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摘要: 从小桐子(Jatropha curcas)幼苗的叶片组织中分离出一个新的AP2/ERF类转录因子的编码基因, 命名为JcERF3。序列

分析显示其完整编码区为729 bp, 编码蛋白由242个氨基酸组成。推测的蛋白质与其他物种的ERF3蛋白具有很高的序列相

似性, 并含有一个保守的AP2结构域。对启动子元件的预测显示存在一个乙烯响应元件(ERE), 暗示JcERF3的表达可能受

到乙烯的调节。核定位信号预测JcERF3可能定位于细胞核。过表达JcERF3的转基因烟草(Nicotiana tabacum)离体叶盘在

200 mmol·L-1 NaCl溶液中的失绿程度显著低于野生型。经0°C低温胁迫24 h后, 转基因株系中游离脯氨酸和可溶性糖含量

为野生型的3.79和1.67倍以上, 而电解质渗漏率仅为野生型的74%左右。12°C低温下转基因株系T1代种子的萌发速度和萌

发率也远高于野生型。综上可知, JcERF3作为一个新的AP2/ERF转录因子, 其过表达赋予转基因烟草对低温和盐胁迫较强

的耐受性, 为小桐子的抗逆遗传改良提供了重要的基因资源。
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植物的生长和发育极大地受到环境因子的限

制, 其中, 高盐、低温和干旱已成为世界范围内影

响农业生产的重要环境限制因子。在长期进化过

程中, 高等植物已经形成一系列保护性措施, 调节

植物生理生化过程或代谢途径, 以维持植物正常生

长发育(Chinnusamy等2004)。这些保护性措施很

大程度上由特异性的转录因子调控, 通过对一系列

防御相关基因的转录激活来实现(Singh等2002)。
AP2/ERF转录因子是植物中一个大的转录因

子家族, 根据其DNA结合结构域的数量和类型差

异可分为4个亚家族, 分别为AP2、CBF/DREB、

ERF和RAV (Sakuma等2002)。AP2亚家族包含两

个AP2/ERF域, 主要参与植物发育调节(Chuck等
1998; Elliott等1996)。RAV亚家族含有一个AP2/
ERF结构域和一个特异的B3结构域, 是它区别于

其他转录因子亚家族的主要特征(Hu等2004)。
CBF/DREB亚家族通过特异性识别DRE/CRT元件

参与调控植物对非生物胁迫的响应。相比之下, 
ERF亚家族则主要通过识别GCC盒, 广泛参与植物

对干旱、高盐、病害等非生物和生物胁迫的响

应。自Paz-Ares等(1987)首先从玉米(Zea mays)中
分离出第一个ERF转录因子后, 大量的ERF编码基

因已从番茄(Solanum lycopersicum) (Gu等2002)、拟

南芥(Arabidopsis thaliana) (Oñate-Sánchez等2002)、
烟草(Nicotiana tabacum) (Fischer等2004)、小麦

(Triticum aestivum) (Egawa等2006)、棉花(Gossypium 
hirsutum) (Jin等2009)等植物中克隆出来。Cao等

(2006)的研究显示, 水稻(Oryza sativa)中OsBIERF1、
OsBIERF3和OsBIERF4的表达在高盐、低温、干

旱和机械损伤处理下均发生上调。番茄中TERF1
转录本的积累也受到干旱、低温和脱落酸(abscisic 
acid, ABA)胁迫的显著诱导, 并参与乙烯响应和渗透

调节途径(Zhang等2005)。GmERF3过表达提高了转

基因烟草对高盐、干旱和青枯雷尔氏菌(Ralstonia 
solanacearum)、烟草花叶病毒(Tobacco mosaic virus, 
TMV)等病原菌的耐受性(Zhang等2009)。与此相

似, 过表达RsERF1的拟南芥植株中, 非生物胁迫相

关基因如ABF3、ABF4等的表达增强, 并赋予转基

因拟南芥对NaCl胁迫较高的抗性(Ayarpadikannan
等2014)。这些研究证实了ERF通过激活或抑制靶

基因的表达, 提高植物对高盐、干旱、低温、病

原菌等非生物和生物胁迫的耐受性。此外, ERF蛋
白还可能在植物信号转导中起到关键的调控作用

(Xu等2011; Thirugnanasambantham等2014)。
小桐子(Jatropha curcas)是属于大戟科麻疯树

属的落叶灌木或小乔木, 原产于美洲, 现广泛分布

于全世界热带及亚热带地区。小桐子所具备的生

物产量大、适应范围广、耐贫瘠等特性使之成为

水土保持、荒山绿化的先锋树种(Contran等2013), 
也是开发生物农药、新药、化工原料的理想资源, 
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是公认的具有巨大开发潜力的能源植物树种(Pan-
dey等2012; Nithiyanantham等2012)。随着小桐子

