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Chal1オer　L　General　Introduction

1．L　Phosphor凹s　in　Plant　Physiology

1・瓦1・Pla皿t　absorption　of　phosphorus

Phosphorus（P）is　one　of　the　essential　mineral　elements　fbr　plant　groWth．　It　is　a

nonmetal　nutrient　that　plant　absorbs　as　monovalent　orthophosphate　anion（H2PO4’）

when　soil　p｝｛is　less　than　6、8，　and　at　a　lower　level　as　divalent　orthophosphate　anion

（HPO42’）i…il・pH・ang・fr・m　6．8　t・7，2　with・lesse・avail・bility．　At・・il　pH　high，，

than　7．2，　the　predominant　form　of　P　is　the　trivalent　PO43’　virtually　unavailable　for　uptake

by　plant（Hopkins，1995）．　A丘er　uptake，　reduction　of　phosphate（Pi）anion　does　not

occur　in　plants　but　remains　in　its　highly　oxidized　form　as　inorganic　Pi　or　is　esterified

through　hydroxyl　group　of　a　carbon　chain　as　simple　phosphate－ester（such　as

sugar－phosphate）or　attaches　to　a皿otber　Pi　by　the　energy－rich　pyrophosphate　bond　in

ATP（Marschner，1995）．　In　a　few　mi’nutes　after　absorption　by　roots，　Pi　is　inco叩orated

into　organic　compounds，　but　is　released　thereafter　as　Pi　into　the　xylem（Marschner，

1995）．The　P　requirement　fbr　optimal　growth　varies廿om　O．2　to　O．5％of　plant　dry

matter　during　the　vegetative　stage　of　growth（Epstein，1972；Marschner，1995）、　The

probability　of　P　toxicity　increases　at　contents　higher　than　l％of　the　plant　dry　matter

（Marschner，1995）．　However，　P　toxicity　may　occur　at　concentrations　of　O．3％in　pigeen

pea（Cajanus　caj　an）or　O．6％in　black　gram（Vigna　mungo）ofthe　shoot　dry　matter（Bell

et　al．，1990）．

L1．2．　P血osp血orus　function　in　plant　physiology

Phosphorus　is　an　integral　component　of　important　compounds　of　plant　cells，　including

the　sugar－phosphate　intermediates　of　respiration　and　photosynthesis，　the　phospholipids

of　the　membranes，　the　ph》疽c　acid，　and　the　coen軍ymes（Taiz　and　Zeiger，2002）」t　is　the
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e鵬rgy　currency　of翫e　livlng　cell　in　the　fb㎜of　ATP（Adenesine　triphesphate）and　the

seat・fgenetic・inheritance・DNA（de・xyrib・醐eic・・輌の，　RNA（ribenuciei・aclの，　whi。h

direct　pr・tein　sy嫡esis輌n　pla蹴（Brady翻d　Weil，2902）．　ln也e　structures　of

macromolecu韮es　such　I）NA　and　RNA，　pi｛b撒s　a　bridg¢between　rib皿域leoside　units

and　is　responsible　for　the　acldlc　natUre，　and　the　hlgh　catien　concentration　of　the　nucleie

acids（Marsc抽eち1995）．

LL3・Pkosphorus　partitien　and　f㎞nctio且i慕planf　ce羅

ln　most　enzymat▲C蹴ctio職Pi　is　either　a　substrate。ピ蹴end　pr。duct．　The

compa血瓢・fpi　is　essential　for　the　regtsla緬。fm鋤。lic　pat』ys　in　the　c》40plasrn

afid　chloroplast輌叩韮ant　celis・Tke・va鍋le繍as　a　s疏ge　p601（部n嬬撫b。Eic　P。ol）of

Pi三n　vacuolated　ceiIs　of｝higher　p日aロts，　w｝lereas　u萎｝to　95％of歯¢to伍I　Pi　is　lgcat｛≧d　in　the

vacuoles　in　cofidition　of　adequate　P　supPlヌto　the茎｝lantS（Biel｛：sk輌and　FeIgUsen，1983）．

For　instance，　in　f施it　tiSSt」e　of　tOI育ato，　t　Ie　Pi　ξ」e董ease（葦　倉r｛｝m　t｝！e　vaeuoles　illto　the

¢ytoplasm　can　stimulate　phos抽ぴ毎o缶ki随se　activity（Weodrew鋤d　Rowan，1979）

which　is　the　key　enzyme　in　the　regulatlen　of　substrate　fiux　into　the　glycolyt韮¢pathway．

The　Pi　caft　modulate　e露ryme　acti亨ities　tkrgugh諏ospherylatien．　Phosphe－enol　pymvate

