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ホウレンソウ葉の水分欠乏に伴う励起一蛍光matrixへ の影響

小西充洋 ・大政謙次
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要 旨

蛍光分光計渡1は植物業の色宗や構造,生理機能の情報を非破壊 ・ラF接触で得るのに適している 本 研

究では,3次 元分光堂光光度計を用いて,暗 期乾燥状態におかれたホウレンツウ業を対象とし,複 数の

励起波長に対する蛍光ス人クトル (励起―蛍光matrix)の経時変化を計棋1した そ の結果,励 起波長

によらず,450nm,680nm,および725nmに堂光極大が認められた (それぞれ「t450,F680,およびF725)

さらに,これらの蛍光強度から算出された蛍光強度比F450/F680とF450/F725は,水 ストレス処理初期

の比較的相対含水4変 化が小さいときにt)大きく変化した これは,H音期条件 ドの水分欠乏では紫外線

防御機能を有する色索等の蓄積は起こらないので1■50はほとんど変化しないが,業 の孝凋による計測

領域内のクロロフィル濃度増加のため,F680とF725が大きく減少したことによると考えられた ま た,

これに,の比の変化は励起波長が短いほど大きかった こ れは,「450は肋起波長が短いほど大きくなる

のに対し,「680,F725は小さくなるためと考えられた こ のことから,ホ ウレンツウの相対含水準変

化の検知lには短波長の紫外線 (330 nm程度)に よって励起したときのF450'F680および F450'F725が

j直していると考えられた

キーワー ド
クロロフィル濃度,蛍 光強度比,水 分欠乏,励 ltL―蛍光mat l  i x

緒言

植物から発せられる蛍光の分光計測は,葉 内の

様々な色素の含有量や生理機能,細 胞構造などの

情報が得られるため,植 物の障害の診断に用いら

オ]クる (Chappclle and Willlams 1987)

1フichtenthaler and Rinderle 1988,大政 1988,

Omasa 1990,  1998, Tobo and Omasa 1999, Kim

ct a1  2001, Omasa and Takayama 2002)  布査牛勿

蛍光としては,上 に示色から遠赤色波長域のクロ

ロフィル蛍光 (P a p a g e O r g i o u  1 9 7 5 ,  K r a u s e  e t

a l  1 9 9 2 , G o v i n d j e e  1 9 9 5 )と,青 色から緑色

波長域の細胞壁 ,液 胞内の色索等か らの蛍光

(Harris et al  1976, Chappelle and Williams

1987, Kim ot a1 2001)が 矢日らオ■て↓ヽる ク ロ

ロフィル蛍光は,植 物の光合成反応中心から発せ

られる蛍光で,常 温において赤色波長域 と遠赤色

波長城に主に二つの極大をもつことが知られてい

る (Govindjcc 1995)この蛍光のクエンチング

を計測することにより,光 合成反応系に関する

情報 を非破壊 ・非接触 で得 ることがで きる

(Krause et al  1992, Maxwell et a1  2000).

さらに,画 像計測により,目 ではみることのでき

ない葉面における気イしや光合成の pa t c h i n e s sの

現象を調べることができる (O m a s a  c t  a l  1 9 8 7 ,

Daley et a1  1989, Omasa 1990,  1998, Omasa

ct al  1991, Osmond et al  1998, Covindjee

andヽedba1 2000,高山 。大政 2001,Omasa and

Takayama 2002)一 方,細 胞壁や液胞内の色宗

等か らの蛍光 と考えられている青色から緑色の

波長域に極大をもつ steady state蛍光は,大 気

汚染物質や農薬などの様々なス トレスによって

引き起こされる植物色素や紳胞構造の変化の診

断に利用される (Stober et a1 1994,Kim et

a1 2001)

Steady state蛍光分光計測では,従 来,励 起

光源として紫外波長域の単色光源 (例えば,ビV一
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A蛍 光灯 :3 0 0  1 0 0 1 l mやY A C dヽレ ーザー :3 5 5 n m )

