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Обоснована актуальность ранней неинвазив-
ной диагностики грибных болезней земляники са-
довой. Проведен сравнительный анализ основных 
используемых  методов ранней диагностики куль-
турных растений. Для исследований использовали 
живые листья растений земляники садовой сортов 
Симфония и Элиани, выращенных в естественных 
условиях на биополигоне в горшочках. Состав 
почвы – выщелоченный чернозём, с добавлением 
торфа и комплекса удобрений (суперфосфат и ка-
лийная соль). Изучены информативные парамет-
ры флуоресценции хлорофилла растительных тка-
ней листьев земляники, связанных с воздействием 
биострессора (гриба Ramularia tulasnei Sacc – воз-
будителя белой пятнистости). Измерения парамет-
ров флуоресценции хлорофилла листьев земляни-
ки садовой проводили флуориметром Dual-PAM-
100 по разработанной методике исследований. Уп-
равление режимами флуориметра осуществлялось 
при помощи компьютера с операционной системой 
Windows по специальной программе. В результате 
экспериментальных исследований выявлено, что 
для двух сортов земляники Симфония и Элиани 
гриб Ramularia tulasnei Sacc вызывает наиболее 
различимые и стабильные изменения параметров 
флуоресценции хлорофилла растительных тка-
ней листьев: квантовый выход фотохимическо-
го превращения световой энергии, минимальная 
флуоресценция хлорофилла a в адаптированных 
к свету объектах и квантовый выход нерегулиру-
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The relevance of early undamaging diagnosis 
of fungal diseases of garden strawberry has been 
proved. Comparative analysis of the main methods 
of early diagnostics of cultivated plants has been 
carried out. Fresh leaves of common garden 
strawberry of Symphony and Eliani cultivars grown 
in natural conditions in pots on bio-testing ground 
were used for research. Soil composition was 
leached chernozem with the addition of peat and 
fertilizer complex (superphosphate and potassium 
salt). Informative parameters of chlorophyll 
fl uorescence of plant tissues of strawberry leaves 
obtained as a result of the impact of a bio-stressor 
(fungus of Ramularia tulasnei Sacc.) have been 
studied. Parameters of chlorophyll fl uorescence in 
garden strawberry leaves were measured by the 
Dual-PAM-100 fl uorimeter device in accordance 
with the technique developed. Fluorimeter mode 
control was exercised by means of the computer 
with the Windows operating system according to the 
special program. As a result of pilot studies, it was 
revealed that for two cultivars of garden strawberry 
Symphony and Eliani, fungus of Ramularia tulasnei 
Sacc caused the most signifi cant and stable changes 
of chlorophyll fl uorescence parameters of plant 
tissues of leaves: quantum yield of photochemical 
transformation of light energy, the minimum 
chlorophyll fl uorescence a in the objects adapted 
to light and quantum yield of non-regulated energy 
dissipation. When strawberry cultivars Symphony 
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садовой при воздействии гриба Ramularia tulasnei Sacc
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ВВЕДЕНИЕ 

В борьбе с угрозами биологической безо-
пасности в сельском хозяйстве важную роль 
отводят эффективным средствам наблюде-
ния и контроля, способным проводить ран-
нее неинвазивное обнаружение микробио-
логических, вирусных и грибных болезней 
культурных растений [1].

При возделывании садовых культур бо-
лезни растений являются серьезным нега-
тивным фактором, снижающим экономи-
ческую эффективность их производства. 
Земляника садовая широко распространена 
в мире из-за очевидных преимуществ по 
сравнению с другими ягодными культура-
ми. Земляника обладает ценными лечебны-
ми свойствами и ярким привлекательным 
видом. Она питательна, имеет обильный 
биохимический состав и обладает высокими 
вкусовыми качествами. Ее доля в общеми-
ровом производстве ягод составляет более 
70% [2]. Однако почки, листья, корни, ягоды 
земляники повреждают более 20 видов воз-
будителей болезней и более 10 видов вреди-
телей. Землянику садовую поражают свы-
ше 30 грибных, вирусных и бактериальных 
болезней [3]. Большинство болезней (около 
80%) вызывают грибы. При развитии гриб-
ных болезней резко снижается урожайность 
ягод до 60–70% [4]. Кроме того, при пораже-
нии болезнями растение сильно ослабляет-
ся, вплоть до его полной гибели.

