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4# & : L3 (Wasabia japonica (Mique) Matsumura) 5 % # 2 4 3 4Lic4 » 2 Ei i 5
8C-18C » A 5 B* B L % > 4l BF LT F T hatiplgsd &
EoHLEP IR BEE LFAEAAFREEF LD G o ARRET 448
LFEE R R AL R B0 CHREBIEEBNER T UESE Y LK
R h EFE L ,E I R F L F R N0 230 I A AR 4 F aR L EFE R
2R F S RSEE - MERRAM I E VA B R fg‘rm v il Y F L F R
AT OM o @R o AR L SR AR LE > FERFLE (FVFM)EEE
BRI 4ea T B P No.23 W mﬁwﬁmam#r% SR ARRRE N T AN
B RAGER N0 23 EF A HERDE B~ PR  PRRIRAR M TR M9 g
EEA BRI A0 e
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L% (Wasabia japonica (Mique) Matsumur) 5 + 3 f=ft L Z fhen s £ 2 § 3% »
DPHREFTET L ABURELZA S AP AERIFEODIETR S TERET S R Ry &
/ﬁr&ﬁ;% i * (01991 7 & -1994; 7 > 2005 ; Depree et al., 1999 ; Sultana et al., 2003.) -

£igR 5 818C - rﬁdlwgfm B AR AZiE 23CF 2 Ji 32 (iﬁwfréf\ﬂ& ,
1956 ; #* ’1991) BREB EFFwr iR ERAELBEAD —EL (Kotak et al.,
2007) » =3t E S AT O R op S sk Y FF BAIR G B ; EENE L
Wise et al., 2004) BRI B L T gk A AR 3 Bufad s Sk kAL e SAREF A
B 7 & Tt iz (Camejo et al., 2005) » % % ¥ % Sdic (Fv/Fm) fod i £ Es HEF
Satgtts B (Yamane etal., 1998) c .5 % & £ ¥ 14 5 »xen P ek & i > g8 -
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AR 5 F B St edfe p 4 1235 8 (Baker and Rosenqvist, 2004,
Maxwell and Johnson, 2000; Molina-Bravoa et al., 2011) -

ARG ESFFERZGFELE S FEFIRMABDOLFS L o LEFFRPFTE
M2 F 225 p<000lfpFo4ph > 2¥ 3 ke & |0<001 RELApM &
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B °
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FPEGEHLEFREHSRETESRFF BN, 00 2015 & 30 20 pAEEF 4
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BAEZELEREY AT B OAREED Y S BRFIE AT IV R B Er 22
'J‘ CEFPRE A BRI A LA L SRIE PN 37 RV E P RAA

PR AL ARG PR T 3mL 2 Skt te? > US0CHE BERERE F - 5

fé4€&§’“1 24 P ERIZE S N L EFR o

%‘ &~ % g e gg (Total phenollc compounds ; TPC) ~ #3g =4 iz (Free amino acids ;
FAA) ~ ¥ % |+ 39 (Soluble proteins ; SP):ruip] 2 3% 4 o iF 1) 2 £ 548 No. 23 2 7 @l #t
27 im%\ CEPRESERET RIS LZPIE o F 2RI TR INF PR BT
% s TPC~FAA 112 SP £ 4% * E4514 p i&i](i;t‘,f HEES P2 B TP oo BATH R
294~ SmL BipsE e (0.AM > pH7.0)2 % 7) > & ACrHkiE TR E « £ x4 3 4
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Z~RLAEP
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W2 RE G E Rk (dark-adapted) 30 ~4afs I * F N ESF ¥ X
% 47 % (portable chlorophyll fluorometer, MiNi-PAM, Walz, Germany)/P " %’gd Pk kg
(Special Fiberoptic 2010-F)#% iip| 7 % 2 &rfoi% frk o R B AL LS Lip[1F a5 1§ 18 2 FO &
M F % E (minimum fluorescence) » & & & % ek 17 3] Fm &% ¥k E (maximum
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fluorescence)> ¥ ¥ € p 4 5 N EHF F X & Fv/Fm- 3-8 = £ 5 (Fm-FO)/Fm> 3+ ¥ PSII
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FAA) ~ ¥ 2+ %% (Soluble proteins ; SP)ip] 2_
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T~ m»,l./w\ ’FF
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Table 1. Effect of high temperature (50°C) treatment on chlorophyll fluorescence (Fv/Fm ration)

in wasabi detached mature leaves of different lines.

9 4

H-X B
¥ i 2

a4

% No0.21+No.23 %

s EBY

57
4.

