
УПРАВЛЕНИЕ И УСТОЙЧИВО РАЗВИТИЕ 6/2016 (61)  MANAGEMENT AND SUSTAINABLE DEVELOPMENT 6/2016 (61) 

БИОХИМИЧНИ ИЗМЕНЕНИЯ НА БУКОВИ ЛИСТА ПОВРЕДЕНИ ОТ ORCHESTES 
FAGI L. 

Петя Димитрова-Матева1, Елена Шопова2, Сергей Иванов3, Павел Керчев4,  
Люба Митева5, Вера Алексиева2 

1Лесотехнически университет, София, България 
2Институт по физиология на растенията и генетика, България 

3Център по биология на храните, България 
4Ghent University, Belgium 

5Ресбиомед ООД, България 

Резюме 

Обикновеният бук Fagus sylvatica L. e един от основните лесообразуватели в България. Хоботникът Orchestes 
fagi L. е най-често срещаното листоминиращо насекомо по бука и се наблюдава в ежегодния мониторинг на горс-
ките екосистеми. В настоящото проучване е направена биохимична и физиологична характеристика на някои за-
щитни реакции на растенията в нападнати от буковия скокльо листа на бук. Изследването е извършено в периода 
2005-2006 г. и е пионерно за България. То спомага за по-дълбокото разбиране на механизмите за повишаване на 
устойчивостта на горско-дървесните видове към биотичен стрес. В нападнатите листа на бук отсъства увеличение 
в нивата на маркерите за оксидативни увреждания, но се установява покачване в количествата на фенолите и 
иминокиселината пролин и изменения в активностите на основните антиоксидантни ензими. Въз основа на полу-
чените резултати може да се твърди, че хоботникът причинява физиологичен и биохимичен стрес в нападнатите 
букови листа и активира специфични защитни реакции. 
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Увод 

През последните няколко години в България 
се засили интересът към листоминиращите насе-
коми. Повредите от тях са свързани с унищожа-
ване на част от паренхимната тъкан на листата 
като епидермисът остава незасегнат. Така няма 
загуба на листна площ, но се редуцира фотосин-
тезиращата повърхност и годишният прираст на-
малява. 

Един от основните лесообразуващи видове 
в България е обикновения бук Fagus sylvatica L. 
В Европа, където е естествения ареал на обикно-
вения бук са регистрирани дванадесет вида лис-
томиниращи насекоми (Hering, 1957). Единстве-
ният вид от разред Coleoptera е буковият скокльо 
Orchestes fagi Linnaeus, fam Curculionidae. Него-
вата биоекология е проучена от много автори 
(Bale, 1978; Nielsen, 1966, Сталев, 1990; 2011 и 
др.). 

Устойчивостта на растенията към патогени 
и насекоми е свързана с адаптацията на расте-
нията към тези стресори и изработването на ак-
тивна защита срещу тях. Биологичните стресови 
фактори, какъвто е буковия скокльо, винаги са 
съпроводени с развитие на свободнорадикалови 
реакции, т.е. оксидативен стрес в засегнатите 
гостоприемници. В хода на еволюцията растени-
ята са развили ендогенни защитни системи, на-
маляващи уврежданията, предизвикани от ок-
сидативния стрес. Най-общо антиоксидантните 

системи могат да се разделят на ензимни и неен-
зимни. От неензимните в нашето изследване 
бяха включени водоразтворимото тиолсъдър-
жащо съединение глутатион; някои продукти от 
вторичния метаболизъм на клетките – феноли и 
иминокиселината пролин. Към защитните ензими 
се причисляват белтъци, способни директно да 
обезвреждат активните кислородни форми (АКФ) 
или такива, участващи в детоксификацията на 
увредените от АКФ молекули. Например, супе-
роксидните радикали се редуцират до водороден 
пероксид от ензима супероксиддисмутаза. От 
своя страна, водородният пероксид се обезв-
режда до вода и кислород от каталазата и перок-
сидазите. Много изследвания показват, че устой-
чивостта на растенията към абиотичен и биоти-
чен стрес корелира с количествата на антиокси-
дантните съединения и активността на съответ-
ните ензими.  

Настоящето изследване е първия опит за 
изучаване на ролята на антиоксидантната за-
щита на бука спрямо нападание от листоминира-
щото насекомо Orchestes fagi. За постигането на 
тази цел е изработена оригинална моделна пос-
тановка и в дългосрочен план (5 месеца) са прос-
ледени измененията в редица биохимични пока-
затели в здрави и повредени от буковия скокльо 
листа. 
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1. Обект и методи на работа 

Изследването е извършено в периода 2005–
2006 г. в УОГС “Петрохан“ и е пионерно за Бъл-
гария. Не са открити други подобни изследвания 
свързани с горско-дървесни видове и листомини-
ращите насекоми по тях.  

