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якого створено повну карту, а також варіанти тран-
скриптому цього виду для контрольних умов [12], 
умов стресу холоду, посухи та засолення [13]. Крім 
того, проведено загальний аналіз послідовностей 
транскрипційних факторів виду, у тому числі ре-
гульованих абіотичним стресом та визначено клю-
чові фактори різних стресових сигнальних шляхів 
[14], а також проаналізовано зміни експресії при 
відповіді на осмотичний стрес [15]. Ці досліджен-
ня створили підґрунтя для подальшої роботи з де-
тальної характеристики окремих елементів шляху 
відповіді на стрес, для вивчення на цій зручній мо-
делі питання адаптації рослин до екстремальних 
умов та глобальних кліматичних змін. Проте до 
сьогодні для D. antarctica охарактеризовано лише 
один транскрипційний фактор з групи DREB [16].

Метою роботи були ідентифікація in silico 
генів типу DReB2 у D. antarctica, аналіз їхньої 
структури та виявлення особливостей, потенцій-
но пов’язаних із адаптацією виду до екстремаль-
них умов зростання.

Матеріали і методи
Пошук послідовностей генів DReB2 

D. antarctica проводили за допомогою програ-
ми BLAST [17] в архівах SRA (sequence read 
archive) із бази даних GenBank (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank/), що містять дані розшиф-
рування геномної ДНК та мРНК (SRX465632, 
SRX465633) [12]. Як референсні послідовно-
сті застосовували гени-ортологи інших злаків, 
представлені у GenBank. Збирання послідовно-
стей генів із фрагментів архіву SRA виконува-
ли за допомогою модуля ContigExpress програми 
VectorNTI (InforMax, USA). Вирівнювання по-
слідовностей білків за методом ClustalW [18], та 
наступну кластеризацію послідовностей за ме-
тодом Neighbour Joining [19] проводили у про-
грамі MEGA5 [20]. Візуалізацію вирівнювання 

Негативний вплив посух, засолення грунтів і 
екстремальних температур спричиняє значні втра-
ти врожаїв сільськогосподарських культур. Вирі-
шення цієї проблеми пов’язане із дослідженням 
механізмів формування стійкості рослин до абіо-
тичних стресів. Наразі отримано інформацію про 
велике число генів, причетних до шляхів відпові-
ді на стрес [1]. Опосередкована стресами експре-
сія генів регулюється мережею транскрипційних 
факторів (ТФ), серед яких одну з ключових ролей 
відіграють білки підродини DREB (dehydration-
responsive element-binding protein). У Arabidopsis 
thaliana експресія генів підгрупи DReB1/CBF ін-
дукується холодом, в той час як активація ге-
нів DReB2 відбувається під впливом зневоднен-
ня, високої солоності і теплового стресу [1]. Дея-
кі гени DReB2 злаків індукуються аналогічно до 
A. thaliana, зокрема OsDREB2A [2]. Натомість для 
OsDREB2B і його ортологів [2–5] та деяких орто-
логів OsDREB2A [6, 7] також виявлено відповідь 
на холодовий стрес. За даними [3, 4, 6–9], цей шлях 
індукції, на відміну від решти, є залежним від абс-
цизової кислоти. Така універсальність функціону-
вання дії робить ТФ злаків з підгрупи DREB2 пер-
спективними кандидатами для досліджень та по-
дальшого використання у генній інженерії.

Унікальним об’єктом для вивчення присто-
сувань рослин до низьких температур та стресу 
зневоднення є рослина-екстремофіл Deschampsia 
antarctica Desv. (Poaceae), що зростає у Прибереж-
ній Антарктиці. Природне середовище цього виду 
оточене снігом і льодом, характеризується зниже-
ними температурами та обмеженою кількістю до-
ступної рідкої води, а сильний осушуючий вітер 
додатково зменшує можливість поглинання води з 
повітря або ґрунту [10, 11].

