
  
  クロロフィル蛍光計測によるトマト接ぎ木セル苗の光合成

機能診断

  誌名 植物環境工学
ISSN 18802028
著者名 坂井,義明

高山,弘太郎
仁科,弘重

発行元 日本植物工場学会
巻/号 23巻3号
巻号補足
掲載ページ p. 101-106
発行年月 2011年9月

    
農林水産省 農林水産技術会議事務局筑波産学連携支援センター
Tsukuba Business-Academia Cooperation Support Center, Agriculture, Forestry and Fisheries Research Council
Secretariat

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)



布1i~初 ~UJLL合会(J.SHITA)23(3):101-106.2011

ク口口フィル蛍光計測によるトマト接ぎ木セル詰の光合成機能診新

坂井義明1.2 高山弘太郎 2仁科弘重2

1 :jj:lYJ J長機株式会社 791-2193 愛媛県伊予郡砥itlillrrJ¥ti 1 

2愛媛大学農学部 790-8566 愛媛県松山市裕I床3…5-7

Diagnosis of Photosynthetic Functions of Grafted Tomato Seedlings 

with Chlorophyll Fluorescence Measurement Techniques 

Yoshiaki S必叩1.2，Kotaro TAKAYAMA2 and Hiroshige NISHINA2 

JISEKI&Co.. LTD.. i匂1111ra1. Tobe-cho. IYO-gUl1. Elzime 791-2193. .!apan 
2Faculty 01 AgriclIltllre. Elzime UnIversIty. TarulI1I 3-5-7， Matsuyama. EIzIme 790-8566. .!apan 

Abstract 

The chlorophyll fluorescence measurement technique can be used for evaluating photo-
synthetic [unctions of plants without actually sampling the plants. 1n this study， we applied 
two types o[ chlorophyll fluorescence measurement techniques: pulse amplitucle modulation 
(PAM) chlorophyll fluorescence measurement (M1N1-PAM) ancl chlorophyll fluorescence 
imaging (CF 1mager)， to evaluate the health of grafted tomato seecllings. We monitorecl 
changes in FJF

ll1 
o[ seedlings incubated under clifferent light conclitions: Light-treated (10 

h/14 h [light/clark]) ancl Dark-treated (continuous dark)， for 10 clays. Dark-treated seecllings 
showed slight wilting on clay 10. Total chlorophyll content of Dark-treatecl leaves slightly 
clecreasecl during the 10同claytreatment， but Light-treatecl ancl Dark-treatecl leaves clicl not 
differ significantly.九/Fll1measUl・eclwith MIN1-PAM was almost constant for・10days in Light姐
treated leaves， although FJF

ll1 
in Dark-treatecl leaves significantly clecreasecl. Similar results 

were obtainecl with CF 1mager. Absolute values of FJFll1 measUl・eclwith M1NI-PAM were 
significantly higher than corresponcling FJFll1 values measurecl with CF Imager thl・oughout
the experiment. This result was probably clue to CF 1mager unclerestimating FJF

ll1 
because 

the imager's saturation pulse light intensity was not strong enough to saturate the plant's 
photosynthetic electron transport reaction. Ancl the clecrease in FJF

ll1 
o[ Dark-treated leaves 

was larger・withCF 1mager (60%) than with M1NI司PAM(6%). Part o[ this clifference coulcl 
be attributecl to changes in leaf angles causecl by wilting. The results suggest that FJF

ll1 

imaging does 110t provicle accurate FJFll1 values but has greater sensitivity than MIN1-PAM 
FJF

ll1 
measurement [or cletecting subtle changes in health o[ graftecl tomato seecllings 

Keywords: cliagnosis， imaging， photosynthesis， seecllings 
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Speaking Plant Approach (以降.SPA)は.様々なセンサ

をmいてWi物の'=I~休情報を計測して生育状態を診断し，そ

:11.に恭づいて生存環境を適切に制御するとL今環境i/iIH島lコン

セプトである 1-3) 段近.SPA 技術の太1;見光寺IJJ日"ii'!;fili物工場

15 



102 坂井.j'.':jlll・仁科

への導入が本格的にj検倹討され始めた 4叩，5)

な槌物生{体本情?}恨R言計hJ浪泌Jl却別11時IH技支布術:J(は土'核物体に触れることなく，また.

