
ПРИБОРЫ И МЕТОДЫ ИЗМЕРЕНИЙ

УДК 504.064.36

ЛАЗЕРНЫЙ МЕТОД КОНТРОЛЯ СОСТОЯНИЯ РАСТЕНИЙ

М.Л. Белов, О.А. Булло, Ю.В. Федотов, В.А. Городничев

МГТУ им. Н.Э. Баумана, Москва, Российская Федерация
e-mail: belov@bmstu.ru; ekomonit@bmstu.ru; fed@bmstu.ru; gorod@bmstu.ru

Исследован лазерный флуоресцентный метод контроля состояния растений.
Приведены результаты экспериментальных исследований спектров лазерно-
индуцированной флуоресценции растений в различных стрессовых состояни-
ях, вызванных наличием в почве загрязнителей, избыточной воды, механиче-
ским повреждением растений. Показано, что при длине волны возбуждения
флуоресценции 532 нм воздействие различных стрессовых факторов может
проявляться в зависимости от вида стресса и вида растения как в увеличе-
нии интенсивности лазерно-индуцированной флуоресценции, так и в изменении
формы спектра флуоресценции. Идентифицирующим фактором, характеризу-
ющим изменение формы спектра лазерно-индуцированной флуоресценции, мо-
жет быть отношение интенсивностей флуоресценции на двух длинах волн: 680
и 740 нм. Измерение интенсивности и формы спектра лазерно-индуцированной
флуоресценции растений может быть положено в основу лазерного метода
обнаружения стрессовых состояний растений.
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Laser fluorescence method for vegetation monitoring is investigated. Experimental
studies results of laser-induced fluorescence spectra of plants in different stress
situations caused by presence of soil pollutant, water-logged soil or mechanical
damage are provided. It is proved that at the fluorescence excitation wavelength
532 nm impact of different stress factors for various stress situations and various
vegetation types may cause both increasing of the laser-induced fluorescence
intensity, and changing of fluorescence spectrum form. Fluorescence intensities ratio
at wavelengths 680 and 740 nm can be regarded as identifying factor characterizes
the changing form of laser-induced fluorescence spectrum. Measurement of the
intensity and form of the spectrum of laser-induced fluorescence of plants can be
the basis of laser method for detection the plant stress situations.
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Методы, основанные на анализе спектров лазерно-индуцированной
флуоресценции, широко используются в науке и технике. Создание
мощных импульсных лазеров позволило распространить методы флуо-
ресцентного анализа на область дистанционного зондирования. Одной
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из перспективных областей использования лазерного флуоресцентно-
го анализа может стать контроль состояния растительности [1–16].

Стрессовые состояния растений могут быть вызваны многими при-
чинами: недостаточной или избыточной влажностью; механическими
повреждениями; болезнями; низкими или высокими температурами;
недостатком питательных веществ; недостатком освещенности; засо-
лением почвы; загрязнением почвы нефтепродуктами или тяжелыми
металлами; повышенной кислотностью почвы; использованием пести-
цидов, гербицидов, инсектицидов и т.п.

Такие стрессовые состояния сложно идентифицировать на ранних
стадиях по внешнему виду растений. Однако флуоресцентный анализ
потенциально позволяет обнаруживать стрессовые состояния расте-
ний по искажению спектров лазерно-индуцированной флуоресценции.

Принцип действия лазерного флуориметра для контроля состояния
растений основан на облучении растительности лазером в ультрафио-
летовом или видимом диапазонах (для возбуждения флуоресценции),
регистрации и анализе характеристик флуоресцентного излучения.

Наиболее важным информационным признаком флуоресценции ра-
стительности является форма спектров флуоресцентного излучения.

К настоящему времени накоплены экспериментальные данные по
спектрам флуоресценции различных видов здоровой растительности
и растительности в различных стрессовых ситуациях. Эти экспери-
ментальные данные были получены разными авторами, на различной
аппаратуре при разных длинах волн возбуждения (266, 275, 280, 300-
400, 308, 325, 327, 337, 340, 355, 360, 380, 395, 396,397, 400, 400-450,
404, 405, 408, 422, 425, 428, 436, 440, 450, 452, 460, 470, 440–500, 480,
488, 500, 515, 525, 532, 535, 550, 590, 600, 627, 630, 633, 635 нм).

