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　　　Lewztinzt，la　el，dodes　was　cultivated　in　the　artificial　blocks　of　sawdust，　and　the　k’uitimg　body

was　irtdu〈］ed　ort　the　surface　of　the　sawdust　blocks．　The　four　different　fungal　s，　tage＄；　inyeelia

（D），　primordia　（C），　stipes　（B），　and　pileus　（A）　of　fruiting　bodies　were　collected　for　the　extrac－

tion　of　mRNA，　sear¢hirtg　the　genes　related　to　morphogenesis．　The　three　fragments．　of　eDNA　not

showed　iri　’tlhe　statsse　（A）　were　picked　up　and　displayed，　to　be　two　bartds　in　tl’te　agarose　gels．

Total　five　bands　wc？，re　selected　for　analyzing　the　DNA　sequences，　using　the　pRIP・一・TTi　t　vecto，r

systeva．　The　fragrnents　of　cDNA　investigated　in　this　work　were　not　thog．　e　relat，ed　to　the

StrU伽ra1　gen㈱（eX◎鶏S），　bU宅tO　be　re1ated　tOもhe　COntrOlhng　geneS（intrOnS）．

至NTRODUCT至ON

　　　The搬粟ユshr◎◎瓢◎f加窺伽％どαedoオes（Berk．）Pegler（s出漁ke）三s　a　w◎◎d　r◎綴鷺g

e（iib沁　f避難暮雛s　bd◎難ξ峯室数9　t◎　もhe　family　◎f　Tricho｝omataceae，　a嚢d　the　ご戦（）S重二POP鞭1a1塾

。嘘重vated　mushroora　in　the　w◎r量d（Chang　aRd　M：i圭es，エ991）．　Theも撒d三tめnal　e．’u｝tivat・め数◎f

ム認。露sm諭濃yミュs　e＄灘3mral　logsゆ殺Uもs　pr◎d嚢。もio繋depe癩s◎嚢もhe　c1呈maもic愈艶盤もs，　and

畿wh◎沁cyde（）f　pro（至鞍。穏◎捻s重s　very　loRg　for　appr◎xim就dy　f隻ve　years．　A．s重ま総（：コωもiv就圭◎嚢

of　ether　rattshroora，　the　sawdu＄t　b｝eftded　with　the　rice　braft　is　deve｝eped　for　a　new

もech撮（｝｛le，　After　st磁r鐵zaもi（）難，　each　bags◎f　s嚢bsもrate　meRもi◎鍛ed　ab（）v愈is　inocu至a旋｝d　w誌h

癒espaw熟凝主（i　c磁揺v畿もed　f◎r　34】鍛◎Rths（Diehie　and　Royse，ユ991；Ohga醜編．，1992；Lee

eg　al．，　2eOe）．　The　myeelia　of　L．　ededes　fgrra　a　corapact　raat　on　the　sawdgst，　solid

subsもraもe．　In重二he　prese簑ce　of　e轟vir◎RmeRta｝韮r韮ducもion（stress）s疑ch　a＄総txx’IPerature，

hUm油もy　and　1嬉ht，　w短Ch　W◎磁d　Often　StreSS　the　myCelia，　irK沁Ceもhe　hyplme　tO　f（）r難

pri．mordiuin，，　wl’tich　may　subsequeRtly　develop　into　the　fruitiRg　bodies．

　　　Under＄tan〈aing　ttie　coRtrol　of　fruit，　body　initiation　aRd　maturatien　wou｝d　bG　critical　for

the　cultivation．　of　L．　e，．dodes　（Leung　et　at．，　2000　Ohga　et　ag．，　2000b；）．　S，　tudies　on　L．

edodes　have　been　focused　mainly　on　the　sawdust　rnedium　under　the　artificial　cultivation

（Kim　et　aL．，　1987；　（1）hga　et　at．，　1992），　the　physiology　and　improvement　o，f　f．　ubstrate　（Park

et　at．，　1992；　Ohga　et　ctl．，　2000b），　selective　breeding　（Bak　et　at．，　1996），　the　cultivation　in

liquid　media　（Song　et　a，1．，　1987）．　Recently，　molecular　biological　technique＄　have　been

applied　to　the　study　of　L．　ectodes　or　other　mushrooms，　including　with　cJ，assi．ficat．ion　of

isolate　（Chiu　et　al．，　1996；　Lee　et　aL．，　1997；　Park　et　al．，　i　997；　Lee　et　al．，　1999；　Ohga　et　al，．，

1999；　Ohga　et　al．，　2000a）　and　isolations　of　the　differentially　expressed　genes　（Zhang　et

ag．，　1998；　Leung　at　al．，　2000）．　Nlolecular　studies　of　L．　ectoctes　have　been　focused　on
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identifYing　the　genes　involved　in　the　regulation　of　fruit　body　development　（Lee　et　at．，

19，　96；　Ng　et　a，1．，　2000）．　The　gene　is　knewn　to　expre．＄s　only　in　primordium　anci　irnmature

f面面gb◎d鵬。　The　n◎vel　pTiA　9．　elle　iS　aCt三vely　tranSC曲ed　aもt難e　State◎f
primordia／iinmature　fruiting　bodies　in　！？．　eelod・es　（KajixKyara　et　ag．，　1992）．　The　n，ovel　g？rtBc

transcript　is　reported　to　be．　abundant　in　primordi，a，　while　pre－primordial　myce｝ia　and，

mature　fruiting　bodies　con．tained　lower　levels　of　this　gene　tran＄cript　（Endo　et　ag．，　1994）．

