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Обычная корневая гниль является широко распространенным заболеванием, вызы-

ваемым грибом Bipolaris sorokoniana, который паразитирует на злаковых растениях. Изучено 

влияние грибковой инфекции на световые реакции фотосинтеза пшеницы мягкой при 

одновременной регистрация индукционных кривых быстрой и замедленной флуорес-

ценции, а также редокс-состояния пигмента Р
700

.
 
Обнаружено уменьшение квантового 

выхода электронного транспорта в фотосистеме II (φE
0
) и индекса производительности 

(PI
ABS

), увеличение рассеивания энергии на реакционный центр (DI
0
/RC) и ΔpH-

зависимого нефотохимического тушения флуоресценции (qE) у зараженных растений. 

Показано уменьшение пика индукции замедленной флуоресценции при 10–50 мс. Реакции 

фотосистемы I проявляли большую устойчивость к грибковой инфекции по сравнению 

с реакциями фотосистемы II. Для ранней диагностики состояния растений в условиях 

грибковой инфекции возможно использование параметров индукции флуоресценции 

хлорофилла а.

Ключевые слова: Triticum aestivum L., Bipolaris sorokoniana Shoemaker, фотосистемы I 

и II, фотосинтез, флуоресценция хлорофилла, фотосинтез, M-PEA-2

Использованные сокращения: РЦ – реакцион-

ный центр; ФСII и ФСI –фотосистемы II и I; Q
A

,
 

Q
B 

– первичный и вторичный хинонные акцепторы 

электрона; PQ – пластохинон; ЗФ – замедленная 

флуоресценция; Р
700 

– пигмент РЦ ФС1. 

Обыкновенная (или гельминтоспориозная) кор-

невая гниль является широко распространенным 

заболеванием, вызываемым грибом Bipolaris soro-
koniana, который паразитирует на пшенице, ржи, 

ячмене, овсе и некоторых других злаковых расте-

ниях [1]. Цитологические и молекулярные меха-

низмы взаимодействия гриба с растением-хозяи-

ном являются хорошо изученными, что позволяет 

использовать Bipolaris sorokoniana в качестве мо-

дельного объекта для изучения ответной реакции 

растений на заражение грибковой инфекцией [2].

Фотосинтез – это один из чувствительных 

к стрессу процессов растительной клетки [3, 4]. 

Перспективным методом изучения реакций фото-

синтеза растений при заражении различными па-

тогенами является регистрация флуоресценции 

хлорофилла а [5–9]. Этот метод позволяет быстро 

получить неинвазивным способом обширную ин-

формацию об эффективности фотосинтеза и це-

лостности фотосинтетического аппарата даже на 

самых ранних стадиях развития патологических 

состояний листьев.

Существуют исследования, посвященные изуче-

нию влияния грибковых патогенов на показатели 

флуоресценции листьев растений [8–12]. Получен-

ные результаты заметно отличаются друг от друга, 

это можно объяснить тем, что реакция растений 

на грибковую инфекцию сильно зависит от состоя-

ния как самого растения, так и паразитирующего 

гриба, а также от условий окружающей среды во 

время развития заболевания. Кроме того, инфек-

ция неоднородно распределяется по органам рас-

тения, что приводит к гетерогенности показателей 

флуоресценции в тканях, непосредственно заражен-

ных грибом. Те же органы, которые не были непо-

средственно инфицированы, могут быть косвенно 

модифицированы патогеном [8, 13]. Тем не менее, 

измерение показателей флуоресценции позволяет 

уже в первые дни после заражения получить ин-

формацию о характере заболевания, о степени 

устойчивости или восприимчивости растения к опре-

деленному штамму гриба.