一度に多数の植物体を対象とした言hRUが可能であることが望
ましい 5，6)

クロロフィル(以下， Chl)蛍光は.植物主主に吸収された光

エネルギーのうちで，光合成反応に用いられず，熱としても放

放されなかったものが， 683 nmよりも長波長官IUにピークを持つ

赤色光として千年発光されたものである7ペつまり， Chl蛍光強

度は光合成反応、の状態によって変化するため， Chl蛍光を

jE絡に言十iJlIJすることにより，織物体に触れることなく，その光

合成機能の状態を評価することができる7，8) さらに， Chl 主~

光を幽像で言hHUすることにより，一度に複数の植物体を対象

とした光合成機能診断が可能になる 6.9-11) このような特徴を

持つ Chl蛍光計iJlU技術を用いて，我々はこれまでに一太陽光

利用製植物工場で栽培されているトマト税務を対象とした光

合成機能診断が河訟なChl蛍光溺像計測システムを開発

し12)様々な純物診断を試みているJ:l，14) さらに， Chl蛍光

岡{ゑ言hl!lJ技術を用いれば， 11母 7JIJのガス交1ff~ ìJ!U定がi主i 苦!fなコ

ケやシパなどの小型1l1i11*を対象とした局所在日位レベルでの光

合成機能解析もTIJ能である 15，16)

このことは， Chl蛍光画像fihJllJ技術の泌設問芸分野にお

けるさらなる利用拡大の可能性をえ示唆しており，特に，羽生

成における品質評側・生育診断技術としても有盟である ll)

そこで本研究では， :j主ぎ木トマト市佐藤における1171賀会HIIiな

らびに生脊診断に利JiF可能なChl蛍光言l'iHU技術の確立をEI

iI0としその第一段階として， Chl 蛍光鰯像計 ìJllJ j;l~と太陽光

利用型機物工場における光合成機能評価法としても広く利用

されているP品必Chl:tit光吉hJllJi，去 17叩)をmいて，異なる光
条件ドで生育ーさせたトマト接ぎ木セルWiの光合成機能評価
を行った.また， iUu言hJllJi:1dこより11，7，られる Chl:Ht7'[;パラメータ

(Fv/Fm)をよヒ絞し定{生成における附言i'iJlUi去の有用性につい

て検討した.

材料および方法

1. i:共試援物ど処理区

f文試織物として，トマト 128穴接ぎ木セル前 (Solanum

lycopersicum L， Momotaro faito X boranchi)をJUいた.セ

ルj'ii!ま， 2008 iF 1月11EIにベルグアース(株)から購入し

た.約 24cm X 48 cmの前トレイを，長辺の仁l'央にてこ等分

し 1¥1]ーの大きさの2つのトレイ (24cm X 24 cm， 8 X 8セル)

を作製した (Fig.1) 一方のトレイは河期 /11音共Ilが10h/14 

hのLight区とし，もう一方のトレイは， 24 II~'IHJ迷続11昔 JVJ条件

下のDark12<:としセ)vj'fiのJI詳入日から 1013flll，家混20'C

/15
0

C (Day/Night)， i混!支60%/45% (Day/Night)の突!&fit
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Fig， 1 Two square (10 cm X 10 cm) areas defined as 
Center and Edge on a 128-seedlings tray were 
imaged， 

室内において生育させた， i経水は俗日 11現行い.根城のこt
滋を十分にも日らせたなお， Light 1玄の光源には蛍光灯(パ

jレッククール色:FL15ECW， National (株))を用い，葉樹に

おけるPPFDは200μmolm'2 S'I (150001x)とした.また，ト

レイ内の佼訟の迷いによるトマト荷の光合成機能の迷いを把

援するために，トレイのIml将のうちの 1ヵ所(Edgein Fig， 1) 