The　expression　ef　B　sub：｛nit　of　mitochoRdrial　processiRg　peptidase　（B一一MPP）　geRe　is

higher　during　the　deve｝opment　of　the　fruiting　bodies，　suggesting　’that　higher

zz’rttechoftdriaa　activities　raay　be　reqnireci　to　meet　t，he　eRergy　demaitd　in　the　rapid　growth

of　the　fruiting　bodies　（Zhang　et　aLl．，　199．　8）．　Transcript　level　of　Le　hydl　is　high　in　the

pr．iraordiura　（Ng　et　ag．，　20（．1　O）．　IR　other　L．　edodes．，　deve｝opmc＞，ntal　geRes　are　expressed

speeifiicaily　in　the　fruit　body；　The　mLfoAc　transcript　is　abundant　i｝’i　mat，ure　fruiting　bodies，

d㈱cもable㎞撫撚a紺e｛西湘g　bodies　b難t　abseRt　in　ear｝ier　devel◎脚e鍛もaま＄．tages　a嚢d　i．難

the　vegetative　mycelium　（KoRdoh　et　al．，　1995；　Ng　et　al．，　2000）．

　　　The　purpe＄es　of　this　study　were　subjected　i）　to　identify，　and　ii）　determiRe　the

di£ferentially　expressed　genes　in　total　RNA　popu｝a｛；ioRs　from　thrGe　morphogeitesis　stage＄

of　L．　ed・oales　ineludiRg　rrtv．　celia，　primord，ia　caRd　fruit，iRg　body，　two　t，2ssues　of　stipe　a．ltd

pi｝eus　using　the　different，ial　display　reverse　transcription－polymerase　ehain　reaction

（DDRT－PCR）　（Liang　and　Pardee，　199．　2；　Haag　and　RarRan，　1994．　）．　Several　genes　dif－

fereRtly　expresg．　ed　were　de’t］，ected　aRd　kna｝yzed　fcr　further　works，．

MATERIALS　AND　METHODS
Or霧aRis澱a難｛叢¢穫霊t穀re

　　　Aline　ofゐ。醐θ3（lmH皿lp－1；very　coinmonly　produced　in　the　oak　logs　in　Korea）

wa＄Obもai嚢ed肋r塗醤ati◎mal　Forestry　C（：）operatives　F命deraむi◎嚢（NFCF）in　K◎r¢a嚢sed　f◎r

thi＄purpose。　The　culture，　s　of五．θ（オ。（加s　were　mai．ntained　on．　PDA（Potato　Dextrose；

D董fco）就25℃．　The　block＄◎f　PDA　gr（）wn　byム．　edo（加3　were　e滅もure（i　in　syぬ．旗eも1c　liq磁d

m韓dium（glucose　20g，　yeast　extracts　2　g，　tryptone　2　g，　KH2PO毒1g，　MgSα0。75　g，　FeSO毒

α◎29，ZRSO40．◎29，　H：20三L）aも25。C　by　shaki資9三Rcubat，◎r　forもke薮q嚢id　spawR．　The

mycelia　cultured　irl　the　hqujd　broth　were　inoculated　to　the　1－1．．6kg　of　the　sterihzed　oak

sawdust（with　rice　bran　by　the　ratio　80：20）mois加red　by　the　approximately　60％before

s撤鐵zation．　Theムθdo惚＄was　gro照Qn　sawdu＄t　s“bstraもe　at　25℃iR　the　dark　rooms

for撫ree　mo煎hs　un田th愈white　mvce蕪撫was　cover¢d登墨whole　s薫1rface、　To　IRduce　fr磁塾一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　び

in菖婁the　substrute　blocks　were　kept　in　moi蕊an（i　cod　room（at　15℃，負）r　2　days）under　the

dhn　light（Lee磁α乙．，2000）．　Four　stages　of　myceha1　growth　were　collected　for　this　work；

（A）：Piie嚢s　of　fr雛も盈g　body，（B）：Sも重pe　of撫蕊i貧g　b（）dy，（C）：Priraordiu】鍛登。！資．宅圭’茎e　surface

ofthe　sawdust多and（D）：Mycelia　color彪曾d　in　the　sawdust　medi敬shown　hl　Fi呂．1．

RNA　isolation
　　　Theも。もa三RNA’s　fr◎m　the．　funga｝t隻ss鞭es　me砿iorヒod　ab◎ve　w黛r奪exもracもed　by撫e　based

SDS－Phenol　extraction　method　（Ausbel．　et　at．，　1999）；　all　samples．　（5　g　of　the　fuxigal　tissue

a嚢d　159◎fthe獄yce鍍a】餓．薫x｛≧d　vvathもh鰹s隷wdミュst）　were　gr◎肇ま蓑d八四｝iqu呈d　R．i重二’r◎ge嚢婆si嚢菖

mortars　and　pestles．　The　grounded　tissues　were　transferred　into　the　50M，e　centrifuge

tube，　and　the　extractioR　bu．flfer　（O．18M　tris，　pH　8．7，　90　rriM　LiC．1，　4．5　rnM　EDTA，　10／o　SDS）
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were　added　te　tlke　t£ibe．　Ai｝　equal　vo｝uiyte　of　acidic　pheRo｝　（p｝1　4．3）　were　added　to　anct

m玉xed　into　the　h◎m（鷹en重zed　pOwder．　After　cen願負．濠gaも董。准滋12，（）◎O　rp撚aも4℃for

10ruiR，　the　5　Mg　of　the　top　pha＄e　was　transferred　to　a　new　50　Me　ceRtrifuge　t，ube　and

was　added　with　an　equal　volume　of　chloroform．　The　mixture　was　shaken　vigorously　and

was　centrifuged　at　12，000　rpm　at，　40C　for　10rnin．　The　800zLe　of　the　top　phase　was，　again，

transferred　to　a　new　eppendorf　tube　（E－tube［）　and　an　equal　volume　of　4　M　LiCl　was　added