基因组测序的完成(Hirakawa等2012; Sato等2011)
和遗传转化体系的逐步建立(Kajikawa等2012; Pan
等2010), 关于小桐子胁迫耐受性分子机理的研究

受到越来越多的关注, 一系列抗性相关基因开始

得到分离和鉴定。尽管如此, 关于小桐子中转录

因子的相关报道至今还很少, 目前只有两个ERF类
转录因子的鉴定见到了相关报道(Tang等2007; 
Wang等2015)。而高等植物中的ERF家族通常由

多个成员组成, 如拟南芥和水稻中分别注释到122
和139个ERF编码基因(Nakano等2006)。对小桐子

中ERF家族转录因子不同成员的功能研究将有助

于进一步阐明和完善小桐子抗逆的分子机制。

在本研究中, 借助我们实验室前期对小桐子

在低温(Wang等2013)胁迫响应与适应过程中的高

通量测序分析, 从小桐子叶片中克隆获得一个新

的ERF编码基因, 命名为JcERF3。过表达JcERF3
的转基因烟草离体叶片在NaCl溶液中的失绿速率

下降, 在0°C低温胁迫下可溶性糖和游离脯氨酸积

累水平升高, 并具有较低的电解质渗漏率, 表现出

增强的低温和盐胁迫耐受性, 为小桐子的耐逆遗

传改良提供了新的基因资源。

材料与方法

1  实验材料与试剂

实验所用小桐子(Jatropha curcas L.)种子来自云

南省楚雄州元谋县。基因扩增用高保真酶(PrimeS-
TAR GXL)、烟草RNA提取试剂(RNAiso Plus)、反转

录试剂盒(PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthesis 
Kit)、DNA凝胶回收试剂盒(TaKaRa MiniBEST 
Agarose Gel DNA Extraction Kit Ver.4.0)、DNA加

A尾试剂盒(DNA A-tailing Kit, TaKaRa)、TA质粒

提取试剂盒(TaKaRa MiniBEST Plasmid Purification 
Kit Ver.4.0)、农杆菌电转化感受态细胞(Agrobacte-
rium tumefaciens LBA4404 Electro-Cells)均购自大

连宝生物公司; TA克隆载体(pGEM-T-easy)、快速

链接系统(LigaFast™ Rapid DNA Ligation System)
购自普洛麦格公司; 限制性内切酶购自NEB公司; 
基因组DNA提取试剂盒购自天根生化科技(北京)
有限公司; 其他试剂均为国产分析纯。PCR引物合

成和测序委托华大生物技术有限公司完成。

2  实验方法

2.1  小桐子材料的培养

小桐子种子以1% (m/V) CuSO4进行表面消毒

30 min, 超纯水漂洗5~6遍, 置于25°C恒温浸种18 h
后播种在垫有6层湿滤纸的白磁盘中, 置于26°C、
75%相对湿度的人工培养箱中暗萌发7 d; 将均匀

萌发的种子转入人工气候箱 [培养条件设置为

26°C/20°C (昼/夜), 光照时长16 h/8 h (昼/夜), 相对

湿度75%]中, 使用1/2浓度Hoagland’s营养液进行

砂培生长2~3周 ,  收获叶片组织于液氮中速冻 , 
−80°C保存备用。

2.2  转录因子JcERF3基因的克隆

小桐子叶片组织总RNA提取参照邓凤飞(2016)
的方法; 第一链cDNA的合成参照反转录试剂盒

PrimeScript™ II 1st Strand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa)
说明书进行。基于本实验室前期对低温(Wang等
2013)胁迫过程中小桐子叶片转录组测序结果, 借助

NCBI数据库提供的序列信息, 根据JcERF3基因全

长mRNA设计两对引物JcERF3-F1/R1和JcERF3- 
F2/R2 (表1), 以反转录的cDNA为模板进行巢式

PCR, 反应体系为: 2 μL cDNA模板(或第一轮PCR
产物)、10 μL 5×PrimeSTAR GXL Buffer、4 μL 

表1  实验使用的引物信息

Table 1  Primers used in this experiment

  引物名称                     序列(5′→3′)               备注

JcERF3-F1 AGAGAAGGTCTTGTGTTGTG 第一轮PCR
JcERF3-R1 TAATAATCGTAATCGTCATC 
JcERF3-F2 ggatccATGAGGAGAGGAAGAGCC 第二轮PCR
JcERF3-R2 gagctcTCAAAGGCATAGAGCAGTrC 
35s-F-pBI121 GACGCACAATCCCACTATCC 载体pBI121鉴定引物

