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腐烂茎线虫热激蛋白新基因的克隆与序列分析
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摘要 热激蛋白90基因(heatshockprotein90genes,hsp90s)是与生物发育、生物防御反应以及生物抗环

境胁迫等相关的多功能基因。本试验以RT-PCR结合RACE方法从腐烂茎线虫Ditylenchusdestructor中克隆

出1个hsp90,命名为Dd-hsp90-1,基因登录号为 HQ901595。Dd-hsp90-1cDNA 全长序列含有1个2160bp
的开放性阅读框(ORF),编码719个氨基酸残基,其5′末端和3′末端分别含有70bp和117bp的非编码区

(UTR)。Dd-hsp90-1内含子外显子结构分析结果表明,其基因组序列包含9个内含子,且各内含子两端剪接位

点序列遵守GT/AG规则。Dd-hsp90-1基因的推定蛋白Dd-HSP90-1分子质量约为82.79ku。该基因为单拷

贝基因,并且与其他热激蛋白90基因高度同源。Dd-HSP90-1具有热激蛋白90家族保守的序列和基系。此外,

该基因还具有胞质型热激蛋白90的5个特征序列和特异 MEEVD基系,这表明Dd-hsp90-1为胞质型热激蛋

白90。系统进化分析结果显示,Dd-hsp90-1与松材线虫热激蛋白90基因(GenBank登录号 ACY01918)亲缘关

系最近,氨基酸序列一致性达到86.65%。同时,热激蛋白90基因的系统进化分析结果也体现了植物寄生线虫

之间的取食行为差异。
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  热激蛋白(heatshockproteins,HSPs)为一类

多基因家族蛋白,依据热激蛋白的分子质量和氨基

酸序列同源性与功能,可将其分为5个主要家族:

HSP100家族、HSP90家族、HSP70家族、HSP60
家族和小分子 HSP家族,其中分子质量在 82~
90ku之间的热激蛋白为 HSP90[1-2]。HSP90家族

又可 分 为 5 个 亚 蛋 白 家 族:位 于 细 胞 质 中 的

HSP90A、位于内质网中的 HSP90B、位于叶绿体

中的HSP90C、线粒体TNFR 关联蛋白(mitochon-
drialTNFR-associatedprotein,TRAP)和细菌高温

蛋 白 G(bacterialhightemperatureprotein G,

HtpG)[3-4]。

HSP90s参与多种生物学过程,具有复杂的生

物学功能。HSP90s具有ATP酶活性,其与底物蛋

白结合,依靠 ATP水解释放的能量引导蛋白的正

确折叠[4]。HSP90s不但能与其他蛋白结合,稳定

其蛋 白 的 空 间 结 构,还 能 促 进 蛋 白 的 降 解,如

HSP90s能促进脑视网膜血管瘤病肿瘤抑制因子

(VonHippel-Lindaudiseasetumoursuppressor)的
降解[5]。此外,HSP90s在端粒的延伸过程中具有

重要的功能。DNA复制过程中端粒(telomere)的
延伸需要多种蛋白相互作用协同完成,其中多种蛋

白与蛋白、蛋白与DNA 序列之间的相互作用均需

要HSP90的参与[6]。
在动物免疫系统中,HSP90能与抗原多肽(an-

tigenicpeptides)结合,并将其传递给 MHC-1分子,
发挥抗原递呈作用(antigenpresentation)[7]。在植

物的生物抗性反应中,HSP90同样具有重要的功

能。范海延等人研究了黄瓜品系S17叶片受白粉

病菌胁迫后的蛋白质组变化,结果发现黄瓜叶片接

种白粉病菌48h之后,热激蛋白90基因上调表

达[8]。在拟南芥及番茄类植物中,HSP90参与抗病

基因介导的抗病信号转导过程,如抗性基因 Mi基

因介导的抗病信号转导过程[9-11]。在前人研究的基
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础上,Bhattarik等[11]构建了抗性基因 Mi基因介导