も（）．The繊b¢輝as　p熱¢e（i　over瓢ghもaも一20℃憲（）prec2pitaもe　RN．A，　aRd　c¢魏rifuged　aも
．1．2，000rl）rifi　at　4gC　fo’r　iOmn．　［｛）h’e’　supernat：amt　wa－s　de6’anted　and　the　p61｝et　was　Tring，　ed

with　the　2　M　LiCl　solut；ion　and　the　tube　was　centrifuged，　again．　The　pellet　was　washed

with　the　70t／）　ethano］，　and　dried，　dissolved　in　50pte　DEPC－treated　water．　The　RNA

sample　was　treated　with　t・he　RNA　PrepMateTM　Lysis　buffer　and　an　equal　volume　of

ch．loroform　was　adde〈1　to，　agaix．　The　savae　proeedure　was　d’itplicated　wi，th　the　iso－

pr◎pa塗01　a簸d　70％e℃ha簑。更，　as　de＄α圭bed，獄磁the　p押回RNA　sa獄ple　was　obもairヒed。　The

P醗eもwas　d叢ssdve（i　l濃漁e　1◎0翼DEPC一もr¢aもe（i　waもer，撚d　was　r聡asured　by＄pecもr◎phO－

tometer　for　RNA　coit（：）entration．　Final｝v．，　’the　bands　of　RNA’s　were　confi．rmed　by　the

electrophoresis　method，　using　the　formaldehyde　agarose　gel　（Ausbel　et　al．，　1999．；

Sarnbrook　et　ctl．，　1989）．

DDRT－PCR
　　　The　cDNA　corresponding　te　t，he　RNA’s　extracted　was　synthe＄ized　frora　by　a　reverse

transcriptase　reactioR　by　usiRg　the　AccuPowerTM　Rri”　PreMix　（，BioReer）．　Each　20pse

mixture　contained　l　pag　of　total　RNA，　1，2，3　M－MLV　reverse　transcriptase　20　LT，　RNasin

IO　U，　stabl．ize’r，　trackng．　dye　and　20　pmol　3’　oRe　anchored　oligo－dT　prirners　（Table　1）．　The

re．verse　transeription　was　performed　at　420C　for　1　h　and　the　reactioR　was　stopped　by

i難．（≧ub哉tion滋94℃fOr　5茎甑．　The　cDNA　synもhes豆zed　was＄も◎red　at－2◎℃for翫

sttbsequeRt　PCR　reaction．　OBe　teRth　of　the　cDNA　was　tkeR　arripltfTied　ik　a　t，ota｝　volume　of

the　20μ2嶺e　PCR磁xtures　contained　l　U　Taq　DNA　polymera＄e，　the　250μM　dNTP　of

each，　10mM　Tris－HCI　（pH　9．0），　40　mM　KCI，　1．5mM　MgC12，　stabilizer，　tracking　dye

（Bioneer），　20　prnol　3’　one　anchored　oligo－dT　primers　and　20　pmol　a，rbitrary　primers．　The

amp玉ificaもio陰reactiori　wεしs　done　fOr　l　cycle　w沈h　94℃．fOr　5　min，40℃f6r　30舗。，72℃for

30sec；　30　cycles　with　94カ月fcr　30　sec，　40℃　for　30　see，　72℃　for　1　raiR，　aRd　an　additioxxa！

exもeRsi◎難cyde　wiもh　94のC　fbr　30　s¢《こ，40。C　for　30　sec，72⇔C　f◎r　5恋濃。　The　5μぞ　◎fもhe　PCR

products　were　resolved，　oR　a　1．5C／，　agarose　ge｝　aRd　＄taiRed　wtth　ethidiura　bromide　t’or

confirmation．　The　ban（’i　was　photographed　with　Digital　Camera　（Kodak）．

Taも嚢d．　Pr圭艶ers聡磁重n　t，he　ex茎）瓠me凱．

Primer Lengti｝｝ Nucleticle　＄equences

o｝igo　dT／G

oligo　dTIC

oligo　dWA

AP　l

AP　2

AP　3

AP　4

16R國ker

16捌きr

16　mer

13　mer

13獄磁r

13　mer

13撮¢r

s’　一　pmTTTTTT’rrr’r’r”irG　一　3｝

5’　一　gA．g2Lgg12T，　TTTTTTTTTTC　一　3’

5’　一　tSVXGCTT’MVI’SI”liwwTA　一　3・

5’　一　AAGew’1”GATTGCC　・一　3’

5’　一　ew’lrTCGACTGT　一　3’

5’　一　AA｛1｝gllrl）TTGGrliCAG　一　3，

5’　一　AAGCTTCTCA－LACG　一　3’
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Electrepheresis
　　　Eiectrophores．is　was　perforrned　on　the　ff］cono　Sequencer　1’M　EIectrophoresis　Systern

（Bioneer）．　The　6　z（e　of　loading　dye　was　added　to　15pae　of　eaeh　DDRT－PCR　products　and

撫e踊x綴res　were　heaもed　fo璽51瓢費ad◎◎℃；もhe　3μξ類ix綴re　wa＄王◎aded　OR　9he

sequencirLg　gel．　rlhe　sequencing　gel　was　prepared，　and　pre－run　at　1600　V’　until　the　xylen

cya叢◎1　dye　was　reaehed　the　b磁。搬◎f一顧．　The　gel　was　sもa熱ed　by　s最ver　sもai撮貸9

method　using　a　，SilverstarTM　staining　kit　（Biox’ieer）　by　followed　with　the　supplier’s　speci－

fications．　After　el，ectrophoresis，　the　plate　was　separated　using　the　plastic　wedge．　The　gel

