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Аннотация. В естественных условиях на растения воздействует комплекс 

неблагоприятных факторов внешней среды, в ответ на которые изменяется 

РНК-профиль. На сегодняшний день проводятся исследования РНК-

профилей в условиях воздействия одного фактора, однако работ по 

метаанализу ответных реакций у дуба черешчатого (Quercus robur L.) не 

проводилось. В связи с этим целью нашего исследования стало проведение 

метаанализа данных экспрессии генов RNA-Seq, связанных с засухой, 

стрессом от заражения мучнистой росой и поедания насекомыми для 

выявления дифференциально экспрессируемых генов (ДЭГ), включая 

транскрипционные факторы (ТФ). В результате было обнаружено четыре 

перекрёстных ДЭГ при воздействии всех стресс-факторов: histone H4, 

flavonol synthase, acyltransferase GLAUCE-like и неохарактеризованный ген, 

содержащий домен DUF1223. Результаты анализа РНК-профилей с помощью 

программы iTAK v1.6 показали участие 225 ТФ, из которых 159, 

ассоциированы с ответом на поедание насекомыми, 24 ТФ, связанных с 

поражением мучнистой росой и 42 ТФ, участвующих в реакции на засуху. 

Было обнаружено, что происходит подавление четырех общих ТФ при засухе 

и повреждении насекомыми. При стрессах вызванными мучнистой росой и 

насекомыми выявлено 9 ТФ, среди которых с повышенной экспрессией были 

три гена WRKY и по одному из семейств AP2/ERF, NAC, MYB и GRAS, 

оставшиеся два ТФ принадлежали семейству MYB-related. Пересечения в 

экспрессии ТФ между засухой и мучнистой росой не обнаружено. Результаты 

анализа коэксперссии (WGCNA) позволили выявить 14 модулей из которых 

шесть обладали наибольшей связью с признаком и были использованы для 

дальнейшего определения генов-хабов. В результате анализа коэкспрессии 

было выявлено шесть генов-хабов, из них три автоматически аннотированных 

NAC, GDSL, CESA3 и оставшиеся не охарактеризованные. Результаты 

метаанализа показали, что устойчивость растения к различным стрессам 

обеспечивается как специфическими, так и общими механизмами, при этом 

ключевую роль играют коэкспрессионные модули и ТФ, что позволяет 

выделить потенциальные гены кандидаты для дальнейших исследований и 

селекции. 

 

Ключевые слова: метаанализ, RNA-seq, WGCNA, дуб черешчатый, засуха, 

мучнистая роса, насекомыe-вредители 

 

ВВЕДЕНИЕ 

Растения постоянно подвергаются комбинированному воздействию биотических и 

абиотических стрессов, что наносит значительный ущерб лесному хозяйству. 

Изменение климата усиливает их негативный эффект, увеличивая экономические 

потери [1, 2]. Особенно уязвимы деревья из-за их долгого жизненного цикла, и дуб 

черешчатый (Quercus robur L.) – не исключение. Этот вид, широко распространённый в 

http://www.matbio.org/journal.php
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Европе, имеет ключевое экологическое и экономическое значение: он поддерживает 

биоразнообразие, обеспечивая укрытие и пищу для множества видов [3], а его ценная 

древесина активно используется в промышленности [4]. Дубы хранят значительное 

количество углерода в своей древесине, листьях и корнях, помогая сократить выбросы 

парниковых газов в атмосферу и смягчить глобальное потепление климата [5]. Дубы 

выполняют важную гидрологическую функцию, способствуя регуляции водного 

баланса экосистем и предотвращая деградацию территорий [6, 7]. В настоящее время 

дубовые насаждения находятся под угрозой и сокращаются во многих районах из-за 

сочетания плохих погодных условий, фитопатогенов, вспышек насекомых-вредителей и 

повторяющейся сильной дефолиации, связанной в том числе с изменением климата [8].  

Молекулярно-генетические механизмы дуба черешчатого активно изучаются при 

воздействии на него биотических и абиотических стрессов, включая заражение 

патогенами, воздействие насекомых-вредителей, засуху, засоленность почвы и высокую 

температуру [9–14]. Однако, несмотря на изученность влияния отдельных стрессов, 

комплексное воздействие на дуб черешчатый остаётся малоисследованным. Поиск и 

анализ дифференциально экспрессируемых генов (ДЭГ), включая транскрипционные 

факторы (ТФ) могут быть использованы в качестве основы для получения новых форм 

дуба черешчатого с улучшенной устойчивостью к тем или иным стресс-факторам с 

помощью геномных технологий. В связи с этим крайне важно изучить реакцию дуба 

черешчатого на неблагоприятные факторы внешней среды для раскрытия его 

механизмов адаптации на молекулярно-генетическом уровне [15].  