的抗病信号转导模型:HSP90与 Mi蛋白和SGT1
蛋白(或者SGT2蛋白)组成抗病基因介导的信号转

导复 合 物 (R-signalingcomplex),Mi蛋 白 监 控

RME1蛋白的修饰变化;当RME1被线虫或者昆虫

无毒蛋白决定因子(Avrdeterminant)修饰后,Mi
蛋白识别RME1并与之结合,进而引起 Mi蛋白空

间构象变化,激活抗病基因介导的抗病信号转导途

径(R-signalingpathway)。
研究发现,hsp90基因在丝状线虫(Filarical

nematodes)和秀丽小杆线虫(Caenorhabditisele-
gans)适应环境温度变化的过程中具有重要的功

能[12]。De等[13]首次对植物寄生线虫甘蓝根结线虫

Meloidogyneartielliahsp90基因 (Mt-hsp90)在环

境温度变化过程中的表达水平进行了分析,结果发

现,不同温度条件下其卵和2龄幼虫的Mt-hsp90基

因差异表达,而且,该基因同秀丽小杆线虫Daf-21
基因为同源基因,推测 Mt-hsp90可能具有Daf-21
类似的功能,参与甘蓝根结线虫抗温度胁迫。目前,
在腐烂经线虫中仍未见有关其hsp90基因的报道。
笔者首次从腐烂茎线虫中克隆出1个A 型hsp90
基因,旨在为研究植物寄生线虫hsp90基因的生物

学功能提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

腐烂茎线虫为笔者所在实验室收集、保存的江

苏省铜山县地区种群。腐烂茎线虫培养方法:将半

裸镰刀菌Fusariumsemitectum 接种在PDA 培养

基上,25℃条件下培养4d,再用无菌玻璃吸管将含

有腐烂茎线虫的虫液转移至PDA 培养基中,并往

PDA培养基中接种腐烂茎线虫,腐烂茎线虫以半裸

镰刀菌为食,在25℃ 条件下进行繁殖[14-16]。培养

40~50d后,向培养皿皿盖中加适量无菌水,用无

菌 玻 璃 吸 管 将 培 养 皿 皿 盖 上 的 虫 体 转 移 至

1.5mL的 DNase/RNase-free离心管中。待线虫

沉入离心管底部后,用移液器吸弃上层水相。加入

DEPC处理水重悬浮虫体,待线虫沉入离心管底部

后用移液器吸弃上层水相,如此洗涤5次。将约

100μL的线虫(约10000头)加入到1.5mL 的

DNase/RNase-free离心管中,并加入 1mLTR-
Izol,液氮速冻,-80℃ 保存备用。

大肠杆菌感受态TOP010、DNAMarker和琼脂

糖凝胶DNA回收试剂盒均购自天根生化科技有限

公司;EXTaq 酶购自TaKaRa 公司;TRIzol试剂、

GeneRace®CoreKit和SuperScripeTMⅢFirst-Strand
SynthesisSystemforRT-PCR试剂盒购自Invitrogen;

pGEM-Teasy 系 统 试 剂 盒 购 自 Promega公 司;

DIGDNAPCR标记试剂盒购自北京美莱博医学

科技 有 限 公 司;DIG HighPrimerDNALabeling
andDetectionStarterKitⅠ购 自 Roche公 司(德
国)。
1.2 总 RNA 提取及 cDNA 第 1 链合成

将以TRIzol试剂保存的腐烂茎线虫用冻融法

进行裂解提取总RNA。按照GeneRace®CoreKit
和SuperScripeTMIIIFirst-StrandSynthesisSystem
forRT-PCR试剂盒说明书步骤合成 mRNAs5′端
和3′端完整的cDNA第1链。
1.3 基因组 DNA 的提取

腐烂茎线虫基因组DNA 的提取参照Patel的

方法[17]进行并略加改动。将腐烂茎线虫与线虫裂

解液混合,65℃ 温浴1h。DNA 用酚/氯仿抽提,
并用乙醇沉淀。DNA 用去离子水溶解,并在37℃
条件下用RNaseA处理30min。
1.4 3′RACE