（P｝．就のwas　placω短asha｝low　plasもicもray，　c（）vered　wi漁銭x／sもop　so1就三〇難（1（）％glac／ial

acetie　acid）　and　agitated　for　30　rrtiR．　The　gel　was　rinsed　three　times　（2　m．in　each）　wtth　the

磁も撒P嚢re　water鷲si貧g　ag誌aも沁数．　The　ge｝wasもransfer驚d沁staiRiR縛so1薦i◎塗（（）．1％

AgNO3，　O．150／o　formaldehyde）　and　agitated　wed　for　30　min．　The　gel　was　also　briefiy　dipped

into　the　tray　cont；aining　the　ultra　pure　water．　The　solution　in　the　tray　waE　drained，　and

Pぬced㎞edia鳳y泌to嶽eも臓y　of　chilled　d¢veloP重㎎sd濾。難．　The　gel　was　ag重もaもed　w醗

until　the　template　band　start・s　to　be　developed　or　until　the　first　bands　was　visible　and

c（）盤鍼貧嚢ed　devek）峯）薫貧g　f◎r　aR　ad（戴ti（）Ra｝2－3　x逆数．　Tbもerm1熱a総｝もhe　devek）峯）更難g　reacもio簑a猟蓬

fix　the　gel，　the　£ix／stop　solution　was　direetly　added　to　the　developing　solution　and

irtcu－bated　with　s　haking　for　2－3　rnin．　The　gel　was　rinsed　twice　for　2　mh｝　with　the　ultra

pu．re　waもer　a、嚢d　p熱ced◎r≧もhe　d翌紬d　aも撫e　roO搬もe搬pera糠．re。　The　PCR－a’rap｝i．fied　cDNA

products　were　resolved　on　a　6t／）　poly一　acrylamide　sequencing　gel．

cDNA　firagnent
　　　The　bands　representing　the　cDNA　differentially　expressed　were　excised　with　a

sealpel　blade．　ThG　cDNA　fragraekts　were　scaked　iri　l　eO　pse　uf　disti｝led　H20　（dHzO）　for

lO　m．i．n，　boiled　for　1．5　min　and　centrifuged　for　2　min，　and　clarified　by　precipitation　（Reeves

et　asl．，1994）．丁総d）NA　prec三p漁もe（i　were　di1就ed　wiもhもhe　b嫉ffer掻もhe　raもe◎f　1／2◎．　For

PCR　reactions，　the　2　pte　dllutioxx　cDNA　prod“cts　were　used　in　202Le　PCR　mixtures　con－

tained　1　U　Taq　DNA　polymerase，　each　250paM　dNTP，　10mM　tris－HCI　（pH　9．0），　40　mh

K：C玉，ユ．5搬蟹MgCi2，　stabi｝izer，もr畿cki塗9　dye（BioReer）．　Usi轟9もhe　same　seも。ヂ3’oRe

anehored　oligo－dT　primers　in　combinations　with　the　arbitrary　primer　（AP）．　The

arapli．ficatlon　was　made　for　1　eye｝e　with　94℃　for　5　rftiri，　40　eC　for　30　see，　and　72　eC　for

30＄e．c；　30　cyc｝e　with　94℃　for　30sec，　40　eC　for　30　sec，　72℃　for　l　miri　axxct　an　additional

exten＄ion　cycle　with　940C　for　30　sec，　40　aC　．for　30　sec，　72“C　fer　5　min．　The　re－amplified

cDN．A．frag搬e嚢もs贈re　resdved　o繋aL5％ag鍵Ose　ge玉a簸d＄伽鍛ed織h　e撫idium　br◎磁d¢．

The　bands　were　photographed　with　Digitai　Camera　（Kodak）　and　estimated　their　sizes

wiもhもhe　standεぼ（護錦繍rkers．

DNA　seque皿c量ng
　　　The　re＿arsp｝ifie（i　cDNA　were　clo嚢e（1　intoもhe　pRl王P－丁熟蓬vect◎「sy＄tem　a貧（耗鑑賞s署

formed　in　to　E．　coti　DH　12S　（Bioneer）．　DNA　sequencing　was，　performed　by　the　dideoxy

sequencing　method　（Ausbel　et　at．，　1998）．　Th，e　date　for　the　eDNA　sequeixce　were　edited

artd　u＄ed　to　searchl　Rg　the　homo｝egy　BLAS［r　X　（URL：　http：／／ww．ncbi．nim．Rih．gov；

Altschul　et　ag．，　1990）．　The　sequen¢e　of　DNA　fract，ions　was　confirmed　w’ith　the　modified

N（）r．漁erR　hybri（蓑zaもio澄誠siRg　unfractiORated｝宅翼A豆獄憩く）bilized　by漁．e　s1◎もb1◎ももi蓑9

（Sambrook　et　al．，　11　9，　89）
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RESULTS

Growth
　　　The　lmHyup－1　lme　of　L．　edodes，　were　selected　from　more　than　201ines　known　and

be血g　commercially　sold　in　Korea．　This血e　was　developed　for　cUltivation　of五．　edodθs，　a

long　time　ago，　because　the　rapid　growth　takes　place　in　the　log　cultivation　and　morpho－

genesis　at　the　high　temperate　as　compared　with　other　lines　of　L．　eclodes．　Also，　this　lme

was　known　to　be　traditionally　cultivated　in　the　oak　or　other　tree　logs．　The　liquid　spawns

grown　were　inoculated　in　the　sawdust　solid　blocks　and　the　cultivation　was　made　at　25　eC

under　a　laboratory　ways．　The　white　myc　elia　grew　for　1　or　1．5　months　in　the　dark　room

and　covered　the　whole　surface　of　sawdust　blocks　（D　in　Fig．　1）．　To　induce　fruiting　body