（PEP）carboxylase…s㈱o顯誌ey　e甥㈱s　regulate紬y幽≠eryiati。n　in　C3　and　C4

pl癩s．　ln　C謹茎翻s　and▲n・CAM声甑phgspkgrylaticn顕ease螂e　ac翻ty　of　the

PEP　carbexylase　aRd　S娩1搬e囎垂y　k　becemes　lesS　senSl概te　negative　feedback

CORtrel　by垣gh　malaze　cone｛斑搬i｛｝珪s〈Bu｛葦de　aΩ｛l　Cholle輻　19培g）・Av劃ri誕垂Ott｝｝y　a

factor　cf　2e　ef　tke　to£al　P　content　lft　！eaves　may⑰ecur　wltheut　affecting　phot。sy嫡esis

becattse・the　Pi・ceRce珪teation　in　the　cyteplasm　is　regu韮ated　itt・a簑雄・。w　r紐g訂y跳

effeeti￥e　P擁Olnees鎗si§i葺w臨h壺e　P…i琵撫vacuole　act3　as　bu盤｝r楓n斑路et　al．，

湧奪き．丁麺爽幽t。騨也e蕗繊融碑翻1。蕊gi簑le胱s　i嚢也e§…趣嫉cy¢le
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・…加ngiy・ffected・by・th・Pl…ce翻b漁也・・甘。m・・f・hl…幽9tS・nd・tk，

c°mpa・㎞en蹴i・励etWeen　chbr・plasts刷c殉s・1（Walk・r，　1980）、　A　high　Pi

cgncentrat韮on拍the　stぎoma　induced　the　depietion　of　triosephosphates　whi¢h　are

・e韓ed　fe・愉・eg斑e・ati・・。f・rib由se－bis－ph・s㌦飴（RuBP＞by　excessive　exp。托

（Walker，三980）．　The　RuBP　is　the　CO2　acceptor　in也e　CO2　fixation輌n　t｝鰺CaMn　cycle

声cess・lt　was　als・sh・w曲is・lated函。r。plasts　that　high　external　Pi油bit　CO2

fixation（Fl｛5gge　et　aL．1980），

1ユ・4Aオypi¢al　s重orage　fbrm　ef　ph臼spherus　in　plant　ergait

In・grains・and・seeds，　the　typical　sterage　ferra。f　P　is　t輪ph5噛which　lS　S｝asthesized

fr・m　the¢y¢lic　alc・k・｝，　myo・inositol，　by・esterifieati・n　ef　the　hy伽頭g・・ups　wi也Pi

groups・　Phytic　acid　fo随s　sparingly　s。醐識lt　w漉Ca蛎騒g　called舟甑lt　h邸

also　higk　a｛Xnity］f｛｝r　Ztt紐d　Fe・ln　legume　seeds　and　cerea茎grains，　t｝鶴K一絢【g　salts　are

the疏・舟噛es（Ogawa　et　a韮・，1979；P繍ley翻S撫ley，　ig82）．　The　percentage・f

totai　P三n識撫n　of埠y已‡e　lnay　be　5◎％lft　legume　see（1s，60－70％』鵬al　g面ns・and

ab剛86％in・wheat・mill　bran（Lolas斑al．．1976）．施e夢瞭ate　of也e㏄翻…；1　ains　is

遜nly茎ocated　in　the　aleur㈱layer，噛le鯨t◎f　the　legume§e¢ds　is恥nd　in古e

¢o智｛edons　and　embrye　axes（L磁翻3斑陀se，　1979；Welch，　1996）．

1ユ．Phgs国臨随紐es　a登d　？kespha重e・fertilizer　De斑銭a　i垂Agri£龍1佃e

The　to笛l　P　co磁e培gf　soils　is　usually　abeut　4－1｛｝t｛！n雛or　2｛｝tlmes　lewer　than　that　ef　N

or　K，党s声tively．　The誠al翫㈱。ロ鰍沁n　eitker　ln　surface　soil　er　ln　subseil　may　vaty

廿om　a岳w　mg　kg’垂te　ev号r茎gkg唱垂（Brady　aad　Weii憤2的2）．　The　qua磁ity　of　P　p毘se就in

s・il　s磁ti雛∨e鵠t劔rly晦h　ie琉gf・aval油le・Pl，　ranges　betWeen　e、3　aiid　3　kg　P　ha’！、

触adeq繍iy騨wlng　cr・P臨設声lkg　P　hピ晦”　in　th・f・盟・fPi．踵・r・fere，

the・？i。f・tke§oil　so嫌o丑m雛凸¢repleniske鍾y　m。bl｛izatieR・e£Pi・fro翻he　labi玲口eI
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（Mengel　and　Kirkby，2001）．　Phosphorus　is　after　N　the　second　most　limited　nutrients　in