按照 SuperScripeTMⅢ First-StrandSynthesis
SystemforRT-PCR试剂盒说明书步骤进行腐烂茎

线虫 HSP90基因的3′RACE 试验。腐烂茎线虫

hsp90的EST序列来自笔者所在实验室构建的腐

烂茎线虫cDNA文库(表1)。
表1 腐烂茎线虫hsp90的EST序列

Table1 ESTsequenceofhsp90inD.destructor

基因 Gene 基因的EST序列 ESTsequence(5′-3′)

GGAGTTGGACTCTGGCAAGGAGCTGTTCATCAAGATCACGCCGAACAAGGCCGAGAAGACGCTCACTC
TCATGGACACTGGCGTTGGAATGACCAAGGCTGACCTCGTGAACAATCTCGGAACGATTGCCAAGTCG
GGAACCAAGGCTTTCATGGAGGCTCTTCAGGCTGGCGCAGACATCTCGATGATTGGTCAATTCGGTGTG

hsp90 GGATTCTATTCGGCGTTCTTGATTGCTGACCGCGTTGTCGTCACTTCGAAGCACAACGATGACGAATGC
CATCAATGGGAATCCTCTGCTGGCGGCTCGTTCATTATCCGTCGCGTTGAAGATCCAGAGCTTACCCGT
GGCACTAAGGTGGTCCTTTACATGAAGGAGGATCAAACCGAATACCTCGAAGAGCGCCGTATCAAGGA
GATCGTCAAGAAGCACTCGCAGTTCATTGGATATCCCATCAAATTGC
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  根据该表1的EST序列,用软件Primer5.0
及DNAMAN设计基因特异引物S1、S2(表2),以

cDNA第1链为模板,以3′GeneRacePrimer及S1
为引物进行PCR反应。PCR反应条件:94℃预变

性3min;94℃变性45s,56℃退火45s,72℃延

伸2.5min,35个循环;72℃延伸10min。再以该

PCR 产 物100倍 稀 释 液 为 模 板,以3′GeneRace
NestedPrimer和 S2 为 PCR 引物,进行 Nested
PCR反应。PCR 反应条件:94℃预变性3min;

94℃变性45s,60℃ 退火45s,72℃延伸2.5
min,35个循环;72℃ 延伸10min。PCR产物以

1.0%琼脂糖凝胶电泳分离,纯化目的片段,再进行

连接、转化、克隆,PCR菌液检测后测序。
表2 试验中使用的PCR引物

Table2 PCRprimersusedinthisstudy

引物名称
Primername

引物序列(5′-3′)
Primersequence

S1 AAGGCTGACCTCGTGAACAATCTC
S2 TACCGTCGTTCCACTAGTGATTT
S3 TTGGTTCCCGACTTGGCAATCGTTCC
S4 CCCAAGTTTGAGAAATCA
S5 TGTGGAGATCTTGTGAAGTATA
S6 GAAGTTCTACGAAGCATTCTCCA
S7 CAGAGTTGTCCACGGTTTCCTT

1.5 5′RACE
按照SuperScripeTMIIIFirst-StrandSynthe-

sisSystemforRT-PCR试剂盒说明书步骤进行腐

烂茎线虫hsp90的5′RACE试验。根据腐烂茎线

虫hsp90的EST片段,用软件Primer5.0和DNA-
MAN设计基因特异引物S3(表2)。以cDNA 第

1链为模板,以S3和5′GeneRacePrimer为引物进

行PCR扩增。PCR反应条件:94℃预变性3min;

94℃变性45s,72℃延伸3min,5个循环;94℃变

性45s,70℃延伸3min,5个循环;94℃变性45s,

67℃退火45s,72 ℃延伸1.5min,25个循环;