Для оценки работы фотосинтетического аппа-

рата высших растений и культур водорослей в по-

следнее время стали широко использоваться методы 

анализа индукционных кривых флуоресценции 
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с высоким временным разрешением (от 10 мкс) [3, 

4, 14, 15]. На использованном нами флуориметре 

“M-PEA-2” существует возможность наряду с ре-

гистрацией флуоресценции хлорофилла измерять 

одновременно модулированное отражение света 

при длине волны 820 нм, что позволяет оценить 

редокс-состояние пигмента Р
700 

реакционного центра 

(РЦ) фотосистемы I (ФСI). Таким образом, прибор 

позволяет одновременно следить за отдельными 

реакциями фотосистем II и I (ФСII и ФСI) и про-

водить регистрацию индукционных изменений за-

медленной флуоресценции [3, 15]. Одновременная 

регистрация различных параметров флуоресцен-

ции и редокс-состояния Р
700

 при грибковом зара-

жении ранее не проводилась.

В настоящей работе изучено влияние заболе-

вания, вызываемого грибом Bipolaris sorokoniana, 

на параметры индукции быстрой и замедленной 

флуоресценции, а также изменения редокс-состо-

яния реакционного центра ФСI пшеницы мягкой. 

Целью исследования являлось выяснение стадий 

фотосинтеза, наиболее чувствительных к инфекции, 

и, соответственно, выявление перспективных пара-

метров для оценки состояния зараженных растений.

Материалы и методы

Объектом исследования служили листья пше-

ницы мягкой (Tríticum aestívum L.), зараженные воз-

будителем корневой гнили (Bipolaris sorokoniana 

Shoemaker). Для заражения стерилизованные се-

мена погружали в суспензию спор на 15 мин (на 

100 г семян 10 г спор в 100 мл), тщательно взбал-

тывали, а затем сушили в марлевых мешочках 

в течение 24 ч при комнатной температуре. После 

этого зараженные и контрольные семена выращи-

вали в чашках Петри на 25%-ном растворе Кноппа 

при освещении 30 мкЕ м–2 ·с–1.

Измерение параметров флуоресценции и ре-

докс-состояния Р
700

 проводили с помощью флуо-

риметра (Multi-function Plant Efficiency Analyser; 

модель “M-PEA-2”, Hansatech Instruments, Вели-

кобритания) [3, 4, 14, 15], начиная с 6-х сут после 

начала проращивания. Измерения проводили на 

интактных листьях с помощью специальной клип-

сы-прищепки, в которой световодами выведены 

все источники света и датчики. Перед измерением 

листья адаптировали к темноте в течение 15 мин. 

Регистрацию быстрой и замедленной флуоресцен-

ции производили при чередовании действующего 

красного света (625 нм, 1300 мкЕ м–2 ·с–1) и тем-

новых интервалов малой длительности, достаточ-

ных для регистрации замедленной флуоресценции 

(ЗФ). Динамика ЗФ отражала изменения интен-

сивности свечения на шкале 0,1–0,9 мс в интерва-

лах между импульсами действующего света. Ин-

дукционную кинетику флуоресценции оценивали 

с максимальным временным разрешением 0,02 мс. 

Считается, что изменение поглощения при длине 

волны 820 нм отражает редокс-состояние Р
700

 РЦ 

ФСI. Интенсивность модулированного света (820 

± 25 нм) составляла 1000 мкЕ м–2 · с–1. Получен-

ные данные отражения нормировались на значе-

ние при t = 0,7 мс (MR
O

) [3]. Характеристики и 

протокол измерений на приборе “M-PEA-2” были 

подробно описаны ранее [3, 4, 14, 15].

Для количественного анализа характеристик 

первичных процессов фотосинтеза на основе 

участков индукционной кривой был использован 

так называемый JIP-тест [4]. Этот тест использует 

следующие параметры кинетической кривой индук-

ции флуоресценции: интенсивность при длитель-

ности освещения 20 мкс (F
O

), 2 мс (F
J
), 30 мс (F

I
), 

6 с (F
6s

), а также F
M

 (максимальная интенсивность 

флуоресценции) и M
0
 (усредненная величина в мс–1 

начального наклона относительной переменной 

флуоресценции хлорофилла а).