J%s f*ﬂ

| P

Chlorophyll flouresvences yield (Fv/Fm)

Lines
0 hour 1 hour 2 hours 4 hours
7 0.83+0.00 bdac 0.68+0.04 a 0.45+0.12 ebc 0.02+0.00 ¢
0.83+0.00 bdac 0.65+0.07 a 0.42+0.12 efdc  0.01+0.01c
9 0.83+0.00 ba 0.54+0.05 a 0.23+0.08 f 0.00£0.00 ¢
13 0.84+0.00 a 0.67+0.05 ba 0.48+0.12 dc 0.02+0.01 ¢
16 0.83+0.00 bdac 0.65+0.03 ba 0.41+0.07 efdc ~ 0.03+0.02 ¢
18 0.83+0.00 ba 0.69+0.02 bac 0.52+0.05 bc 0.074£0.02 bc
19 0.83+0.00 bdac 0.76+0.03 bdac 0.58+0.13 bac 0.00£0.00 ¢
20 0.82+0.00 de 0.71+0.06 bdac 0.57+0.13 bac 0.01+0.00 ¢
21 0.83+0.00 a 0.80+0.01 bdac 0.76+0.01 a 0.15+0.06 ba
22 0.83+0.00 bac 0.81+0.01 bdac 0.78+0.00 a 0.20+0.08 a
23 0.83+0.00 bdac 0.79+0.01 bdc 0.78+0.01 a 0.20£0.07 a
31 0.83+£0.01 ba 0.79£0.01 dc 0.73+£0.02 ba 0.16+0.03 a
33 0.83+0.00 bdac 0.75+0.04 dc 0.25+0.09 ef 0.01+0.00 ¢
36 0.82+0.00 bdec 0.72+0.07d 0.29+0.11 efd 0.01+0.01 ¢
seedling 0.82+0.00 dec 0.73+0.05d 0.294+0.10 efd 0.02+0.01 ¢
SO BBURHLFLTHRAESAF R L L ORY

Bl 135 2015 # 4 % 24 p #F 4 46tk ~ No.21 ~ N0.23 1 4 #
Mk AR ROR AR O B R ARSET R T ESE R RE S R
KRB IRAR BN R R ¥ S 53C o
w i 008001 w8 4

- «

m4_0.14 ~0.02 2 0.00 -

RS A 0.01 o No. 21 4 %

W R TF A
AT AEAR S 50T -

""fﬁ’]‘ﬁ‘:\" 53C_r 1 2~4 J ﬁfﬁiﬁ'&’?%g?‘olﬁ
w i »0.15+0.04 2 0.02 > No. 23
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Fig. 1. Effect of high temperature (53°C) treatment on chlorophyll fluorescence (Fv/Fm ration)

in No.21, No.23 and seeding wasabi plant. R4 = returned to ambient temperature for 4
hour.

Chlorophyll fluorescence
(Fv/Fm ration)

0.4 —t— seedling :I:
0.3 - - No.21
0.2 — & -No0.23
0.1
0
0 1 2 3 R12
Time(hr)

B 2§24 N0.21{vN0o.23 Li#F 2§ a2 50CT £ % F ¥ LB -
Fig. 2. Effect of high temperature (50°C) treatment on chlorophyll fluorescence (Fv/Fm ration)

in No.21, No.23 and seeding wasabi plant. R12 = returned to ambient temperature for 12
hour.
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Bl252005# 5" 4p €43%3% X BHPERLES0C F4EHKRAES0CT %
123 2w 12 | F2Z E%Z¥ELiEs 068047045 =% 0.50 > No. 21 &~ 4] %
0.72~0.65~0.53 2 0.51>No. 23 | £.0.72~0.73~0.71 2 0.69- 4] * SAS ##4:& 7 ANOVA
RO P PG ERETAE 2B PR N0 23 EF A ERAp T EFLRE TR A
BTwR 12 A ESEYLETEFR T Ak o
N ’1% g2 4 s (Total phenolic compounds ; TPC) ~ 253 4 (Free amino acids ;
FAA) %1+ %v (Soluble proteins ; SP):ip| %_
ﬁﬁ%gi&&%%ﬁ%zm%Woﬁﬁ 5§ B 4.76% 45 2.36% -

£ 0.33% ~ 4% 0.24% ; N0.23 ¥ * 7 # &£ 0.36% ~ ¥ 4% 0.26% -

A A

#ﬁ’m23#¥z B R AfEth g ¥ LRILT
AR EROLEFEEY  EREERIFTELIE -V RER
BRI L XL PR A %ﬁﬁuﬁ%ﬁmﬂ 30 5 1664 mg- g Fw~ #15 4.96
mg -+ gFw- % ;M\ |8 1421 g gFw~274ug-gFw; No.23 £ % F£imev 3 1 v
% 20.89mg-gFw~ 45 4.46 mg-gFw: S fs 58~ W £ 2040 £ g gFw~246 £ g+ g Fw >
AREETFNERONOZBET AT RMERS ez £ 00 Ao £
Bamiz £ 8 o ppaprefipidicis y 0.03mmol - gFw 23R4 F £ %] ¢
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Table 2. Different of lines and part on the nitrogen, phosphorus, soluble proteins, total phenolic
compounds and free amino acids of wasabi.