72℃延伸10min。PCR 产物以1.0% 琼脂糖凝胶

电泳分离,纯化目的片段,再进行连接、转化、克隆,

PCR菌液检测后测序。
1.6 cDNA 全长扩增

依据cDNA拼接序列,设计基因特异引物S4、

S5(表2),对cDNA 序列进行全长扩增。以cDNA
第1链为模板,以S4、S5为引物进行PCR扩增。

PCR反应条件:94℃预变性3min;94℃变性45s,

53℃退火45s,72℃延伸3min,5个循环;94℃
变性45s,48℃退火45s,72℃延伸3min,30个循

环;72℃延伸10min。PCR产物以1.0% 琼脂糖

凝胶电泳分离,纯化目的片段,再进行连接、转化、克
隆,PCR菌液检测后测序。
1.7 基因组序列克隆

依据目的基因cDNA序列,在两端非编码区及

其附近设计基因特异引物,结果发现引物S4、S5符

合条件(表2)。以腐烂茎线虫DNA为模板,以S4、

S5为引物进行PCR 反应,扩增目的基因的基因组

序列。PCR反应条件:94℃预变性5min;94℃变

性1min,53℃退火1min,72℃延伸4min,5个

循环;94℃变性1min,48℃退火1min,72℃延

伸5min,30个循环;72℃延伸10min。PCR产物

以1.0% 琼脂糖凝胶电泳分离,纯化目的片段,再
进行连接、转化、克隆,PCR菌液检测后测序。
1.8 基因序列及其编码蛋白氨基酸序列分析

在NCBI网站(www.ncbi.nlm.nih.gov/)进行

基因BlastX同源比对分析,用软件DNAMAN对

基因cDNA序列进行开放性阅读框预测及其核苷

酸序列翻译。以软件ClustalX对来自6个不同物

种的HSP90(表3)和本研究中克隆的HSP90氨基

酸序列进行多序列比对,其结果用软件GENEDOC
进行编辑。以软件 MEGA4.0UPGMA算法对来

自9个不同物种的HSP90(表4)和本研究中克隆的

HSP90进行系统进化分析。以 ComputepI/Mw
(http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html)预
测蛋白分子质量,以GSDS(http://gsds.cbi.pku.
edu.cn/)进行基因内含子外显子结构分析。

表3 6个不同物种中的HSP90序列信息

Table3 InformationofHSP90sfromsixdifferentspecies

物种Species
基因库登录号

GenBankaccessionofHSP90
Burspahelenchusxylophilus ACY01918
Heteroderaglycines ACR57216
Meloidogyneincognita ADD10372
Caenorhabditisbriggsae Q18688
Homosapiens NP_031381
Escherichiacoli ADR25877

表4 来自9个不同物种中的HSP90
Table4 HSP90sfromninedifferentspecies

物种Species
基因库登录号

GenBankaccessionofHSP90
Caenorhabditiselegans Q18688
Haemonchuscontortus ACU00668
Brugiapahangi CAA06695
Bursaphelenchusxylophilus ACY01918
Heteroderaglycines ACR57216
Meloidogyneartiellia CAU15484
Meloidogyneincognita ADD10372
Saccharomycescerevisiae EDN60908
Escherichiacoli ADR25877
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1.9 Southern 分析

将15μg腐烂茎线虫基因组DNA分装至3个

0.2mLPCR管中,用限制性内切酶 EcoRⅠ、EcoR
Ⅴ和 HindⅢ 于37℃ 水浴条件下酶切16h。根据

目的基因的基因组序列设计序列特异引物S6和S7
(表2)。参照DIGDNAPCR标记试剂盒说明书合

成探针,并依照 DIG HighPrimerDNALabeling
andDetectionStarterKitⅠ试剂盒说明书进行杂交

和显影。

2 结果与分析

2.1 hsp90 cDNA 全长的克隆与序列分析

根据腐烂茎线虫hsp90的EST序列,用RACE
技术克隆该基因3′和5′cDNA末端序列,测序结果表

明,其大小分别为1685bp和395bp(图1)。

M:DL2000marker;1:PCR产物PCRproducts.