が用いられてきたが (C h a p p e lにa n d  W i l l i a m s

1 9 8 7 ,  K i m  e t  a 1  2 0 0 1 ) ,近年,様 々な波長特
′性をもつ 1クE Dや レーザー等が開発され,特 定のス

トレスの検知に適 した励起波長を選択することが

日「能になってきた こ のt真うな背景から,複 数の

励起波長を用いた蛍光分光計測が行われるように

なり,植 物の水分状態の影響解析に t)適用されて

t るヽ ( P l l  l  l !〕o t  e t  a l  1 9 9 6 ,  S c h w e i g e lヽO t  a l

1 9 9 6 ,  胎t o u s k o v a  c t  a l  1 9 9 9 )  しか し, 連続

的に励起光とと光の分光解析ができる励起―蛍光

matri、計源1により,植 物の水分状態″)経時変化を

調べた例はみられない そ こで,本 研究では,3

次元蛍光分光光度計を用いて,植 物の水分状態の

変化に伴 う励起 ―蛍光matl‐ixの 変化について検

討 し,植 物の相対含水キ変化の影響を調べるのに

適 した励起波長,蛍 光波長を明らかにした

材料 および方法

供試植物

供試植物には,ホ ウレンツウ (Spinacin

Oにracea L ぃ  Megaton, タ キイ種市)を 用い

た 種 子を水に浸 したウレタンマ ッ ト上に播種

し,花 芽後)室 温 20tC 1lStC(Dar i`「ht),明 期

11時 間,業 面における I)卜)ド(Ph●[て)単「ェlthetic

Photon Flux) が ネ勺300 μ mol photc)ns m」s iヴ)

人工)と温室において,約 4週間水耕栽持 した 光

源には蛍光ランブを使用した 栽 培用養液として

人塚ハウスA処 方液 1単位濃度を用い,減 少分を

その都度供給 し,バ ブリングを行つた 栽 持用養

液の EC,pHは 栽持を通 してそれぞれ 210 ms m,

61で あィ)た 十 分に成熱 したホウレレ ′`ウ個体

を 60分 問日キ処理 した後1同 程度の1怖積をもつ成

熟業を葉柄から切離 し,チ ャンバー内において暗

期で水ス トレス処理 (室温 17で,相 対湿度 50'サ)

を行った

相対含水率の測定方法

ホウレンツウ葉の相対含水キの算出には次σ)式

を用いた (Vatouskova ct al 1999)