1.1. Теренна работа 

Теренната работа включва събиране на 
листа от Fagus sylvatica L. за лабораторен ана-
лиз. Обикновеният бук е вид, твърде взискателен 
към условията на месторастене. Добре понася 
ниските температури. Той понася добре и висо-
ките температури, но при условия на висока въз-
душна и почвена влажност. Най-добре расте на 
леки, проветриви, умерено влажни и богати 
почви. Буковите дървета, от които са взети 
листа, се намират в УОГС „Петрохан“ при опти-
мални за развитието на вида условия. Листните 
проби са взети през месеците април и май, ко-
гато ларвите на насекомото са 2-3 възраст; и 
през месец август – за да се проследят проме-
ните при храненето от възрастните индивиди. За 
извеждане на експериментите са подбирани пос-
ледователни двойки листа, които са на относи-
телно еднаква възраст, фаза на развитие и са се 
формирали при еднакви условия на околната 
среда. Единият лист от всяка такава двойка е 
здрав, без видими анатомо-морфологични ув-
реждания и той беше използван като контрола. 
Вторият лист е нападнат от ларвата на O. fagi и 
върху него има характерната за този вид пов-
реда. Всяка подбрана съобразно тези критерии 
двойка листа е маркирана, номерирана и откъс-
ната заедно с клонката, на която расте. Клонките 
са потопени в пластмасови съдове с чешмяна 
вода и се съхраняват във фитостатна кaмера с 
контролирани условия (фотопериод 12 светло/12 
часа тъмно; температура 25 °С; осветеност 
90 μmol.m-2.s-1; относителна влажност 60–70%). 
Анализите са извършени на минимум 6 двойки 
листа. 

1.2. Лабораторна работа 

Лабораторната работа включва биохимични 
анализи на буковите листа, в т.ч. измененията в 
нивата на оксидативни увреждания в мембра-
ните, количествата на някои ендогенни защитни 
съединения (пролин, общи феноли и глутатион), 
както и активностите на основните антиоксидан-
тни ензими (каталаза, неспецифични перок-
сидази, супероксиддисмутаза и глутатион редук-
таза). Методите, които са използвани са: 

- Определяне на степента на липидно 
пероксидиране (малондиалдехид – 
МДА), по метода на Dhindsa et al. (1981) 

- Отчитане на ендогенните концентрации 
на следните защитни съединения: съ-
държание на свободен пролин (по ме-
тода на Bates (1973); общи феноли (по 

метода на Swain и Goldstein (1964); глу-
татион (по метода на Gronwald и др. 
(1987). 

-  Отчитане на активностите на основните 
антиоксидантни защитни ензими: ката-
лаза (по метода на Aebi (1983), обща пе-
роксидазна активност (по метода на 
Dias и Costa (1983); супероксиддисму-
таза – по метода на Beauchamp и 
Fridovich (1971); глутатион редуктаза - 
по Smith и колектив (1988); 

- Измерване съдържанието на разтво-
рими белтъци – Bradford (1976). 

1.3. Статистически анализ 

Получените резултати са подложени на ста-
тистическа обработка, съобразно t-теста на 
Student.  

Данните, представени на фигурите, са 
средни стойности от минимум 2 независими екс-
перимента, всеки в 2–4 повторения. 

2. Резултати и обсъждане 

2.1. Влияние на нападението от Orchestes 
fagi L. върху степента на увреждания на мемб-
раните 

Малондиалдехидът (MДA) е краен продукт 
на окислението на ненаситените мастни кисе-
лини влизащи в състава на липидите. Този пока-
зател се използва като индикатор за степента на 
увреждания в клетъчните мембрани [12]. Ендо-
генните концентрации на МДА се увеличават при 
растения подложени на въздействието на ре-
дица неблагоприятни фактори на околната среда 
– хербициди, засоляване на почвите, воден де-
фицит, високи температури и др. [3, 18]. Първо-
началните експерименти показаха увеличение в 
нивото на МДА в растенията нападнати от 
Orchestes fagi L. Последващите изследвания 
обаче не потвърдиха тази тенденция с доста-
тъчна статистическа достоверност. От данните, 
получени при анализите през 2006 г. и предста-
вени на фигура 1 се вижда, че нападението от 
насекомото не променя значително количест-
вото на МДА в листата, т.е. не се развива окис-
лителен стрес.  
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Фиг. 1. Ефект от нападението на Orchestes fagi върху ко-
личеството на малондиалдехида (МДА). Фази на разви-
тие: 1. 2–3 възраст на ларвата (април); 2. 3-та възраст 