За останні роки розшифровано і викладе-
но у загальний доступ послідовності геному 
D. antarctica, у тому числі хлоропластного, для 
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на ізоелектрична точка – 5.76 і 4.82. Аналіз амі-
нокислотної послідовності показав, що білки ма-
ють один консервативний ДНК-зв’язувальний 
AP2/ERF-домен довжиною 58 а.з. з послідовні-
стю [A-Z]*WV[A-Z]E[A-Z]R[AZ]*WLG[A-Z]{7}
A[A-Z]* та характерним для групи DREB2 моти-
вом VAEIRE, ключовим для специфічного зв’я-
зування з ДНК-мішенню [24]. Виявлено сигнал 
ядерної локалізації, що передує AP2/ERF-доме-
ну, та за винятком останньої амінокислоти від-
повідає консервативній для групи DREB2 послі-
довності RKXPAKGSKKGCMXGKGGPENXXA. 
У середній частині послідовності білків роз-
ташована консервативна Ser/Thr-збагачена ді-
лянка, що може піддаватися фосфорилюванню. 
У DaDREB2A був присутній консервативний для 

здійснювали за допомогою програми GeneDoc 
Version 2.7 [21]. Молекулярну вагу Mw та тео-
ретичну ізоелектричну точку pI розраховували 
за допомогою додатку Compute pI/Mw на серве-
рі ExPASy [22]. Інтрон-екзонну структуру генів 
аналізували за допомогою утиліти Splign [23].

Результати та обговорення
Ідентифіковано in silico два гени D. antarctica, 

гомологічні до генів транскрипційних факторів з 
групи DREB2 інших видів рослин. Послідовність 
транскрипту DaDReB2A мала довжину 1691 п.н. 
з відкритою рамкою зчитування 278 а.з., для 
DaDReB2B довжина склала 1310 п.н. та 335 а.з. 
Розрахункова молекулярна маса цих білків ста-
новила 30,6 та 37,0 кДа, відповідно, а теоретич-

Рис. 1. Вирівнювання амінокислотних послідовностей білків з родини DREB2 (представлено частину послідов-
ності з найвищою гомологією). Сигнал ядерної локалізації підкреслений одинарною лінією, AP2/ERF-домен – 
подвійною. Консервативні амінокислотні залишки серед усіх або більшості послідовностей виділені відповід-
но чорним та сірим фоном. Використано послідовності таких білків (у дужках наведено ідентифікаційні но-
мери GenBank): Arabidopsis thaliana – AtDREB2A (AAU93685); AtDREB2B (BAA36706.1); Festuca arundinacea 
– FaDREB2A (CAG30547.1); Hordeum vulgare – HvDREB1 (AAY25517.1); HvDRF1.3 (AAO27885.1); Leymus 
chinensis – LcDREB2a (AEC53579.1); Oriza sativa – OsDREB2A (AAN02487.2); OsDREB2B (Q5W6R4); Poa 
pratensis – PpDREB2 (AAS59530.1); Triticum aestivum – TaDREB1 (AAL01124.1); Triticum turgidum – TdDRF1.3 

(DQ013205.2); Triticum aestivum – WDREB2 (BAD97369.1); Zea mays – ZmDREB2A (BAE96012.1)
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ги OsDREB2B, до яких увійшли DaDREB2A, 
DaDREB2B відповідно (рис. 2).

Аналіз інтрон-екзонної структури генів про-
вели шляхом порівняння зібраних послідовно-
стей із архівів геномної ДНК і мРНК. Виявили, 
що DaDReB2A має один інтрон, DaDReB2B – 
два (рис. 3).

групи DREB2 кінцевий мотив GDDGFSLFxY 
[25]. У DaDREB2B на С-кінці знаходилася по-
слідовність FHDAELSEFFEGL, наявна також 
у HvDRF1, LcDREB2 і WDREB2, та ряду гомо-
логічних білків інших злаків, представлених у 
GenBank (рис. 1).

Вирівнювання амінокислотних послідовно-
стей білків DREB2 D. antarctica та інших видів 
рослин показало їх найвищу подібність за ділян-
ками AP2/ERF-домену та сигналу ядерної лока-
лізації (рис. 1).

Пошук гомології у базі GenBank виявив, 
що DaDREB2A найбільш подібний за амінокис-
лотною послідовністю до FaDREB2A Festuca 
arundinacea (CAG30547.1) – 94 % подібності, 
94 % покриття послідовності, та до PpDREB2 
Poa pratensis (AAS59530.1) – 94 % подібності, 
93 % покриття послідовності. DaDREB2B – до 
LcDREB2a Leymus chinensis (AEC53579.1) – 76 
% подібності, 95 % покриття послідовності.