lH対含水キ (1oヽ l a t i v e  w a t e lヽc()ntCnt)=(mlⅢ Ⅲ
一m、)′!(ml―ⅢⅢⅢ

一m‖‐)'100

26

m、コtⅢl“〔 二 f・mi i「

ここで,miⅢ対|は水ス トレス処理後の業ミ,m‖_は

炉乾処理 (90で,24時 間)後 の葉重,mi市1は主茎

から切離 した直後の業重,お よび m、Ⅲ…ⅢⅢは最大

膨潤時の葉魂である 係 数 fは 予備実験か ら,

125と した.相 対含水キの測定は 8サ ンフルに

対して,水 ス トレス処理開始直後から9時間後ま

で 15時 間毎に行つた

励起―蛍光matrixの計損1方法

励起―堂光 matrixブ)言1損1には,3次 元分光蛍

光光度言|ム(HITACHl『-4500)を 用いた.光 源に

はキセ ノンランブが用いられてお り,回 折格子

によつて励起波長,堂 光波長をとt)に200nmから

900nmまで lmm刻て4で 分光できる こ れにより複

数の励起波長毎のよ光スベ ク トル (励起 一蛍光

ma t ix)を得ることができる

木研究では,励 起波長範囲を 5 nm刻 みに 330

nmか ら500 nm,蛍 北波長範囲を 5 ilm刻みに 140

nmか らT40 nmとした こ の励起波長および堂光

波長の範円は、Ll「計源Jでよく11]いられる波長範

囲である:ま た、スキャンスヒ
「― ドを30000(nm

min),励 起光側および堂光側スリット幅をそれ

ぞれ 5nm,10mmと した こ の条件において,bl」起

光強度の極 太 (渡良 i」70nm)の PI)ドは約 18ァィm●l

pho t ollふmt slで trDった 励 起光波長の 2倍 の

波長にみられる2次光の影響を述けるため,光 学

フィルター (L42 HOVA)を 用いた 肋 起光は柴

″)表側にPR射 し,計 測領域内に上脈が入に)ない

ように留意 した 1 11jlげ)言1沢1に要 した時問は約 2

分問であつた 励 起―蛍光 matilヽxの計源Jは,8サ

ンブルに対 して水ス トレス処理開始 1白:後か にッ9

時間後まで 15時 間毎に行つた

クロロフィル濃度 (SPAD値)の測定方法

ク ロ ロフ ィル濃 度 の 7Hl忙に は 葉緑 宗 言|

(HI 0ヽ 1 T A  S l〕Al)502)を用いた ヽPAD値は クロロ

フィル濃度と相関のある値でf―る (Azia et al

2001)SPAD値 の,泉」定は、8サンフルに対して,水

ストレス と々理開始直後から9時間後まで 15時 間

毎に行った 励 起―蛍光 matrixの言1測領蚊内を,

1サ ンフルにつき 5回 測定 し, 平均値を求めた



結果および考察

lf iド 1に ,よ ストレス延理後のホウレンツウ束

P)相|ネ1合水キげ)キと時変化を示す 処 f早開始直後の

付ホ1台水キは 1ヽ111であったが,Fr■埋 15時 間後

には69げちに達した そ げ)後,十ロネ1含水率はほど

定の言1合でll・k4少し,9時 間後490'0になつた な

お,水 ストレス初期ブ)相対含水■ブ)減少は,15

時間後以降ヴ)減少と比べ大きかった

lr i尊 2に , 水ストレス処理開 合々後,OHキ問, 3

時階1,6時間,お よび9時間でブ)励起―蛍光m“li、

Time(h)

Fig i Cllangc in iclati、c、、atcr c()ntcnt、、itll lllllc ltl:spinach

icavcs arlcl thc■titcr‐sti csscd trcatlllcllt in thc dal k at 40。。RH

alld 17 C ttlrりhotlI、Thc、cltical bar illdicatc、十sE(standard

c rr()r)Rclati、ic、、atCr Colltcnt rcprcscllts an tl、cragc、altlc

calctllatcd n on1 8 11lca、Ll「C,1lCtltS

Time(h)

F i g  S  C h a nどc  i n  c h i O i O p h y l l  c o l l c c l l t rをl t i 0 1 1 ( S P A D ) w i t h  t i l l l C

for thc spillach iせa、cs aicr thc、vatcr―strcsscd trcatlllcllt flhr 9

h o u r s  T l、c、c r t i c a l  b a l  l l l d i c a t c s  r  S E  S P A D  r c p r c s c n t s  a n

avcraどc、altic calctllatcd frOn1 8 incastirclllcnts
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を示す 励 起波長にかかわらず,450nm(こ の波

長の蛍光強度をlf450と共す),680mm(1`80),お

よび 725mm(F725)に またf「9モ大が高愁めらオLた 蛍

光の強度は水ス トレス処F早によつて夜化 したが,

これ らの拘【大渡ltは, この処jFrによって も変化

が4に,れなかった よ 光極大である lf680,ド725

はとt)に助起波長 135nm(E135と表十),175nm

(E175)の とき紅大であった

FiF ‖に柴れた索濃1空(SPAl)値)び)経時変化を

示す 水 ストレス171L理開始後 0時 間ブ)SPAD ILHは

416で あ り,延 理開始後 3時 間までほぼ
一定の

皆1合で増加 して 510に な り,そ ′)後はほぼ 定

ブ)値を示 した

EnliぷiOn wavelellgtl、(1l nl)

Fig 2:Excitation‐cllllssion tltlorcsccncc lalatriccs ofthc spinach

icavcs lllcaStircd at O llot!r(Oh)、3 1lotirs(3h)6hotirs(6h)A and

9 hours(9h)aiCr thc、 ■atcr strcsscd trctitmcnt using a 3-D

tluorcsccncc spcctrophotonlctcr Thc ntlorcsccllcC intCnsity

rcprcscnts an avcraどc valtiC calctilatcd n om 8 11lcasurcillcnts
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ホウレンソウ業の水分矢乏に伴 う励起―蛍光matrixへ の影響