・・i1・f・・veg・t・tive・9r・w出（～』et・L，2003），加d　th・m・・t　imm・bil・・f　th・m、j。，

plant・・t「i・・t・i…n・（M・・g・1　and　Ki・kby，2001）・Th・d・ficien・y・fPi…ils　is　m・i・ly

due　to　the　fact　that　the　P　compounds　¢ommonly　fbund　in　soils　are　often　insoluble　with

low　availability　fbr　plant　up白ke（Brady　and　Wei！，2002）．　Most　of　the　Pi　of　the　soils　is

adsorbed　into　insoluble　complexes　with　Fe，　A1，　and　Mn　in　acidic　conditions　and　with　Ca

and　Mg　in　calcare皿s　or　alkaline　conditions（Mengel　and　Kirkby，2001；Brady　and　Weil，

2002）．It　was　repol†ed　that　less　than　I　5％of　the　Pi　fert目izer　applied　to　soils　with　high

P－fixing　capacity　was　usua［ly　uptaken　by　the　crop　immediately　grown　after　the

application（Greenwood，1981）．　Large　amount　of　Pi　fertilizer　must　be　supplied　to　the

soils　to　meet　the　P　demand　of　the　growing　crop　to　overcome　the　fixation　of　P　and　make

larger　amount　of　Pi　available　to　plants．　The　application　rate　of　P　to　crops　grown　in

arabie　soils　ranges　ffom　20　to　80　kg　P　ha二1　depending　on　crop　species　and　soil　avai　lable

Pi．　ln　soils　with　high　Pi　adsorption　capacity　P　is　supplied　at　higher　rates　from　l　OO　to　200

kg　P　h・’1（J・ma　et・L，1998）」…m・i・d・甜ialセed龍d　dev・1・P・d・・untri・・th・・ugh

intensive　agriculture，　Pi　fert田zer　has　b㏄n　applied　fbr　years　and　soils　are　sometimes

enriched　in　ava目able　Pi（Mengel　and　Kirkby，2001），　It　was　reported　that　about　2／3　of　the

soils　in　the　Midwest　of　USA　did　not怜spond　to　Pi免rtilizer　application（Mallarino，

1995）．The　excess　of　Pi－compounds　ofthe　surface　soils　can　leak　to　the　ground　water　and

lead　to　the　phenomenon　temled　eutrophication．　E嘘ophication　is　characterized　by

excessive　grow翫of　the　algae　and　aquatic　weeds　in　the　aquatic　systems　that　make　ponds，

1akes，　streams　er　rivers　unsatis飽ctory　envirorwnents　for　fish．　In　extreme　case，　massiΨe

丘sh　dle　in　sensitive　aquatic　system（Brady　and　Weil，2002）．　In　developing　countries　in

the　Sub－Saharan　Af「ic4　f（）r　instance，　the　per　capita　fbod　production　continues　to
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decrease　because　of　the　continuous　Ioss　of　fertility　ofthe　soils　of　the　smallholders　and

th・n・g・tive　b・lance・fp1・nt・・t融・，　i・cl・di・g　Pi（S…h・z・and・L・・k・y，・1997）、　Th，、。

・・ils　re・p・nd　p・・mptly　t。　P・upPly　as　re麺・d　Jama　et・L（1997）i・th，　inc，eased　m。ize

grain　yield　in　acidic　soils　in　Kenya．

By　c°nt・astt・Nwhi・h・…titute・79％・fth・e頭h’・atm・・ph鵬Pi　i・p…e・t。n・earth

・・mi…al　d・p・・it・也・t…n。・・e・ew・bl・剛・・1・e・…ce．　th・high…㎎y・・d　gl。b。1

…t・f・・mi・i・g　th・Pi…k・avail・bl・・nly・i・　fevv・・u・tri・・，　th・high　p・ice・f　Pi

f・「tilize・s　p・rti・ul・・ly　in　c・舳・・vvith　few・m・Pi…kd・p・・it・mak・Pi　m・・ag・m，。t

complicated　with　rising　concern　in　aghculture　for　a　large　number　of　countries．

According　to　Mengel　and　Kirkby（2001），　most　of　the　Pi｛’ertilizers　are　produced　from

Pi　mined（Rock　phosphate）and　about　90％of　the　mined　Pi　ls　used　fbr　fbrtilizer

production．　It　was　reported　based　on　the　world　annuai　amounts　of　Pi　fertilizer

consumption　that　the　actUal　Pi　mining燗erves　can　Iast　only　anot卜er　centu！y（Mengel，