と， 1=1'央奇1;(Center in Fig， 1)をiJlU'iE対象領域とした.なお，

各iJllJ定対象領域の大きさは約 10cm X 10 cmであり，各領

域内にトマト部9俗体 (3X 3セル)が含まれていた

2，測定項目

(1)カラー爾像撮影と投影薬面穣の算出

トマト箇の外綴の変化を鋭祭するためにトレイ中央のi江j二

約 1mの戸Jjさからデジタルカメラ (PowerShotS3 IS，キヤノン

(株))を月]いてトレイ全体のカラーj]Ili{象を撮影した.折i彩は，

実験室内の蛍光灯条件下で行ったさらに，掠;診した llli1i象

からAdobePhotoshop 6.0 (Adobe Systems， Inc.， USA)を

ml，、て手鋭lで純物業f&i主主を指IIIHし目立j二部からJ，i!.た葉商務
( ，tJ、 i派，投;:;;月~ITIÎむけを算出した

(2)クロロフィルの定重量

災験開始から1， 3， 6， 9 El ff&過 11守に，トマト閣の:tt~の Chl

合;誌をiJ!U定した.千子iJ!U定対象領域から梁を6枚ずつ採取し，

デジタルカメラ (Pow巴rShotS3 IS，キヤノン(株))をmいて
各業の業Tui千五を測定した後，ハサミを胤いて 1枚毎に切l析

し細かな業!干にして個別の試験管に入れた.この試験管

に N，N-ジメチルホルムアミド (N，N-Dimethylformamide， 

手11光純薬工業(株))4 ml をa入しこれを気温5'Cの冷蔵
庫内 (11音条件)に24時n:nWiiieしてChlを摘出した.符られ

たChlお1111¥液3mlをセルに分設し，分光光!支計 (U-1100EI 

立レシオビーム分光光f支計二(徐)日立製作所)を用いて.

波長646.8nm， 663，8 nmおよび750.0nm における吸光度
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を測定し.Pon‘a et al.20)の式を用いておliI:l:li夜t:fJのChlaお

よびChlbìl~皮 (μgml-1 ) を求めた.次に. Chl抽出波 (4

ml)中に含まれる総Chl設 (μg)を求め，これを試験管に入

れた禁の業面積 (2.8~ 6.9 cm2)で、除することで、単位禁I面積

あたりの総Chl含量 (μgcm-2)を算出した.

(3) PAM-Chl蛍光測定装置を用いたFv/Fm計測

PAM句Chl1設光測定装置 (MINI-P品1， Heinz Walz 

GmbH， Germany)を郎いて，各iJ!lJ定対象領域の楽それぞれ

20枚を対象として.u託期最小 Chl蛍光収率 (Fo)および崎将l

最大 Chl蛍光収率 (Fm)をiJ判定し.i.欠式を用いてFv!Fmを

算出した

F，/Fm=(Fm-Fo)/Fm 

Fv!Fm (え光合成光化学系耳における光合成t託子伝達効

率を去す代表(jむなChl蛍光パラメータである 7.8). iJW定は，約

111，yllUのu音処理![を行った後(u者処理はLight区のみ).l!斉条

件を維持した状態で行った測定は，業jおl定mクリップ。を月1い
てil[lJ定対象楽をlili!定し梁聞に対する飽和iパルス光の入射

fqをほぼ0'にMfr持した状態で、行った.業i併における飽和パ

ルス)'eのうE強1StはPPFD10000μmol m-2 S-l ，照脅す1I~'Ij]jは

0.8秒であったー

(4) Chl蛍光頭像計測装置を用いたFv/Fm画像言十浪i

Fig.2にChlill・)'e雨{象言l'iJ!iJ袋i置をJijいた Fv!Fm~国{象

jl/"iJ!IJの様子を示す.Chllli光fm}i象古hJ自主主夜 (CFImager‘ 
Technologica Ltd‘UK)を用いて， iJ!IJ定対象領域の Fv/Fm

jlITii象をi¥hJ!iJした約 111部H]のl!再処理の後，前トレイを Chl蛍

光経íîi象 r;hl!U 'l~m:の計測袋 r)~ に入れて計測した.トマトËlîの

業Tujのおさの水平副における飽和パルス光の強度はPPFD

6400μmolm内2S-1であり，照射11寺Ii¥Jは0.8秒111]であった

30cm 

Tomato 
seedlings 

一段…帆……
一
30cm 

Fig. 2 Schematic diagram of chlorophylll1uorescence 
il11aging systel11 for tomato seedlings. Blue 
LED panels provide modulated l11easuring light 
and saturation light pulse. 
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結果

Fig.3に， Light [玄およびDark区の外観の変化を示す.