В связи с этим целью исследования стало проведение метаанализа данных 

экспрессии генов RNA-Seq, связанных с засухой, стрессом от заражения мучнистой 

росой и поедания насекомыми для выявления ДЭГ, включая ТФ. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Сбор данных, контроль качества и картирование 

Необработанные данные РНК-секвенирования, отражающие изменения экспрессии 

генов в листьях у дуба черешчатого при различных стрессовых условиях, были 

загружены из архивов NCBI SRA (www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) и European Nucleotide 

Archive Browser (www.ebi.ac.uk/ena/browser/home) по результатам трёх исследований 

[16–18]. Данные RNA-seq Illumina включают информацию об экспрессии генов при 

стрессе, вызванном дубовой зеленой листоверткой (Tortrix viridana L.) – PRJEB1903 (4 

образца, состоящие из 2 стрессированных и 2 контрольных), при стрессе от 

проникновения мицелия мучнистой росы – PRJNA1161636 (6 образцов, состоящие из  4 

стрессированных и 2 контрольных) и при воздействии стресса от засухи – 

PRJNA450334 (5 образцов, состоящие из 3 стрессированных и 2 контрольных). В 

исследование были также включены данные RNA-seq полученные нами ранее с 

помощью нанопорового секвенирования (ONT) у дуба черешчатого в условиях 

моделируемой засухи – PRJNA1202660 (3 образца, состоящие из 2 стрессированных и 1 

контрольного образцов).  
Качество данных РНК-секвенирования Illumina проверялось с помощью FastQC, для 

ONT использовался NanoPlot. Согласно отчетам FastQC и NanoPlot, качество исходных 

данных секвенирования, представленных в SRA, было достаточным для дальнейшего 

анализа, поэтому не было необходимости в предварительной обработке и обрезке 

исходных данных экспрессии. Для метаанализа было сформировано четыре группы 

наборов данных: контроль, засуха, заражение мучнистой росой и повреждение 

насекомыми-вредителями. 

Референсный геном дуба черешчатого (GCF_932294415.1) и аннотации в форматах 

FASTA и GFF были загружены из базы данных NCBI RefSeq. Проверенные прочтения 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home
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были сопоставлены с референсной последовательностью генома с помощью HISAT2 

для Illumina [19] и minimap2 для ONT [20].  

Количественная оценка и нормализация данных экспрессии 

Для подсчета прочтений использовался инструмент featureCounts [21]. 

EdgeR использовался для нормализации данных подсчета, полученных из featureCounts, 

методом TMM (Trimmed Mean of M-values). Пакет R edgeR реализует эмпирические 

методы байесовской модерации, чтобы обеспечить надежный вывод при небольшом 

количестве репликаций [22]. При построении матрицы дизайна были учтены факторы 

партии с целью исключения технической вариации и сохранения достоверности 

биологического анализа. 

Гены считались дифференциально экспрессируемыми, если коэффициент ложного 

обнаружения FDR < 0.05, а модуль логарифмированного значения изменения уровня 

экспрессии гена |logFC| > 1.  

Поиск факторов транскрипции среди ДЭГ и анализ генной онтологии 

Нуклеотидные последовательности значимых ДЭГ дуба черешчатого были 

проанализированы с помощью программы для идентификации факторов транскрипции 

растений, репрессоров транскрипции и киназ iTAK v1.6 [23].  

Для функциональной аннотации генов был применен инструмент eggNOG-mapper 

v2 с использованием базы данных eggNOG 5.0 [24, 25]. Анализ обогащения GO и 

KEGG был выполнен с использованием пакета clusterProfiler для языка 

программирования R.  

Анализ модулей совместной экспрессии генов 

Для выявления модулей генов с согласованными профилями экспрессии был 

применен метод взвешенного анализа коэкспрессионных генетических сетей (Weighted 

Gene Co-expression Network Analysis, WGCNA) [26]. Данный подход позволяет 

идентифицировать кластеры (модули) генов с высокой корреляцией и связать их с 

биологическими условиями. Анализ был проведён с использованием следующих 

параметров: пороговое значение связи (soft threshold) – 15, чувствительность 

разделения модулей (deepSplit) – 1, порог слияния модулей (mergeCutHeight) – 0.1, 

минимальный размер модуля – 50 генов. 