图1 腐烂茎线虫hsp903′和5′RACE的PCR产物

Fig.1 PCRproductsofhsp90genefrom
D.destructor3′and5′RACE

  对已获得的2个cDNA 片段同腐烂茎线虫

hsp90EST序列进行序列拼接,结果获得了1个全长

为2347bp的cDNA序列。在该cDNA 序列两端

设计基因特异引物,进行PCR扩增、测序,结果克隆

到1个为2253bp的cDNA片段(图2)。将此2253
bp的cDNA片段和目的基因cDNA 拼接序列进行

比对分析,分析结果显示两序列一致,这表明从腐

烂茎线虫中克隆的 HSP90基因cDNA 拼接序列正

确。该hsp90基因cDNA全长含有1个2160bp的

开放性阅读框,其5′端起始密码子ATG 前有1个

70bp的非编码区,3′端有1个117bp的非编码区,
且3′端有多聚腺苷酸尾及加尾信号(AATAAA)。
因此,从腐烂茎线虫中克隆的hsp90cDNA 序列为

完整序列,命名为Dd-hsp90-1,其GenBank登录号

为HQ901595。

 M:DL2000marker;1:引物S4&S5的PCR产物Prod-
uctofPCRprimersS4&S5.

图2 腐烂茎线虫hsp90cDNA全长的PCR扩增

Fig.2 AmplificationofPCRprimersS4&S5of
hsp90genefromD.destructor

2.2 hsp90 的基因组序列克隆及序列分析

以基因特异引物S4和S5为PCR引物,以腐烂

茎线虫基因组DNA为模板扩增目的基因的基因组

序列并测序,结果克隆到1个 4008bp 大小的

DNA片段(图3)。

 M:DL2000marker;1:引物S4&S5的PCR产物Prod-
uctofPCRprimersS4&S5.

图3 腐烂茎线虫hsp90的基因组序列克隆

Fig.3 Cloneofhsp90genomicsequence
fromD.destructor

  依据腐烂茎线虫hsp90cDNA全长序列及其基

因组序列进行内含子外显子结构分析,结果显示,其
基因含有9个内含子,1个70bp的5′-UTR和1个

117bp的3′-UTR,且内含子两端拼接位点序列遵守

GT/AG规则(图4)。
2.3 HSP90 氨基酸的序列分析

根据从腐烂茎线虫中克隆的hsp90cDNA全长

序列推测其编码蛋白含有719个氨基酸残基,分子

质量约为82.79ku。以SingalP3.0对腐烂茎线虫

HSP90进行信号肽预测,结果显示在其氨基端没有

信号肽。以来自不同物种的7种 HSP90氨基酸序

列进 行 序 列 比 对 分 析,结 果 表 明,腐 烂 茎 线 虫

HSP90含有HSP90蛋白家族保守的亮氨酸拉链序
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列 (leucinezippersequence)、LXXLL 序 列 和

GXXGXG基系以及胞质型HSP90蛋白家族的5个

特征序列和 MEEVD基系[18](图5)。由此可见,从
腐烂茎线虫中克隆到的基因为细胞质型hsp90,且
属于A型。

2.4 HSP90 的系统进化分析

腐烂茎线虫与其他物种的 HSP90系统进化分

析表明,来自人体寄生线虫捻转血矛线虫 Haemon-
chuscontortus、彭亨布鲁线虫Brugiapahangi和植

物寄生线虫腐烂茎线虫、松材线虫Bursaphelenchus

图4 腐烂茎线虫hsp90的内含子外显子结构分析结果

Fig.4 Intron-exonstructureanalysisresultofhsp90fromD.destructor

  下划线标注 HSP90的5个特征系列。双下划线标注保守的亮氨酸拉链序列。“#”号标注保守的LXXLL序列,该序列能与细胞核

受体结合。“*”号标注GXXGXG基系。“XXXXX”号标注胞质型 HSP90具有的 MEEVD基系。ThefiveHSP90signaturesequences

areunderlined.Theconsensusleucinezippersequenceisdoubleunderlined.TheconsensusLXXLLsequence,whichhasbeenshownto

bindnuclearreceptors,isindicatedwiththesign“#”plussign.TheGXXGXGmotifwasindicatedwiththesign“*”.Thecytoplasmic

HSP90sequencemotif(MEEVD)isindicatedwiththesign“XXXXX”.