1997）口nview　of　the　fact　that　calcareous　soils　cover　more　than　30％of　the　earth，s

surface（Chen　and　Barak，董982）in　addition　to　acidic鋤d　al㎞line　soils　which　are

potentially　P－deficient．　The　developing　countries　are　expected　to　use　mluch　Pi｛erti　lizer

in　their　agriculture　to　improve　crop　yields．　lt　is　necessary　to　research　and　develop　mo；e

e伍cient　methods　for　the　use　of　Pi　compounds　of　seils，　fbr　improving　pla耐utilization　of

sparingly　soluble　P　of也e　soiis，　fbr　monitoring　the　rates　and　fセactions　of　Pi　fertilizers

applied　to　crops韮n　relation　with　the　rhytlmi　oぎplant　utilization　and　the　baiance　of　P　with

other　m　ineral　nutrients　in　plant　tissues．　Many　rese盆rchers　reported　the　pesitive　effect　of

pH　correction　through　li面ng　on　increasing　Pi　availability　to　plants　in　soils（Sims　and

Ellis，1983；StUrm　and　Iserma蘭，1978；Jungk　et　al．，1993），　other　researchers　repor‡ed

the　positive　effect　of　mycorrhizal㎞fbction　of　plant　reots　on　increasing　P　availab▲lity　to
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plants伽・・ay・・t・1・・2003；T画・m…ユ2005）・R・・斑・h　w・・k・rega・di・g・蜘g

・at…f　Pi　f・rtiliz・・s　i・b・1・・ce　w量紬th・癒…al・n・廿i鱗眠先w（D，K。ck。，d

Alexandeら董955；Pushnik　et　al・，1984）・Adeeper　lln（葦erstanding　ofthe　b司ance　of　P　w銑h

・th・・mi…al　nut・i・・t・i・・el・t拍・with　P・ti§zati・・磁・≧y・f・th・plant・，　a・d　th，

・esp・脱・f声・ts　t。　P・de魎ncy・・mbined　wi硲・ther　nutrie・t　deficiency　i舳e

・nvi…m・nt　i・req・i・ed　fo・b・ildi・g・p　Pi餓Hize・a・d・・三I　Pi・mana騨・醜p・・9・am・

for・a・sustaぬble　agriculture．

L3・Phosphoms　Deficie皿cy　and担題t　Grewth

The　release・fP治m　lns。1画e　Pi　co碑・unds　is　very　sl。w　l融e　soil　so1ution頷d　P　is

aiways　limited　in　acidle，鵬utral　or　cal艶reous　s（）lls　fer夢霊a批grow也．’路e　Pi　bound　into

・rganic・f・rms　i鞠ils・are・n・t・always・availab韮¢for　pla議uptake．◎rganic　P　muSt　first　be

converted　into　inorgan　ic　fb】間by　the！9icroorgaliisms　of　t｝室e　soils　to　b｛∋made　avaHabie

fbr　plant・The　gmwing　crops　must　compete　with古e　seil　microfioraξbr出e　small

ameunts　of　available　P　or　develop　a　lreneficlal　associ就ion　wi也some頂cro－organisms

such　as　the　pla斑一mycerrhizae　asseciatiefi　where　the　f逗gus　e琉anees　the　P　uptaice　of

pla蝋nder　low　P　COn飽ion．1願a疏蓋eceSysteraS　P　tather　than　N　is　eften　limited　te　the

plants．

茎・3・1・Phospher日s｛le薮¢韮e査cy哀露｛I　I｝1哀丑．t　s鮭ee重

智e！nost　cha蹴eristi¢蹴ni鍵ation　of％韻¢託ncy　is　an　intense　green　coiα磁ion　of

也eleaves．　in　the　extreme，　the　leaves　may　beeeme　malfermed　and　exh韮撞鵬crotic　spots

（Hopk逗1995）．　Pkosphoru§－eefieieltt　p嵐t§develgP　a　dark　greenish　ce韮。τ　gf・leaf

blades　and　a　purpl｛sh　cel｛｝r　oぎthe　l号af磁ges．1｝ue　t｛｝嚢le　kigh　mo｛｝ilky｛｝f　P　i柱planL　i鶴

deficiency茎e緯to　the騨董d織es㏄鵬e磁death　ef　elder　leayes　by　trmslocatiefi　ef

their・P・t。　new　leほves．　The§te1ISS・Oぎthe　pl鋲包舗雛滅y　sho配嫌魎m磁e　sl斑戯
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and　the　yi・ld・f舳鶴。・・eed・i・m・・k・dly・・duced（B・・ry　and・M川・・，1989）．　The

accumulati…fanth・・y・・i・i・・h・・t・i・㎞・w…rypi・al・re・p・n・e・f　pl、nt，　t。　P

deficien・y（J・in　et・L・2007）・b・i・g　acc・m剛d　wi血1・w　leafph・t・・y・th・ti・ac・輌

（Rao　et　aL，1989）．　The　growth　of　the　shoots　decreases　rapidly　due　to　Ietranslocation　of　P

