白合成及营养关

系的影响研究
”

部分内容
。
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养物用匀浆器
一

盯
, ,

将菌丝打散
,

吸取 已匀浆的菌丝悬浮

物
,

加入新鲜培养基
,

保持菌落在液体培养基中
,

其直径小于
。

菌丝的预处理

培养 一 的菌丝 用孔径为 拼 的尼龙丝绢 收集
,

重 蒸水 洗涤 次
,

重新悬 浮于

液体培养基中 在高压灭菌前将其 用 调至
,

每 菌丝悬

浮液加入胰蛋 白酶
,

并置于黑暗中进行预处理
。

原生质体的分离

后 经预处理的菌丝用丝绢收集
,

并相继用重蒸水和原 生质体分离液洗涤
,

分离液的

组成为 山梨醇
,

牛血清蛋白
,

抗坏血酸
,

氯化钙和
一

缓冲液
, ,

洗后的菌丝悬浮于分离液 中
,

加入各种水解酶
,

在黑暗中保温
‘

。

不同水解酶组合对原生质体的释放影响 试验的酶有几丁质酶
,

纤维素酶
,

溶解酶和浸

解酶等
。

所试酶在溶解于分离液后
,

离心
, ,

经 拼 微孔滤膜过滤灭菌
。

各

种水解酶的浓度见结果
。

不同菌丝密度对原生质体的分离影响 在每毫升分离液中
,

加入菌丝鲜重分别为
、

、 、 ,

水解酶组合为纤维素酶
· 一 ‘ ,

溶解酶
· 一 ‘

和浸解酶
一 ’ 。

酶解温度对原生质体产率的影响 所用水解酶组合同
,

在水解酶加入后
,

菌丝处理

温度分别为 一
’

。

酶处理 后
,

用一层 拼 和三层 拜 的尼龙丝绢过滤
,

收集原生质体
,

并用分离液

离心洗涤 次
,

原生质体再次悬浮于分离液中
,

用血球计数板检 测悬浮液中原生质体产率后
,

分成二等份
,

一部分用于再生试验
,

另一部分用 山梨醇
一

缓冲液 山梨醇溶解于

缓冲液中
,

离心洗涤 次后
,

测定其蛋白质含量及酶活性
。

原生质体的再生

原生质体悬浮液涂布于 琼脂的 固体培养基表面
,

并以 山梨醇

或 氯化钾 作为渗透稳定剂
,

培养皿 直径为
。 置于黑暗中

,

。

在倒置显微镜下连续观察原生质体的再生过程
,

左右
,

直到可见菌落出现
,

计数菌

落数
,

对照为原生质体先悬浮于未加渗透稳定剂的 液体培养基中
,

再涂布于固体再生

培养基上
。

原生质体的再生率按 等  方法计算
。

酶活性和蛋白质含量的测定

菌丝和原生质体用液氮迅速冷冻固定
,

并储存于 一 下
,

菌丝在冷冻条件下
,

用微型研

磨器
一 ,

德国 破碎
,

所得菌丝粉末在一 下真空冷冻干燥
,

并在真空条

件下保存
。

菌丝粉末和原生质体用  硼酸盐缓冲液
,

 硫基乙醇
,

5 m M

E D T A

,

p H 7

.

5) 在 O C 下提取
,

离心(10 000 9 ,

10 m i
n)

,

上清液用于酶活性及蛋白质含量的测

定
。

葡萄糖
一

6

一

磷酸脱氢酶活性在微孔板上按 J
ohn 方法[v] 测定

;甘露醇脱氢酶的测定按 W
ah er

方法〔81测定
;
蛋白质含量的测定按 G

utt enberg e: 和 H
am pp 方法川进行

,

以牛血清蛋白(B sA )

作标准蛋白
。



林 业 科 学 研 究 9卷

养物用匀浆器 (U h ra
一

T 盯ra x
,

9 4 0 0
rP m

,

1 m i
n

) 将菌丝打散
,

吸取 5 m L 已匀浆的菌丝悬浮

物
,

加入新鲜培养基
,

保持菌落在液体培养基中
,

其直径小于 3 m m
。

1

.