За рубежом уже давно активно создают 
национальные системы защиты растений от 
болезней. Эти системы включают комплекс 

мер, в том числе и мониторинг фитосани-
тарного состояния с применением новейших 
методов диагностики [5–7].

Ранняя диагностика болезней растений 
достаточно сложна. Большинство методов 
диагностики болезней плодовых культур 
основано на обнаружении специфических 
антигенов (иммунохимические методы) или 
нуклеиновой кислоты (молекулярные мето-
ды). В лабораторной диагностике болезней 
плодовых культур доминируют метод имму-
ноферментного анализа (ИФА), различные 
варианты полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) и молекулярно-гибридизационный 
анализ (МГА), отличающиеся от других 
высокой чувствительностью и специфич-
ностью. Для одновременного выявления 
нескольких патогенов в одном образце пред-
лагаются различные технические решения, 
наиболее перспективные среди них связа-
ны с развитием чиповой технологии. Веду-
щую роль среди методов внелабораторной 
диагностики играет иммунохроматография 
(ИХА) в пористых мембранах (тест-полос-
ках) [8]. Однако известные методы требуют 
использования сложного и дорогостоящего 
оборудования и высококвалифицированно-
го технического обслуживания. Распростра-
ненные прецизионные методы имеют опре-
деленную специфику, приводящую к небла-
гоприятным ситуациям на практике. 

Высокая чувствительность ПЦР-метода 
позволяет выявить в образце присутствие 
даже одной споры или нескольких копий 
ДНК фитопатогенного гриба. Но для полу-

емой диссипации энергии. При поражении этим 
биострессором двух сортов земляники – Симфо-
ния и Элиани у параметра – квантовый выход не-
регулируемой диссипации энергии – проявляются 
наиболее идентичные свойства по характеру его 
зависимости и текущим значениям. Возможно 
достоверное раннее неинвазивное обнаружение 
грибных болезней земляники садовой по уровню 
квантового выхода нерегулируемой диссипации 
энергии.

Ключевые слова: земляника садовая, гриб 
Ramularia tulasnei Sacc, хлорофилл, флуоресцен-
ция, квантовый выход нерегулируемой диссипа-
ции энергии

and Eliani were affected by this bio-stressor, the 
parameter of quantum yield of non-regulated energy 
dissipation showed the most identical properties on 
the nature of its dependence and current values. 
Credible early undamaging diagnosis of fungal 
diseases of garden strawberry was proved possible 
by the level of quantum yield of non-regulated 
energy dissipation.

Keywords: garden strawberry, fungus Ramularia 
tulasnei Sacc, chlorophyll, fl uorescence, quantum 
yield of non-regulated energy dissipation
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чения ложноположительного результата до-
статочно даже минимального загрязнения 
изначально «чистого» образца. Проведение 
опыта требует высокую степень стерильнос-
ти на всех стадиях анализа и использование 
отрицательных контролей.

Иммуноферментный анализ в основном 
применяют для обнаружения вирусов и зна-
чительно реже – для идентификации грибов 
и бактерий. Причина – трудность получения 
антител с необходимой специфичностью. 
Строение клеточных стенок грибов и бакте-
рий в ходе их жизненного цикла может из-
меняться, и оно гораздо сложнее, чем у ви-
русного капсида (внешняя оболочка вируса, 
состоящая из белков) [8, 9].

В настоящее время в исследованиях рас-
тений интенсивно развиваются методы ис-
следования флуоресценции хлорофилла 
[10–13]. 

Существует тесная связь между фото-
синтезом сельскохозяйственных культур и 
улучшением продуктивности сельского хо-
зяйства. Понимание фотосинтетического 
статуса растения является важным приори-
тетом для оценки продуктивности культур, 
подвергающихся различным воздействиям 
окружающей среды. Измерения флуорес-
ценции хлорофилла дают полезную инфор-
мацию о фотосинтетических характерис-
тиках листьев растений, находящихся под 
стрессом [14]. Измерения флуоресценции 
хлорофилла используются в качестве диа-
гностических инструментов, которые облег-
чают простую, быструю, неразрушающую, 
надежную количественную оценку пораже-
ния растений, вызванного низкими темпе-
ратурами, высокой засоленностью, высокой 
фотосинтетической радиацией [15–17]. Ис-
следователи проводят работы по обнаруже-
нию различных болезней у культурных рас-
тений [18–20].