Light区では，実験期間中に目視で判別できるほどの変化は

なかった一方.Dark区では，処理開始から6日自に策のし

おれが確認され.91'1自には，わずかな14化や明確なしおれが
観祭された.Fig.4に，首トレイの投彩葉ji百績の変化を示す.

Light [玄は，実験期間中 1106~ 1276 Cl112のほほ一定の依

を維持していたが，Dark [三は，実験開始から4B[3以降に，

Light 区とJtif!交して低い{[~を示すようになり， 10 日目には実験

問始時の約 75%(911 CI11うまでfs';-下した.この{[tlは，向日の

Light I乏の71%であった.

Fig.5に， Light区 (Centerおよび Edge)とDarkI三

(CenterおよびEdge)の菜の Chl合去の変化を示す.Light 

IRでは実験期間中に火きな変化は認められず，さらに， Light-

CenterとLight-EdgeとのIiIlでChl含故において有JJ:廷は

認められなかった.また， Dark [乏においても.Dark-Centerと

Dark-EdgeとのHUで， Chl 合~{ltに手i;?Jjì，Hま確認されなかった

日工向山一」

V
4
」
問
。

Days after starting treatment 

Fig. 3 Changes in the visual appearance of Light and 
Dark treatments. Digital color images were 
captured with a digital still call1era. 
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Fig.4 Changes in projected leaf area 01' Light and 
Dark treatl11ents. The projected leaf area was 
ca1culated by measuring the nUl11ber of green 
pixels of the digital color il11age shown in Fig. 

2. 
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Changes 泌氏/Fmmeasured with MINI-PAM of 
Light (Light-Cent，日rand -Edge) and Dark (Dark-
Center andおdge)廿eatments.Bar indicates S.D. 
of the mean (11 = 20). 

Fig.6 Changes in leaf total chlorophyll content of Ught 
(ljgh七Centerand同Edge)and Dark (Dar唱k-Center
and -Edge) treatments. 1ヨar'indicates S. D. of the 
mean(河口6).

Fig.5 

しでもCenterがEdgeよりも低くなる傾向がみられ，実験開

始後6-10日目には有;滋差。<0.05‘Tukey HSD)が線

認された.

Fig.7にChl蛍光傾像計測装涯を用いて計測された

Light区 (CenterおよびEdge)とDark区 (Centerおよび

Edge)のFv/Fm画像の変化を示す.Ught区の Centerと

Edgeには明確な変化は認められなかったものの.実験flfJ始

後6日目と9日目のFv/Fmj車i像において.Fv/Fmが低い繋が

硲認された (whitearrows in Fig. 7). Dark [までは.Center 

およびEdgeにおいて.実験1m始後3/:1日にはFv/れが低い

菜が確認され (whitearrows in Fig. 7). 6日目から9E1Elに

かけてFv/Fmが低い個体数が顕著に増加していた.

Fig.8にFv/Fmj磁f設から算出したUght区 (Centerおよ

びEdge)とDark[玄 (CenterおよびEdge)のFv/Fm1患の

変化を示す.Ught区のFv/Fmは，実験期間中 0.46-0.54 

のほほ一定のイ砲を維持していた.一方.Dark区の Fv/Fm

(戸>0.05. Tukey HSD).なお.Dark伊Cεnterでは実験Ij百始

後1日日と9日臼の向に有意な低下(戸<0.05， Tukey HSD) 