NOS-R GATAATCATCGCAAGACCGG 

　　小写字母表示引入的酶切位点。
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dNTP Mixture (2.5 mmol·L-1)、1 μL JcERF-F1/R1 
(10 μmol·L-1)或JcERF-F2/R2 (10 μmol·L-1)、1 μL 
PrimeSTAR GXL DNA聚合酶, 加双蒸水(ddH2O)至
50 μL。PCR反应条件为: 98°C变性10 s, 55°C退火

15 s, 68°C延伸1 min, 30个循环。PCR产物经凝胶

回收、加A尾后, 与pGEM-T-easy载体连接, 经热刺

激转化大肠杆菌[Escherichia coli (Migula) Castellani 
et Chalmers] DH5α菌株, 挑取单克隆委托华大生物

技术有限公司进行测序。鉴定正确的阳性克隆命

名为pGEM-T-JcERF3。
2.3  生物信息学分析

亚细胞定位分析采用Wolf Psort Prediction在线

工具(http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html); 
启动子序列来自NCBI数据库, 转录起始位点和启

动子元件预测利用在线工具BDGP (Berkeley Dro-
sophila Genome Project, http://www.fruitfly.org/seq_
tools/promoter.html)、Softberry (http://www.softberry.
com)和PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.
be/webtools/plantcare/html/)完成; 多重序列比对和

进化树的构建采用软件ClustalX和MEGA 5.0 (用
最大似然法, bootstrap值设为1 000); 蛋白的一级结

构分析采用ProtParam (http://web.expasy.org/); 保
守结构域分析采用NCBI CDD搜索在线工具(https:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)。
2.4  转基因烟草株系的获得