Lines and N P SP TPC FAA

parts % % mg * g Fw ng - g Fw mmol + g Fw

Leaf

seedling 3.98+0.21b  0.33+0.0l1a 16.64+0.93b 1421+87 b 0.03+0.00 a

No.23 476+0.06a 0.36+0.01a  20.89+0.92 a 204017 a 0.03+0.00 a

Petiole

seedling 2.24+0.06 ¢ 0.24+0.01 b 4.9620.66 c 274173 ¢ 0.03+£0.01 a

No.23 2.36+£0.17c  0.26+0.01 b 4.46+0.17 c 246423 ¢ 0.03+0.00 a

SP : soluble proteins
TPC : total phenolic compounds
FAA : free amino acids



-75-

oW

L2 ¥ LI P@ ot Rk angp = 7 % KT RIFIRBEHRE R Tl & ilmz
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Chlorophyll Fluorescence as an Indicator to Evaluate High
Temperature Stress of Wasabi (Wasabia japonica (Mique)
Matsumura).

Hsuan-En Hung®  Ching-Chang Shiesh ?

Key words: Chlorophyll Fluorescence, Wasabi, High Temperature Stress

Summary

Wasabi is a perennial spice plant. Its optimum growth temperature is at 8-18°C, so that was
planted in high mountain areas in Taiwan and in which is often an ecologically fragile place.
Now, because of climate change and people’s environmental awareness has raised, Screening
heat tolerance genotypes are very important in the wasabi breeding process. As a result, there
will have a more positive helpful to the future development of hillside soil and water
conservation as well as wasabi industry. In this study, we used mature leaves and plants of 14
lines and one seedling of wasabi, which were screened with 50°C as high temperature stress.
Finally, we selected the heat-tolerant lines No. 23 by the chlorophyll fluorescence method. And
content of nitrogen, phosphorus, total phenolic compounds, free amino acids and soluble protein
contents, which related to wasabi’s piquancy, were determined. The results indicated that wasabi
leaves in all lines and seedling, underwent high temperature stress, and chlorophyll fluorescence
yield (Fv/Fm) decreased as the temperature and treating time. The lines No. 23 can maintain a
relatively high yield of chlorophyll fluorescence. Screening materials of mature leaves and
plants under high temperature stress have got the same result in chlorophyll fluorescence yield.
But there are almost no differences in heat-tolerant, nitrogen, phosphorus, total phenol
compounds, free amino acids and soluble protein contents between the heat tolerant and heat
sensitive lines and seedling.

1) Student in M.S. Program, Department of Horticulture, National Chung Hsing University.
2) Professor, Department of Horticulture, National Chung Hsing University. Corresponding
author.
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	山葵 (Wasabia japonica (Mique) Matsumur)為十字花科山葵屬的多年生香辛料作物，全株皆可食用，主要以根莖為主，在日本是極受歡迎的烹飪佐料，近年來在西方國家也逐漸被廣泛使用 (胡，1991；胡等，1994；胡，2005；Depree et al., 1999；Sultana et al., 2003.)。生長適溫為8-18℃，陸山葵以夏季氣溫為基準，超過23℃時不適宜栽培 (築地和鈴木，1956；胡，1991)。高溫逆境會干擾細胞的穩定度，導致生長遲緩甚至是死亡 (K...
	本試驗利用葉綠素螢光做為篩選工具，篩選出較耐熱的山葵品系。山葵辛味物質與植物體內之硫、氮含量呈p < 0.001顯著正相關，與可溶性蛋白呈p < 0.01顯著正相關、與磷含量呈p < 0.05顯著正相關，即硫、氮、磷、可溶性蛋白質含量高者，辛味含量有較高的趨勢(胡等，1992)，氮、磷、可溶性蛋白質、多酚類與游離胺基酸亦做為品質分析的項目。
	一、 材料來源

	本試驗材料為林業試驗所提供之不同品系編號盆栽種植之山葵，自中興大學園藝試驗場葡萄中心及高冷地分場，編號7、8、9、13、16、18、19、20、33、36栽種於高冷地分場，21、22、23、31及實生植株栽種於葡萄中心。
	二、 試驗方法