（primordium），　the　sawdust　substrate　was　kept　in　the　moist　and　cool　room　under　dim

light．　The　white　mycelia　turned　to　the　black　brown　color　（C　in　Fig．　1）　and　made　to

produce　several　harden　mass　in　the　surfaces．　This　mass　was　proj　ected　out　for　a．　week　in

the　cooled　room，　showing　B　in　Fig．　’1．　Finally，　more　than　ten　basidiocarps　were　protruded

from　the　mass　on　the　surfaces　of　the　black　brown　block　（A　in　Fig．　1）．

・∫箋．．

撫；：1眠
　　　　　．．総懸．

　　　　醸しl

　　　　．　　　　．　　　　．

　　　ヨコで　　　　　　セ

B；澱i

　　　　　　　　　ド、　．．．　．．　．

辮宮田

Fig．　1．　The　different　stages　of　L．　edodes　growth；　A：　Formation　of

　　　　　　fruiting　body　plleus，　B：　Fruiting　body　stipe，　C：　Primordia

　　　　　　formations　from　the　surfaee　of　the　sawdust，　D：　Mycelia

　　　　　　colonized　in　the　sawdust　meoda　（Scale　bars＝1　cm）．
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RNA　bands
　　　The　DDRT－PCR　was　displayed　after　reacted　with　the　equal　amounts　of　RNA　（12Lg）

extracted血om　each　of　the　three　developmental　stages　and　different　tissue　types　using

three　3’　one　anchored　oligo－dT　prirner　combinations　with　the　four　arbitrary　primers　（Figs．

2　and　3）．　To　distinguish　the　different　genes　expressed，　the　detail　bands　of　the

DDRT－PCR　products　shown　in　Figs．　2　and　3　were　run　on　the　1．50／o　agarose　gel　and　stained

with　ethldium　bromide　（Fig．　4）．　Several　times，　these　products　were　displayed　on　the

agarose　gel，　but　the　bands　were　difficultly　distinguished　as　compared　with’those　shown　in

the　6．00／o　polyacrylamide　gels　（Figs．　2　and　3）．　The　four　differential　display　fragments　（F

series；　the　bands　marked　in　the　left　of　Fig．　2）　were　distinguished，　when　the　prirner　of　AP　＃

1was　reacted　with　the　three　dfferent　anchored　oligo－dT　p血ners；The　fine　bands　of　the

fragments　indicated　above　were　also　displayed　on　the　6．00／o　polyacrylamide　gels　shown　in

both　Figs．　2　and　3．　The　band　or　fragment　of　F－1　originated　from　the　tissues　of　primordi一

A由轄励ypm　gr　　　　　　AP綱　　　　　　　　　　　　AP擬

。陶罫⊃dT　pl魯劉陰r　　　d’17iG　　　dTiA　　　tiTIC　　　　｛『詳G　　　crrtA　　　dTIC

　　　　　　　麟r9234墾2341234麟1234｛234唱234

Fig．　2．　Differential　display　of　total　RNA　from　the　three　devel－

　　　　　　opment　stages　and　different　tissue　types　of　L．　edodes

　　　　　using　the　arbitrary　primers　AP　＃　1　and　AP　＃　2．　The

　　　　　DDR－PCR　bands　were　displayed　on　6　O／o　polyacrylamide

　　　　　gel　statned　with　the　silver　statning　method．　Marked　（M）：

　　　　　marker　（100　bp　ladder），　1：　Fruiting　body　pileus，　2：

　　　　　　Fruiting　body　stipe，　3：　Prirnordia，　4：　Mycelia．
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A施㎞yp鰍：　　　　AP紹

。恥ゆd了幽「：　　d獄∋　　　d曜踏　　　dηC

　　　　　　　M1234t234　t・234

F

　　　　　　APpt

　　d蘭G　　鰍　　‘fnc

Mつ234嘩2341234

Fig．　3．　Differential　display　of　total　RNA　from　the　three　devel－

　　　　　　opment　stages　and　different　tissue　types　of　L．　edodes

　　　　　　using　the　arbitrary　primers　AP　＃　3　and　AP　＃　4．　The

　　　　　　DDRT－PCR　products　were　resolved　on　60／o　polyacry－

　　　　　　lamide　gel　stained　with　silver　stairtmg　method．　Marked

　　　　　　M：　the　marker　（100　bp　ladder），　1：　Fruiting　body　pileus，

　　　　　　2：　Fi”uiting　body　stipe，　3：　Primordia，　4：　Mycelia．

AP訓 AP　＃2
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Fig．　4．　The　reamplified　bandproducts　differentially　expressed　by　L．　edodes　on

　　　　　　1．50／o　agarose　gel．　The　differentially　expressed　bands　were　picked　up

　　　　　　from　the　polyacrylamide　gel．　Marked　M：　marker　（100bp　ladder）．
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a）Re－a脚lified・mo重eCUlar　weig難も

b）Re－am茎）懸caもio嚢ba嚢d　was鍛◎もsho黙．

u難a丑d艶γee蕪a　were（嚢sti丑guished鋤◎澱抜ose◎rig鎗aもed癒◎蟄もhe◎thers、　The登ag澱e薦

of　F－2　was　expressed　on　oniy　the　tissue　of　mycelium，　when　the　mRNA　was　reacted　with

the　primer　of　AP　＃1　and　the　anchored　oligo－dTIA　primers．　The　fragment　of　F－5，　F－9　to

ll，　or　F－17　was　found　in　the　fungal　tissues　of　pileus，　stipe，　and　prirriordium，　but　Rot　in　the