が磯認された

Fig.6にLight区 (Centerおよび'Edge)とDark区

(Cent台rおよび政1ge)のPAM-Chl蛍光測定装訟を月]いて

測定したFv/Fmの変化を示す.Light‘CenterおよびUght-

EdgeのFv/Fmは，実験期間中0.74-0.77の関の値を維持

していた.なお， Ught区のCenterとEdgeのFv/Fmを比較

すると.CenterがEdg巴よりもf尽くなる傾向が認められ，実験

開始から3E1f1丹は有窓差(戸<0.05‘Tukey HSD)が認めら

れた.Dark区では，実験開始後2日目以降にUght医よりも

Fv/Fmが有意(p< 0.05. TulωyHSD)に低くなり，さらに.5 
日臼以降にはFv!Fmが大きく低下し，実験開始後 10EI Elには

Dark句Centerで 0.69:t 0.006 (S.EよDark-Edgeで0.71

0.003 (S.E.)まで低下していた.なお.Dark区のFv/Fmに関

Changes in Fv/Fm imag巴oftomato seedlings 
in the areas of Light-Center and 周忌dgeand 
Dark-Center and ‘Edge. Gray bar indicates the 
value of Fv/Fm・

Fig.7 

-18一
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ることで，トマト接ぎ木セル磁の光合成機能の数値評価がTIJ

能であることを示唆していた.なお， PAM一Chl蛍光測定装

援で測定された Fv/Fmの値が約 0.75であり.一般的な椴物

業のFv/Fm(約 0.83)7)よりも低かったが，これは，供試植物

でエあるトマト}誌が弱光条件下で育苗されていたことなどが原因

で，光化学反応、系における光手Jjffl能力が低かったためで、は

ないかと考えられる.

また，実験期間中， P品 4知Chl蛍光iJ!IJ定装置の Fv/Fll1は，

Chl蛍光画像計測袋i院のFv/Fmよりも常に高い俄であった

Light区を例にとると，実験期間中のP品;1-Chl蛍光測定装

Fig. 8 ~hanges in Fv/P，n，. measured with chlorophyll illi:の Fv/Fmが0.74~ 0.77で、あったのに対し.Chl1i.t光磁像
t1uorescence imaging s)引 em司 ofLight (Light- ご
Center and モdge)and Dark (Dark-Center and 詰"iJ!lJ袋滋の Fv/Fll1は 0.46~ 0.54と約 33%低かった.これ
-Edge) treatments. The values are the mean は， Chl蛍光磁像計測装置の飽和パルス光強度が， iJlU定対

values of Fv/Fll1 images shown in Fig. 6 象領域内の会てのま誌の光合成電子伝達反応を飽和させるに

[ま不ト分で、あったため， Fmを過小に評倒iし，その結牙主として

は，笑験開始後 11:113はLight1豆と間程度で、あった (0.44~ Fv/Fmが過小評制されたものと考えられる

0.48)が， 3 Bf=1以降に低下が始まり.101:1日には0，19程度ま さらに.Dark区における実験期間中の Fv/Fmの低 Fネ

で低下したなお.Light区およびDark区のどちらにおしミて は， P品;1-Chl 蛍光測定装段では，笑験似合If~;の依から約

も.CenterのFv/FmとEdgeのFv/Fll1とのIliJに明確な差は 6% (Fig. 6)， Chl蛍光i図像言"iJ!lJ装訟では，実験開始時の

硲認されなかった {Ifiから約 60%(Fig. 8)低 iごしており，前者よりも後者の方が

考察

Dark区において，実験開始後41:11ヨから顕事まになった投

影業側松の低下 (Fig.3およびFig.4)は，恒常的なfI古条件

のために光合成が行われず，業にしおれが生じたためである

と考えられる.また， Dark区では，実験開始後9EI日に，業

の素化が観雲寺され，このとき.Dark伺Centerにおいて総Chl

含設が有意に低 f(重量 inFig， 5)していたことから，一斉1;の

:染のtEt化は主として Chlの分解によるものと考えられる.ただ
し実験開始後 91こII~ のLight 区と Dark区の稔 Chl合誌

には有志:差がなかったことから (Fig.5)，本実験でf必然され

た時条件下における前側体の生育状態の急激な怒化には，

Chlの分解以外の要因も火きく彩科しているものと考えられ

る.また，総Chl合f止に有怒差が認められない Dark-Center

とDark-Edgeにおいて，前者の Fv/Fmが後者よりも有意に小

となった (Fig.6)が.このJillEEIとしては，一同誌jlJ定対象領域に

おける蒸i校長の迷いによって生じた水分状態の迷いなども考

えられるが，本実絞では直接的な姿i刃を特定するには至らな

かった.