	高溫逆境對山葵離體成熟葉片葉綠素螢光之影響部分。於2015年3月29日摘取高冷地分場栽培之7、8、9、13、16、18、19、20、33、36等10種品系及葡萄中心之21、22、23、31，及一般實生植株等5品系山葵成熟葉片 (完全展開)，皆放置於夾鏈袋中且保持濕度及避免過熱；葉片先用自來水洗淨並用紙巾擦拭乾淨，適度修剪至可放入培養皿之大小，葉片中間畫上兩個直徑大於1公分的圓，作為之後測量的部位。為了減少葉片水分散失，培養皿底部鋪上紙巾並加3 mL去離子水於培養皿中，以50℃做為篩選溫度，每一品種...
	營養元素與總酚類 (Total phenolic compounds；TPC)、游離胺基酸 (Free amino acids ; FAA)、可溶性蛋白(Soluble proteins；SP)的測定部分。選出之較耐熱品種No. 23及不耐熱之實生植株，採取葉片葉柄若干，做後續之測量。氮之測定採用凱氏氮測量法、磷為鉬黃法；TPC、FAA以及SP是將葉片葉柄以自來水洗除附著於葉面上之塵土汙物。取新鮮組織2 g加入5 mL 磷酸緩衝液 (0.1 M，pH 7.0)及海砂，在4℃冰浴下研磨。裝入離心管離...
	三、 調查項目
	(一)、葉綠素螢光


	樣品以黑色絨布遮蓋以進行暗適應 (dark-adapted)， 30分鐘後利用攜帶式葉綠素螢光分析儀 (portable chlorophyll fluorometer, MiNi-PAM, Walz, Germany)測定，可藉由特殊光纖 (Special Fiberoptic 2010-F)提供測定光及飽和脈衝光。儀器先給予光測得暗適應後之F0最低螢光值 (minimum fluorescence)，在給予飽和脈衝光得到Fm最高螢光值 (maximum fluorescence)，並且會自動換...
	(二)、營養元素與總酚類 (Total phenolic compounds；TPC)、游離胺基酸 (Free amino acids ; FAA)、可溶性蛋白 (Soluble proteins；SP)的測定
	氮以1/14 N HR2RSOR4R做為標準酸滴定，利用滴定量計算出氮含量，單位以百分比(%)表示。磷以分光光度計 (Spectrophotometer, Hitachi U-2000)測定樣品在波長470 nm時的吸光度，單位以百分比(%)表示。總酚類將樣品以分光光度計測定在波長660 nm下之吸光度，單位以μg‧g Fw表示。標準曲線以100 ppm caffeic acid 配製；游離氨基酸以分光光度計測定樣品在波長 570 nm下之吸光度，單位以mmol‧g Fw表示。表準曲線以1 mM ...
	四、 統計分析

	將試驗之結果以SAS軟體 (Statistical Analysis System, Institute)計算平均值，並利用ANOVA進行變方分析( analysis of variance)及最小顯著差義檢定 (least significant difference test, LSD)比較各處理間之差異顯著性。
	一、 高溫逆境對山葵離體成熟葉片葉綠素螢光之影響

	2015年3月29日摘取高冷地分場栽培之7、8、9、13、16、18、19、20、33、36等10種品系，葡萄中心之21、22、23、31品系，及一般實生植株等5品系山葵，其完全展開葉以50℃做為篩選溫度，並利用葉綠素螢光做篩選條件。處理前先測量一次葉綠素螢光值，Fv/Fm值在0.82到0.84之間，葡萄中心採得之實生植株及高冷地分場採得之No. 20、No. 36皆為0.82，0.84的為高冷地分場採得之No. 13。
	實生植株取得之葉片以50℃處理1、2、4小時之葉綠素螢光值分別為0.73、0.29及0.02，未處理前數值最高之No. 13處理後之數值則為0.67、0.48及0.02，未處理前之數值高低也不影響處理後之螢光值 (表1)。No. 21處理後之葉綠素螢光值分別為0.80、0.76及0.15，No. 23則為0.79、0.78、0.20。實生植株、No. 21、No. 23經熱處理1小時後葉綠素螢光值的下降百分比為10%、4%、4%，處理2小時後和未處理相比為60%、9%和6%，4小時後實生植株葉綠素...
	在這次的試驗中，無論哪種品系或是實生植株亦或是自高冷地分場又或是自葡萄中心採摘之山葵，葉綠素螢光值 (Fv/Fm)皆會隨著高溫處理時間增加而下降，經過2至4小時的高溫逆境處理，NO. 23下降最少。
	二、 高溫逆境對山葵幼苗植株葉綠素螢光及生長的影響