pGEM-T-JcERF3克隆质粒经BamH I和Sac I双
酶切, 亚克隆入双元植物表达载体pBI121, 构建重

组表达载体pBI121-JcERF3, 以CaMV 35S启动子

驱动外源JcERF3基因的表达。重组质粒经电转化

转入农杆菌LBA 4404感受态细胞(TaKaRa), 转化

根据说明书进行操作。以农杆菌介导的叶盘转化

法转化烟草(Nicotiana tabacum L.)品种‘Xanthi’ (邓
凤飞2016), 并经卡那霉素筛选转基因株系。取转

基因烟草幼苗的叶片组织进行基因组DNA和总

RNA提取, 分别以基因组PCR和逆转录PCR (re-
verse transcription PCR, RT-PCR)检测阳性株系。

收取转基因株系的T1代种子用于抗性分析实验。

2.5  转基因烟草种子发芽率的测定

转基因烟草和野生型烟草种子经表面消毒后

播种于MS固体培养基(邓凤飞2016), 置于26°C
下暗培养3 d后平均分为两组: 一组在正常培养条

件的培养箱中萌发, 培养条件为26°C/20°C (昼/夜), 

16 h光照/8 h黑暗的光周期(强度是300 μmol·m-2·s-1), 
相对湿度为75%; 另一组转入低温(12°C)培养箱

中萌发, 光周期、光强和相对湿度设置同上。每

天记录统计烟草种子的发芽率, 直至所有种子萌

发完全。实验设置3组生物学重复, 每组至少50粒
种子。

2.6  离体叶片在高盐胁迫下的失绿实验分析

转基因烟草和野生型烟草植株取第三位的叶

片进行打孔, 获得的叶盘圆片置于0和200 mmol·L-1

的NaCl溶液中, 在26°C/20°C (昼/夜)、16 h光照/8 h
黑暗光周期(300 μmol·m-2·s-1)、相对湿度为75%的

条件下培养3~6 d, 观察叶片的失绿情况。实验进

行3个生物学重复。

2.7  转基因烟草的低温耐受性分析

转基因烟草和野生型烟草幼苗长到30 d左右

时, 挑选长势均一的烟草植株进行低温(0°C)胁迫

处理24 h, 收集对照(0 h)和胁迫后植株的叶片组织

用于生理生化指标的测定。叶片电解质渗漏率、

游离脯氨酸含量、可溶性糖含量的测定参照李忠

光和龚明(2014)的方法。

实验结果

1  小桐子JcERF3基因的克隆及序列分析

在实验室前期对小桐子在低温胁迫过程中叶

片组织的全转录组测序基础上(Wang等2013), 通
过巢式PCR扩增, 获得转录因子JcERF3基因的完

整编码区(coding sequence, CDS)序列, 长度为729 
bp, 编码一个由242个氨基酸构成的蛋白质。生物

信息学分析表明, JcERF3蛋白的分子质量为26.57 
kDa, 等电点(pI)为9.38, 在其N端的37~99 aa间存在

一个保守的AP2结构域(图1)。Wolf Psort预测显示

JcERF3蛋白具有核定位信号, 是在细胞核内表达

的转录因子。借助NCBI数据库比对, 获得JcERF3
基因起始密码子上游−1.5 kb的启动子区域, 利用

Softberry和BDGP对转录起始位点进行预测, Plant-
CARE启动子元件预测分析发现在转录起始位点上

游630 bp处存在一个乙烯响应元件(ethylene-respon-
sive element, ERE), 此外, 还存在两个热激响应元件

(heat-shock element, HSE)、TATA框(TATA-box)、
防御和胁迫响应元件(TC-rich repeats)以及昼夜节

律调节元件(Circadian)等(图2), 表明JcERF3的转录

可能受多种信号调控。
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图1  小桐子JcERF3基因的核苷酸序列及其推导的蛋白序列

Fig.1  Nucleotide and deduced amino acid sequences of JcERF3 from J. curcas

图2  JcERF3基因启动子区域顺式作用元件预测

Fig.2  Prediction of cis-acting elements in JcERF promoter
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2  JcERF3蛋白的多重序列比对及进化树分析

运用Blastp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)对
JcERF3和来源于其他植物的ERF蛋白进行多重序

列比对, 结果显示JcERF3与同为大戟科的近缘物

种蓖麻(Ricinus communis)的ERF3蛋白(EEF31169.1)
具有最高的序列一致性(75%), 此外, 与木本的毛果

杨(Populus trichocarpa, XP_002298817.1)、可可

(Theobroma cacao, XP_007020716.1)中ERF3蛋白

一致性分别达到71%和66%, 但是与已报道的两个

小桐子AP2/ERF蛋白序列一致性仅不到25%, 充分

表明JcERF3是小桐子中一个新的ERF家族成员。

用最大似然法构建了ERF蛋白的系统进化树 , 
JcERF3与蓖麻的ERF3蛋白显示出最近的进化关

系(图3)。

图3  小桐子JcERF3与其他植物ERF蛋白的系统进化分析

Fig.3  Phylogenetic analysis of JcERF3 with other ERF transcription factors from various plant species
框中为JcERF转录因子; 线上数字表示置信度。
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4  JcERF3转基因烟草种子在低温下的萌发实验

为了验证JcERF3的功能, 我们构建了过表达

植物载体pBI121-JcERF3。经农杆菌介导的叶盘

转化法获得过表达JcERF3的转基因烟草株系, 经
基因组PCR和RT-PCR验证, 筛选得到的3个阳性转

基因烟草株系, 分别命名为JcERF3-A、JcERF3-8
和JcERF3-13, 并收获T1代种子进行进一步的抗性

分析。将转基因株系和野生型烟草种子播种于MS
培养基上, 置于正常温度和低温12°C下进行萌发, 
对萌发率进行统计。结果表明, 在正常培养条件

下, 转基因和野生型烟草的发芽速度和发芽率没

有明显差异(图4-A); 而在低温12°C下, 转基因株系

种子的萌发情况要明显优于野生型(图4-B), 到第

14天时野生型烟草种子的萌发率仅为32%, 转基因

烟草种子的萌发率达到76% (图4-B和C)。
5  JcERF3转基因烟草的耐盐性分析

为初步检测JcERF3在植物耐盐性方面的作用, 
我们对转基因株系和野生型烟草离体叶片进行失

绿实验分析。将均匀打孔的叶盘置于200 mmol·L-1

的NaCl溶液中, 以不添加NaCl的蒸馏水处理为对照, 

观察叶盘的失绿情况。结果显示(图5), 处理3 d后, 
对照组的转基因烟草叶盘和野生型烟草叶盘未表

现出明显的失绿现象, 此时在200 mmol·L-1的NaCl
溶液中, 野生型烟草约70%的叶盘开始明显黄化, 
而转基因烟草叶盘的黄化率不超过16.7%。到处