次に.P品 ιChl:t投光iJ判定装i置と Chlill光画像言"iJ!U装

設の河方で， Dark区における Fv/Fll1の低下 (Fig.6および

Fig.8)が確認された.これは，恒常的な11音条件下での生育

により，梁の光合成活性皮が低下することを示していた.この

結果は.Chl蛍光言hJ!lJにより Fv/Fll1を継続してモニタリングす
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Dark IRにおけるu.iの生育状態の変化を感度良く検知してい

た.これは.Dark区において実験開始後4日目以降にしお

れが生じたが(. in Fig. 4). Chl蛍光rillii設計illUで、は，この

しおれによって葉商にたiする飽和iパルス光の入射角が大きく

なり，取1st築面積あたりの飽和パルス光強度がより小さくなっ

たため， 1ト、マト}荷官{倒閲f体本村l君抗鮮f立洋I下;玉余主{体イ本tのFv/F払η111がさらに小さくG言、1刊l

たものとf解呼釈される.…1i.P品;1-Chl蛍光社!服装訟をJlJい

たFv/Fll1測定では.2¥'H己l定mクリッフ。を用いてiJ!日定対象業を
間定し架部に対する飽和パルス光の入uH立をほぼO。に維

持した状態で測定を行うため，しおれなどの11母体形状の変化

(Fig.3およびFig.4)が Fv/Fll1の測定俄にi立接的な影響を

およ{ますことは無いと考えられる.

Chl蛍光画像};i'iJ!IJによって得られた払/Fm繭像では.実

験IJfJ始後3日目に， Dark区においてFv/Fmが顕著に低い菜

を検知していた (Fig.7) このが;来は，接ぎ木セル前を対象と

して Chl蛍光画像計測を行うことにより.1似体レベルでの光

合成機能不全の検知が可能であり，この特徴を利用すること

で， 1也個体よりも光合成機能が劣る俗体の早期発見と務出の
自動化が期待される.

なお，本実験結果の再現役を線認するために，トマト 128

穴接ぎ木セル茄 (Solanunllycopersicuill L.，‘Mairokku X 

Magunetto' )を用いて， 2007 年 8 月 31 日~9 月 10 日に行

った実験でも，本5定数結来と同様の Dark区における Fv/Fm

の低下を確認している (Datanot shown) 
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PAM-Chl蛍光言hJliJi去およびChl蛍光磁像言十社司法を汗jい

て，憶常的な陪状態と明期 (PPFD200μmol m-2 S-I)/限

期が10h/14 hの爽4なる光条件下で生湾させたトマト接ぎ

木セル前の光合成機能の変化を評価した.その結条，計測

i去の迷いを拘わず， Fv/Fmをモニタリングすることで， Chl含

量の低下を伴わないわずかな光合成機能の変化を検知す

ることができた.さらに， Chl1投光爾像計mUi去により得られる

Fv/Fm j磁像を用いることで， 1也銅体よりも光合成機能が劣る

個体の検出がI可能であることが示された.しかし， Chl蛍光

岡俊言hlWでは，計iJ!U対象に 1-分な強度の飽和パルス光を照

射できないためにFv/Fmを過小評倒することや，しおれ等の

誌の似体形状の変化がFv!Fm11胞に彩響を及ぼす町能性が

あることが指摘された.このことは， Chl 蛍光踊像計測により

得られるトマトWi1tlil体1l1'のFv/Fm値が， 1同体訴をi構成してい

る個菜の光合成機能とは直接的に関係しない裂素により変

化しうるという問題点を提起している.しかしながら，この特徴

は， Chl 蛍光画像~hJ!Uが，トマト前例f卒採の生育状態の変化

を， P品ふChl1tt光言hJ!UよりもILEい感度で検知で、さることを示

しており， Chl 蛍光爾1*f.i"iJ!!Jの植物診断技術としての有用性

を否定するものではない
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