	圖1為2015年4月24日將實生植株、No.21、No.23以耐熱塑膠袋包覆並留氣孔，以防止熱風使水分過度散失，以高溫處理並測定葉綠素螢光值，原先設定溫度為50℃，可後來發現熱風烘箱內的溫度變為53℃。實生植株在53℃下，2、4小時後葉綠素螢光值分別為0.08、0.01，回溫4小時後仍為0.01。No. 21分別為，0.15、0.04及0.02，No. 23則是0.14、0.02及0.00。
	圖 2. 實生植株、No. 21和No. 23山葵幼苗在50℃下葉綠素螢光變化。
	圖2為2015年5月4日重複該試驗，這次烘箱內溫度為50℃，實生植株在50℃下第1、2、3小時及回溫12小時之葉綠素螢光值為0.68、0.47、0.45及0.50。No. 21分別為0.72、0.65、0.53及0.51，No. 23則是0.72、0.73、0.71及0.69。利用SAS軟體進行ANOVA變方分析的結果顯示從第2個小時開始，No. 23與實生植株相比即有顯著差異，即使在室溫下回溫12小時後之葉綠素螢光值亦顯著高於實生植株。
	三、 營養元素與總酚類 (Total phenolic compounds；TPC)、游離胺基酸 (Free amino acids ; FAA)、可溶性蛋白 (Soluble proteins；SP)的測定

	氮量上實生植株葉片含氮量 3.98%、葉柄2.24%；No. 23葉片含氮量4.76%、葉柄2.36%。含磷上實生植株葉片含磷量0.33%、葉柄0.24%；No.23葉片含磷量0.36%、葉柄0.26%，兩者葉片的含氮量都高於葉柄，No. 23葉片含氮量略高於實生植株，葉柄的含氮量則沒有差別。兩者葉片磷含量也高於葉柄，但葉片與葉片，葉柄與葉柄之間亦無差異。可溶性蛋白質和總酚類含量上，實生植株葉片葉柄的可溶性蛋白質為16.64 mg‧g Fw、葉柄4.96 mg‧g Fw，總酚類分別是1421μg‧...
	葉綠素螢光是快速和非破壞性的檢測方式，可用來監測因環境逆境等原因造成的細胞損傷 (Smillie and Hetherington, 1983; Schansker et al., 2014)。逆境下，F0上升、Fm下降，高溫傷害使得PSII的補光複合體遠離反應中心，爾後的光合反應受阻 (Petkova et al., 2007)。Yamane等人 (2000)認為除了前述原因外，QA-也會因為高溫而增加，這也是使得高溫下F0上升的原因之一。在Mathur等 (2011)的小麥試驗上，35℃時釋氧...
	本試驗中，無論是在離體成熟葉片亦或是植株，葉綠素螢光值皆隨著溫度升高、時間加長而降低。栽培地點對葉綠素螢光值也沒有絕對的影響。山葵的高溫逆境臨界溫度可能是在50℃，當植株置於53℃，會導致山葵產生不可逆之高溫傷害，甚至導致死亡。在50℃下時，No. 23不論是植株或是離體葉片的葉綠素螢光值都高於實生植株，Willits和Peet (2001)用番茄所作的試驗上，也認為離體葉片與植株在高溫下葉綠素螢光值的反應是相關聯。
	除了山葵，蝴蝶蘭葉片也會隨著溫度增加，葉綠素螢光值降低 (Seubma et al., 2012)；佛手柑置於超過40℃的高溫時，葉綠素螢光值也會隨著溫度上升而下降 (Chen et al., 2012)，Janka等人 (2013)也曾利用葉綠素螢光來檢測菊花的耐熱性。葉綠素螢光廣泛被使用在園藝作物的逆境篩選上 (Gorbe and Calatayud, 2012.)。
	山葵辛味物質與植物體內之硫、氮含量呈p < 0.001顯著正相關，與可溶性蛋白呈p < 0.01顯著正相關、與磷含量呈p < 0.05顯著正相關，即硫、氮、磷與可溶性蛋白含量高者，辛味含量有較高的趨勢，辛味物質的含量也是選種的條件之一 (胡等，1992)。本試驗中，如以耐熱性作為區分，較耐熱的No. 23與不耐熱的實生植株相比 (表2)，No.23的氮及可溶性蛋白質含量都比實生植株略高，磷沒有差異，無論是像Schonhof等人在2007年青花菜試驗中呈負相關或是Gerendas等人2009年芥菜子...