Цель исследования – эксперименталь-
но выявить информативные параметры 
флуоресценции хлорофилла растительных 
тканей листьев земляники садовой, связан-
ные с воздействием биострессора (гриба 
Ramularia tulasnei Sacc), для оценки воз-
можности создания метода неинвазивной 
ранней диагностики грибных болезней.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 

Для исследований использовали живые 
листья растений земляники садовой сортов 
Симфония и Элиани, выращенных в 10 гор-
шочках на биополигоне Сибирского физико-
технического института аграрных проблем 
Сибирского федерального научного центра 
агробиотехнологий Российской академии 
наук (СибФТИ СФНЦА РАН). Состав поч-
вы – выщелоченный чернозем, с добавлени-
ем торфа и комплекса удобрений (суперфос-
фат и калийная соль). Грунт в горшок вноси-
ли поверх слоя дренажа. Процесс выращи-
вания земляники проходил в естественных 
условиях.

Симфония – сорт земляники садовой 
среднепозднего срока созревания, десертно-
го назначения использования. Был выведен 
в Шотландии в 1979 г. путем скрещивания 
разновидностей Рапсодия и Холидей. Рас-
тение мощное, многорожковое, обильно об-
лиственное. Усообразование среднее. Лис-
тья жесткие, темно-зеленого окраса. 

Элиани – среднеранний сорт земляники 
садовой короткого светового дня. Выведен 
специалистами голландской фирмы Vissers 
Aardbeiplanten B. V. в 1998 г., авторами явля-
ются Albert Konnings и Gebr. Vissers. Расте-
ние мощное, высокорослое. Усообразование 
на среднем уровне. Листья большие, светло-
зеленого окраса с глянцевым блеском. Сорта 
перспективные, устойчивые к болезням, не-
районированные. 

Макроскопическим методом трое экспер-
тов отбирали необходимое количество здо-
ровых и больных грибной болезнью листьев 
растений этих двух сортов. Степень пораже-
ния поверхности всех исследуемых листьев 
от воздействия гриба Ramularia tulasnei Sacc 
составляла 3–5%.

Исследования проводили с 19.09.2018 по 
11.10.2018 при использовании флуориметра 
Dual-PAM-100 (см. рис. 1). 

В контрольно-измерительный модуль 
флуориметра интегрированы все источники 
измерительного и актиничного света, а так-
же фотодиодный детектор сигнала. Для про-
ведения света к образцу и обратно применя-
ется специальный гибкий оптоволоконный 
световод.
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Основные технические характеристики 
флуориметра:
– актиничный «красный» свет: светодиод-

ная лампа «дальнего красного» света 
720 нм;

– актиничный «синий» свет: «синяя» свето-
диодная дампа 460 нм;

– интерфейс для связи с компьютером: 
USB 1.1 и USB 2.0;

– длина оптоволоконного световода 1 м;
– активный диаметр световода 6 мм.

Управление флуориметром осуществля-
лось при помощи компьютера с операцион-
ной системой Windows по его специальной 
программе. 

Флуоресценция испускается в основном 
молекулами хлорофилла а антенных комп-
лексов фотосистемы 2 (ФС II) и связана не 
только с процессами в пигментной матрице 
и реакционном центре ФС II, но и с окисли-
тельно-восстановительными реакциями на 
донорной и акцепторной сторонах, и даже 
во всей цепи переноса электронов. Пара-
метры флуоресценции являются наиболее 
информативными. Они определяются в ре-
жиме записи медленной кинетики темновых 
индукционных кривых с импульсным ана-
лизом насыщения [13].

Время задержки записи индукционных 
кривых после определения минимальной и 

максимальной флуоресценции хлорофил-
ла α (путем подачи импульса насыщения в 
адаптированные к темноте листья) состав-
ляло 40 с, что достаточно для полного пов-
торного окисления акцепторов (открытия 
реакционных центров) ФС II перед записью  
индукционных кривых. Интервал между 
двумя последовательными импульсами на-
сыщения при записи индукционных кривых 
был равен 20 с, время регистрации данных – 
около 4 мин.