Для визуализации сети коэкспрессии в интересующем нас модуле использовалась 

программа Cytoscape v3.10.2 [27]. Файл, содержащий узлы (гены) и вес (силу 

коэкспрессии между двумя узлами), полученный в результате анализа WGCNA, 

использовался в качестве входных данных для Cytoscape. Ключевые гены хабы были 

найдены с помощью плагина для Cytoscape Cyto-Hubba методом максимальной 

кликовой центральности (MCC) [28]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Поиск ДЭГ и ТФ 

В результате анализа дифференциальной экспрессии было обнаружено 1732 ДЭГ 

при стрессе от засухи, 2072 при поедании насекомыми, 560 при заражении мучнистой 

росой, при FDR < 0.05 и |logFC| > 1. Нормализованные значения статистически 

значимых ДЭГ и соответствующие графические материалы приведены в 

дополнительных материалах (рис. S1, табл. S1).  

Мы выполнили перекрестный анализ ДЭГ в трех наборах данных, чтобы выявить 

гены, участвующие в реакции Дуба черешчатого при трёх типах стресса. Результаты 

анализа показали, что большинство ДЭГ были специфичны для отдельных стрессов, 

однако 4 гена (LOC126731645 – histone H4, LOC126702476 – flavonol synthase/flavanone 

https://www.matbio.org/2026/Vish/FS1.jpg
https://www.matbio.org/2026/Vish/TS1.xlsx
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3-hydroxylase, LOC126709605 – acyltransferase GLAUCE-like, LOC126694877 – ген, 

содержащий домен DUF1223) дифференциально экспрессировались в трёх группах 

(рис. 1). Полный список перекрёстных ДЭГ со значениями logFC представлен в 

дополнительных материалах (табл. S2). 

 

 

Рис. 1. Диаграмма Венна, показывающая количество ДЭГ, участвующих при стрессе от засухи, 

при заражении мучнистой росой и насекомыми-вредителями 

 

Среди выявленных ДЭГ были идентифицированы ТФ, из которых 159, 

ассоциированы с ответом на поедание насекомыми, 24, связанных с поражением 

мучнистой росой и 42, участвующих в реакции на засуху (рис. 2). Наибольшее 

количество транскрипционных факторов в трёх группах принадлежало к семействам 

MYB, WRKY, AP2/ERF, NAC и bHLH. 

При сравнении перекрывающихся ДЭГ для трёх типов стрессов не было 

обнаружено общих ТФ. Между засухой и мучнистой росой общих ТФ также не 

выявлено, тогда как между засухой и повреждением насекомыми обнаружено 3 фактора 

(GARP, Trihelix, C2C2), экспрессия которых подавлялась только при засухе, и один 

MYB-related, подавлялся при обоих стрессах. В то же время для пересечения между 

мучнистой росой и повреждением насекомыми выявлено 9 ТФ, среди которых с 

повышенной регуляцией были 3 гена WRKY и по одному из семейств AP2/ERF, NAC, 

MYB и GRAS, оставшиеся 2 ТФ принадлежали семейству MYB-related и имели 

пониженную экспрессию. 

 

https://www.matbio.org/2026/Vish/TS2.xlsx
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Рис. 2. Количество дифференциально экспрессируемых ТФ. Синий цвет обозначает повышенную 

регуляцию, красный – пониженную. Гистограммы представлены для групп засуха (A), мучнистая 

роса (B), поражение насекомыми-вредителями (C) у дуба черешчатого 

Анализ обогащения генной онтологии для ДЭГ  

Для изучения изменений экспрессии генов в ответ на различные негативные 

факторы окружающей среды был проведён анализ обогащения терминов GO. Это 

позволило определить биологические процессы, клеточные компоненты и 

молекулярные функции, отражающие ответ растения на три типа стресса. Подробные 

результаты представлены на рисунке 3. 
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Рис. 3. Анализ обогащения GO для ДЭГ при различных стрессовых условиях. На гистограммах 

показаны 20 наиболее обогащенных терминов генной онтологии в трех категориях: биологический 

процесс, клеточный компонент и молекулярная функция. По вертикальной оси представлены 

значения количества генов, а по горизонтальной оси представлены термины GO. Синий цвет 

обозначает GO-термины, ассоциированные с биологическими процессами, зелёный с клеточными 

компонентами, а красный с молекулярными функциями. Гистограммы представлены для групп 

засуха (A), мучнистая роса (B), поражение насекомыми-вредителями (C) у дуба черешчатого. 

Открыть в полном размере 
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Все три группы разделяют базовые процессы, такие как катализ, связывание белков 

и нуклеиновых кислот, а также транспортные механизмы у дуба черешчатого. На 

уровне биологических процессов значимо обогащены GO термины «cellular process» и 

«metabolic process», термины, связанные с адаптивными ответами на стресс, такие как 

«response to stimulus» и «response to stress», а также термины, связанные с 

метаболизмом органических соединений «organic substance metabolic process», «cellular 

metabolic process». Среди клеточных компонентов представлены термины «intracellular 

anatomical structure», «organelle», «membrane», что отражает их роль в структурной и 

функциональной адаптации дуба черешчатого к неблагоприятным факторам 

окружающей среды. GO термины, отражающие молекулярные функции 

преимущественно связаны с ферментативными процессами – «catalytic activity», 

молекулярным связыванием – «binding», регуляцией транскрипции и транспортом 

веществ через мембраны – «transcription regulator activity» и «transmembrane transporter 

activity». Список 20 наиболее представленных GO терминов представлен в 

дополнительных материалах (табл. S3). 