fuRgal　tiss簸e＄of蟄yce圭ia．　Ma難y費ag搬enむs◎f　F－se艶s　were　displayed　o簸the澱RNA

originated　from　the　fullgal　tissttes　of　stipe，　as　compared　with　these　reaction＄　eriginated

from　the　other　tissues．　The　two　fragraents　of　F－14　and　F－18　were　selected　with　F－3　for

further　works．　The　baRd＄　er　fragraeRt＄　spstheslzed　axxd　dlsplayed，　aftey　meeky　reactioRs

of　mRNA　with　the　three　arbitrary　prjmers　with　three　3’　oite　aRchered　oligo－dT　primers，

were　hsted血Table　2　and　compared　with　each　other．　The　r血eteen　fragments　marked血

Figs．　2　aRd　3　were　listed，　again，　due　to　the　differences　fer　the　geRetic　geltes　expressed　to

the　fymga｝　tissues　coRected；　lt　was　observed　tkat　more　geRes　were　expyes＄ed　in　the　fimg3｝

tissiies　of　stipe　thaR　other　tissues，　although　eRly　three　arbkrary　primers　were　reacted

with　the　mRNA’s．　The　three　fragments　of　DNA　expressed　in　three　ltngal　tissues，　but　Rot

irt　the　fuRga｝　tissues　of　plleus，　were　se｝ected　for　further　works．

Sequenee
　　　The　nineteen　fragments　of　DDRT－PCR　were　selected，　reacted　with　the　two　different

primers　mentioned　above，　and　cenfirmed　with　the　re－ampljficatioR　on　the　1．50／e　agarose

gels　（Fig．　4）．　Several　fragraeRt＄　were　shgwed　tg　be　stained　wtth　the　darkeR　baftds　in　the
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Ta嚢｝叢e　3．τhe　I）翼A　se〈糞¢鍛ces　of織e　ba嚢ds　ob稔類愈d鋤。】：fi　DDRT－PCR．

SeqgeRces

ClgRes LeRgtk
（bps）

Tke　seq“eRces　deterrek｝ed

F　3－1

F　3－2

F　14－1

i4g

121

143

Aagc撹9滋もgccaaも9もgaggaag99もも総。嬉gcaa慧9もaももaaもccaggag薇ag宅cg

atcttaaaaccagtcctaaagggtcaataaggccatatattatt3aatttatatattcctgatg
gttgQgt1｛｝｛twMaaaaaaaaaaa

Aagctttttttttttcaaccatcaggaatatataaatttaataatatatttccttattgacccttt

aggactggttttaagatcgacctactcctggattaatacaattgccaggaaaccc

Aagcttttttttttggcataeatcaggagtaatttattgacaagtagtgtccaaatttggataaa

tatggtcaagcaatatttatgcattaagtatacggttagcatatgtgcttgaaacaagagaaat

agctcteateaacc

F　14－2 165 Aaagaagctatggatgaaggggaattcgatgaagatgagcatgaegaatatgactatgacg

acgaC暮aC£aもgagCg9もgtCcggaggtg菖aC＆Caag9七tgatgagagCtaも撹CもCtもgtも

もcca＆cac畿も芝誌ミ；ctaaccg宅aもacももaaaも菖C翫もaaaもaもt

F　18 199 Ga就もcac薇9もg礁aagCももCむcaacgも9C嬉CCもcagCもももcg瀬tCCもtaca＄9aacも

Cもcctaも段cacももaも9もcaaatctcgggaga＄tggcccatccaacccctcaもca蓼gaaccaa

宅もCも9eaCC就もgaaggaもももggaaもCもcagもC宅ac哉aaacaggaacag9もggaも9段aaagC

cgcもcac雛aag

The　po｝y　A　talls　urtderlmed．　The　black　box　represented　3’　UTR　regiolt．　Dt（rectioR　5’ww＞3’．

staining　dyes．　Out　of　the　nineteen　fragments，　only　three　fragments　made　from　the

DDRT－PCR　£ingerprints　（F－3，　F－14　and　F－18）　were　selected　for　deterrming　the　DNA

sequences．　The　re－amplified　cDNAs　of　the　fragments　sized　about　110　to　330　bps　in　the

length　of　DNA　were　shown　to　be　a　single　band　or　double　band，　except　that　some　were　Rot

showed　ner　c｝eariy　（Fig．　4）．　The　two　fragments　（darken　and　dtm　baRds）　of　F－3　and　F－14

were　shewR　and　ebtained　for　the　DNA　sequences．　The　fragmeRt　ef　F－18　was　a｝so

se｝ected　for　this　further　work．　The　fkve　fragmeAts　were　clofted　to　the　pRIP－TTM　vecter

known　and　determined　for　the　DNA　sequences．　The　fragments　picked　up　from　the

polyacrylamide　ge｝s　（Figs．　2　and　3）　were　loaded　in　the　agarese　gel，　agai］fi，　and　showed　to

be　Separaもedも0榊◎㎞ds　Of　ba丑d　Sh◎wmn　Fig．4．　TheもwO　ba濃dS　Shα職沁th＄飴9蟄e嚢もS

gf　F－3　and　F－14　（Fig．　4）　were　also　picked　gp，　being　deterrmed　by　the　DNA　seqxeRces．

The　DNA　sequences　were　determmed　uRder　a　raRge　of　200bps’　aRd　showed　in　Tab｝e　3．

The　two　fragments　of　F－3　were　determned　to　be　a　DNA　sequences　of　M　rich　140bps，

whereas　the　fragments　of　F－18　of　C／T　rich　sequence　with　190bps．　The　nucleotides　of　A，

T，　C，　and　G　were　obseived　be　evenly　distributed　in　the　fragraent　of　F－18　rather　than　the

others．　The　F－3　clone　was　identified　by　hybridizatioR　to　the　18sRNA　of　primordium　（Fig．