Возбуждение молекул хлорофилла а осу-
ществлялось «синим» светодиодом с длиной 
волны 460 нм, детектирование флуоресцен-
ции – «красным» фотодиодом с длиной вол-
ны 680 нм.

Исследования проводили  в следующей 
последовательности.

1. Перед помещением листа земляники в 
держатель листа горшочки с растениями вы-
держивали в светонепроницаемой коробке 
не менее 5 мин. 

2. Лист земляники закрепляли в держате-
ле. В раскрывающемся меню в окне «Slow 
Kinetics» флуориметра выбирали  режим 
записи «Ind Curve» и по истечении времени 
не менее 1 мин запускали программу изме-
рений. В результате получали данные конс-
тант (Fo, Fm– минимальная и максимальная 
флуоресценция хлорофилла а в адаптиро-
ванных к темноте объектах) и параметров 
(Fó , Fḿ   – минимальная и максимальная 
флуоресценция хлорофилла α в адаптиро-
ванных к свету объектах; F – выход флуорес-
ценции; Y(II) – эффективный квантовый вы-
ход фотосинтеза ФС II; Y(NO) – квантовый 
выход нерегулируемой диссипации энергии 
(тепло); Y(NPQ) – квантовый выход регули-
руемой диссипации энергии (флуоресцен-
ция); NPQ – мера доли световой энергии, 
потребляемой флуоресценцией; qP – мера 
доли световой энергии, потребляемой от-
крытыми РЦ в реакциях фотосинтеза; qN – 
коэффициент нефотохимического тушения 
(тепло); qL – коэффициент фотохимическо-
го тушения (фотосинтез); ETR(II) – скорость 
транспорта электронов).  

3. Далее сравнивали измеренные пара-
метры флуоресценции хлорофилла  здоро-

Рис. 1. Флуориметр Dual-PAM-100 для изме-
рения параметров флуоресценции хлорофилла 
листьев земляники садовой
Fig. 1. The Dual-PAM-100 fl uorimeter for mea-
surement of chlorophyll fl uorescence of garden 
strawberry leaves
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вых и больных растительных тканей листьев 
земляники и делали вывод о наличии или 
отсутствии их связи с заболеванием белой 
пятнистостью.

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

Возбудители грибных болезней приводят 
к понижению интенсивности фотосинтеза. 
При этом происходит нарушение структу-
ры фотосинтетического аппарата клеток 
(снижение числа хлоропластов на единицу 
площади листа, объема хлоропластов, кон-
центрации хлорофилла) [21]. Снижение ин-
тенсивности фотосинтеза подтверждают и 
проведенные исследования здоровых и по-
раженных белой пятнистостью листьев двух 
сортов земляники садовой (см. рис. 2).

У растений энергия поглощенных кван-
тов света используется в фотосинтезе, рас-
сеивается в тепло и испускается в виде флу-
оресценции. Более низкий выход начальной 
флуоресценции Fó  у здоровых растений 
свидетельствует о том, что на фотосинтез, 
то есть на развитие растения, затрачивается 
большая доля поглощенной световой энер-
гии (см. рис. 3).

При закрытых реакционных центрах 
ФС II энергия не используется в фотосинте-

зе, а расходуется на нефотохимическое ту-
шение (тепло, флуоресценцию).

Приведенные усредненные значения 
квантового выхода нерегулируемой дисси-
пации энергии, затрачиваемой на тепло, для 
двух сортов земляники (cм. рис. 4, 5) свиде-
тельствуют о том, что у больных растений 
эта доля больше. 