(май); 3. Изгризване на имагото (август) 

Разбира се този резултат е валиден при оп-
ределяне на съдържанието на МДА в цялата лис-
тна петура. На локално ниво, около мините на 
ларвата, количеството на МДА е повишено, но 
това очевидно не се отразява на останалите не-
засегнати тъкани от листа. На базата на този ре-
зултат ние считаме, че растенията най-вероятно 
развиват механизъм за локализиране на увреж-
данията от буковия скокльо и така предпазват 
здравите части от листата.  

2.2. Изменения в ендогенните нива на за-
щитните съединения пролин, феноли и глута-
тион. 

Известно е, че съдържанието на иминокисе-
лината пролин в растенията се повишава в ре-
зултат на различни стресови въздействия. Все 
по-често функциите на пролина в клетката се 
свързват с обезвреждане на АКФ (активните кис-
лородни форми). 

Нашите изследвания показват, че нападе-
нието от Orchestes fagi води до интересни изме-
нения в съдържанието на пролин (Фиг. 2).  

 
Фиг. 2. Ефект от нападението на Orchestes fagi върху ко-
личеството на свободния прролин. Фази на развитие: 1. 
2–3 възраст на ларвата (април); 2. 3-та възраст (май); 3. 

Изгризване на имагото (август) 

При първото измерване (месец април) се 
наблюдава леко понижение в количеството му, 
последвано от силно повишение няколко сед-
мици по-късно (3-ра възраст на ларвата; май). 
Тъй като ларвите в първа и втора възраст правят 
сравнително малки мини, растението е в състоя-
ние да се справи с индуцирания стрес. В трета 
ларвна възраст, обаче, повредената площ е зна-
чително по-голяма. Стресовото въздействие е 
значително по-силно, което води до покачване в 
нивата на пролина, който изпълнява ролята на 
осмопротектант, предпазващ растенията от за-
губа на тургур и дехидратация. 

През август, когато няма активна ларва в 
листата на бука, не се отчитат статистически зна-
чими изменения в съдържанието на пролин в на-
паднати и здрави листа. Това ни дава основание 
да приемем, че в нашата експериментална сис-
тема пролинът има защитно действие, проявя-
ващо се при по-големи по площ листни уврежда-
ния.  

Фенолните съединения са вторични мета-
болити, изпълняващи разнообразни функции в 
растенията. Редица изследвания демонстрират, 
че фенолите са мощни антиоксиданти и участват 
в предпазването на клетките от оксидативни ув-
реждания [2]. Много феноли се синтезират спе-
цифично в отговор на заразяване от патогени. 
Като цяло, фенолите се приемат като едно от ос-
новните “оръжия” на растителните клетки в бор-
бата с инвазията на вируси, бактерии, гъби и на-
секоми. Нападението от буковият скокльо води 
до увеличение в количеството на общите фе-
нолни съединения (Фиг. 3).  

 
Фиг. 3. Ефект от нападението на Orchestes fagi върху ко-
личеството на общите феноли. Фази на развитие: 1. 2–3 

възраст на ларвата (април); 2. 3-та възраст (май);  
3. Изгризване на имагото (август) 

Изразено в проценти спрямо контролите по-
вишението е съответно с 35,4% (1-во измерване, 
април) и с 12% (3-то измерване, август). Тенден-
цията за увеличение на фенолното съдържание 
в листата заразени с O. fagi е очевидна, въпреки 
че в абсолютни стойности това покачване не е 
драстично. Най-вероятно клетките синтезират в 
отговор на нападението специфични фенолни 
съединения.  

93



БИОХИМИЧНИ ИЗМЕНЕНИЯ НА БУКОВИ ЛИСТА ПОВРЕДЕНИ ОТ ORCHESTES FAGI L. 