from　shoots　to　roots（Smith　et　aL，1990）and　leads　to　the　decrease　of　the　shoot・root　ratio

ofthe　dry　weight（Fredeen　et　aL，1989）．

　Phosphorus　stressed　condition　of　the　plant　shoot　is　accompanied　with　the　reduction　of

the　number　of　leaves（Lynch　et　al．，1991），　the　reduction　of　leaf　surface　area　and　leaf

expansion（Fredeen　et　alり1989），　and　may　cause　a　low　P　content　in　the　epidemal　cells

of　the　leaves（Treeby　et　aLコ987）．　Howeveらthe　co耐ent　of　chlorophyll（Fredeen　et　aL，

1989）and　that　of　protein（Rao　and　Terry，1989）per岨it　area　of　the　leaf　are　not　much

affected，　whi垂e　the　photosynthetic　e鉦iciency　per　unit　of　chlorophyll　was　lower　in　leaΨes

of　P－starved　plants（Lauer　et　aL，1989）・In　leaves　of　P－deficient　plants，　Pi　is　vir加a甚ly

localized　in　cytoplasm　and　chloroplasts　considered　metabolic　pools（Foyer　and　Spenc早

1986）．The　c〕toplasmic　concentrations　of　Pi　in　P・deficient　leaves　may　drop　f卜om　5　mM

to　less　than　O．2　mM，　simultaneously　the　levels　of　ArP　drop　to　20－30％of　the　original

level（Theodorou　and　Plaxton，1993）．　The　Pi　concentration　in　Ieaves　of　P－deficient

plants（without　vacuolar　buffer）may　drop‡050％fbllowing　the　dark－light　transition

（Sicher　and　Kremer，1988）

L3・2・Phosphorus　deficiency　and　plant　roots

It　is　well　kUown　that　plant　rootS　act　as　the　dominant　sink　for　photosynthate　under　P

deficiency　（Fredeen　et　aL，　1989）．　The　increase　in　the　partition　of　carbohydrate，

particularly　sucrose，　in　plant　towards　the　roots　was　reported　in　P・deficient　plants

（Khamis　et　al．，1990；Fredeen　et　aL，1989）．　The　growth　of　the　roots　is　progressed　by
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retaining　most　of　the　pSant　P　and　by　the　importation　of　P　from　sho◎t（Smitb　et　aL，1990）．

Phosphoms　deficiency　stress　triggers　progressive　loss　of　meristematic　cells　in　the

primary　roots　and　thereby　causes　determinate　gnowth（S加chez・Calder6n　et　al．，2005）．

The　elongation　rate　of　indiΨidual　r◎ot　cells　and　of　the　roots　might　be　enhanced　by　P

deficiency（A血uradha　and　Narayanan，1991）．　The　tOtaE　respiration　in　mots　was　not

much　affected　by　the　P　deficiency　a㏄ording　to　Rych1泌｝r　and　Mikulska（1990）．　The

cytoplasmic　Pi　concentration　is　maintained　cons㎞t　in　the　range　of　6　mM　fbr　maize

roots　and　4．2　mM　fbr　pea　m（虻s　under　P・de丘cient　condition，　unless　the　vacuelar　pOel　is

depleted（Lee　et　a1．，1990）．　Some　crops　multiply　roots　and　root　hairs，孤d　r戚ease

organic　acids　to　uptake　spa面1gly　soluble　Pi　of　the　mediun（Mengel　and　Kirkby，2001）．

The　acidification　of　the　rhiZosphere　of　some　crops　by　the　release　of　protons　or　organic

acids　was　reported．　For　ins㎞㏄，　in　tomato　plant　the　net　H÷e田ux　increased　as　a

consequence　of　decreased　nitrate　uptake　caused　by　P　deficiency（Heuwinkel　et　aL，

1992）．Other　plants，　such　as　rape　（Ho丘1and　et　aL，　1989）　and　leguminous　species

（Ohwaki　and　Hirata，1992），　released　orga皿ic　acids，　particularly　c口亘c　acid（Mengel　and