Філогенетичний аналіз DaDREB2A, 
DaDREB2B та білків з групи DREB2 інших ви-
дів рослин із бази GenBank підтвердив прина-
лежність досліджуваних білків D. antarctica до 
цієї групи. Аналіз відніс до окремих кластерів 
білки однодольних (злаки) та дводольних (ара-
бідопсис). У межах кластеру злаків сформува-
лися дві клади – ортологи OsDREB2A і ортоло-

Рис. 3. Інтрон-екзонна структура генів DaDReB2: а – DaDReB2A містить два екзони (е1 та е2) та один ін-
трон (І1); б – DaDReB2B – три екзони (е1 – е3) та два інтрони (І1 та І2). Start та Stop позначають початок та 

кінець рамки зчитування

Рис. 2. Філогенетичний аналіз DaDREB2A, 
DaDREB2B та білків з групи DREB2 інших ви-
дів рослин. Походження та ідентифікаційні номери 
GenBank використаних білків наведено у підписі до 

рис. 1
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що послідовності отримані для рослин, які зро-
стали у сприятливих умовах [12], а за літератур-
ними даними остання форма накопичується у 
відповідь на дію стресу.

Виявлена у D. antarctica форма транскрип-
ту має цікаву особливість, що відрізняє ген 
DaDReB2B від ортологів інших злаків. На рис. 
4 представлені послідовності ДНК екзона е2 ге-
нів DReB2 деяких злаків. У D. antarctica тран-
сверсія четвертого нуклеотиду Т→А привела 
до утворення нового старт-кодону і відновлення 
відкритої рамки зчитування, що кодує амінокис-
лотну послідовність ТФ. Таким чином консти-
тутивна форма транскрипту ортологічних генів, 
яка у інших злаків кодує неактивний білок, пере-
творилася у D. antarctica на функціональну. Це 
може бути пов’язано з тим, що звичайні умови 
зростання, в яких експресується ця форма, є ст-
ресовими. Отже, виявлену мутацію можна вва-
жати адаптивною, адже вона забезпечує постій-
ну експресію захисних генів, що регулюються 
цим ТФ, і постійне перебування рослини у стані 
підвищеної опірності несприятливим чинникам. 
Це узгоджується з даними [27], які показали, що 
D. antarctica конститутивно експресує апоплас-
тичні антифризні білки.

Висновки
Вперше для рослини-екстремофіла D. antar-

ctica ідентифіковані in silico два гени, що коду-
ють стрес-індуковані транскрипційні фактори з 
групи DREB2, залучені до регуляції експресії ге-
нів відповіді на абіотичні стреси. Приналежність 
досліджених генів до цієї групи підтверджена 
наявністю ДНК-зв’язувального AP2/ERF-доме-

Для генів з клади ортологів OsDReB2B було 
знайдено регуляцію шляхом альтернативного 
сплайсингу. OsDReB2B рису [2] і ZmDReB2A ку-
курудзи [5] мають два типи транскриптів: один 
має стоп-кодон перед ДНК-зв’язувальним доме-
ном і кодує неактивний короткий поліпептид, 
а інший при трансляції утворює функціональ-
но-активну форму – білок повної довжини. У 
першому випадку транскрипт містить інсерцію 
53 п.н. (екзон е2), яка приводить до зсуву рамки 
зчитування і передчасної зупинки трансляції. За-
звичай, в нестресових умовах у результаті сплай-
сингу утворюються переважно транскрипти пер-
шого типу. У відповідь на стресові сигнали від-
бувається зростання кількості функціональних 
транскриптів, які кодують повний білок. На дода-
чу до цих двох форм зрілої мРНК у відповідних 
генів-ортологів ячменю (HvDRF1) [7], пшениці 
м’якої (ідентичні гени TaDRF1 [7] та Wdreb2 [3]), 
пшениці твердої Triticum turgidum (TdDRF1) [26] 
і колосняка китайського L. chinensis (LcDREB2) 
[8] виявлено третю функціональну форму, яка 
утворюється шляхом включення до послідовно-
сті ще одного екзона е3 після екзона е2 і віднов-
лення рамки зчитування.