Эти величины использовали для расчета сле-

дующих параметров:

F
V
/F

M
 – максимальный квантовый выход пер-

вичной фотохимической реакции в открытых ре-

акционных центрах ФСII; F
V
/F

M
 = (F

M 
– F

O
)/F

M
;

V
J
 – относительная амплитуда фазы O-J (после 

2 мс освещения). Отражает количество закрытых 

РЦ по отношению к общему числу РЦ, которые 

могут быть закрыты; V
J
 = (F

J 
– F

O
)/(F

M 
– F

O
);

V
I
 – относительная амплитуда фазы O-I (после 

30 мс освещения). Отражает способность ФСI и 

ее акцепторов окислять пул пластохинонов; V
I
 = 

= (F
I 
– F

O
)/(F

M 
– F

O
);

φE
0
 – квантовый выход электронного транспорта 

за пределы Q
A 

(при t = 0); φE
0
 = (1 – V

J
)/(F

V
/F

M
);

ABS/RC – поток энергии, поглощаемый одним 

активным РЦ. Отражает соотношение между коли-

чеством молекул хлорофилла а в антенных комп-

лексах, излучающих флуоресценцию и количеством 

активных РЦ; ABS/RC = (M
0
/V

J
)/[(F

M 
– F

O
)/F

M
)];

DI
0
/RC – общее количество энергии, рассеи-

ваемой одним PЦ в виде тепла; DI
0
/RC = (ABS/

RC) –M
0
(1/V

J
);

PI
ABS 

– индекс производительности – показа-

тель функциональной активности ФСII, отнесенный 

к поглощаемой энергии; PI
ABS

 = [1–(F
O

/F
M

)]/

(M
0
/V

J
) [(F

M
–F

0
)/F

0
] [(1–V

J
)/V

J
];

qE – способность к рН-индуцированному не-

фотохимическому тушению флуоресценции; qE = 

= (F
M

–F
6s

)/(F
M

–F
O

);

Для анализа и обработки полученных данных 

использовали пакет программ Microsoft Excel 2013 

(Microsoft Corporation, США) и Statistica v.6 (StatSoft, 

Inc., США). Проверку статистических гипотез осу-

ществляли с помощью двухвыборочного t-крите-

рия Стьюдента для независимых выборок, уро-

вень значимости принимали равным 0,05. Объем 

выборки для контрольных и опытных образцов 

составлял не менее 10 повторностей.
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Результаты и обсуждение

У зараженных растений до 12 сут от начала про-

ращивания не наблюдалось видимых изменений 

в окраске листьев. Небольшое выцветание пиг-

ментов начинало происходить только после 14 сут.

Измерение соотношения интенсивности флуо-

ресценции хлорофилла при насыщающем фото-

синтез свете (F
M

) и в условиях, не вызывающих 

изменений состояния фотосинтетического аппа-

рата (F
O

) (низкая интенсивность света), позволяет 

определить максимальную эффективность процес-

сов ФСII, которая равна F
V
/F

M
 [3, 4]. Параметр 

F
V
/F

M
 представляет собой безразмерную энергети-

ческую характеристику фотосинтеза, аналогичную 

коэффициенту полезного действия. Мы показали, 

что максимальный квантовый выход первичной 

фотохимии F
V
/F

M
 у контрольных растений нахо-

дится на высоком уровне (0,8). У зараженных рас-

тений на 7-е сут от начала проращивания наблю-

далось небольшое снижение параметра F
V
/F

M 

(рис. 1)
.
 Уменьшение F

V
/F

M
 на 10–14-е сут в ос-

новном происходило за счет увеличения мини-

мального уровня флуоресценции F
О 

(таблица). 

Подобное увеличение уровня флуоресценции F
О

 

отмечалось ранее и другими исследователями [12].