Наибольшее число экспериментов посвящено исследованию флу-
оресценции растений при использовании (для возбуждения флуорес-
ценции) лазеров на длинах волн 337 (азотный лазер), 355 и 532 нм
(третья и вторая гармоники лазера на иттрий-алюминиевом грана-
те, активированном ионами неодима). Наиболее перспективным для
создания бортовой аппаратуры лазерным источником является твер-
дотельный импульсный лазер на длине волны 532 нм. Он имеет пре-
имущество (при разработке аппаратуры для дистанционного зондиро-
вания) как перед азотным лазером на 337 нм (в бортовой аппаратуре
лучше использовать твердотельные лазеры), так и перед лазером на
355 нм (третья гармоника лазера на ИАГ имеет меньшую энергию в
импульсе, чем вторая).

Заметим также, что хотя для излучения на длине 532 нм поглоще-
ние хлорофилла в растворах и изолированных хлоропластах мало, это
излучение эффективно поглощается в листьях растений из-за сложной
структуры листа (благодаря которой оптические пути света значитель-
но увеличены по сравнению с геометрической толщиной листа) [17].
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В работе [18] показано, что зеленый свет, несмотря на низкие ко-
эффициенты удельного поглощения хлорофилла в этой спектральной
области, эффективно поглощается в ткани листа (порядка 80 % погло-
щения в красной или синей спектральной области).

Поэтому не удивительно, что число работ, в которых приводятся
результаты экспериментальных исследований спектров флуоресцен-
ции здоровой растительности при длине возбуждения 532 нм, доволь-
но велико [5–9, 12, 19–22]).

Однако число работ, посвященных экспериментальным исследова-
ниям спектров флуоресценции растений в стрессовых состояниях при
длине возбуждения 532 нм, мало́ [10, 12, 16, 23] (и работы этих же
авторов на основе того же экспериментального материала в других
изданиях).

Настоящая статья посвящена исследованию лазерного метода кон-
троля стрессовых состояний растений для длины волны возбуждения
флуоресценции 532 нм. Такая задача представляет практический ин-
терес для мониторинга состояния растений (например, сельскохозяй-
ственных культур) по результатам дистанционных измерений.

Эксперимент. Для измерений спектров лазерно-индуцированной
флуоресценции была создана лабораторная установка, структурная
схема которой представлена на рис. 1.

В качестве источника возбуждения излучения флуоресценции ис-
пользована вторая гармоника YAG:Nd-лазера. Подсистема регистра-
ции излучения флуоресценции построена на основе полихроматора и
высокочувствительного матричного детектора с усилителем яркости.

На установке были выполнены измерения спектров флуоресценции
растений в диапазоне 595. . . 800 нм. Одновременно со спектром флу-
оресценции регистрировалась интенсивность отраженного лазерного
излучения на длине волны 532 нм.

Основные параметры лабораторной установки и лазерного источ-
ника приведены ниже.

Рис. 1. Структурная схема лабораторной установки
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Основные параметры лабораторной установки

Диапазон регистрации спектра, нм . . . . . . . . . . . . . . . . . 595–800

Диаметр приемного объектива, мм . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

Расстояние до растений, м . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ∼ 1

Основные параметры лазера

Энергия импульса лазера, мДж . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,1

Длительность импульса, нс . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . < 7

Длина волны, нм . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 532

Частота повторения, Гц . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . До 500

Модовый состав . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ТЕМ00

Расходимость луча, мрад . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . < 3

Диаметр луча, мм . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0,8

Стабильность энергии в импульсе, СКО, . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . < 1

Охлаждение . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Воздушное

Габаритные размеры, мм:

блока излучателя . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 164× 274× 93

блока питания . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 340× 365× 290

Потребляемая мощность, Вт . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . < 300

Экспериментальное исследование спектров флуоресценции вклю-
чало в себя в качестве предварительного этапа калибровку полихро-
матора по длине волны с использованием стандартной методики и
калибровочного источника света на основе ртутно-аргоновой лампы с
линейчатым спектром; калибровку системы регистрации по чувстви-
тельности в диапазоне от 250 до 750 нм по стандартной методике с
помощью калиброванного источника света DH2000-CAL. Также реги-
стрировались фоновые шумы детектора на основе усилителя яркости,
полученное распределение фоновых шумов записывалось в файл и
в дальнейшем вычиталось из измеряемых спектров, что позволило
частично устранить их влияние и тем самым повысить отношение
сигнал/шум.