2 菌丝的预处理

培养 1一 Z d 的菌丝 用孔径为 40 拼m 的尼龙丝绢 收集
,

重 蒸水 洗涤 3 次
,

重新悬 浮于

M M N C 液体培养基中 (在高压灭菌前将其 pH 用 0
.
25 M K O H 调至 7

.
1)

,

每 100 m L 菌丝悬

浮液加入胰蛋 白酶 2
.
0 m g

,

并置于黑暗中进行预处理
。

1

.

3 原生质体的分离

l h 后
.
经预处理的菌丝用丝绢收集

,

并相继用重蒸水和原 生质体分离液洗涤
,

分离液的

组成为
:0
.
S M 山梨醇

,

0

.

5
% 牛血清蛋白

,

0

.

2
% 抗坏血酸

,

1
: n

M 氯化钙和 5
;nM K O H

一

M es

缓冲液
,

p H S

.

5

,

洗后的菌丝悬浮于分离液 中
,

加入各种水解酶
,

在黑暗中保温 20
‘

C

。

( l) 不同水解酶组合对原生质体的释放影响
:
试验的酶有几丁质酶

,

纤维素酶
,

溶解酶和浸

解酶等
。

所试酶在溶解于分离液后
,

离心 (3 000 9
,

10 m i
n)

,

经 0
.
2 拼m 微孔滤膜过滤灭菌

。

各

种水解酶的浓度见结果
。

( 2) 不同菌丝密度对原生质体的分离影响
:
在每毫升分离液中

,

加入菌丝鲜重分别为 20
、

4 0

、

6 0

、

5 0 m g

,

水解酶组合为纤维素酶(10 m g
·

m L
一 ‘

)

,

溶解酶 (2
.
5 m g

·

m L
一 ‘

) 和浸解酶 (5
.
5

In g . m l
J
一 ’

)

。

( 3) 酶解温度对原生质体产率的影响
:
所用水解酶组合同 (2 )

,

在水解酶加入后
,

菌丝处理

温度分别为 8一 3 6
’

C

。

酶处理 3 h 后
,

用一层 40 拼m 和三层 20 拜m 的尼龙丝绢过滤
,

收集原生质体
,

并用分离液

离心洗涤 3 次
,

原生质体再次悬浮于分离液中
,

用血球计数板检 测悬浮液中原生质体产率后
,

分成二等份
,

一部分用于再生试验
,

另一部分用 山梨醇
一

缓冲液 (0
.
S M 山梨醇溶解于 25 m M

T ris /M es 缓冲液中
,

p H 6

.

8) 离心洗涤 3 次后
,

测定其蛋白质含量及酶活性
。

1

.

4 原生质体的再生

0
.
4 m L 原生质体悬浮液涂布于 2% 琼脂的 M M N C 固体培养基表面

,

并以 0
.
S M 山梨醇

(M M N S O )或 0
.
S M 氯化钾(M M N K CI )作为渗透稳定剂

,

培养皿 (直径为 9 。
m ) 置于黑暗中

,

20
C

。

在倒置显微镜下连续观察原生质体的再生过程
,

10 d 左右
,

直到可见菌落出现
,

计数菌

落数
,

对照为原生质体先悬浮于未加渗透稳定剂的 M M N C 液体培养基中
,

再涂布于固体再生

培养基上
。

原生质体的再生率按 K
um ari等[s] 方法计算

。

1

.

5 酶活性和蛋白质含量的测定

菌丝和原生质体用液氮迅速冷冻固定
,

并储存于 一 80 C 下
,

菌丝在冷冻条件下
,

用微型研

磨器 (M ic ro
一

di

s

m
e
m br

a t
or

,

德国 )破碎
,

所得菌丝粉末在一 30 C 下真空冷冻干燥
,

并在真空条

件下保存
。

菌丝粉末和原生质体用 T ri
s
/硼酸盐缓冲液 (0

.
I M /0

.
3 M

,

7
: n

M 硫基乙醇
,

5 m M

E D T A

,

p H 7

.