Анализ сети коэкспрессии генов 

Для выявления модулей совместно экспрессируемых генов был выполнен анализ 

взвешенных сетей коэкспрессии генов с помощью WGCNA на трёх наборах данных 

RNA-seq, состоящих из 17 образцов. Каждая группа образцов была объединена методом 

Фишера, с использованием пакета metaRNASeq [29]. В результате ДЭГ были разделены 

на 14 различных модулей, указанных на рисунке 4 в левой колонке. Для каждой группы 

были определены значимые модули коэкспрессии генов, демонстрирующие значение 

корреляции выше 0.7 и p-value менее 0.01. 

 

Рис. 4. Тепловая карта взаимосвязи между модулями коэкспрессии и группами у Дуба 

черешчатого. Каждая ячейка содержит соответствующий показатель корреляции и p-value. 

Красный цвет указывает на положительную корреляцию, а синий – на отрицательную. Знак 

корреляции также означает положительное или отрицательное направление экспрессии генов в 

модуле 

https://www.matbio.org/2026/Vish/TS3.xlsx
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Для группы засуха в качестве значимых модулей были выбраны ME-VI и ME-III, 

для заражения мучнистой росой – ME-IV и ME-X, для насекомых-вредителей – ME-XIII 

и ME-VIII. 

Дополнительная проверка достоверности связи признака с модулем коэкспрессии 

проводилась путем оценки взаимосвязи между принадлежностью к модулю и 

значимостью гена в шести значимых модулях с использованием пакета WGCNA 

(рис. 5). 

Результаты дополнительной проверки подтвердили обнаруженные раннее связи 

между признаками и модулями коэкспрессии. Выявленные корреляции указывают на 

значимую связь между ключевыми элементами в модулях и экспериментальных 

группах у дуба черешчатого. 

 

 

Рис. 5. Взаимосвязь между принадлежностью к модулю и значимостью гена у дуба черешчатого 

 

Анализ обогащения KEGG Pathways в модулях коэкспрессии 

Результаты обогащения KEGG для модулей совместной экспрессии генов у дуба 

черешчатого показаны на рисунке 6.  
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Рис. 6. Обогащение терминами KEGG Pathways в значимых модулях у дуба черешчатого. Слева 

размещены графики обогащения KEGG для модулей с положительной регуляцией экспрессии, 

справа с отрицательной. A – модули генов, связанных с ответом на засуху, B – поражение 

мучнистой росой, C – поражение насекомыми-вредителями. Открыть в полном размере 

https://www.matbio.org/2026/Vish/F6.jpg
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Для каждого модуля на графиках изображены 20 наиболее обогащенных 

метаболических путей KEGG. Общими метаболическими путями для модулей с 

повышенной регуляцией являются пути, участвующие в контроле экспрессии, MAPK-

сигнальных путях и деградации РНК. Модули с пониженной регуляцией во всех трёх 

группах содержат общие метаболические пути процесса фотосинтеза. Для группы 

засуха характерна повышенная регуляция путей, связанных с циркадным ритмом, 

аутофагией и процессингом белка в эндоплазматическом ретикуломе. При заболевании 

мучнистой росой значимы пути метаболизма глиоксилата и дикарбоксилата, 

метаболизм аминокислот, биосинтез алкалоидов и метаболизм 2-оксокарбоновых 

кислот. При стрессе от насекомых-вредителей активны метаюолические пути 

гормональной системы растения, нуклеоплазматический транспорт, метаболизм 

альфалинолиевой кислоты, биосинтез терпеноидов. 

Транскрипционные факторы, регуляторы транскрипции и протеинкиназы в 

исследуемых модулях коэкспрессии у Дуба черешчатого 

В каждом модуле среди 100 генов с наибольшим значением kME были 

идентифицированы ТФ, регуляторы транскрипции (ТР) и протеинкиназы (ПК). В 

модуле ME-VI содержалось наибольшее число ТФ и ПК (9 ТФ, 1 ТР и 8 ПК). 

Распределение ТФ, ТР и ПК в остальных модулях представлено следующим образом: 

ME-IV – 2 ТФ, 3 ТР, 4 ПК, ME-XIII – 4 ТФ, 3 ТР, 7 ПК, ME-III – 6 ТФ, 3 ТР, 4 ПК), ME-

X (7 ТФ, 2 ТР, 3 ПК), ME-VIII – 2 ТР, 5 ПК). Более подробная информация 

представлена в таблице S4. 