菜内の水分減少を引き起こす要因としては,気

子Lからの蒸散とクチクラ蒸散があるが,本 実験で

は,水 ス トレス処理を行 う前に,約 60分 間の暗

延理を行つたので,気 孔からの蒸散は比較的小さ

いと考えられる 処 理 15時 間後までの相対含水

率の減少がそれ以降に比べ大きいのは,気 子L閉鎖

に加えて,処 理初期の相対含水率の大きいときほ

ど葉に含まれる自由水の害1合が大きいためであっ

たと考えられる (桜井ら 2001)

植物葉のクロロフィル合量が大幅に減少するほ

ど極端に水分を減少させた場合)ク ロロフィル蛍

光の極大波長が変化する例 も報告されているが

(Lichtenthalcr and Rindcrle 1988),本実験で

はそのような変化は認められなかった (Fig 2)

また, E330か らE500までの全ての励起波長にお

いて,蛍 光極大 F680,F725が 認められた こ れ

は1 クロロフィル al クロロフィル bや カロテ ノ

イ ドなどの色素によつて吸収されたエネルギーの

うち,蛍 光としては主にクロロフィル a営 光とし

て放散されることを示 していた (Heldt 1998)

F450

励起波長が紫外波長域の場合にみ られる青色か

ら緑色波長域の蛍光は, たに細胞壁や液胞に含

まれ る色 素 か ら発 す る蛍 光 と考 え られ る

(Chappclle arld Willi4‐tms  1987)

Fig 4に ,図 2で 認められた蛍光極大 F450)

F680,F725)お よびフラビン色幸やカロテ ノイ

ド類等からの蛍光 (Chappelle and Williams

1987,Schweiger et al 1996)と 考えられてい

るド520の 経時変化を示す F450お よび F520は

水ス トレス処理によつてほとん ど経時変化がみ

られなかった こ れは,本 実験では光を照射 しな

かったため, フラヒじ 色素やカロテ ノイド類等

の中に含まれる過剰な光エネルギーによる光合

成機能障害を回避するための色索が蓄積 されな

かったと考えられる (S(hweigor et al 1996,

Lang ct al 1996). F680,F72品はともに E435,

E475の とき極人であつた こ れは, クロロフ ィ

ル a,ク ロロフィル bの 光吸収がそれぞれ 435nm,

475nmで 極人となるためと考えられた (Heldt

1998)水 ス トレス処理 3時 間後まで F68011「725

F520

350 370 390 410 330 350 370 390

F725

330 380

Exctation wavelength(n■ 1)

Fig 4i Changcs in nuorcsccncc intcntttieじ(F450、FS20.F680、and F725)for spinach lcavcs mcasurcd at O hotir(△),3 hours(◇)、

6 hours(0)and 9 hOurs(E)aRCrthc watcr―strcsscd trcatmcnt
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は減少し,そ の後増加 した。水ス トレス処理 3時

間後までのクロロフィル蛍光強度の減少は,こ の

ときSl)AD値が増加 したことから (「i厚 3),水 分

減少に伴 う柴 71萎れによって計演J領域内 (励起光

を照射 した領域内)の クロロフィル濃度が増加 し

たため,単 位 クロロフィル貴車1りの励起光強度が

相対的に小さくなり,蛍 光収率が減少 したことに

よると考えられる ま た,水 ス トレス処理 3時間

後以降のクロロフ ィル堂光強度の増加は,過 度の

水ス トレスによつて光合成反応系が障害を受けた

ためと考えられる (MatOuskova et al 1999).

このとき)蛍 光強度の増加率は F725に比べ F680

のほ うが大きかった力;, これはクロロフ Tルσ)吸

収帯に含まれるF6 8 0の再吸収が減少したためと

推祭される (l h g g  e t  a l  1 9 9 2 )