Для измерения спектров флуоресценции была выбрана ширина ще-
ли полихроматора, равная 200 мкм, которая обеспечивает спектраль-
ное разрешение 5 нм. При этом для регистрации интенсивности отра-
женного лазерного излучения ширина входной щели устанавливалась
равной 4 мкм, что позволяло снизить световой поток, поступающий
на вход полихроматора и принимать сигнал без насыщения.

Экспериментальные исследования проводились для быстрорасту-
щих и неприхотливых видов растений – различных видов салата, огур-
цов (как пример сельскохозяйственных культур), травы.

Обсуждение результатов. На рис. 2 показаны характерные при-
меры измеренных спектров флуоресценции растений в нормальном
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Рис. 2. Спектры флуоресценции растений в нормальном состоянии

состоянии. Здесь приведены спектры флуоресценции огурца апрель-
ского (рис. 2, а, кривые 1. . . 3 — спектры при различных измерениях),
спектры флуоресценции кресс-салата (рис. 2, б, кривые 1. . . 4 — спек-
тры при различных измерениях) и травы из газонной смеси Декора
Aros (рис. 2, в, кривые 1. . . 3 — спектры при различных измерениях).

На рис. 2, а. . . в хорошо видно, что спектр флуоресценции растений
в нормальном состоянии имеет два максимума — в области ∼ 680 нм
(для некоторых растений этот максимум слабо выражен — см. рис. 2, в)
и в области ∼ 740 нм. При этом для большинства растений в нормаль-
ном состоянии отношение R680/740 интенсивностей флуоресценции на
длинах волн 680 и 740 нм меньше 0,8 (при длине волны возбуждения
флуоресценции в зеленой или сине-зеленой областях спектра) [15].

Когда растение находится в стрессовом состоянии его спектр флу-
оресценции изменяется.

На рис. 3. . . 5 приведены характерные примеры измеренных спек-
тров флуоресценции для растений в различных стрессовых состо-
яниях.

На рис. 3 приведены спектры лазерно-индуцированной флуорес-
ценции травы (выращенной из газонной смеси Декора Aros) в нор-
мальном (кривые 1, 2) и стрессовом (кривая 3) состояниях, вызван-
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Рис. 3. Спектры флуоресценции тра-
вы в стрессовом состоянии, вызван-
ном внесением в почву медного купо-
роса

Рис. 4. Спектры флуоресценции
кресс-салата в стрессовом состо-
янии, вызванном механическим
повреждением растения

ных внесением в почву медного купороса CuSO4 (5 г, разбавленные в
200 мл воды, на 3 горшка с травой размерами 9× 9× 10 см).

Кривая 1 соответствует измерению спектра лазерно-индуцирован-
ной флуоресценции через месяц после первых всходов травы, а кривая
2 — еще через две недели непосредственно перед внесением в почву
загрязнителя. Кривая 3 соответствуют спектру флуоресценции травы в
стрессовом состоянии, измеренному через две недели после внесения
в почву медного купороса.

Из рис. 3 следует, что влияние стрессового фактора (в данном слу-
чае вызванного внесением в почву медного купороса) может про-
являться в изменении уровня флуоресценции. При этом форма спектра
флуоресценции меняется мало.

Этот эффект понятен, так как первая фаза стресса растений —
первичная индуктивная стрессовая реакция [24]. Для этой стадии ха-
рактерно уменьшение интенсивности фотосинтеза, что сопровождает-
ся существенным увеличением интенсивности флуоресценции хлоро-
филла. Возрастание квантового выхода флуоресценции в этом случае
обусловлено уменьшением эффективности первичных процессов фо-
тосинтеза – поглощенная световая энергия не используется в фотосин-
тезе, поэтому интенсивность флуоресценции возрастает.