Построение генной сети и определение генов-хабов 

Для выявления ключевых генов-хабов в значимых модулях было отобрано по 100 

генов с наибольшим значением kME в каждом модуле коэкспрессии. С использованием 

плагина cytoHubba в Cytoscape и метода MCC были построены сети коэкспрессии, что 

позволило определить гены-хабы (табл. 1). 

 
Таблица 1. Гены-хабы в значимых модулях коэкспресии генов 

Название 

модуля 
ID гена Описание 

Направление 

экспрессии 

ME-III LOC126688490 GDSL esterase/lipase EXL3-like пониженная 

ME-IV LOC126718116 

Uncharacterized, 5-

methylthioadenosine/S-

adenosylhomocysteine deaminase-

like 

повышенная 

ME-VI LOC126720720 NAC 21/22-like transcription factor повышенная 

ME-VIII LOC126713977 uncharacterized пониженная 

ME-X LOC126699999 uncharacterized ncRNA пониженная 

ME-XIII LOC126712690 
probable cellulose synthase A 

catalytic subunit 3 
повышенная 

ОБСУЖДЕНИЕ 

В естественных условиях растения часто подвергаются одновременному 

воздействию абиотических и биотических стрессов, что приводит к сложным 

изменениям транскриптома, включая взаимодействия между генами и перекрестную 

регуляцию защитных путей [1]. Ранее проводились работы по анализу ДЭГ при 

различных стрессовых условиях у нескольких видов дуба [30–32]. Однако, насколько 

https://www.matbio.org/2026/Vish/TS4.xlsx
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нам известно, до этого времени не проводились исследования, которые бы сравнивали 

экспрессию генов дуба черешчатого при воздействии различных типов стресса. 

В ходе метаанализа было выявлено четыре перекрестных гена экспрессирующихся 

при засушливом стрессе и подавляющихся в других группах. Вне зависимости от 

направления регуляции эти гены можно рассматривать как вовлечённые в реакцию на 

биотический и абиотический стрессы. Один из перекрестных генов LOC126694877 

является белок-кодирующим геном, содержащим домен DUF1223, структурно 

относится к суперсемейству тиоредоксинов. Белки семейства тиоредоксинов активно 

участвуют в антиоксидантной защите растений, регулируя окислительно-

восстановительные процессы [33–35]. Тиоредоксины также могут участвовать в 

регуляции рецепторов абсцизовой кислоты, важных молекул сигнального пути АБК, а 

также в развитии и функционировании устьиц во время стресса от засухи и 

засоленности [36, 37]. Второй перекрестный ген LOC126731645 кодирует белок гистона 

H4 и является одним из четырех гистонов, наряду с H2A, H2B и H3, которые образуют 

ядро эукариотической нуклеосомы, в том числе, как и гистон H3 он также участвует в 

сборке нуклеосом [38]. Недавно было опубликовано исследование, в котором описали 

влияние вариантов гистона H4 у риса на специфические эпигенетические изменения, 

способствующие устойчивости к осмотическомсу стрессу [39]. Ген LOC126709605 

кодирующий GLAUCE-подобную ацилтрансферазу, и LOC126702476, кодирующий 

флавонолсинтазу вероятно вовлечены в метаболизм фенилпропаноидов [40, 41] Этот 

метаболический путь играет важную роль в формировании устойчивости растений к 

засухе [42–44]. Увеличение экспрессии этих генов в условиях засушливого стресса 

подтверждает их потенциальную роль в формировании защитного ответа у Дуба 

черешчатого. 

ТФ являются ключевыми регуляторами роста, развития и метаболизма растений 

посредством активации и подавления различных генов. Они могут участвовать в 

передаче сигналов стресса, влияя на экспрессию нижестоящих функциональных генов 

[45, 46]. Сравнительный анализ перекрывающихся ДЭГ при трёх типах стрессовых 

воздействий показал отсутствие общих ТФ, что указывает на значительные различия в 

регуляции путей защитных реакций у дуба черешчатого при биотических и 

абиотических стрессах. При парном анализе перекрывающихся ДЭГ было установлено, 

что положительная однонаправленная регуляция ТФ присутствовала только в группах, 

подвергшихся биотическому воздействию. У групп в условиях поражения мучнистой 

росой и насекомыми-вредителями высоко экспрессировались гены семейства WRKY, 

AP2/ERF, NAC, MYB и GRAS. Ранее проведенные исследования подтверждают их 

активное участие в защите растений от патогенов и насекомых-вредителей.  