Глутатионът е основен нискомолекулен 
тиол в растенията. Той е част от глутатион-аскор-
батния цикъл - основният механизъм за обезв-
реждане на водородния пероксид [10] Най-общо, 
освен глутатиона, в него се включват аскорбата 
(витамин С) и няколко ензима – аскорбат перок-
сидаза, глутатион редуктаза, монодехидроаскор-
бат редуктаза и дрехидроаскорбат редуктаза 
Всяка промяна в количествата му е достоверен 
индикатор за развитието на оксидативни процеси 
в растителните тъкани [16]. В нашите експери-
менти не се наблюдават статистически значими 
изменения в съдържанието на глутатион (Фиг. 4). 
Това показва, че нападението на буковия скокльо 
не води до свръхпродукцията на АКФ и съот-
ветно, до активацията на глутатион-аскорбатния 
цикъл. 

 
Фиг. 4. Ефект от нападението на Orchestes fagi върху ко-

личеството на тоталния глутатион. Фази на развитие:  
1. 2–3 възраст на ларвата (април); 2. 3-та възраст (май); 

3. Изгризване на имагото (август) 

2.3. Влияние на нападението от Orchestes 
fagi върху активностите на основните антиок-
сидантни ензими. 

В хода на еволюцията растенията са придо-
били комплекс от ензими, способни да разграж-
дат АКФ и токсичните продукти от тяхното дейст-
вие. Измененията във функциите на тези ензими 
са сигурен показател за състоянието на клетъч-
ната антиоксидантна защита.  

Каталазата и пероксидазите са основните 
ензими детоксификиращи водородния пероксид. 
Каталазата разгражда водородния пероксид до 
вода и кислород директно, без да използва до-
пълнителни субстрати като донори на електрони. 
Резултатите от определянето на активността на 
каталазата в листа от бук нападнати от Orchestes 
fagi са представени на Фиг. 5. 

 
Фиг. 5. Ефект от нападението на Orchestes fagi върху ак-

тивността на каталазата. Фази на развитие:  
1. 2–3 възраст на ларвата (април); 2. 3-та възраст (май); 

3. Изгризване на имагото (август) 

Първоначално (1-во измерване, април) в за-
разените листа се наблюдава инхибиция на ен-
зима. При второто определяне обаче е устано-
вено покачване с 35% над контролите. В края на 
сезона (август), след напускане на имагото, в ув-
редените листа каталазната активност е силно 
редуцирана.  

Подобно на каталазата, пероксидазата 
обезврежда водородния пероксид [17]. За раз-
лика от първата обаче, пероксидазата изисква 
наличието на донор на електрони. Това изиск-
ване я поставя в зависимост от функционирането 
на редица вторични метаболитни процеси в рас-
тителните клетки. Освен това в растенията пе-
роксидазата изпълнява и други функции – напри-
мер в лигнификацията на клетъчните стени в тъ-
кани атакувани от фитопатогени. Поради тази 
причина нашите очаквания бяха, че нападението 
от O. fagi ще доведе до силно активиране на ен-
зима. Изненадващо, при първите два опита, през 
април и май, ние не установихме по-съществени 
изменения в активността на пероксидазата 
(Фиг. 6). 

 
Фиг. 6. Ефект от нападението на Orchestes fagi върху ак-

тивността на пероксидазата. Фази на развитие: 1. 2–3 
възраст на ларвата (април); 2. 3-та възраст (май); 3. Изг-

ризване на имагото (август) 
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При третото измерване обаче, в листата на 
букът изгризани от имагото се наблюдава силно 
активиране на пероксидазата. Резултатът съв-
пада с данните получени от аналогичния опит 
проведен през август 2005 г. Този пост-травмати-
чен ефект от развитието на насекомото е заинт-
ригуващ. Възможно е активирането на перок-
сидазите да е следствие на механизъм, водещ 
до локализирането на увредените тъкани от лис-
тата чрез лигнификация на граничните клетъчни 
стени. При всеки случай не е ясно защо активи-
рането на пероксидазата се наблюдава чак след 
напускане на листата от имагото. Възможно е на-
секомото да отделя вещества блокиращи кле-
тъчния отговор. Разбира се увеличаването на пе-
роксидазната активност може да има и друго 
обяснение. Често механичните уреждания на 
растителните тъкани водят до гъбни и бактери-
ални инфекции, а изгризванията, предизвикани 
от имагото, са идеални ареали за развитието на 
вторични патогенни инвазии.  

Супероксиддисмутазата (СОД) е единст-
вения познат в биологичните обекти ензим спо-
собен да редуцира изключително реактивоспо-
собните супероксидни радикали до по-малко ток-
сичния водороден пероксид. Негови изоформи 
са локализирани в хлоропластите, митохондри-
ите и цитозола. В растенията, продуцирания от 
СОД водороден пероксид се обезврежда впос-
ледствие от каталазите, пероксидазите и глута-
тион-аскорбатния цикъл [12]. В нашите експери-
менти активността на СОД остава непроменена 
при първото (април) и третото измерване (ав-
густ), но подобно на каталазата (Фиг. 5), се наб-
людава повишение в опита проведен през месец 
май (Фиг. 7).  