Зависимости на представленных рисунках 
практически полностью идентичны, причем 

Рис. 2. Усредненные значения квантового вы-
хода фотохимического превращения световой 
энергии – Y(II) здоровых и пораженных листьев 
земляники садовой сорта Элиани (фотосинтез)
Fig. 2. Average values of quantum yield of light 
energy photochemical transformation – Y(II) of 
healthy and diseased leaves of garden strawberry, 
cultivar Eliani (photosynthesis)

Рис. 3. Усредненные значения начальной флуо-
ресценции F´

o , здоровых и пораженных листьев 
земляники садовой сорта Элиани
Fig. 3. Average values of initial fl uorescence F´

oof 
healthy and diseased leaves of garden strawberry, 
cultivar Eliani

Рис. 4. Усредненные значения квантового выхо-
да нерегулируемой диссипации энергии
(тепло) – Y(NO) = 1

NPQ + 1 +( Fm
Fo – 1 )

здоровых и пораженных листьев земляники 
садовой сорта Элиани

Fig. 4. Average values of quantum yield of non-
regulated energy dissipation (heat)  – Y(NO) =

1
NPQ + 1 +( Fm

Fo – 1 )  of healthy and 

diseased leaves of garden strawberry, cultivar 
Eliani 
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значения квантового уровня Y(NO) у слабо 
пораженных листьев значительно отлича-
ются от значений Y(NO) здоровых листьев 
земляники садовой исследуемых сортов. 

Таким образом, отличие значений кван-
тового выхода нерегулируемой диссипации 
энергии Y(NO) у исследуемого растения и 
здорового растения может быть использо-
вано для неинвазивной ранней диагностики 
белой пятнистости земляники.

Любой эффективный метод диагностики 
патологий растений, кроме обнаружения бо-
лезни, должен идентифицировать и количест-
венно определять степень поражения рас-
тения грибом – возбудителем болезни. На-
дежная идентификация микроорганизмов, 
ответственных за заболевание растений, яв-
ляется важной предпосылкой для реализа-
ции стратегий борьбы с болезнями. Многие 
грибные болезни  вызывают сходные симп-
томы и поэтому процесс выявления конкрет-
ного возбудителя и степени поражения им 
растения весьма затруднителен. В данных 
исследованиях такая задача не ставилась, и 
указанная проблема может быть решена при 
дальнейших исследованиях. 

Положительному решению задачи иден-
тификации грибных болезней земляники 
садовой способствует научная гипотеза, вы-

сказываемая многими учеными [20, 22–24]. 
Возбудители болезней и продуцируемые 
ими элиситоры связываются с рецептором 
организма-хозяина и запускают его защит-
ную реакцию [20]. Предполагают, что рас-
тения синтезируют полифенолы в качестве 
защитного механизма в ответ на действие 
возбудителей грибной болезни, поскольку 
полифенолы действуют как антибиотик про-
тив микроорганизмов и грибов [20, 22–24]. 
Полифенолы, находящиеся в основном в 
эпидермисе, поглощают ультрафиолетовое 
излучение [24]. Часть ультрафиолетового из-
лучения, которая проходит через эпидермис, 
поглощается хлорофиллом с определенным 
коэффициентом поглощения. Это поглоще-
ние вызывает дополнительную флуоресцен-
цию. При исследовании спектра флуорес-
ценции возможна идентификация грибных 
болезней земляники садовой [10–13, 25].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выявлено, что у двух сортов земляни-
ки – Симфония и Элиани – гриб Ramularia 
tulasnei Sacc (возбудитель белой пятнистос-
ти) вызывает наиболее различимые и ста-
бильные изменения следующих параметров 
флуоресценции хлорофилла растительных 
тканей листьев: квантовый выход фотохи-
мического превращения световой энергии, 
минимальная флуоресценция хлорофилла n  
в адаптированных к свету объектах и кван-
товый выход нерегулируемой диссипации 
энергии.

При поражении этим биострессором двух 
сортов земляники – Симфония и Элиани – у 
параметра квантового выхода нерегулируе-
мой диссипации энергии проявляются на-
иболее идентичные свойства по характеру 
его зависимости и  текущим значениям. 

По уровню квантового выхода нерегули-
руемой диссипации энергии возможно до-
стоверное раннее неинвазивное обнаруже-
ние грибных болезней земляники садовой.

Рис. 5. Усредненные значения квантового вы-
хода нерегулируемой диссипации энергии 
(тепло) – Y(NO) = 1/(NPQ + 1+ qL (Fm/Fo – 1)) 
здоровых и пораженных листьев земляники 
садовой сорта Симфония
Fig. 5. Average values of quantum yield of non-
regulated energy dissipation (heat) – Y(NO) = 
1/(NPQ + 1+ qL (Fm/Fo – 1)) of healthy and 
diseased leaves of garden strawberry, cultivar 
Symphony
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