ТФ WRKY могут участвовать в регуляции защитных ответов как на фитопатогены, 

так и на насекомых-вредителей, в том числе через регуляцию синтеза жасмоновой 

кислоты, что показано, в частности, у тополя [47, 48], берёзы [49] и яблони [50]. Гены 

семейства MYB активно вовлечены в ответ на биотические стрессы, регулируя 

нижестоящие гены в пути метаболизма фенилпропаноидов и участвуя в сигнальных 

путях жасмоната и абсцизовой кислоты [51–53]. ТФ AP2/ERF [54, 55] регулируют 

реакцию на биотический стресс через сигнальные пути растительных гормонов, таких 

как этилен, жасмоновая кислота (JA) и салициловая кислота (SA). ТФ NAC участвуют в 

регуляции устойчивости к болезням, регулируя гены, кодирующие белки, связанные с 

патогенезом (PR), передачу сигналов растительных гормонов, реакцию 

гиперчувствительности и взаимодействие с эффекторами патогенов [56, 57]. Также 

известно, что некоторые NAC могут взаимодействовать с WRKY, регулируя 

экспрессию PR генов в ответной реакции на заражение, способствуя устойчивости к 

патогенам [58, 59]. Белки семейства GRAS представляют собой ключевые ТФ, 

участвующие в регуляции роста и развития растений, а также в формировании 
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защитного ответа на биотические и абиотические стрессы через взаимодействие с 

сигнальными путями гиббереллиновой кислоты [60, 61]. 

Анализ GO-терминов выявил значительное обогащение категорий, связанных с 

защитными реакциями, во всех трёх группах у дуба черешчатого. Среди биологических 

процессов доминировали метаболические реакции и ответы на внешние факторы, тогда 

как молекулярные функции были представлены регуляцией и связыванием с 

нуклеиновыми кислотами, а также внутриклеточной транспортной активностью. 

Несмотря на похожую структуру GO-онтологии у трёх групп, сопоставление с данными 

о перекрестных ТФ показывает, что различия между группами проявляются на уровне 

специфических механизмов регуляции, особенно при сравнении ответа на биотическое 

и абиотическое воздействие.  

Для выявления различий в регуляции генов при засухе, заражении мучнистой росой 

и повреждении листьев насекомыми был проведён анализ взвешенной сети 

коэкспрессии генов (WGCNA), в рамках которого для значимых модулей были 

определены обогащённые пути метаболизма KEGG. Анализ KEGG показал, что модули 

имели различия в метаболических путях в зависимости от типа стресса. Тремя 

наиболее значимыми обогащенными метаболическими путями у модуля ME-VI, 

коррелирующим с засухой, были аутофагия, циркадный ритм растений и белковый 

процессинг в эндоплазмотическом ретикулуме. Аутофагия при недостатке влаги может 

активироваться у растений из-за повреждения внутриклеточных структур активными 

формами кислорода [62]. Белки регуляторы циркадного ритма регулирует реакцию на 

абиотический стресс у многих растений, посредством взаимодействия с сигнальными 

путями салициловой кислоты, жасмоновой кислоты и этилена [63]. 

Эндоплазматический ретикулум участвует в таких важных процессах, как сворачивание 

белков, их транспорт и посттрансляционные модификации. Наличие обогащённого 

пути белкового процессинга в эндоплазматическом ретикулуме указывает на активный 

процесс механизмов адаптивного ответа растения при стрессовых условиях [64–66]. 

Модуль ME-IV, связанный с ответом на заражение мучнистой росой, обогащен генами, 

участвующими в метаболизме глиоксилата и карбоксилата, метаболизме аминокислот и 

углерода. Глиоксилат является ключевым промежуточным продуктом 

фотодыхательного пути растений, участвующим также в синтезе аминокислот и 

образующимся совместно с H2O2 в реакции, катализируемой гликолат-оксидазой [67, 

68]. Ранние исследования подтверждают, что метаболические пути глиоксилата 

запускаются в ответ на заражение патогенами [69]. Поскольку H₂O₂ является как 

продуктом глиоксилатного метаболизма, так и важной сигнальной молекулой при 

заражении фитопатогенами [70, 71], можно предположить, что активация гликолат-

оксидазы и связанных с ней реакций глиоксилатного пути способствует регуляции 

защитных процессов, связанных с продукцией активных форм кислорода. Модуль ME-

XIII наиболее всего обогащен генами, связанными с трансдукцией гормональных 

сигналов. Растительные гормональные сигналы, в том числе MAPK (mitogen-activated 

protein kinase cascade) играют важную роль в реакции на поедание растений 

насекомыми, регулируя биосинтез жасмоновой кислоты (JA) и экспрессию связаных с 

ней защитных генов [72]. Экзогенное применение JA или метилжасмоната (MeJA) 

повышает устойчивость растений к травоядным вредителям [73]. Наши данные 

согласуются с результатами предыдущих работ, которые показывают, что при 

повреждении листьев насекомыми активируются гормональные сигнальные пути 

жасмоновой кислоты и синтез пуринов, предшественников некоторых алкалоидов [74, 

75]. Модули с пониженной экспрессией генов (ME-III, ME-X, ME-VIII) 

преимущественно включают метаболические пути, связанные с фотосинтезом. 