 
Фиг. 7. Ефект от нападението на Orchestes fagi върху ак-

тивността на супероксиддисмутазата (СОД). Фази на 
развитие: 1. 2–3 възраст на ларвата (април); 2. 3-та въз-

раст (май); 3. Изгризване на имагото (август) 

Интересно е, че активностите и на двата ан-
тиоксидантни ензима (каталаза и СОД) се увели-
чават при второто измерване. Това свидетелства 
за развитието на оксидативни процеси в расти-
телните тъкани, но както отбелязахме по-горе, 
тези процеси не водят до детектеруеми уврежда-

ния (освен в областите директно изгризани от на-
секомото) в листната петура (повишаване на 
МДА, фиг. 1). Следователно, нивото на генерира-
ните АКФ в атакуваните от O. fagi листа е доста-
тъчно ниско за да не предизвика увреждания в 
мембраните и в същото време е достатъчно, за 
да активира два от основните антиоксидантни 
ензими на растенията.  

Глутатион редуктазата (ГР) е ключов ен-
зим от глутатион-аскорбатния цикъл [15]. Нивото 
на експресия и активността на ГР са критерий за 
способността на глутатион-аскорбатния цикъл да 
обезврежда водороден пероксид като цяло. В на-
шите експерименти активността на ГР не се из-
меня статистически достоверно при първите две 
измервания (април и май) (Фиг. 8).  

Известно повишение (с 33% над контро-
лите) се наблюдава единствено в опита прове-
ден през август. Като цяло, липсата на значи-
телни промени в ГР корелира с аналогичния ре-
зултат, получен по отношение на ендогенната 
концентрация на глутатиона. Двата показателя 
се изменят в синхрон, като слабо статистическо 
значимо покачване се наблюдава само при пос-
ледното измерване.  

 
Фиг. 8. Ефект от нападението на Orchestes fagi върху ак-
тивността на глутатион редуктазата (ГР). Фази на разви-

тие: 1. 2–3 възраст на ларвата (април); 2. 3-та възраст 
(май); 3. Изгризване на имагото (август) 

Изводи 

Настоящето изследване показва, че нападе-
нието от листоминиращото насекомо не води до 
развитие на „типичен“ оксидативен стрес в засег-
натите букови листа. Не се установява повише-
ние в нивата на оксидативни увреждания (МДА) 
или силна активация на защитните системи. Ус-
тановено е известно повишаване на антиокси-
дантната защита при 2-рото и 3-тото измерване, 
като профилът е различен. През месец май се 
покачва активността на каталазата и СОД, както 
и съдържанието на пролин. Три месеца по-късно 
(август), когато профилът на уврежданията по 
листа вече е основно от имагото, се активират 
глутатиона, глутатион редуктазата и пероксида-
зата. Това показва, че антиоксидантната защита 
на растенията реагира по-специфичен начин в 
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различните фази на развитие на буковия скок-
льо, като причините за това поведение са неиз-
вестни. 

Като цяло направената биохимична харак-
теристика на измененията в минираните листата 
е недостатъчна за пълното изясняване на проб-
лема. Следващи по-задълбочени изследвания 
са необходими за да се разкрият взаимоотноше-
нията вредител - гостоприемник, да се анализи-
рат механизмите за повишаване на устойчи-
востта на дърветата към биотичен стрес, което 
ще бъде и принос към търсенето на средства за 
борба с листоминиращите насекоми. 
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Abstract 

Orchestes fagi L is the most common and well-studied insect attacking the European beech (Fagus sylvatica L.). To 
gain an insight into the biochemical and physiological defense mechanisms triggered upon infestation with Orchestes fagi 
L. in beech leaves, we investigated the levels of several oxidative stress markers and the activity of major antioxidant 
enzymes. Orchestes fagi infestation did not result in oxidative stress, but led to accumulation of free polyphenols and 
proline that correlated with altered antioxidant enzyme activities. Taken together, our results point towards activation of 
specific defense responses upon Orchestes fagi attack in beech leaves. Our pioneering for Bulgaria study is a step towards 
a better understanding of the mechanisms that could be exploited to increase the resistance of the European beech, one 
of the major forest species in Bulgaria, to biotic stress. 
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