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Аннотация 

Вспышки массового размножения растительноядных лесных вредителей оказывают 

значительное негативное эколого-экономическое воздействие на общее состояние ле-

сов, поэтому изучение биохимических механизмов энтоморезистентности древостоев 

(индуцированной и конститутивной) остается весьма актуальным. Целью исследования 

было изучение биохимической специфичности вышеуказанных типов энтоморезистент-

ности методом высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ). Проведенный 

нами хроматографический анализ общего количества химических соединений показал, 

что содержание 59.02% фракций в листьях дефолиированных древостоев увеличивалось, 

в то время как у 36.06% фракций оно снижалось, а у 4.92% не изменялось. Всего нами 

было идентифицировано 20 химических соединений. Содержание 55% соединений 

возрастало под влиянием дефолиации, у 40% соединений оно снижалось, а у 5% не из-

менялось. Первая группа соединений включает фенолгликозиды (арбутин, салицин), 

флавоноиды (изокверцитрин, лютеолин, кверцетин, апигенин, мирицетин, кемпферол), 

гидроксикарбоновые (галловая кислота) и гидроксикоричные кислоты (кафтаровая 

кислота), витамины (аскорбиновая кислота). Ранее нами был определен состав феноль-

ных соединений, детерминирующих конститутивную энтоморезистентность у березы 

повислой. Сравнительный анализ их состава и выявленных нами соединений индуци-

рованной энтоморезистентности показал очень близкое сходство. Следовательно, мож-

но предположить, что параметры индуцированной и конститутивной энтоморезистент-

ности у березы повислой детерминируют идентичные фенольные соединения. 
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сокоэффективная жидкостная хроматография, химические соединения 

 

Введение 

Периодические крупномасштабные вспышки массового размножения лес-

ных насекомых-филлофагов с высоким биотическим потенциалом наносят за-

метный эколого-экономический ущерб лесам и нередко служат фактором значи-

тельного снижения резистентности древостоев даже при отсутствии массового 

усыхания [1, 2]. Это сопровождается также снижением устойчивости лесов 

к воздействию других негативных биотических и абиотических факторов [3, 4]. 

В результате временно ослабленные леса нередко поражаются инфекционными 

болезнями и насекомыми-ксилофагами [1, 5, 6]. При этом последовательность 
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поражений древостоев различными болезнями, вызванными дефолиацией, и 

ксилофагами может быть совершенно различна [6]. Ранее нами показано, что 

сильная дефолиация крон березы непарным шелкопрядом (Lymantria dispar L.) 

в сочетании с интенсивной засухой вызывает заметное временное снижение 

устойчивости березняков в условиях антропогенной трансформации, что стано-

вится причиной массовой пораженности березы бактериальной водянкой и по-

следующего усыхания [1]. В итоге суммарный эколого-экономический ущерб от 

комплекса последующих факторов может значительно превышать таковой от 

воздействия только одного фактора дефолиации.  

Исходя из всего вышесказанного становится очевидно, что исследование 

биохимических механизмов энтоморезистентности у древесных растений – одно 

из перспективных направлений изучения взаимоотношений в системе «дерево – 

насекомые». Эта область развивается особенно интенсивно. Однако однозначной 

картины относительно функционирования механизмов энтоморезистентности 

(как конститутивной, так и индуцированной) пока нет [7–17]. 

Многими авторами было показано, что возрастание уровня энтоморезистент-

ности в хвое и листьях древостоев детерминируется фенольными соединениями, 

алкалоидами и терпеноидами [7, 11–17]. Известно, что у лиственных древостоев 

доминирующее значение в энтоморезистентности имеют именно фенольные со-

единения и, в первую очередь, флавоноиды [11]. Причем фенольные соединения 

контролируют как конститутивную, так и индуцированную резистентность лист-

венных древесных растений [8]. Тем не менее некоторые алкалоиды также имели 

высокую антифидантную активность для непарного шелкопряда [18]. 

В результате многочисленных исследований было обнаружено, что коли-

чество фенольных соединений в листьях кормовых растений после дефолиации 

насекомыми-фитофагами, возрастает [7, 11, 13, 15, 16]. Особенно значительное 

изменение их содержания наблюдается на следующий год после дефолиации [19]. 

Это обусловлено высокой антифидантной и детеррентной активностью, в первую 

очередь, флавоноидов [20, 21]. Кроме того, фенольные соединения также свя-

заны с механизмами резистентности древесных и травянистых растений к пато-

генным грибам [22]. 