Снижение фотосинтетической активности является направленной реакцией растения на 

комплексную регуляцию физиологических, биохимических и молекулярных процессов 
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в ответ на повреждение клеточных структур под влиянием биотических и абиотических 

стрессов [76–78]. 

Анализ WGCNA позволил выявить гены-хабы ассоциированные со стрессом у дуба 

черешчатого. Один из таких генов в модуле ME-VI был LOC126720720, являющийся 

геном семейства ТФ NAC. Интересно, что последовательность выявленного гена хаба 

не входит в список значимых ДЭГ у группы засуха. Это может быть связано с тем, что 

значение logFC этого гена было меньше порогового при анализе ДЭГ, в связи с чем ген 

был исключен из итогового списка. Получается, что невысокая экспрессия не 

исключает тот факт, что ген может являться ключевым в сети коэкспрессии.  

Кроме того, что NAC участвуют в защите растений от патогенов, и как было 

описано ранее, эти ТФ также вовлечены в ответ на другие внешние негативные условия 

окружающей среды, такие как засоленность почвы, засуха и высокие температуры [79]. 

ТФ NAC участвуют в метаболическом процессе, повышая или понижая регуляцию 

нижестоящих генов-мишеней и влияя на сигнальные пути фитогормонов [80, 81]. 

Некоторые гены NAC могут регулироваться через AREB1-2-зависимый механизм, 

например, у тополя ТФ AREB1-2 связывается с ABRE-мотивами промоторов NAC и 

инициирует ацетилирование гистонов, усиливая транскрипционную активность и, тем 

самым повышая устойчивость растения к засухе [82–84]. 

Выявленный хаб-ген модуля ME-IV, связанного с заражением мучнистой росой, 

содержит домен Superfamily of metallo-dependent hydrolases и, согласно данным BLAST-

анализа, имеет структурное сходство с ферментом 5′-метилтиоаденозин/S-

аденозилгомоцистеин деаминазой, впервые описанным у бактерий [85]. Этот фермент 

катализирует реакцию дезаминирования 5-метилтиоаденозина (MTA), ключевого 

побочного продукта биосинтеза полиаминов. У растений MTA образуется в процессе 

синтеза этилена, никотианамина и полиаминов из S-аденозилметионина (SAM) [86]. В 

метаболизме растений основным ферментом, расщепляющим MTA, считается 5′-

метилтиоаденозин-нуклеозидаза (MTN), тогда как участие MTA/SAH-деаминазы в этих 

реакциях остаётся малоизученным. Накопление MTA может ингибировать активность 

ферментов, связанных с биосинтезом полиаминов и никотианамина [87], что 

отражается на росте, развитии и стрессовой устойчивости растений. Полиамины 

повышают устойчивость растений к стрессам, участвуют в сигнальных путях 

фитогормонов и иммунном ответе на патогены, проявляя противогрибковую активность 

[88, 89]. Следует отметить, что упоминания о MTA/SAH-деаминазе у растений крайне 

редки. Из известных данных сообщалось, что у арахиса данный фермент (ген 

Araip.8ZP6J) демонстрировал повышенную экспрессию при грибковой инфекции, 

возбудителе поздней пятнистости листьев [90]. Это наблюдение предполагает 

возможную связь MTA/SAH-деаминазы с полиаминовым метаболизмом и защитными 

реакциями у древесных растений. 

Центральный ген модуля ME-XIII, связанного с повреждением листьев насекомыми, 

предположительно кодирует субъединицу целлюлозосинтазы А. Целлюлозосинтаза A – 

это основной фермент, который катализирует синтез β-гликозидной структуры 

целлюлозы и гемицеллюлозы, составляющую большую часть первичной и вторичной 

клеточных стенок [91] Повреждение листьев грызущими насекомыми вызывает 

увеличение активности генов, вовлеченных в синтез компонентов клеточной стенки 

растений [92]. В частности, известно, что повреждение листьев, вызванное тлей, 

провоцирует увеличение содержания целлюлозы и гемицеллюлозы в устойчивых 

сортах пшеницы уже через три дня после инфицирования [93]. В обзоре указано, что 

фитогормоны могут влиять на фосфорилирование CesA направленное на адаптацию 

растений к стрессовым условиям, а биосинтез целлюлозы в первичной клеточной 

стенке повышает устойчивость растений к биотическим стрессам из-за возможной 

реакции на этилен и жасмонат, обеспечивая структурное укрепление тканей при 

воздействии патогенов или насекомых [94]. Таким образом, гены CesA, вероятно, 
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вовлечены в активацию механизмов укрепления клеточной стенки при повреждении 