F i g  5に ,蛍 光強度比 F4 5 0 / F 5 2 0 ) F 4 5 0 / F 6 8 0 ,

F 1 5 0ャF 7 2 5 ,お よび】F6 8 0 / F 7 2 5の経時変化を示

す  F 4 5 0 / F 5 2 0は全励起波長において〕ほとんど

変化がみられなかった こ れは,F 4 5 0と F 5 2 0が

とt )に水ス トレス延理によつてほとんど変化 しな

いためである F 4 5 0ィナF 6 8 0は水ス トレス処理 3時

間後までは増加 し,そ の後減少 した こ れは,

F 4 5 0が 水ス トレス処理によつてほとんど変化 し

農業情報研究 12(1)、20032532

ないが,F680は 水ス トレス処理 3時 間後までは

大きく減少 し,そ の後増加 したためと考えられ

る こ の変化は、励起波長が短くなるほど顕著で

あった こ の原1用は,励 起波長が短 くなるほど

F450が大きく, また,F680が 小さくなることに

よると考えられる F450/F725でもF450/F680と

同様の変化がみられた し か し,「680/F725は全

励起波長において,ほ とん ど変化がみ られな

かった  こ れは,F680が クロロフィルによつて

再吸収を受けるが (Hagg ct al 1992),その程

度は小さく, また,F680お よび F725がともにク

ロロフィルaか らの蛍光であるため,ほ ぼ同様の

経時変化をしたことによると考えられる

Fig 6に ,相 対含水率と変化が最 も大きかっ

た E330の ときの蛍光強度比 との関係を示す

F450/「680は相対含水率が 60%(水 ス トレス処理

45時 間後)に なるまでほぼ 定 の害1合で大きく

なり,そ の後減少 した  F4501‐F725もF450rF680

と同様の変化がみられた し か し,F450/F520と

F680/1「725は相対含水率の変化によらずほぼ
―一定

値を示 した 植 物ス トレスの診断を目的 とした

、tcady一stat e堂光分光計測では,VAG一卜dレ ー

ザーや紫外蛍北灯などで励起された青色の蛍光

F450/F6tR0

0

330 360

F680/725

Excitation wavelengt/h(nm)

Fig 5:Ch`angcs in fluorcsccncc ratios(F450/F520,F450/F680,F450/725,and F680/F725)for Spinach icavcs mcasurcd at O hour

(▲)、3 hours(◇),6 hours(0)and 9 hoursに')ancrthc watcr―strcsscd trcatmcm
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ホウレンツウ葉げ)水分ク〔乏に伴うjl」起―よ北mat]i、小げ)|夕彗

5強度 (本研究では「1 5 0 ) ,れた色げ)よ光強度 (本研

究では 「5 2 0 ) ,ホ 色げ)蛍光強度 (本研究では

F 6 8 0 ) ,お よび遠赤色のよ光強度 (本研究では

「725)の 比が多く‖1いられている (Chappell●

a ll(l llillllams 1987, Stobel‐ alltl lッicht(ヽnthalcr

1992,  19913,   ヽlt‐ヽlurtl ey et を11   199+,

l ichtellthal elヽ(lt とil  1996, Stibhash et al

1 9 9 9 ,  K i m  e t  a ]  2 0 0 2 )  本l l T夕とから, こオとら

のよ光強度比の うヤ,,F1501F680およびlf+50ド725

がホウレンソウ業げ)相対含水キ変化ブ)影響を調べ

るのに最 i)適していることが明らんヽになった ま

た,F4501F680および「1501F725ジ)変化を調べる

除,i体 にナヒ較的影習が小さい と考えられる IV一

A以 liげ)励起波長範川においては,既 往ブ)研究で

|||いられている光源 (355mm)上 りと)より任波長

の励起波長 (例えば 330nm)の 光汚V)ほ うが適 し

ていることが示唆された さ らに,lf450‐lf6村0お

よび「150‐
‐
if7 2 5は水ス トレス

・l埋の前半で増力||

し、後半で減4少した こ のことか |り,既 往の研究

で■られた水ストレス処F聖前と延理後び)4ブ)言lllll

(1)hlllD01 Ct `11  1996, S(lhwt,iH●1‐ ct を11  1996,

Htttouskぃn ct al 1999)で は変化が検拍1でき

なt 口ヽr能性が示P変されたので,経 時変化を計淑」十

ることが重要であると考えられる

40       60       80      100

Relative water content(0。)