Древесные растения достаточно активно реагируют и на воздействие раз-

личных других негативных экзогенных факторов среды. Так, антропогенное 

воздействие, уменьшение светового потока, воздействие фактора абиотического 

стресса (засухи) снижают общее содержание флавоноидов в листьях [23]. Од-

ним из важных механизмов индуцированной энтоморезистентности фенольных 

соединений служит их функционирование в тесном взаимодействии с полифе-

нолоксидазами. Последние взаимодействуют с фенольными соединениями при 

повреждении клеток растений, образуя высокореакционноспособные хиноны, 

обладающие значительной токсичностью [24]. Можно предположить, что это 

не единственный механизм антифидантного воздействия на насекомых-

филлофагов. В частности, результаты исследований с добавлением фенольных 

соединений в искусственную питательную среду (ИПС) убедительно проде-

монстрировали, что они заметно подавляли рост и выживаемость гусениц на 

ИПС [25]. В условиях эксперимента было выявлено также явное предпочтение 
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непарным шелкопрядом листьев с низким содержанием фенольных соединений 

[26]. Это подтверждает наличие детеррентных свойств у фенольных соединений. 

Основной целью проведенного исследования было изучение с помощью вы-

сокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) воздействия фактора де-

фолиации на состав и содержание фенольных соединений в листьях березы по-

вислой в лесостепи Зауралья в условиях антропогенного воздействия в год дефо-

лиации, то есть «быстрой» индуцированной энтоморезистентности, а также 

сравнительный анализ биохимического сходства и различий в составе феноль-

ных соединений, детерминирующих параметры индуцированной и конститутив-

ной энтоморезистентности у березы повислой. Состав фенольных соединений, 

детерминирующих параметры конститутивной энтоморезистентности у березы 

повислой после дефолиации непарным шелкопрядом, был идентифицирован 

нами ранее [8, 9]. 

Материалы и методы 

Район очагов массового размножения непарного шелкопряда находился 

в березовых лесах Каменск-Уральского р-на Свердловской обл. Всего нами было 

заложено 10 пробных площадей размерами 50×50 м каждая, по 5 на очаги и за их 

границами. Пробные площади располагались в березняках вблизи пос. Покровское 

(56°28'43.7" c.ш., 61°36'06.9"
 
в.д.; 56°28'42.0" с.ш., 61°35'42.8" в.д.)), контрольные – 

вблизи пос. Храмцовское ((56°33'08,3" с.ш., 61°26'53.3" в.д.; 26°32'53.6"  с.ш., 

61°26'48.3" в.д.), где фактор дефолиации полностью отсутствовал. Уровень антро-

погенной трансформации фитоценозов в очагах был значителен (4-я стадия по 

классификации [27]). Сбор листьев березы повислой для хроматографического 

анализа из очагов массового размножения непарного шелкопряда проводился 

в 2012–2017 гг. на пробных площадях с 70%-ной дефолиацией крон и за грани-

цей очагов, где отсутствовала дефолиация в сходных лесорастительных усло-

виях. Сразу после отбора проб листья березы высушивали при комнатной тем-

пературе, затем размалывали. Навеску размолотых листьев (2 г) помещали в ем-

кость с 50 мл этанола. Экстракцию фенольных соединений из листьев березы 

проводили в водяной бане с обратным холодильником 96%-ным этиловым спир-

том в течение 30 мин при кипении раствора. Затем супернатант центрифугировали 

при 10000 g в течение 10 мин и пропускали через шприцевой фильтр (0.45 мкм). 

Хроматографический анализ проводили на жидкостном хроматографе Shimadzu 

LC-20 со спектрофотометрическим УФ-детектором (фирма Shimadzu). Для этого 

использовалась хроматографическая колонка PerfectSil Target ODS-3 5 мкм с 

обращенной фазой, размерами 250 × 4.6 мм (фирма Shimadzu). Объем пробы – 

20 мкл. Детектирование элюента осуществляли одновременно на двух полосах 

поглощения: (λ 360 нм /λ 254 нм) и вычислялось спектральное отношение па-

раметров абсорбции. Нами использовалась хроматография в диапазоне 10–50% 

со скоростью 1 мл в мин – при температуре 40 °С. Элюент А – ацетонитрил – 

0.05 М фосфатный буферный раствор (рН 3.0) в 10%-ном растворе ацетонитрила; 