5）．　The　five　DNA　sequences　were　＄earched　for　further　information　by　BLAST　search

program．　However，　the　15　to　20bps，　the　partial　region，　of　fragment　were　completely

matched　with　those　of　several　genes　showed　in　Table　4，　indicating　the　control　gene　（the

‘intron’　gene　called　iR　searching　the　Blast　X）．　The　partial　region　of　DNA　sequence
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F－3

18s　RNA

Pi］eus Stipe Primordium Mycelia

Fig．　5． Dot　bl’otting　of　the　unfractionated　RNA　of　fragment－3　imrnobilized　by

the　slot　blotting．

Table　4． The　DNA　sequences　of　the　five　fragments　compared　with　the　other　genomic　sequences

obtained　from　the　the　BLAST　searchings．

Code　number The　organisms　and　some

descriptions

Homology　sequences

F3－1　gblU69572．llCPU6957

　　　　　gblU41277．llCELCO6E4

　　　　　gblAEOO3442．lIAEOO3442

　　　　　gblACOO484521ACOO4845

　　　　　gbIACOO4749．llACOO4749

Mitoehondiion　Culex　pipiens　A＋T　rich　m

Caenorhabditis　elegans　cosmid　CO6E4

Drosophjla　melanogaster　genomic　scaf

Homo　sapiens　clone　RP4－63505，　comple

Homo　sapiens　chromosom’ ?@5，　Pl　clone

97．119：　636　atatattattaaattJtatatatt　658

99“一，119：　15414　atattattaaatttatatatt　15394

97．116：　167763　atatattattaaatttatat　167782

97．120：　50459　atatattatttaatttatatattc　5048

96．115：　36497　catatattattaaatttata　36478

F3－2　gblU69572．11CPU69572’

　　　　　refiNC　OO1993．1

gblNTO63866．lIAFQ63866

gbIU41277．11CELCO6E4

gb］AEOO3tlt12．llAEOO3442

Mitochondrion　Culex　pipiens　A十T

lMelanoplus　sanguinipes

entomopoxvirus

Melanoplus　sangumipes　entomopoxviru

Caenorhabditis　elegans　cosmid　CO6E4

Drosophila　melanogaster　genomic　scaf

27．49：　658　aatatataaatttaataatatat　636

27→5ユ：24133aatatataaagttaataatatattt　24109

27．51：　24133　aatatataaagttaataatatattt　24109

27－47：　15394　aatatataaatttaataatat　15414

3be49：　167782　atataaatttaataatatat　16770s

F　14－1　gblAEOO3528．11AEOO319528

　　　　　gblACOO6075．IIACOO6075

　　　　　gblU73649．11U73649

　　　　　gblU61947．llCELCO6G3

　　　　　gbACO12446．2ACOI2446

Drosophila　melanogaster　genomic

Homo　sapiens　chromosome　16

Human　Chromosome　11　Cosmid

Caenorhabditis　elegans　cosmid

Hoifto　sapiens　clone　RPI1－IOIA12

75－95：　281829　gcaatat］ttatgcattaagta　281849

1e8．128：　155819　atgtgcttgaaacaagagaaa　155799

103．123：　21689　ageatatgtgcttgaaacaag　21669

25－43：　1920　aggagtaatttattgacaa　1938

64．ss：　71654　aatatggtcaagcagtatttat　71633

F14T2　gblJO5161．lILUMHBC　Eamhworm（L．terrestris）extracellular

　　　　　eMb］AJ249549．llEMU249549　Echinococcus　multilocularis

　　　　　refiNC－OOI139．1　Saccharomyces　eerevisiae　chromosome

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　wn

　　　　　emblZ72749．IESCYGL227W　S．　eerevisiae　ehromosome　VII

　　　　　dbjlABO2ss23．llABO2ss23　Eptatretus　burgeri　mRNA

50－74：　1111　atgactatgacgacgacgacgatga　1135

12．39：　2295　ggatgaaggggaattcgatgaggatgag　23

50．74：　70202　atgacgatgaegacgacgacgatga　70226

5b174：　872　atgacgatgacgacgacgacgatga　896

36－68：　ec2　tgaggatgacgaagatgacgatgacgacgacga

894

F　18 emblAL365234．llATT30N20

emblAL121776．　IHSJIO50K3

gblACOe9541．16LACOO9541

gblACOO2352．ILACOO2352

gblACOO5255．11ACOO52M

Arabidopsis　thaliana　DNA　chromosome

HumaR　DNA　sequence

Hurnan　Chromosome　7　clone

Homo　sapiens　12q24　PAC　P256DIO

Homo　sapiens　chromosoine　19

68．87：　16388　tatacacttatgtcaaatct　16407

170．189：　74436　aacaggtggatgaaaagceg　74455

147．165：　80344　ggaatctcagtctacaaaa　80362

129．147：　6002　tgcacctttgaaggatttg　6020

138－160：　92056　gaaggatttggaatcacagtcta　92034

The　fragments　synthesized　were　compared　with　the　genes　informed　from　the　GeneBank
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matched　above　was　searehed　to　originate　frora　the　eucaryotic　cells　but　not　frem　the

prokaryetic　ee｝ls．　The　fragmeRts　seiected　ftem　this　work，　especlally　A十丁　rich　DNA

se（巣uence　i嚢F3－1．a璽d　F3－2，　were　co難sidered　t（）be　a　co薦ro1．ge貧e（i琳r◎R），　buも難◎もa

sも撒。綴ral　ge数es（ex◎n；see　the　liもeraもures　of　gblU69572．封CPU69572　Miもoch◎繋dri◎n

O編θ劣．1）毎）iecas　A十T　rich（）r　gb　iU41277．封CELC（）6E4　Cae？zoγiんαわdigis認曜α箆s）．　Some

regielts　of　the　fragmeRt　F－18　was　also　searchect　to　be　matched　with　the　iiitroR　gertes