5) 在 O C 下提取
,

离心(10 000 9 ,

10 m i
n)

,

上清液用于酶活性及蛋白质含量的测

定
。

葡萄糖
一

6

一

磷酸脱氢酶活性在微孔板上按 J
ohn 方法[v] 测定

;甘露醇脱氢酶的测定按 W
ah er

方法〔81测定
;
蛋白质含量的测定按 G

utt enberg e: 和 H
am pp 方法川进行

,

以牛血清蛋白(B sA )

作标准蛋白
。
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果与已有的丝状菌丝原生质体分离研究报道基本一致 〔’0
·

川
。

当菌丝密度高于 100 m g 鲜重
·

m L
一 ’

时
,

原生质体产量有所下降
,

这可能是由于相应的水解酶浓度有限的原因
。

本实验中
,

胰蛋白酶对菌丝的预处理对原生质体释放有着很重要的作用
,

若无此预处理
,

直接加入水解酶
,

则很难观察到原生质体的形成
。

…/1L____162024
温度(℃ )

28 3 2 36

�翻恤叫滋了

。.。忿叫祀址妈州匹

‘J0
JU八甘‘JO乙2.LLO.(划洲佃滋

一!

:
乞口咧先长妈州医

图 3 温度对原生质体形成的 影响

2
.
2 原生质体的再生

当原生质体悬浮液涂布于 M M N C

的细胞壁
,

并逐渐形成菌丝
。

菌 丝密度(m g 鲜重菌丝
·

m
L
一 ’
分离液)

图 4 菌丝密度对原生质体产率的影响

再生固体培养基上 10 h 后
,

原生质体开始再生
,

合成新

对原生质体再生过程的观察表明
,

在原生质体形成菌丝时
,

有两种形态发生过程
。

一种是

当涂布于固体培养基后
,

数个原生质体聚集在一起
,

10 ~ 15 h 后
,

向各个方向形成正常的菌丝

(图 lb ) ;另一种是
,

一个原生质体反复分裂及体积增大几倍
,

然后在一个或几个方向伸出发芽

管
,

并发展为正常的菌丝 (图 1。)
。

8
~ 10 d 后

,

平板上出现可见菌落 (图 ld )
。

再生菌落的直径与固体培养基中的渗透压稳定剂的种类有关
。

当以 0
.
8 M K CI 为稳定剂

时
,

10 d 后
,

菌落的直径 (0
一
3 一0

.
8 m m )要 比在用山梨醇作稳定剂中的菌落(0

.
5~ 2

.
3 m m )小

得多
。

原生质体在固体再生培养基中的再生率为 1
.
3% 一4

.
8写左右

。

在液体再生培养基中
,

虽然原生质体也能够再 生
,

形成菌落
,

但其再生率仅为在固体培养

基中的 10 写
。

这可能是在液体培养基中
,

由于液体的流动
,

导致在细胞质膜外围所合成的细胞

壁成份流失的可能性增加所造成的
。

2

.

3 酶活性及蛋白质含量测定

菌丝及原生质体的葡萄糖
一

6

一

磷酸脱氢酶
,

甘露醇脱氢酶和蛋 白质含量测定结果见表 1
。

与

菌丝相比较
,

分离的原生质体仍具有较高的生理活性
,

而两种酶的活性 以单位蛋白质的活性表

示时
,

在原生质体中高于菌丝 中的酶活性
,

这可能是由于原生质体无细胞壁蛋白质的原因(即

相似水平的酶活性与较少蛋白质含量之 比)
。

表 1 菌丝及原生质体中酶活性和蛋白质含量测定
‘D

材料
葡萄糖

一

6

一

磷酸脱氢酶 甘露醇脱氢酶 蛋白质含量

(n、U
.
n lg 一

l
p r o te i

n
)

菌 丝

原生质体

63.4士 4
.
4

6 9
.
2士 7

.
2

2 0
.
5士 0

.
8

2 9
.
9 4士 0

.
9

0
.
0 5 8士 0

.
0 0 4 º

0
.
0 0 3 士0

.
0 0 0 6À

¹ 测定数据士S D (
, :
一 9)