элюент В – ацетонитрил – вода (9 : 1). Элюирование проводилось с  возраста-

нием доли элюента В от 10% до 50%.  Продолжительность  хроматографиче-

ского анализа – 45 мин. Из них от 0 до 30 мин проводилось градиентное элюи-

рование в диапазоне 10–50%, затем в течение 15 мин – при концентрации 50%. 
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Для идентификации соединений использовали собственную базу данных 20 ве-

ществ-свидетелей фирм: Fluka, Sigma, Aldrich. Для идентификации хроматогра-

фических фракций использовался общепринятый метод на основе идентифика-

ции соединений по tR (время удерживания) и спектральное отношение 

(λ 360 нм/ λ 254 нм). Общее количество образцов для хроматографии – 40. Хро-

матографический анализ каждой пробы проводили в трех повторностях. Затем 

рассчитывали среднее значение. Статистическую достоверность полученных 

результатов определяли с помощью t-критерия Стьюдента. 

Результаты и их обсуждение 

Градиентный хроматографический анализ химических соединений из листь-

ев березы как в дефолиированных насаждениях, так и в интактных выявил от 61 

до 74 фракций (рис. 1). Сравнительный тотальный анализ идентичных соедине-

ний в обоих вариантах показал, что в группе дефолиированных древостоев из 

исследованных очагов у 59.02% фракций их содержание увеличивалось по срав-

нению с контролем, у 36.06% снижалось и у 4.92% не изменялось. Таким обра-

зом, доминирующей реакцией химических соединений в листьях березы повис-

лой на дефолиацию было заметное возрастание их количественного содержания. 
 

 

Рис. 1. ВЭЖХ химических соединений из листьев березы повислой в очагах массового раз-

множения непарного шелкопряда и за их границами: 1 – аскорбиновая кислота; 2 – арбутин; 4 – 

кафтаровая кислота; 5 – галловая кислота; 6 – салицин; 9 – кофейная кислота; 11 – салидрозид; 

12 – 4-кофеоилхинная кислота; 17 – рутин; 18 – 5-кофеоилхинная кислота; 19 – гиперозид; 20 – 

изокверцетин; 20а – лютеолин-7-глюкозид; 21 – изокверцитрин; 21а – авикулярин; 26 – мирице-

тин; 35 – лютеолин; 37 – кверцетин; 39 – апигенин; 40 – кемпферол. По горизонтали – tR (время 

удерживания), мин, по вертикали – абсорбция, мВ  
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Табл. 1 

Влияние дефолиации березы повислой непарным шелкопрядом на состав и содержание 

химических соединений в листьях 

Наименование 

соединения 

Абсорбция (мВ) 

X ± SD 
t-кри-

терий 

Стью-

дента 

tr 

Время 

удержи-

вания 

λ360/λ254 

Спектральное 

отношение 

параметров 

абсорбции 
Дефолиация Контроль 

Аскорбиновая 

кислота 
351.91 ± 8.04 143.52 ± 6.75 48.63 2.6 0.031 

Арбутин 382.89 ± 17.88 322.16 ± 17.21 5.88 2.89 0.085 

Галловая кислота 655.0 ± 26.83 303.08 ± 13.42 28.73 3.7 0.12 

Кафтаровая кислота 31.09 ± 1.78 26.216 ± 1.79 4.72 4.03 0.054 

Салицин 80.04 ± 4.72 50.04 ± 3.58 12.83 5.0 0.386 

Кофейная кислота 42.24 ± 2.68 73.08 ± 3.59 16.89 5.78 0.386 

Салидрозид 48.63 ± 3.58 58.18 ± 4.47 4.09 6.28 0.116 

4-кофеоилхинная 

кислота 
118.18 ± 5.37 120.13 ± 4.47 0.68* 6.68 0.258 

Рутин 70.52 ± 4.47 93.25 ± 6.26 7.29 9.46 0.952 

5-кофеоилхинная 

кислота 
91.78 ± 6.26 150.33 ± 8.94 13.14 10.0 0.745 

Гиперозид 997.68 ± 44.72 1348.28 ± 44.8 13.58 10.7 0.859 

Лютеолин-7-

гликозид 
48.17 ± 4.47 100.54 ± 8.94 12.82 10.9 0.95 

Изокверцитин 19.9 ± 1.79 41.93 ± 2.68 16.73 11.7 0.548 

Изокверцитрин 449.36 ± 18.78 314.62 ± 12.52 14.62 12.3 0.651 

Авикулярин 213.69 ± 13.42 292.87 ± 17.89 8.17 12.9 0.765 

Мирицетин 84.97 ± 4.47 52.34 ± 3.58 13.96 17.0 0.835 

Лютеолин 2.408 ± 0.089 1.022 ± 0.071 26.91 23.55 0.452 

Кверцетин 7.87 ± 0.63 7.220 ± 0.64 1.79 25.4 1.153 

Апигенин 23.86 ± 1.79 16.13 ± 0.89 9.47 28.12 1.152 

Кемпферол 16.44 ± 1.25 9.46 ± 0.89 11.12 29.8 1.186 
*
 Различия статистически недостоверны. 