图5 腐烂茎线虫与其他物种HSP90氨基酸的序列比对分析

Fig.5 Multi-sequencealignmentofheatshockprotein90fromD.destructorandotherspecies
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xylophilus 以 及 自 由 生 线 虫 秀 丽 小 杆 线 虫 的

HSP90聚为一支,而植物寄生线虫大豆孢囊线虫

Heteroderaglycines、南方根结线虫 Meloidogyne
incognita 和甘蓝根结线虫的 HSP90形成另一进化

支系(图6)。同源比对分析结果显示,腐烂茎线虫

HSP90与来自秀丽小杆线虫、捻转血矛线虫、彭亨

布鲁线虫、松材线虫、大豆孢囊线虫、甘蓝根结线虫

和南方根结线虫的 HSP90氨基酸序列一致性分别

达 到 82.20%、83.59%、85.02%、86.65%、

83.45%、84.46% 和82.33%。

图6 不同物种的HSP90s系统进化分析

Fig.6 Phylogenetictreeofheatshockprotein90sfromdifferentspecies

2.5 腐烂茎线虫 hsp90 的 Southern 分析

为分析腐烂茎线虫hsp90的拷贝数,以PCR方

法合成了1条腐烂茎线虫hsp90特异的地高辛标记

探针,其大小为375bp(图7),该探针序列包含1个

限制性内切酶 HindⅢ的酶切位点。

 M:DL2000marker;1:以引物S6和S7进行PCR扩增

合成的腐烂茎线虫hsp90地高辛记探针。Digoxigeninla-
beledprobeofD.destructorhsp90genesynthesizedbyPCR

amplificationwithprimersS6andS7;2:未进行地高辛记引

物S6和S7的PCR产物。UnlabeledPCRproductofprimers

S6andS7.

图7 腐烂茎线虫hsp90的探针合成

Fig.7 Probesynthesisofhsp90fromD.destructor

 以限制性内切酶EcoRⅠ、EcoRⅤ和HindⅢ 分别

对腐烂茎线虫基因组DNA 进行酶切,并以hsp90
地高辛标记探针进行杂交。结果显示,EcoRⅠ、

EcoRⅤ和 HindⅢ 酶切的腐烂茎线虫基因组分别

显示1条、1条和2条条带(图8)。这表明腐烂茎线

虫hsp90为单拷贝基因。由于在探针序列中存在

1个HindⅢ的酶切位点,因此 HindⅢ在探针杂交

序列中将单拷贝的腐烂茎线虫hsp90酶切成2段,
杂交探针与hsp90基因的2段分别杂交,进而显示

2条条带(图8)。

 以腐烂茎线虫2龄幼虫基因组DNA进行DNA限制内切

酶酶切反应后,对其hsp90杂交探针进行Southern分析。箭

头处表示与hsp90杂交探针杂交显色的条带。ASouthern

blotofrestrictionenzyme-cleavedgenomicDNAextracted

fromD.destructorsecond-stagejuvenileswashybridizedwith

aprobeobtainedbyPCRamplificationoftheD.destructor

hsp90gene.Bandsthathybridizedtothehsp90probearein-
dicatedbyarrows.