Kirkby，2001），　The　decrease　of　the　hydraulic　conductivity　of　the　roots　may　also　occur

under　P－deficient　condition（Radin，1990）．

1唱4．Iron　i■Pl　1■t　Physiology

Iron　is　an　essential、m翻micronutrient　involving　in　key　．metabOlic　functions　of　the

plants．　It　is　the　beSt　known　trace　elementS　wi曲爬gards　to　its　’biological　ftuictions．　Of　aU

the　micronutrients，　Fe　ls　requ廿ed　by　plants　in　the　l町gest　amounts．　Plant　takes　up　Fe

either　as　the烏㎡c（Fe3’）　or也e　fe加us（F♂＋）i蹴The　u幽k翻f　the　l蜘r｛壌tion　is　mo民

c。mmon　among　crop　’species　due　to　itS　9r醜sol辿bility・踵e　im岬碩㏄of　Fe　is

related　to　tWo　impOrtant　functions　i血plantS・It　is’apart　of　the　catalytic　group　fbr　many
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redox　enzymes　and　it　is　required　fbr　the　synthesis　of　chlorophylL　The　concentration　of

100　pa「t・p・・m川i・n（PPm）w・s　sug9・・t・d・・ad・q・at・tissu・1evel・f　F・f・・g・・wi・g

c「°ps（Ep・t・i・・1972）㎝d　the　c・iti・・1　d・fi・i…yl・v・1廿・m　30－50・P9・9－1　dい・ight

（DW）（R6mheld　and　Marschner，1991）．　However，　lt　was　also　reported　that　Fe

・・nce・t・ati・n　b・1・w　65　P9　9’i　DW　w・・i・・d・q・at・f・・chl…phyl1・y・th，、i、　a。d

subsequent　plant　growth（Tang　et　aL，1990）．　Iron　is　a　consti加ent　of　the　cytochromes

and　the　nonheme　iron　proteins　which　are　involved　in　photosynthesis，　N2　fixation，　and

respiration　in　plants（］［aiz　and　Zeigeら2002）．　It　is　also　present　in　several　heme

　　　　　　　　　　

contammg　en2ymes，　such　as　the　peroxidase　which　catalyzes　the　oxidation　of　various

organic　substances　by　peroxides，　the　catalase　which　catalyzes　the　decomposition　of

hydrogen　peroxide，　and　the　cytochrome　oxidase　which　catalyzes　the　reduction　of

molecular　oxygen　to　water　by　electrons　ceming丘om　nutrient　molecules．

The　Fe－S　enzymes　are　another　important　class　ofFe　containing　enZyrnes　without　heme，

which　also　fUnction　in　electron－transferring　reactions　not　only　in　planちbut　also　in

animal　and　bacterial　cells．　An　example　of　this　group　is　the　ferredoxin　of　chloroplasts

which　fUnctions　to　carry　electrons　f『om　Iight－excited　chlorophyll　to　various　electron

acceptors．　Other　Fe－S　enzymes血nction　in　electron　transfer　reactions　of　mitochondria．

During　the　course　of　electron　transfer　Fe　is　reversibly　reduced丘om　the　Fe3＋to　the　Fe2＋

state．　Ferredoxin　is　i．nvolved　in　the　oxidation－reduction　reactions，　such　as　the　reduotion

of　nitrate（NO3り，　suifate（SO4’），　and　the　fixation　ofN　in　plants．

1・4・1．lron　deficiency　and　plant　growth

The　earth’s　crust　compdses　5％Fe　either　a　total　concentration　of　50　g　kg－1．The　total

Fe　concentration　in　soils　varies丘om　less　than　1％to　more　than　20％with　a　median

concentration　of　approximately　3．2％（Murad　and　Fisher，1988）．　Despite　of　the　large
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amounts　of　Fe　in　soils，　Fe　availability　fbr　growing　plants　in　aerated　systems　within　the

biological　pH　range　remains　very　low，　because　Fe　forms　insotuble　oxides　and

oxyhydroxides　resulting　in　concentrations　ofFe3＋and　Fe2＋as　low　as　lO’ll　M（available

f・rms　f・・plant　uptake）i・the　s・il　s・luti・n，　which　is佃』1・w　that民q・ired・f…ptimal

growth　of　plants（L拍dsay，1974）．　The　deficiency　of　Fe　in　plant　nutrition　is　worldwide　in

soils　ofthe　arid　regions，　in　alkaline　and　calcareous　soils　and　can　also　occur　even　in　acid

soils（Welch　et　aL，1991）．　The　total　alkaline　and　calcareous　area　was　worldwide

estimated　fbr　one－third　of　the　planet　earth’s　land（Brown，1961；Vbse，1982）．　As　a

consequence，　Fe　deficiency　c鋤ses　potential　economic　loss　in　many　crops（Wallace　and