（repeating　regions）　and　the　structural　genes　（exon）　of　DNA　sequences．

DISCUSSION

　　　The　lme　of　lmHyeop－1　L．　edoeles　were　known　to　be　the　fungus　grown　rapidly　in　the

high　temperature．　The　liquid　spawn　was　employed　for　rapid　growth　in　the　common　saw－

dust　blocks．　The　morphognesis　were　induced　under　several　knewri　conditions．　The

myceha　was　inoculated　by　the　liquid　spawn　and　cultured　in　the　sawdust　blecks　for　1　or　1．5

moAth　（Fig．　1）．　After　then，　the　myce｝ia　were　observed　to　ti2m　to　dark　brown　colgr　and，

after　theR，　tc　several　pretrudwg　mass　（2　gr　3－cpt　dlaraeters）　in　the　siirfaces　（C　in　Fig．　1）．

M◎rphogenesis◎fムedoCies　was◎bservedも◎take　place膿der　ce勲i蓑。◎nditions，
a｝though　it　was　ceRcemed　wader　the　eoAditioRs　ef　ogir　labotiatory．　The　mRNA’s　iRdnced

by　the　four　clifferext　stages　of　L．　edodes　merphogeResis　were　eeftected，　reacted　with　the

arbitrary　primers　and　syntheslzed　to　the　genes　of　cDNA’s．　The　gelles　related　to　raor－

phogenesis　would　be　considered　to　be　very　important　for　commerclal　production　of　L．

edodes’@in　Eastern　Asia．　Thus，　the　genes　inducing　the　morPhQgenesis　of　basidiocarp　were

considered　to　be　critical　for　the　production　of　co㎜erci田mushroom血the　agric撮tures．

　　　Many　genes　were　expressed　in　the　DDRT－PCR，　when　the　three　arbitrary　prirners　of

AP　2，　3　and　4　were　reacted　with　mRNA　rather　than　the　other　arbitrary　primer　＃　1．

Particularly，　the　many　genes　were　detected　when　the　AP　primers　were　reacted　with　the

end　primers　of　the　oligo　primers　TIC；　the　many　bands　or　fragmeRts　were　obseived　on　the

electrophoresis　gels　when　the　arbitrary　prkrners　＃　2　or　＃　4　rea¢ted　wtth　the　oXgo　primers

T／C．　This　would　be　helpfu｝，　especially，　for　further　work　of　L．　edodes　or　its　related　species．

The　geRe　fragmeiits　Rot　exptessed　iR　eRly　a　fuBgal　tissue　were　observed　iR　the

preparaticRs　of　stipe　mere　thaR　the　others，　se　less　expressed　iR　the　preparatioms　ef

mycelia．　（Table　2，　ai｝d　Figs．　2　aRd　3）．　GeRerally，　so　many　geRes　expeeted　to　be

expressed　iR　the　fuRga｝　tissues　of　basidiecarps　（pileus　aftd　stipe），　because　more

comple）dもy　of　struc敏re　was　fou嚢d血the　basidi（）c翫rps　tha嚢㎞もhe　myce蓑a◎fもhe鍬識g慧s．

The　fragmeRts　（F－3，　F－M，　and　F－i8）　observed　iR　preparatioRs　ef　the　three　fungal

tissues，　excluding　the　tissue　of　plleus，　were　se｝ected　for　the　analyses　of　DNA　sequence．

In　other　words，　the　possible　genes　related　to　the　morphogenesis　of　basdiocarp　should　be

expected　to　exist　in　the　fungal　tissues　of　mycelia，　primordia　and　stipe　（Table　2）．　The　two

fragments　of　F－3　and　F－14　picked　up　frorn　the　agarose　gels　were　showed　to　be　two　bands，

again，　and　total　five　bands　selected　were　determined　to　the　DNA　sequence　showm　in

Table　3．　The　two　fragments　darken　（F3－1：　140　bp）　and　the　dirn　bands　（F3－2：　121bp）　in’

Fig．4，　picked　up　from　the　one　fragment（F－3　fragment血Fig．2）were　quite　different

eack　other’s　in　the　ai｛alysis　ef　DNA　sequences　（Table　3）．

　　　Our　wgrks　for　the　gekes　iRdijieed　for　morphogeResis　were　very　importaRt　iri　the

coramercial　prodgctioR　of　L．　ededes，　eveR　thoggh　the　five　fragmeRts　selected　3bove
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should　be　co㎡麺med　by　Norもher鍛bloもor　otぬe欝PCR　meもh（）ds．　A鍛むag獄eRts．a繋alyzed　by

DNA　sequence　（Table　3）　were　searched　to　match　with　other　DNA　sequences　of　geRe

provided　from　Blast　X．　The　analyses　of　the　protein　for　the　DNA　sequences　of　the　frag－

ment　selected　were　not　condi3cted　because　finding’the　genes　related　to　merphogefte＄is　of

basidiocarp　were　aimed　by　using　the　methology　of　DDRT－PCR．　The　rninute　differences

between　the　fragments　shown　in　the　polyacryl－amide　gel＄　were　tried　to　be　detected　for

the　i￥｝RNA　eriginated　frem　the　c12ffereRtfuagal　tiss“es　aAd　a｝se　to　be　related　te　the　DNA

seq“eRces．　Our　work　was　subjected　te　detect　the　diffeyences　of　fragraeRt　showi｝　in　the

polyacrylamide　gels　for　the　further　work　of　L．　eclodes．
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