图8 腐烂茎线虫hsp90的Southern分析

Fig.8 Southernblotofhsp90fromD.destructor

3 讨 论

系统进化分析结果表明,腐烂茎线虫hsp90与

松材线虫hsp90基因属于同一个进化支系,表明这

2个物种的热激蛋白基因可能功能同源。此外,腐
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烂茎线虫与松材线虫的热激蛋白形成的进化支系独

立于来自大豆孢囊线虫、甘蓝根结线虫和南方根结

线虫的hsp90基因形成的进化支系,这与这几种植

物寄生线虫之间生理特性的异同点吻合。腐烂茎线

虫与松材线虫为食真菌的植物寄生线虫[14,19],在植

物体内不能诱导植株形成特异组织结构———取食位

点(feedingsite),表现为迁移性寄生方式[20]。大豆

孢囊线虫、甘蓝根结线虫和南方根结线虫不食真菌,
而且在寄主植株中诱导植株形成取食位点,通过取

食位点获取植物体内的营养物质,表现为固着性寄

生方式[21]。因此,hsp90的系统进化分析结果体现

了这几种植物寄生线虫取食行为的异同。
从腐烂茎线虫中克隆的hsp90基因为单拷贝,

这与秀丽小杆线虫[22]、大豆孢囊线虫和爪哇根结线

虫Meloidogynejavanica[18]、果蝇[23]以及鳞翅类动

物家蚕 Bombyxmori 和草地贪夜蛾Spodoptera
frugiperda[24]中的hsp90拷贝数一致。由此可以

推测,在植物寄生线虫中,hsp90基因可能均为单拷

贝基因。

Skantar等[18]研究发现,植物寄生线虫北方根

结线虫 M.hapla2个不同种群间hsp90基因序列

表现差异,据此推测hsp90基因可能实现植物寄生

线虫不同种群的分子鉴定。但由于有关植物寄生线

虫不同种群的hsp90基因序列信息很少,这一研究

推论仍有待进一步的验证。因此,今后有必要对腐

烂茎线虫不同种群中的hsp90基因进行克隆并对基

因序列进行比较分析,进一步探讨hsp90基因在植

物寄生线虫种群分子鉴定中的应用价值。
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Cloningandsequenceanalysisofanewheatshockproteingene
fromDitylenchusdestructor

GENGTian1,2 PENGDe-liang1 LIJian-hong2 HUANGWen-kun1

 WANGGao-feng1 PENGHuan1 LONGHai-bo1

1.InstituteofPlantProtection,ChineseAcademyofAgriculturalSciences/

StateKeyLaboratoryforBiologyofPlantDiseasesandInsectPests,Beijing100193,China;
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  Abstract Heatshockprotein90genes(hsp90s)aremultifunctionalgenes,whicharerelatedtobi-
ologicaldevelopment,biologicaldefensereactions,environmentalstresstoleranceandsoon.Inthisre-
search,aheatshockprotein90gene(Dd-hsp90-1;GenBankAccession:HQ901595)wasclonedfrom
DitylenchusdestructorbyRT-PCRandRACE.ThecDNAsequenceconsistedofa2160bpopenreading
frame(ORF)encoding719aminoacidresiduesthatwasfrankedbya70bp5′-untranslatedregion
(UTR)anda117bp3′-UTR.Theresultofintron-exonstructureanalysisshowedthatthegenomicse-
quenceofDd-hsp90-1alsocontained9introns.AndalltheintronsobeyedtheGT/AGruleinthesplice-
sitejunctions.ThemolecularweightofDd-hsp90-1deducedproteinwasabout82.79ku.Dd-hsp90-1
wasasinglecopygenewashighlyhomologoustootherhsp90s.Therewereconsensusaminoacidse-
quencesandmotifsofHSP90sintheaminoacidsequenceofdeducedproteinDd-HSP90-1.Further-
more,thededucedproteinDd-HSP90-1alsocontainedfivesignaturesequencesandMEEVDmotifspecif-
ictocytoplasmicHSP90s.AllofthesedemonstratedthatDd-hsp90-1wasancytoplasmichsp90.Phy-
logeneticdendrogramindicatedthatDd-hsp90-1wasmostcloselyrelatedtoBaursaphelenchusxylophi-
lushsp90(ACY01918)with86.65%sequenceidentity.Italsorevealedthedifferencesinthefeeding
behaviorsofplantparasiticnematodes.

Keywords Ditylenchusdestructor;heatshockprotein90genes;cloning;sequenceanalysis
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