 

Более информативен анализ изменений содержания соединений в листьях 

дефолиированных древостоев у идентифицированных нами химических соеди-

нений. Из всех фракций нами было идентифицировано 20 соединений. Как по-

казали результаты, у 55% этих соединений их содержание возрастало, у 40% – 

снижалось, у 5% не изменялось (табл. 1). В состав химических соединений, со-

держание которых заметно увеличивалось вследствие воздействия фактора де-

фолиации, входят фенолгликозиды (арбутин (увеличение концентрации на 

18.85%), салицин (на 59.95%)), которые, как известно, служат факторами детер-

минации индуцированной энтоморезистентности [28]; флавоноиды (изокверцит-

рин (на 42.83%), лютеолин (на 135.62%), кверцетин (на 9.002%), апигенин (на 

74.33%), мирицетин (на 62.34%), кемпферол (на 73.78%)), гидроксикарбоновые 

(галловая кислота (на 116.11%)) и гидроксикоричные кислоты (кафтаровая кис-

лота (на 18.59%)); витамины (аскорбиновая кислота (на 145.0%)). Как видно из 

полученных результатов, количественно в составе этой группы соединений пре-

обладали флавоноиды. Важной их особенностью служит то, что все они прояв-

ляют как антифидантную и антидетеррентную, так и антиоксидантную актив-
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ность [20, 21, 24]. Высокая антиоксидантная активность выявлена и у аскорби-

новой кислоты [24]. 

Снижение содержания химических соединений после дефолиации листьев 

березы повислой отмечено у фенолгликозида: салидрозида (на 19.64%), гид-

роксикоричных кислот (кофейной кислоты (на 73.0%), 5-КФК (на 63.79%)), ряда 

флавоноидов (рутина (на 32.23%), гиперозида (на 35.14%), лютеолин-7-глико-

зида (на 108.72%), изокверцетина (на 110.70%), авикулярина (на 37.05%)). Со-

держание 4-КФК не изменялось.  

Учитывая то, что основной целью исследований было изучение состава и 

содержания химических соединений при сильной дефолиации древесного яру-

са непарным шелкопрядом, наиболее интересны особенности реакции на этот 

фактор группы фенолгликозидов, которые, как отмечено выше, служат важны-

ми компонентами индуцированной энтоморезистентности. Полученные нами 

результаты однозначно свидетельствуют о том, что содержание салицина воз-

растало на 59.95%, арбутина – на 18.85%, содержание салидрозида снижалось 

на 16.41%. По нашему мнению, это может быть обусловлено тем, что более ак-

тивная реакция на фактор дефолиации листьев может быть при более значи-

тельной степени дефолиации крон древостоев, так как береза повислая обладает 

достаточно высоким уровнем энтомотолерантности и при отсутствии одновре-

менного воздействия других стрессовых факторов выдерживает сильную и пол-

ную дефолиацию даже в условиях заметного уровня антропогенного воздей-

ствия [1, 2, 19]. Другая проблема заключается в том, что воздействие фактора 

дефолиации сопровождается сильной активизацией процессов оксидативного 

стресса [29]. Учитывая то, что большинство флавоноидов, витамины и часть 

гидроксикоричных кислот обладают антиоксидантной активностью [24, 30] 

возрастание содержания этих соединений, очевидно, отражает проявление как 

антифидантных свойств, так и антиоксидантной активности.  

Как известно, возрастание содержания ряда химических соединений 

в листьях березы повислой в год дефолиации – следствие активизации «быст-

рой» индуцированной энтоморезистентности. Из полученных результатов видно, 

что максимальную активность в реализации индуцированной энтоморезистент-

ности проявляли отдельные флавоноиды и фенолгликозиды. Среди них в значи-

тельной степени преобладали флавоноиды (лютеолин, апигенин, кемпферол, 

мирицетин), которые составили 57.14%, а также фенолгликозиды (арбутин, са-

лицин). Возрастание содержания других групп соединений: витаминов, гид-

роксикоричных и гидроксикарбоновых кислот – мы связываем с их антиокси-

дантной активностью, обусловленной оксидативным стрессом, вызванным де-

фолиацией листьев непарным шелкопрядом. 