,

º
m

g

·

g
一 ’干重菌丝

,

»
m

g

·

10

一 ‘原生质体
。



期 孔繁翔
:
影响菌根真菌黑核菌原生质体分离的因子研究 l9

3 讨 论

本实验所用的方法对菌根真菌黑核菌原生质体的分离是十分有效 的

速匀浆及胰蛋 白酶的预处理是本研究的两个特点
。

匀浆后

因此
,

使得菌丝细胞壁更充分地暴露于水解酶的作用之下

,

菌丝充分散开
,

,

而菌丝培养前的高

聚集程度降到最小
,

。

但是
,

一般丝状真菌常常又很易在

高速及长时 间匀浆后失去活力
,

只有黑核菌可以经受本实验 中所采用的高速和长时间的匀浆

后
,

仍保持原有的活性[z]
;
胰蛋白酶可以水解菌丝细胞壁外围的 附着蛋 白

,

使细胞壁有更多的

与水解酶接触的机会
,

所以胰蛋 白酶起着与高速匀浆同样的作用
,

El or

z a 〔’‘〕等在其研究中也获

得类似的结论
,

他在用 D T T 和 ED T A 与蛋白酶共 同作用
,

提高了原生质体的产量
,

并认为
,

蛋

白酶的存在是分离此类真菌菌丝原生质体的关键
。

因此
,

很明显
,

在本研究中
,

只有当在胰蛋白

酶除去不定形的蛋白之后
,

水解酶才能发挥作用
,

降解菌丝细胞壁成份
。

考虑到水解酶的作用

结果
,

可以推测
,

蛋 白质和几丁质是黑核菌细胞壁的重要结构成分
。

葡萄糖
一

6

一

磷酸脱氢酶和甘露醇脱氢酶是依赖于 N A D P 的酶
,

这两个酶的存在表明
,

在黑

核菌中
,

有可能是通过戊糖磷酸途径为果糖还原成甘露醇提供 N A D PH 的比
8〕,

很明显
,

在所

分离出的原生质体 中仍保持了与菌丝中相似的代谢特性
。

因此
,

用本实验方法得到的黑核菌原

生质体
,

有可能成为研究菌根真菌生物化学特性以及与宿主植物之间营养关系的理想工具
。

参 考 文 献

1 KroppB R ,

F
o

r
t

i
n

J
A

.

F
o r n i a t

i
o n a n

d
r e

g
e n e

r
a t

i
o n o

f
p

r o t o
p

l
a s t

f
o

r

m
e e t o

m
y

e o
r r

l

、
i
Z a

l b
a s

i
〔
l i
o
m y e e t

a e

彻
‘e “ r , a

b i e
r,

l
-

o r
.

C
a n

.

J

.

氏
t. ,

1
9

8 6

,

6 4
(

4
)

:
1

2
2 4 一 1226

.

2 V ietoria B
,

P
a u

l A
I

,

D i
x o n

R K

.

P
r o t o

p
l
a s t

f
o r

m
a t

i
o n

f
r o n l s e

l
e e r e

d
s

p
e e

i
e

s
o

f

e
e t o n

1
y

e
o r r

h i
z a

l f
u n

g
i

.

A
p p

l

.

M
i
e r

o
b i

-

0
1

.

B i
o t e e

h
n o

l

.
,

1 9
8 9

,

3
0

(
1

)

:
3

8
1 一 387

.

3 H ebraud M
,

F

e v r e

M

.

P
r

o t o
p

l

a s
t

p
r o

d
u e t

i
o n a n

d
r e

g
e n e

r a
r

l
o n

f
r o n 1 n i

y
e o r

r

h i

z a

l f

u
n

g i
a

n
d

t
l
、e
i
r u s e

f
o r i

s o
l
a t io n o

f

m
u ta n t s

.

C
a n

.

J

.

M i
e r o

b i
o
l
. ,

1
9 8 7

,

3
4

(
l

)

:
1 5 7

~
1 6 1

.

4
C I
、e n

X Y
,

H

a
n

i
p p

R

.