Fig 6:Rclationship bct、vccll ntiOrcsccncc ratios(F4501680(二

)、F4501F725(□)、F4511F520(●)and F68いF725(●))and

rclativc watcr contcllt ttr spinachにavcs during thc watcr strcsscd

trcatmcnt Excitajon wavclcngth was 330nnl Tilc lluorcsccllcc

ratio rcprcscnts all avcragc valuc calculatcd fron1 8

lllcasurclllcnts Thc vcltical bar indicatcs tt SE

3 0

おわりに

葉f71からり〕離 したホウレンソウ業を水ストレ

ス処理 し,助 起 ―蛍光 mntri、フ)ネト時変化を言1測

した よ 光強度比 「150‐lf680および F150‐ir725

は,F450‐「520,ド680‐i]T25に比べ,水 ス トレス

処ザ取による相1対含水キブ)夜化に伴い人きく変化

した  ま た, こブ)変|ヒは晴力起波長が年'いほど『京

者であつた さ らに,I「J50‐ド680お よび F150

「T25は水ストレス処理炒」サ朝で増カロ,そ の後減少

した こ の 二とかに,,本 ll究で|||いた ll」lL波長

範川 (330nm～500mm)と ま光波長範け」 (4 401lm

～ 7 10mm)では,l1711起波長 330nmにお|ナるよ光強

度比 「150 ii6SO占)るいは lf150 F725をキ1時的|二

計lulすることがホウレンツウ柴げ)IHネ1含水■変

化ブ)影車を調べるげ)に最 t)適していることがげ1

1,んヽ |二lfィ,デL

h成物十二ネIJ る`|千ケ[げ)ス トレスを|ケヽ拍IJ る`たr)

に占とi由なr l」l l起渋ょそ、堂た波長をr b l l起
―ょたm a t r i、

から'窒1尺ギ
~る
こと|こよr), 上')に陥:~で, 片J■llブ)ス

トレス検竹|が口「能になることカミホ唆 された
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Effects of Water Derlcit on the Excitation口eHlission Matrix

of Spinach Leaves

Atsumi Konishi and Kc可1 0maSa
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Summary

Fluorcsccncc spcctromctt is a suitable rncthod

to non―destrtlctivcly and rcmotcly obtain inforlnation

on thc pigmcnts, ccll structurc and physlological

fttnctions of plant lcaves ln this study,thc cxcitatlon―

cmission matriccs oF、vatcr―strcsscd spinach lcavcs in

thc dark 、vcrc mcasurcd by a 3-D fluorcsccncc

spectrophotometcr,and changes、 vith time of thcsc

matl・lccs、VCrC analyzcd lndcpcndcntly ofthc cxcitation

、vavclcngth。local inaxilllum fluorcsccnce intensitics

wcrc capturcd at 450nm,680nm,and 725 nm(F450,

F680,and F725,rcspcctivcly)F450/F680 and F450/

F725 drastically changcd M/ith dccrcasing rclativc、vatcr

content in the carly stagc Of the、vater―derlcit proccss

F450 hardly changcd during thc、vatcr―strcsscd

trcatmcnt,which implicd LIV― dcfcnsiblc pigmcnts wcrc

not accumulatcd in thc dark On thc othcr hand,at an

carly stagc ofthc、vatcr―dcrlcit proccss,F680 and F725

apprcciably dccrcascd,and at that tinlc,chiorophyll

conccntration incrcascd,which implicd chlorophyll

contcnts in thc mcasurcmcnt arca、vcrc incrcascd by

thc shrinkagc of lcavcs, and fluorcsccncc yicld

accordingly dccrcascd in thc lattcr stagc ofthc、vatcr―

dcncit proccss,F680 and F725 apprcciably incrcascd,

、vhich implicd thc photosynthctic rcaction proccssヽVaS

damagcd by thc cxtcnt ofthc watcr― dcl‐lcit As thc

cxcitation、vavclcngth、 vas shortcr,F450/F680 and

F450/F725 changcd morc cxtcnsivcly bccausc F680

and F725、 vcrc smallcr and F450、 vas iargcr Thcsc

rcsults sho、vcd F450/F680 and F450/F725 cxcitcd by

short―wavclcngth ultravlolct rays(的 r cXamplc,

330nm)M′ Crc suitablc for dctccting changcs of rclativc

、vatcr contcnt in spinach lcavcs

Keywords

chlorophyll conccntration,cxcitatlon―c■1lsslon matrix,

Iluoresccncc ratio,、vatcr dcncit