Учитывая полученные другими исследователями данные о том, что возрас-

тание содержания флавоноидов в листьях и хвое дефолиированных насекомыми-

филлофагами древостоев обусловлено их высокой антифидантной и антидетер-

рентной активностью [20, 21, 25, 26], можно предполагать, что выявленный 

нами состав флавоноидов и фенолгликозидов, содержание которых возрастает 

после дефолиации, адекватно отражает возрастание уровня индуцированной 

энтоморезистентности и, соответственно, детерминирует параметры энтоморе-

зистентности в системе «береза – непарный шелкопряд». Как уже отмечалось 
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выше, основой их антифидантной активности могут быть два механизма: пер-

вый – это определенная антифидантная и антидетеррентная активность самих 

флавоноидов [20, 21, 25, 26]; второй – образование токсичных хинонов при вза-

имодействии фенольных соединений с полифенолоксидазами при защите кле-

ток от оксидативного стресса [24]. 

Сравнительный анализ состава и содержания фенолгликозидов и флавонои-

дов на этих же пробных площадях в межвспышечный период, проведенный нами 

ранее, с полученными нами результатами по этим же группам фенольных соеди-

нений, идентифицированных нами как компоненты «быстрой» индуцированной 

энтоморезистентности, убедительно продемонстрировал очень близкое сходство 

их состава с фенольными соединениями за границами очагов, содержание ко-

торых в этот период было выше, чем в затухших очагах. Эти соединения были 

отнесены нами к компонентам, детерминирующим уровень конститутивной 

энтоморезистентности [9]. Следовательно, можно предполагать, что идентичные 

фенольные соединения могут детерминировать и параметры индуцированной, 

и параметры конститутивной энтоморезистентности.  

Таким образом, в результате дефолиации изменялось лишь содержание хи-

мических соединений, в то время как их состав оставался прежним. Нами иден-

тифицирована группа флавоноидов, участвующих в реализации индуцированной 

дефолиацией энтоморезистентности. Установлено, что эта же группа фенольных 

соединений, как показано нами ранее [9], детерминировала и параметры кон-

ститутивной энтоморезистентности.  
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Abstract 

Periodic outbreaks of insects cause significant ecological and economic damage to forests. For this 

reason, it is especially important to study the biochemical mechanisms underlying entomoresistance, 

either induced or constitutive, in forest stands. 

The purpose of the study is to investigate the biochemical specificity of these types of entomo-

resistance using the method of high-performance liquid chromatography (HPLC). It has been shown for 

the leaves of the defoliated stands that 59% of fractions increased in content, while the content of 36% 

of fractions decreased and 4.9% of fractions exhibited no changes in their concentration. A total of 

20 compounds have been identified. It has been observed that the content of the identified compounds 

under the effect of defoliation increased (55%), decreased (40%), or did not change (5%). The first 

group of compounds includes phenol glycosides (arbutin, salicin), flavonoids (isoquercitrin, luteolin, 

quercetin, apigenin, myricetin, kaempferol), hydroxycarboxylic acids (gallic acid), hydroxycinnamic 

acids (caftaric acids), and vitamins (ascorbic acid). Previously, we revealed the composition of phenolic 
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compounds determining constitutive entomoresistance. The comparative analysis of their composition 

and the identified compounds of induced entomoresistance has shown a very close similarity. Therefore, 

it can be suggested that the parameters of induced and constitutive entomoresistance in silver birch are 

determined by the same phenolic compounds. 

Keywords: gypsy moth, silver birch, leaves, defoliation, high-performance liquid chromatog-

raphy, chemical compounds 

Figure Captions 

Fig. 1. High-performance liquid chromatography of chemical compounds from the leaves of silver birch 

at the outbreak sites of gypsy moth and beyond their boundaries: 1 – ascorbic acid; 2 – arbutin; 4 – 

сaftaric acid; 5 – gallic acid; 6 – salicin; 9 – caffeic acid; 11 – salidroside; 12 – 4-caffeoylquinic ac-

id; 17-rutin; 18 – 5-caffeoylquinic acid; 19 – hyperoside; 20 – isoquercetin; 20a – luteolin-7-

glucoside; 21 – isoquercitrin; 21a – avicularin; 26 – myricetin; 35 – luteolin; 37 – quercetin; 39 – 

apigenin; 40 – kaempferol. In horizontal direction – tR (retention time), min, in vertical direction – 

absorption, mV. 
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