Рис. 4 иллюстрирует другой характер изменения спектров флуо-
ресценции растений в стрессовом состоянии. На рис. 4 приведены
спектры лазерно-индуцированной флуоресценции кресс-салата в нор-
мальном (кривые 1. . . 3) и стрессовом (кривые 4. . . 7) состояниях, вы-
званных механическим повреждением растения — примятием салата.
Разные кривые соответствуют разным измерениям по времени (до ме-
ханического повреждения и в интервале времени от 20 до 40 мин после
механического повреждения).
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Рис. 5. Спектры флуоресценции
кресс-салата в стрессовом состо-
янии, вызванном избыточным
количеством воды при поливе

На рис. 4 хорошо видно, что вли-
яние стрессового фактора (в данном
случае вызванного механическим
повреждением) может проявляться в
изменении формы спектра флуорес-
ценции. Отношение R680/740 интен-
сивностей флуоресценции на дли-
нах волн 680 и 740 нм для растения
в стрессовом состоянии больше еди-
ницы, а значение R680/740 для расте-
ния в нормальном состоянии мень-
ше единицы. При этом уровень флу-
оресценции для растения в стрессо-
вом состоянии даже несколько мень-
ше уровня флуоресценции для растения в нормальном состоянии.

Эффект изменения формы спектра флуоресценции для растений
в стрессовом состоянии специалисты по физиологии растений свя-
зывают с колебаниями активности фотосистемы II, которые приводят
к изменениям отношения интенсивностей флуоресценции в красной
(680 нм) и дальней красной (740 нм) областях [25].

Рис. 5 иллюстрирует еще один возможный вид изменения спектра
флуоресценции растения в стрессовом состоянии.

На рис. 5 приведены спектры лазерно-индуцированной флуорес-
ценции кресс-салата в нормальном (кривая 1) и стрессовом (кривая 3)
состояних, вызванных избыточным количеством воды при поливе ра-
стения. Кривая 3 соответствует усредненному (по разным образцам)
спектру флуоресценции при избыточном поливе в течение 24 дней.
Кривая 2 показывает промежуточное изменение спектра (между точ-
но нормальным и точно стрессовым) и соответствует усредненному
(по разным образцам) спектру флуоресценции при избыточном поли-
ве в течение 17 дней.

Из рис. 5 следует, что влияние стрессового фактора (в данном слу-
чае вызванного избыточным количеством воды при поливе) посте-
пенно накапливается при увеличении времени неправильного полива
растения и может проявляться одновременно как в изменении фор-
мы спектра и в увеличении уровня флуоресценции. На рисунке изме-
ренные уровни флуоресценции для растений в стрессовом состоянии
(кривая 3) существенно выше уровня флуоресценции для растений в
нормальном состоянии. При этом отношение R680/740 интенсивностей
флуоресценции на длинах волн 680 и 740 нм для растения в стрессо-
вом состоянии больше единицы, а значение R680/740 для растения в
нормальном состоянии меньше единицы.

Проведенные экспериментальные исследования показывают пер-
спективность лазерного флуоресцентного метода контроля состояния
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растений для длины волны возбуждения флуоресценции 532 нм. Та-
кой контроль может быть реализован с использованием беспилотного
летательного аппарата и бортового лазерного флуориметра. Объектив-
ная информация, которую может дистанционно получить бортовой
лазерный флуориметр, — это форма спектра флуоресценции и отно-
сительная интенсивность флуоресценции исследуемого участка (на-
пример, посадок сельскохозяйственных культур). Поскольку флуорес-
ценция почво-грунтов много меньше флуоресценции растительности
(это показывают данные, экспериментально полученные как автора-
ми настоящей работы, так другими авторами), то измеренная форма
спектра флуоресценции и интенсивность флуоресценции будут харак-
теризовать именно растительность.

Выводы. Таким образом, экспериментальные исследования спек-
тров лазерно-индуцированной флуоресценции растений для длины
волны возбуждения 532 нм показывают, что воздействие на растение
стрессовых факторов, вызванных наличием в почве загрязнителей, из-
быточного количества воды или механическим повреждением расте-
ний, существенно искажает спектр флуоресценции растений. Влияние
стрессового фактора может проявляться в изменении формы спектра
флуоресценции (идентифицирующим фактором при этом является от-
ношение интенсивностей флуоресценции на двух длинах волн 680 и
740 нм) или (и) в изменении уровня флуоресценции, что может быть
положено в основу лазерного метода контроля состояния растений.
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