S
u

g
a

r u
p

t
a

k
e

b
y p

r
o r o

p
l
a

s
t

s
o

f
r

h

e e e
t o n

,
y

e o r r
h i

z a
l f

u n g u s 月n:a , : ; r “ 沉u sc a 石a
.
N ew P l

iy [0 10
-

g is r
,

1 9 9 3

.

1 2 5 ( 2 )

:

6 0 1
~

6 0 8

.

5 G
u t t e n

b

e r
g e r

M

,

H
a n l

p p
R

.

E
e t o n 飞y

e o r r
h i
z 一n s

一
s
y

m b i
o s

i
s
一
s
p

e e
一
fi
e o r a r t

i f
a e t u a

l p o l y p
e p t

i d
e s

f
r o n 、 e e t o n ly e o

r r
h iza

s
?

P l
a n r a

,

1
9 9 2

,
1 8 8 ( l )

:
1 2 9 一 136

.

6 K un, a r
i J A

,

M

a
d

r a s

T P

.

I
n

i
p

r o
v

e
d

r e e
h

n
i
q

u e o n r e
v

e r s
i
o n o

f
n 、y

e e
l i
a
l p

r o t o p l
a s t o

f 了
’
r

i

e

h

od

‘,
r

m

a r 。。s r
i i

n r o n 一y
e e

l
一a

.

B i
o p r o e e s s E

n g i
n e e r

i
n g

.

1 9 9 3
,

8 (
l

)

:

2 8
7

~
2

9 4

.

7 J
o

h
n

B
W

H

.

G l
u e o s e

一
6

一

p
h

o s
p

h
a t e

d
e

h
y

d

r
o
g

e n a
s
e

f

r
o n

1
A g

a
r
i
c u s

b
i
s
P

o
r

u s
:

P
u r

i f i

e
a t

i
o n a n

d
p

r o
p

o
r
[
i
e
s

.

J

.

G

.

M i
e r o

b i

-

o
l
o

g y

,

1
9

8 5

,

1
3

1
(

l
)

:
3 2 1 一 32 8

.

8 W
a lter G

.
N
Leh a

u s
J R

,

R
o

g
e

r
P

,
e r a

l

.

P
u r

i f
一e a r

i
o n a n

d
e
l
la r a e re r 一z a t

i
o n o

f m
a n n

i
to
l d

e
h y d

r o g e n a
s e

f
r o n 、 A

s
P
o r 君il lu 、

P
a r a s i r i

‘u s
.

J

.

Ba

e t e r
i
o
l

.
,

1
9 8 2

,

1 5 1
(

1
)

:
2 4 3 一 250

.

9 G urtenberger M
,

H

a
n

l
p p

R

.

A d
o t

一

b l
o t a

s
s a

y
f
o r

:一u a n t it a r io n o f n a n o g r a n i a n 1o u n t
s o f p

r o te in in t h e p r e s e n e e o f e a r
-

r ie r
a
m p h o ly te

s a n d o t l
le r p o s s ib ly in re r f

e r in g
s u b

s r a n e e s . A n
a
l
.
B io

e
h e n

i. ,

1 9 9 1

,

1 9 6
(

l
)

:
9 9 一 10 3

.

10 P o be rd y J F
,

B
u e

k l
e

y
C E

,

I
)

i
a n a

C D

.
e 一 a

l
.
F
a C to r s a

f f
e C r, n g p

r o t o p l
a s t r e

l
e a s e

i n
s o n 、e

f
L
l
a
m
e n to u s

f
u n g i

.

T
r a n s

.
B
r .

M y e o l
.
S
o e

. ,
1 9 7 6

,

6
7

( l )

:

2 3
~

2 6

.

1 1 I
y

n e
h P T

,

C
o

l l i
n

H A

,

S
u s a n

1

.

I
s o

l
a t

i
o n a n

d

r
e

g
e n e r a t

i
o n o

f
p

r o t o
p

l

a s
t

f

r
o n l 户

’

u ‘a r i
u n 王 r 八‘ 之, 之c r u n 才 a n

d F

. o

刁
sPo-

rum .Trans
.
Br
.
M yeol

.
Soe
. ,

1
9

8 5

,

8 5 ( l )

:
1 3 5 一 140

.