Luntコ960）and　lirnits　crop　selection　fbr　many　years（Clark，1982），　The　early　visual

symptom　of　Fe　defici㊥ncy　in　plallt　is　the　interveinal　chlorosis　of　the　young　leaves

because　of　the　low　mobility　of　Fe　in　plant　resulting　in　the　non　importation　of　Fe　f｝om

the　older　leaves．　The　chlorosis　may　progress　to　the　veins，　and　if　the　deficiency　is　severe

enough，　the　Ieaves　may　actually　tum　pale　yeUow　and　finally　white．　Iron　deficiencies

invariably　lead　to　a　simultaneously　loss　of　chlorophyll　and　degeneration　of　chloroplast

structure．

Iron　chlorosis　is　defined　as　the　yellowish　coloration　of　the　leaves　that　can　be　overcome

by　effective　Fe　application（Brown，1961）．　It　was　also　defined　as　the　yellowing　of　the

young　leaves　caused　by　the　inhibition　of　chlorophyll　synthesis　in　chloroplast，　in

consequence　of　low　Fe　nutritional　statUs　of　the　plant（Marsc㎞er，1995）」t　is㎞own　that

Fe　chlorosis　in　plant　is　not　due　to　Fe　scarcity　in　the　environmenちbut　to　the　factors　that

inhibit　Fe　absorption　and　translocation　or　impair　its　utilization　in　metabolic　processes

（Brown，1961；Welch　et　a1，，1991）．　However，　there　is　no　report　on　the　mechanism　fbr　Fe

absorption　and　translocation　in　plants　under　P－deficient　condition・
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1．4．2．Specific　Mech緬sms　Ibr加且acquis“io且in　plants

In　a　w・ll　ae・at・d飼d　with舵ut・al…al・a祀・us　s・il・d・fi・i・・t　i・F・，．m。。y．diffe，ent

Plant・peci・・a・e・9r・w・・lt・i・・lw・y・vi・ib1・th・t・・m・・画・・d・Ψ・1・P・F・　、hl。，。、i、

whil・・th・・s　d…t・Pl飢t・peci・・with　Fe　ch1・…i・i・th・・e・・il・m・y　have　a　limit。d

capacity　to　exhibit　the　mechanisms　to　solubilize　Fe　at　the　rhizosphere，　The　mechanisms

・品ee伍・i・ncy・f・gi・・n　mechani・m　f・・F…1・bilizati・・i噛・・hi…ph・・e　m・y　b，

diffe・eぬm・ng　Pl・nt・peci…Th・imp・曲1ce・fF・i・・pl・n迦t・iti・n　i・highlight・d　by

the　numerous　mechanisms　that　plants　have　developed　fbr　Fe　up旬（e　under　Fe　s旅｝ss

c°nditi°n・・Marsch…a・d　R6mhdd（1986）dMd・d　th・pl・・t・pecies　i・t。　tw・9r・・p・

d・pendi・g・n　th・i・F…1・bili・i・9・mechani・m・t・m・d　St・at・gy・1・pl・・t・peci・・（di、。t、

and　n・・9r・minace…m・・…t・）鋤d　St・at・gy・II・plant・s畑es（th・9rarni・ea・f・mily）．

The　St「・t・gy　1　pla・t・・ptak・Fe　fr・m・・ils　p…in　availabl・Fe　by・perating　the

fbllOwing　mechanisms：

　　　1）Th・・ed・・ti…fFe3＋t・Fe2＋at　th・…t・u血ce（Ambl・・et・L，1971；Ch、。ey，t

　　　　　　aL，1972）

2）

3）

4）

5）

The　release　of　H←丘om　roots（Landsberg，1981；R6mheld　and　Marschner，　1981）

The　release　of　redロcing　compounds　f｝om　roots（Brown，1978；Brown　et　al．，

1971）

The　increase　of　root　conte恨s　oforganic　acids　par’ticularly　citric　acid（Brown　and

Chaney，1971；Landsberg，1986）

The　induction　of　transfer　ce｝ls，　the　increased　formatien　of　root　hairs　iB　the

epidermal　and　hypodermal　cell　Iayers　of　the　roots　（Kramer　et　aL，　1980；

Landsberg，1982）
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All・fth・・e　mech・ni・m・liSt・d・b・ve　a・e　n・t・舳it・d　i・Sぬt・gy・1・pl・・t・．　A　give。

species　of　this　group　may　lack　cer田in　responses　such　as　the　release　of　H＋or　the

forrnation　of　transfer　ce　l　ls　or　exhibit　response　that　differs　ftom　some　of　those　l　isted．　The

mechanism　which　appears　to　be　eXhibited　on　a　constant　basis　in　all　the　Strategy　l　plants

is　the　reduction　of　Fe3＋to　Fe2＋at　the　root　surface．

The　Strategy　II　plants，　which　are　monocotyledonous　plants　of　the　family　of　gramineae