За інтрон-екзонною структурою DaDReB2B 
з D. antarctica (рис. 3, б) подібний до генів, для 
яких показано альтернативний сплайсинг з дво-
ма формами транскриптів. За аналогією до цих 
генів, одна з форм мала б кодувати неактивний 
білок розміром 113 а.з., а інша, що не містить 
інсерції е2, – функціонально активний білок з 
347 а.з. У архіві послідовностей транскриптому 
D. antarctica ми виявили лише першу форму, дру-
га була відсутня. Це може бути пов’язано з тим, 

Рис. 4. Нуклеотидні послідовності екзона е2 генів DReB2B деяких злаків. Показано триплети рамки зчиту-
вання, що кодує амінокислотну послідовність ТФ. Нуклеотид, трансверсія якого привела у D.antarctica до ут-
ворення нового старт-кодону, виділено рамкою, ► – старт-кодони та ◄ – стоп-кодон в межах рамки зчитуван-
ня. Використані фрагменти таких генів (у дужках наведено ідентифікаційні номери GenBank): 2 – HvDRF1.1 
(AAO38209); 3 – LcDREB2b (JF754583); 4 – PjDREB2 (JF766085.1); 5 – TaDREB2 (HQ171443.1); 6 – TdDRF1.1 

(DQ013204);7 – AsDRF1.1 (FJ858187.1); 8 – OsDREB2B (JF915842.1); 9 – ZmDREB2 (JF915834.1)
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перетворилася на функціональну внаслідок од-
нонуклеотидної заміни, що привела до утворен-
ня нового старт-кодону. Виявлена мутація потен-
ційно забезпечує конститутивну експресію за-
хисних генів регулону DaDReB2B та може бути 
одним з проявів адаптації виду до екстремаль-
них умов довкілля. Ідентифіковані гени DReB2 
є перспективними кандидатами для подальшого 
дослідження їхньої участі у шляхах відповіді на 
абіотичні стреси у D. antarctica.

на, характерних консервативних мотивів та го-
мологією до генів-ортологів інших видів рослин. 
Обидва ідентифіковані гени містять інтрони. У 
нуклеотидній послідовності DaDReB2B вияв-
лено відмінності, які передбачають можливість 
виключення консервативного для багатьох ге-
нів-ортологів інших злаків механізму регулюван-
ня експресії шляхом альтернативного сплайсин-
гу. Нефункціональна в інших злаків конститутив-
на форма транскрипта цього гена у D. antarctica 
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in siliCo IDENTIFICATION AND ANALYSIS OF STRESS-INDUCIBLE DREB2 
TRANSCRIPTION FACTORS GENES IN DesCHaMPsia antarCtiCa DESV.
aim. The study of molecular basis of stress resistance in D. antarctica, an extremophile plant inhabiting Maritime Antarctic, 
focused on transcription factors DREB2 genes involved in signaling pathways during abiotic stress response. Methods. 
Sequence assembly against the known DReB2 genes based on the reads from SRA archives of D. antarctica genomic 
DNA and mRNA from NCBI database followed by their analysis in silico. results. Analysis of assembled sequences of 
DaDReB2A and DaDReB2B genes shows that they have conservative motives specific to the group DREB2 and show 
homology with the genes of other cereals from this group. Both genes have introns. DaDReB2B structure was similar to 
the orthologs, which are shown to be regulated by alternative splicing, however it had a single nucleotide base change, 
which cause the formation of a new start codon and conversion of constitutive non-functional form of transcripts into 
the functional. Conclusions. For the first time, two genes of stress-induced DREB2 transcription factors were identified 
in D. antarctica, which are involved in the regulation of the expression of abiotic stress response genes. A comparative 
analysis of the structure of DaDReB2B and orthologous genes discovered a mutation that may affect the regulation of gene 
expression through alternative splicing and ensure its constitutive expression in the extreme environmental conditions.
Keywords: Deschampsia antarctica, DREB2 transcription factors, abiotic stress tolerance, alternative splicing, sequence 
assembly.
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