Таблица

Значения некоторых параметров JIP-теста, максимального 
квантового выхода (FV/FM), минимальной (FO) и максимальной 
флуоресценции (FM), а также относительной высоты пиков I1 
и I4 кривой индукции замедленной флуоресценции здорового 
растения и растения, зараженного корневой гнилью, на 6-е 

и 14-е сут от начала проращивания (% – различие от контроля 
в процентах). Звездочкой указаны статистически значимые 

различия от контроля (p<0,05)

Контроль 6-е сут 
заражения

14-е сут 
заражения

F
V
/F

M
0,8 (100%) 0,8 (100%) 0,74 (92%)*

F
O

100% 97% 138%*

F
M

100% 97% 104%

V
J

0,39 (100%) 0,41 (106%)* 0,44 (113%)*

V
I

0,79 (100%) 0,79 (100%) 0,82 (104%)

ABS/RC 3,16 (100%) 3,23 (102%) 3,94 (125%)*

DI
0
/RC 0,62 (100%) 0,65 (102%) 1,09 (175%)*

φE
0

0,49 (100%) 0,48 (96%)* 0,42 (86%)*

PI
ABS

2,11 (100%) 1,91 (91%)* 1,52 (72%)*

qE 0,24 (100%) 0,25 (104%) 0,3 (125%)*

I
1

100% 88%* 77%*

Для детальной оценки изменений фотосинте-

тического аппарата после заражения были измере-

ны индукционные параметры быстрой и замед-

ленной флуоресценции, а также редокс-состояния 

Р
700

 на приборе “M-PEA-2”. На рис. 2 представлены 

кривые индукции флуоресценции листьев пше-

ницы на 6-е и 14-е сут от начала проращивания. 

У контрольных растений кривая флуоресценции 

соответствовала кривой, описанной в литературе 

[14, 16]. В кинетике индукции быстрой флуорес-

ценции при действии света наблюдается несколько 

стадий, известных как переходы O-J-I-P [14]. На-

чальный уровень О соответствует интенсивности 

флуоресценции хлорофилла при “открытых” РЦ 

ФСII (F
O

), когда все акцепторы Q
А

 окислены. 

Фаза O-J обусловлена светоиндуцированным вос-

становлением Q
А

, тогда как следующие фазы от-

ражают, главным образом, постепенное восстанов-

ление акцепторов электронов после Q
А

.

Индукционные кривые флуоресценции зара-

женных растений на 6-е сут мало отличались от 

контроля. Значимое снижение переменной флуо-

ресценции наблюдалось в последующие дни. В таб-

лице представлены параметры фотосинтеза, рас-

считанные на основе индукционной кривой 

флуоресценции.

У зараженных растений, наряду с уменьшением 

F
V
/F

M
, наблюдалось увеличение О-J-фазы и, со-

ответственно, возрастание параметра V
J
, что ука-

зывает на увеличение доли Q
B

-невосстанавли-

вающих РЦ ФСII [14, 16]. Квантовый выход 

электронного транспорта ФСII (φEo) у зараженных 

растений также был снижен. Фаза O-I (3–30 мс) 

соответствует восстановлению пула пластохино-

нов (РQ), а параметр V
I
 является хорошим инди-

катором редокс-состояния пула PQ в темноте [16]. 

Выяснилось, что при заражении растений не наблю-

дается изменений этого параметра. Это указывает 

Рис. 1. Изменение максимального квантового выхода (F
V
/F

M
) 

здоровых (1) и зараженных (2) растений с 6-е по 15-е сут про-

ращивания. На графике указаны средние значения по 10 по-

вторностям. Планками обозначены границы доверительных 

интервалов математического ожидания при уровне значимо-

сти 0,05
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Рис. 2. Кривые индукции быстрой (А, Б) и замедленной (Д, Е) флуоресценции, а также редокс-состояния Р
700

 (В, Г) здоровых (1) 

и зараженных (2) растений. Графики слева (А, В, Д) и справа (Б, Г, Е) отражают состояние проростков на 6-е и 14-е сут соответ-

ственно. O, J, I, P – условные обозначения характерных точек кривой индукции быстрой флуоресценции, используемых для 

JIP-теста. MR
t
, MR

0
, MR

min
 – текущее, начальное и минимальное значения модулированного отражения образцов при 820 нм. 