理6 d时, 野生型烟草叶盘几乎全部黄化, 而转基因

烟草叶片的黄化率仍维持在40%~50%, 初步证实

JcERF3的过表达赋予转基因烟草一定的高盐胁迫

耐受性。

6  JcERF3转基因烟草的低温耐受性分析

为进一步验证JcERF3过表达株系的低温耐受

性变化, 将转基因和野生型烟草幼苗置于0°C低温

胁迫下处理24 h, 并对叶片的电解质渗漏率、游离

脯氨酸和可溶性糖含量进行测定。电解质渗漏率

被看作是逆境胁迫下反映细胞膜完整程度的直接

指标。如图6所示, 低温胁迫24 h后, 野生型烟草的

电解质渗漏率迅速升高至约39.96%, 而三个转基

因株系的电解质渗漏率分别为野生型的76.03%、

78.64%和66.06%, 显示出JcERF3的过表达缓解了

低温胁迫对细胞膜的损伤程度。可溶性糖和游离

图4  转基因和野生型烟草的萌发实验

Fig.4  Germination assays of transgenic and wild type tobacco seeds
A: 正常温度下的萌发率; B: 低温(12°C)胁迫下的萌发率; C: 低温(12°C)胁迫14 d后的萌发情况。WT: 野生型; 图5和6同。
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脯氨酸是高等植物体内重要的渗透调节物质, 其
积累水平可在一定程度上反映植物对胁迫的耐受

能力。测定结果发现, 低温胁迫24 h后, 野生型烟

草叶片中游离脯氨酸含量没有显著变化, 而三个

转基因株系中的脯氨酸含量均发生大幅度增加, 
分别达到野生型的8.66、4.14和3.67倍。与此相

似, 尽管低温胁迫24 h促进了野生型烟草叶片中可

溶性糖的积累(与0 h对照相比增加了51.69%), 但仍

仅为同时期转基因烟草的44.57%、59.83%和

55.12%, 证实了JcERF3的过表达提高了烟草在低

温胁迫下的渗透调节物质积累能力。

讨　　论

AP2/ERF转录因子是植物中最大的转录因子

家族之一, 其中, ERF亚家族具有典型的AP2结构

域, 被认为广泛参与了植物对生物和非生物胁迫

因子的响应。研究显示, ERF亚家族成员众多, 如

拟南芥和水稻中分别注释了122和139个ERF编码

基因。小桐子作为近年来备受关注的能源植物树

种, 有关其ERF家族成员的相关报道目前还很少。

充分发掘并对不同ERF成员的功能进行分析, 将极

大地有助于阐明小桐子耐逆性形成的分子机制网

络。本研究借助实验室前期对小桐子叶片的全转

录组测序结果(Wang等2013), 克隆获得一个新的

ERF类转录因子, 其编码蛋白含有一个高度保守的

AP2结构域。然而蛋白序列比对分析显示该基因

的编码蛋白与目前已报道的两个小桐子AP2/ERF
类转录因子的序列一致性仅为不足25%, 与其他植

物(如蓖麻、毛果杨等)的ERF3类转录因子的一致

性达到70%左右, 表明JcERF3是一个新的AP2/
ERF家族成员。

研究显示, ERF转录因子的表达受到多种生物

和非生物胁迫因子的诱导, Wang等(2015)和Tang等
(2007)也证实了小桐子JcERF和JcERF2基因的表

达受到干旱、NaCl、外源ABA、乙烯、聚乙二醇

(polyethylene glycol, PEG)以及机械损伤的诱导。

本研究借助NCBI和小桐子基因组数据库(Jatropha 
Genome Database, http://www.kazusa.or.jp/jatropha/)
获得了JcERF3起始密码子上游−1.5 kb处的启动子

区域, 并对转录起始位点和顺式作用元件进行了预

测, 发现除了存在一个ERE外, 还存在两个HSE、

图5  离体叶盘在200 mmol·L-1 NaCl溶液中的失绿分析

Fig.5  Chlorophyll lost assays of leaf disk exposed to 200 
mmol·L-1 NaCl solution

图片摄于处理的第3和第6天, 以蒸馏水处理为对照。

图6  低温胁迫下烟草叶片电解质渗漏率(A)、游离脯氨酸(B)及可溶性糖(C)含量的变化

Fig.6  Effect of low temperature stress on electrolyte leakage (A), and contents of free 
proline (B) and soluble sugars (C) in tobacco leaves
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防御和胁迫响应元件(TC-rich repeats)、生物节律