листьев. Тем не менее, прямое влияние насекомых на экспрессию CesA, а также 

влияние дефицита целлюлозы на устойчивость растений к травоядным остаются слабо 

изученными и требуют дальнейшего экспериментального подтверждения [95]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Для выявления ключевых генов устойчивости дуба черешчатого к абиотическим и 

биотическим стрессам был применен метаанализ и коэкспрессионный сетевой анализ 

(WGCNA) данных RNA-Seq, полученных при воздействии засухи, мучнистой росы и 

насекомых-вредителей. Это позволило идентифицировать важные гены, участвующие в 

общих и уникальных механизмах ответа на разные виды стресса. В результате было 

обнаружено черыре перекрёстных ДЭГ при воздействии всех стресс-факторов: histone 

H4, flavonol synthase, acyltransferase GLAUCE-like и неохарактеризованный ген, 

содержащий домен DUF1223. Результаты анализа РНК-профилей выявлено участие 

225 ТФ, из которых 159, ассоциированы с ответом на поедание насекомыми, 24 ТФ, 

связанных с поражением мучнистой росой и 42 ТФ, участвующих в реакции на засуху у 

дуба черешчатого. Результаты показывают, что обнаруженные в ходе этой работы ТФ 

(WRKY, AP2/ERF, NAC, MYB и GRAS) играют важную роль в реакции дуба 

черешчатого на различные стрессовые воздействия окружающей среды. Анализа 

коэксперссии позволили выявить 6 модулей, обладающих наибольшей связью с 

признаком. В результате анализа коэкспрессии было выявлено 6 генов-хабов, из них три 

автоматически аннотированных NAC, GDSL, CESA3 и оставшиеся не 

охарактеризованные. Данные о выявленных ТФ, а также о генах-хабах в модулях сетей 

коэкспресии будут полезны при проведении исследований в области функциональной 

геномики, чтобы определить их точную роль в реакции дуба черешчатого на 

неблагоприятные факторы внешней среды. Кроме того, дальнейшая работа с этими 

генами может способствовать селекции новых форм дуба черешчатого для их 

использования в агролесомелиорации и защитном лесоразведении. 

 
Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 25-26-00545, 

https://rscf.ru/project/25-26-00545/.  
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Abstract. Under natural conditions, plants are exposed to a complex set of adverse 

environmental factors that alter their RNA expression profiles. To date, RNA-Seq 

studies in Quercus robur L. have typically examined responses to individual 

stressors, and no meta-analysis integrating multiple conditions has been performed. 

Therefore, the aim of our study was to conduct a meta-analysis of RNA-Seq gene 

expression datasets associated with drought, powdery mildew infection, and insect 

herbivory in order to identify differentially expressed genes (DEGs), including 

transcription factors (TFs). We identified four overlapping DEGs responsive to all 
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examined stressors: histone H4, flavonol synthase, acyltransferase GLAUCE-like, 

and an uncharacterized gene containing a DUF1223 domain. Analysis of 

transcription factor profiles using the iTAK v1.6 revealed 225 TFs in total, of 

which 159 were associated with insect feeding, 24 with powdery mildew infection, 

and 42 with drought stress. Four TFs were jointly downregulated under drought 

and insect herbivory. Under stress caused by powdery mildew and insects, nine TFs 

showed altered expression, including three WRKY genes and one representative 

each from the AP2/ERF, NAC, MYB, and GRAS families, while the remaining two 

belonged to the MYB-related family. No overlap in TF expression was observed 

between drought stress and powdery mildew. Weighted gene co-expression 

network analysis (WGCNA) identified 14 modules, six of which showed the 

strongest association with the examined traits and were selected for hub-genes 

detection. In total, six hub genes were identified; three of them were automatically 

annotated as NAC, GDSL, and CESA3, while the remaining genes remained 

uncharacterized. Overall, the meta-analysis demonstrates that plant responses to 

diverse stressors are mediated by both stress-specific and shared molecular 

mechanisms. Co-expression modules and transcription factors play a central role in 

these responses, enabling the identification of promising candidate genes for future 

functional studies and breeding efforts English oak. 

Key words: meta-analysis, RNA-seq, WGCNA, English oak (Quercus robur), drought, 

powdery mildew, insect herbivory  