I
1
, I

2
, I

3
 – условные обозначения характерных пиков на кривой индукции замедленной флуоресценции

на отсутствие влияния заражения на электронный 

транспорт на уровне пула пластохинонов.

Параметр ABS/RC (отношение светособираю-

щего комплекса на один РЦ) у зараженных расте-

ний увеличивался относительно контроля, что 

связано со снижением у них доли активных РЦ.

Параметр PI
ABS

 является обобщенным пока-

зателем функциональной активности ФСII, отне-

сенным к количеству поглощаемой энергии (ABS) 

[3]. Этот параметр имел низкие показатели у зара-

женных растений. Это указывает на низкую функ-

циональную активность ФСII в основном из-за 

снижения доли активных РЦ и активации процес-

сов нефотохимического тушения возбужденных 

состояний в пигментной антенне. Уменьшение 

эффективности передачи энергии возбуждения со 

светособирающего комплекса на РЦ должно со-

провождаться увеличением рассеивания неис-

пользуемой световой энергии. Действительно, эф-

фективность рассеивания энергии (DIo/RC) у 

зараженных растений повышается относительно 

контроля. Это соотносится с увеличением у них 

pH-зависимого нефотохимического тушения qE, 

которое рассчитывается по спаду флуоресценции 

после достижения максимума (qE = (F
m

–F
6s

)/F
v
). 

Возможно, это вызвано действием выделяемого 

грибом токсина гельминтоспорола, который ин-

гибирует работу H+-АТФазы [17].

Измерение модулированного отражения при 

820 нм показало, что у адаптированного к темноте 

объекта имеет место фотоиндуцированное окис-

ление Р
700

 (РЦ ФСI).
 
Максимум накопления окис-

ленных реакционных центров Р +
700

 (MR
min

) на-

блюдался при t ≈ 30 мс. Это накопление потом 

сменяется постепенным восстановлением Р
700 

(рис. 2, В и Г). При этом величины сигналов флуо-

ресценции, отражающие восстановление Q
А
, и про-

цессы восстановления Р
700

 выходят на плато при-
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мерно синхронно. Параллельное накопление восста-

новленных форм Р
700

 и Q
А
 отражает восстановление 

переносчиков на всем участке электрон-транс-

портной цепи между фотосистемами в связи с от-

сутствием оттока электронов из акцепторной части 

ФСI в условиях, когда ферредоксин-НАДФ-ре-

дуктаза инактивирована инкубацией в темноте. 

При длительном освещении (~1–10 с) наблюдали 

вторую волну окисления Р
700

, которую можно 

объяснить оттоком электронов от ФСI при акти-

вации ферредоксин-НАДФ-редуктазы и фермен-

тов цикла Кальвина.

Измерения редокс-состояния Р
700

 показали 

большую устойчивость ФСI растений к грибковым 

инфекциям. У пораженных листьев, в первую оче-

редь на 6-е сут, отмечалось только снижение ско-

рости восстановления РЦ ФСI от ФСII вследствие 

подавления нециклического потока электронов. 

На длительных сроках заболевания (14 сут) на-

блюдалось снижение скорости окисления Р
700

.

Миллисекундная ЗФ возникает в результате 

вторичной реакции рекомбинации и зависит от ве-

личины электрохимического градиента протонов 

на тилакоидной мембране, энергия которого сни-

жает энергию активации реакции рекомбинации [3]. 