调节元件(Circadian)等, 暗示JcERF3的转录还可能

受到高温、生物节律等因素的调节。植物激素信

号转导途径广泛参与了植物对环境因子的发育调

节, 尤其是ABA, 其与低温信号发生交谈(crosstalk)
的分子机理目前还没有完全阐明。因此, 不同ERF
转录因子成员对胁迫的响应模式差异, 可能以不

同方式调控了外界因素与内源性信号网络之间的

互作 ,  其具体的分子机制还有待更加深入的研

究。此外, 以往的研究也提出, ERF类转录因子是

一把“双刃剑”, 尽管大多数ERF均作为转录激活因

子调控下游抗性基因的表达, 但也有少数ERF蛋白

是转录抑制因子, 如A-5 DREBs和B-1 ERFs (Dong
等2012)。因此, 本研究中获得的JcERF3的转录激

活效应及其识别基序与互作蛋白的特点, 仍需要

进一步借助如酵母双杂交、酵母单杂交或双分子

荧光互补(bimolecular fluorescence complementation, 
BiFC)等技术深入发掘。

有关过表达验证ERF转录因子功能的相关报

道已有很多(Thirugnanasambantham等2014), ERF可
通过识别并结合下游基因启动子中的GCC基序, 激
活下游基因如PR、COR基因(如rd29A、cor6.6、
GST)等(Yi等2004)。Wang等人的研究也发现, 过
表达JcERF2的转基因烟草中, NtOsmotin、NtPR1a、
NtSAR8.2a等下游基因的表达水平显著提高, 伴随

着叶片中游离脯氨酸、可溶性糖含量的升高, 最
终表现出对干旱和高盐胁迫的耐受性增强(Wang
等2015)。与此相似, 本研究通过对过表达JcERF3
的转基因烟草进行叶盘失绿分析和低温耐受性分

析也发现, JcERF3的导入提高了烟草对高盐胁迫

的耐受性, 增强了烟草在低温胁迫下的渗透调节

能力, 缓解了低温对细胞膜的损伤。然而, JcERF3
如何引起这些抗性效应的具体机理和事件还需要

进一步分析和阐明, 如通过构建突变体库或RNAi
技术获得功能缺失的株系, 对突变株系或过表达

株系进行全转录组分析, 将有助于丰富JcERF3基
因的作用网络信息。
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Isolation and functional characterization of a new ERF transcription factor 
JcERF3 from Jatropha curcas
WANG Sha-Sha*, ZHAO Hong-Chun*, DENG Feng-Fei, GONG Ming**

School of Life Sciences, Yunnan Normal University; Engineering Research Center of Sustainable Development and Utilization of 
Biomass Energy, Ministry of Education; Key Laboratory of Biomass Energy and Environmental Biotechnology of Yunnan Prov-
ince, Kunming 650500, China

Abstract: A novel candidate for ERF-like transcription factor was isolated from the leaf tissue of Jatropha cur-
cas, and designated as JcERF3. The complete coding region (CDS) of JcERF3 was 729 bp, encoding a poly-
peptide of 242 amino acid residues. The predicted JcERF3 protein shares high identities with ERF3-like pro-
teins from other plant species, and containes a conserved DNA-binding domain (AP2/ERF domain) with 58 
amino acids. An ethylene-responsive element (ERE) was predicted as a cis-element in the promoter region, in-
dicating the potential regulation of ethylene on expression of JcERF3. Prediction of nuclear localization se-
quence (NLS) implies that JcERF3 protein probably localizes in nucleus. Overexpression of JcERF3 conferred 
salinity tolerance in transgenic tobacco, as was evident by leaf disk assays. When inoculated in the solution of 
200 mmol·L-1 NaCl, leaf disks of transgenic plants maintained a relatively higher content of chlorophyll, as 
compared to the wild type (WT). Beyond that, when exposed to chilling stress (0°C) for 24 h, the transgenic 
plants showed increased proline (at least 3.79-fold) and soluble sugar (at least 1.67-fold) contents and reduced 
electrolyte leakage (approx. 74%), as compared to WT. Germination assays of T1 seeds under chilling stress 
also indicates the transgenic tobacco seeds showed earlier and higher percent of germination, as compared to 
WT. Taken together, as a novel AP2/ERF transcription factor, overexpression of JcERF3 conferred transgenic 
tobacco plants an enhanced tolerance to chilling and high salinity stresses. It can be used as a potential candi-
date gene for genetic improvement of stress tolerance in J. curcas.
Key words: Jatropha curcas; transcription factor ERF; overexpression; chilling stress; salinity stress
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