12 E lorza M V ,

H
o r t e n s

i
a

R

.

G
o z a

l
bo

D

,
e t a

l

.

C
e

l l
w

a
l l

e
o n l

p
o s

i
t 一o n a n

d p ro t o p l
a s t r e g e n e r a ti

o n
i
xl

肠
, 于
d
子
d
a a

l b i
c 口 , 理5

.

A
n t o n

i
e v a n

l

‘
e e u

w
e n

h
oe

k

,

1 9 8 3

,
4 9 ( 1 )

:
4 5 7 ~ 4 6 9

.



林 业 科 学 研 究 9 卷

S tu d y o n th e F a e to r s A f fe c tin g P r o to P la s t R e le a s e in

M y e o r r h iz a l F u n g u s C
e n o e o e e u m g e

op h ilu m

K o
z,

9 F
a n x i

a n
g

A b
s

t
r a e

t P
r o t o

p l
a s t

s
w

e r e
i
s o

l
a t e

d f
r o

m
t

h
e r n y e o r r

h i
z a

l f
u n

g
u s

Ce

n
oc

o c c u
m

g e

oP
h i l

u
m

.

T
o o

b
t a

i
n

h i g h
y i

e
l d

o
f p

r o t o
p l

a s t
,

i r w
a s v e r

y
e

f f
e e t i

v e t o
p

r e t r e a r t
h

e
m y

e e
l i

u
m

w i t h
t r

y p
s

i
n

( 2 0 拼g
·

m L

一 ’
f
o r

l h )
a n

d
t
l
z e n

i
n e u

b
a t e

d
t
h
e

m y
e e

l i
u
m i

n t
h
e

m i
x t u r e e o n t a i

n
-

i
n
g

t
h
e

l
y r i

e e n z y
m

e 、
w i

t
h 0

.

8
M

s o r
b i

t o
l
a s

t
h
e o s

m
o t i

e s t a
b i l i

z e r
.

T h
e e

f f
e e t s o

f d i f f
e r e n t

e o
m b i

n a t i
o n o

f l
y r

i
e e n z

y
m

e s
,

d
e n s

i t y o
f m

y e e
l i

u
m i

n
i

n e u
b

a t i
o n a n

d i
n e u

b
a t

i
o n t e

m p
e r a t u r e

o n t
h

e y i
e

l d
o

f p
r o t o p

l
a s

t w
e r e

i
n v e s t

i g
a t e

d

.

I
n

M M
N S O

a n
d M M

N K C I
s o

l i d ( 2
%

a
g

a r
)

o r

1 1
(

J u
i d m

e (
l i

u

rn

,
r

h
e p

r o t o p
l

a s t s

w
e r e r e g e n e r a t e

d
a n 〔1

r e v e r s e
d i n t o n o r

m
a
l h y p h a e

.
R e g e n e

r a -

t i o n
r a t e o f p

r o t o p l
a s t w a s a

b
o u t l % 一5 %

.
1

’

e s
t o

f

s

p
e e

i
f

i

e a e
t

i

v

i

r

i

e s o

f
g

l

u e o s e

一

6

一

p h
o s

p h
a t e

d
。
}
l y

(
里
ro g en a se a n d m a n n lto l d e h y d

ro g e n a se in d iea te d th a t th e
re w a s a sim ila r ae tiv ity in p ro

-

to p l
as t a s eo m p a

re d w itll th a t in m y ee liu m
.

K ey w o rd s C e , , o e o c e u , n
g

e o
P h i l

u
m

,

m y e o r r
h i

z a
l f

u n
g

u s
,

p
r o t o

p l
a s t r e

g
e n e r a t i

o n
,

G 6 P D H

,

M
T L D H

K
o n g F

a n x l a n g

·

A

s 、 o e : a t o P
r o

f
o s s o r

( D
o
l)
a r t n i e n [ o

f E
n v : r o 一In 、e n r a

l S
e ie

, l e e a n
d E n g

, n e e r , n g
,

N

a
n

] i
n

g
U

n
i

v
e r

s

i
r
y

N
a n

j
i
n

g

2 1 0 0 9 3 )

.