Максимум на кривой ЗФ в миллисекундном диа-

пазоне (I
1
) совпадает с фазой возрастания J-I на 

индукционной кривой быстрой флуоресценции 

(рис. 2, Д и Е). Образование пиков I
1 

и I
2 

обуслов-

лено накоплением определенных редокс-состоя-

ний ФСII, отвечающих за обратную рекомбина-

цию зарядов и испускание квантов ЗФ, а также 

усилением ЗФ за счет образующегося электриче-

ского потенциала на мембране (∆ψ) [3, 14]. Третий 

пик ЗФ, I
3
 – в секундном диапазоне – связывают 

с фотоиндуцированным образованием трансмемб-

ранного градиента протонов (∆pH), который тоже 

увеличивает константу скорости излучательных 

переходов в РЦ ФСII. 

У листьев зараженных растений значительно 

снижена интенсивность ЗФ на индукционной 

кривой при 10–50 мс (пик ЗФ I
1
), что, вероятно, 

связано со значительным уменьшением электри-

ческого потенциала на мембране тилакоидов. 

Важно отметить, что изменения в интенсивности 

ЗФ проявляются уже на ранних стадиях зараже-

ния. Это, возможно, связано с высокой чувстви-

тельностью мембранных процессов синтеза АТФ 

к токсинам гриба.

Изменения ЗФ листьев на ранних стадиях за-

болевания растения (инкубационный период) при 

отсутствии видимых признаков описаны для хлоп-

чатника при заражении вертициллезным вилтом 

[18]. Авторам на основании измерения параметров 

замедленной флуоресценции (ЗФ) в этот период 

заболевания удалось выделить три фазы. Первые 

2–7 сут наблюдаются обратимые изменения в ЗФ 

листьев, свидетельствующие о падении интенсив-

ности фотосинтеза. Вероятно, этот этап является 

первичной ответной реакцией фотосинтетическо-

го аппарата растения на внедрение и распростра-

нение инфекционного агента в организме. Затем 

следует период мнимого благополучия и, наконец, 

одновременно с появлением внешних признаков 

заболевания возникают такие глубокие изменения 

ЗФ, которые, по-видимому, означают полное раз-

рушение фотосинтетического аппарата [18]. Ана-

лиз индукционных кривых листьев здорового и за-

раженного растения хлопчатника показал, уже 

через 3–5 сут после заражения происходит частич-

ное разобщение фотофосфорилирования [18]. Нами 

ранее также отмечалось изменение ЗФ под влия-

нием добавленного тентоксина, выделяемого гри-

бом, который нарушает работу H+-АТФазы [19].

На основе полученных данных можно реко-

мендовать использование параметра индукции 

флуоресценции PI
ABS 

и параметра индукции ЗФ 

при 10–50 мс для ранней диагностики состояния 

растений. Методы их оценки являются неинва-

зивным и легкими в использовании для изучения 

изменений в фотосинтетическом аппарате расте-

ний в условиях грибковой инфекции ростков 

пшеницы еще до появления видимых симптомов.
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Common root rot is a widespread disease caused by the fungus Bipolaris sorokoniana that 

parasitizes on cereals. The influence of the fungal infection on light reactions of wheat photosyn-

thesis was studied by means of simultaneous recording of the induction curves of fast and delayed 

chlorophyll fluorescence, as well as the redox state of P
700

. A decrease in the quantum yield of 

electron transport in photosystem II (φE
0
) and in the performance index (PI

ABS
), an increase in 

the energy dissipation per reaction center (DI
0
/RC) and ΔpH-dependent non-photochemical 

fluorescence quenching (qE) in infected plants has been revealed. A decrease in the induction 

peak of delayed chlorophyll fluorescence at 10–50 ms is shown. The reactions of photosystem I 

exhibited greater resistance to fungal infection compared with photosystem II. The parameters of 

chlorophyll a fluorescence induction are convenient for early diagnostics of the physiological 

condition of plants impacted by fungal infection.

Keywords: Triticum aestivum L., Bipolaris sorokoniana Shoemaker, photosystem I and II, 

chlorophyll fluorescence, photosynthesis, M-PEA-2
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