（barley，　maize，　oats，　rice　wheat　and　other　grasses），　uptake　Fe　from　soils　poor　in

avanab』Fe　by　operating　the　fbllowing　mechanisms：

　　　1）The　synthesis　of　phytosiderophores（PS）at　the　apical　zones　of　the　roots

　　　　　　（R6mheld　and　Marschner，1986）

2）

3）

4）

　Once　inside　th

the　fate　of　the　PS　is　unknown．

　　These　mechanisms　ofthe　Strategy　II　plants　in　regards　with　PS　are　operating　mostly　in

specific　area　of　the　roots，　the　apical　root　zones　and　the　root　apex．　Any　factor　that

inhibits　root　groWth　or　any　mechanical　barrier　in　the　seil－root　interface　may　impair　the

efficiency　or　the　operation　of　these　mechanisms　and　reduce　Fe　aoquisition　and

consequently　induce　Fe　chlorosis　in　plants．　Therefore，　an　environmental　soil　condition

f（｝r　root　growth　must　be　beneficial　for　plants　in　practical　agriculture　with　regards　to　PS

activity　and　Fe　nutrition　in　the　plants　ofthis　Strategy・

The　realease　ofPS丘om　the　root　apex（Marschner　et　al．，1987）

The　solubilization　of　sparingly　soluble　inorganic　Fe3＋by　chelation　with　PS

σ㌔kagi　et　aL，1984；R6mheld　and　Marschner，1986）

The　uptake　of　the　complex　PS－Fe3＋by　roots（Takagi　et　aL，1984；Marschner　et

aL，1987）

　　　　　　　erooL　Fe3＋is　presumably　reduced　to　Fe2＋fbr　use　by　the　plant　cell　but
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S・me　amph・t・・i・Fe3’－ch・1・ti・g・・mp・und・w・・e　di・c・v・・ed　by　T泳、gi（1976）i。　the

root　washings　of　oat　and　rice　grown　hydroponically．　However，　the　actMty　of　PS　does

not　appear　to　be　a　specific　mechanism　operating　in　plants　only　under　Fe－deficient

condition　but　also　under　the　deficiencies　of　other　metal　micronutrientS，　such　as　Cu

deficiency（Gries　et　al．，1998）or　Zn　deficiency（Zhang　et　al．，1991a）．丁爬eby　et　al．

（1989）reported　that　the　PS　released　from　roots　of　Fe・deficient　bartey　was　effective　in

mobilizing　Mn，　Zn，　and　Cu　f「om　calcareous　soils　with　a　mobilization　eMciency　range

being　Mn＞Zn＞Cu．　However，　the　mobilization　of　Mn　f「om　calcareous　soils　by　PS　was

also　reported　to　be　little　or　absent（Takagi　et　aL，1988；Zhang，1993）

1．5．Zinc　in　Plant　Physiology　and　Growth

The　solubility　of　inorganic　Zn，　similarly　to　inorganic　Fe　decreases　with　increasing　pH．

Within　the　pH　range　5．5－7．0，　the　equi1ibrium　concentration　of　Zn　may　decrease　30　to

45times　fbr　each　unit　of　increase　in　soil　pH（Moraghan　and　Mascagni　Jr，1991），　Plant

absorbs　Zn　as　the　divalent　cation　Zn2＋，　which　does　not　undergo　valence　changes，　but

fbrms　more　stable　complexes　of　Eow　rnolecular　weights　in　plant　cells．　The　greater　part

of　Zn　in　leaves　is　associated　with　complexes　with　low　molecular　we三ghちstorage

metailoproteins，丘ee　ions，　and　insoluble　forms　associated　with　the　celi　wall（Brown　et

aL，1993）．　Concentrations　of　Z臓of　20　ppm（Epstein，1972）or　O．3　mmol　kgl　DW

（Hopkins，1995）were　reported　as　adequate　in　tissue　levels　in　plants．　The　critical

deficient　level　and　the　cr旋ical　toxicity　level　in　sorghum　for　Zn　were　10　and　64μg　g－1

DW，　respectively（Ohki，1984）．　Zinc　can　be　inactivated　in　the　ce盟either　by　ligand

formation（Leece，1978）or　by　complexation　with　P（Olsen，1972）．　Depending　on　piant

species，58％to　g　l％of　Zn　may　be　soluble　in　plant　tissues（Welch　et　al．，1976）．　Most　of

the　soluble　Zn　in　the　plant　cell　is　associated　with　anionic　complexes　with　low　molecular

15



w・ight・with・・m・ll・Pe・ceぬ9・・f廿・・i・n・．　Thi・w・ter－・・1・bl，　Z。血、t｛。。　c。n，id，，ed

as　physiologically　active　fセaction　is　regarded　as　a　be仕er　indicator　of　Zn　status　than　the

tota　1　Zn　content　of　the　plant（Cakmak　and　Marschner，　1987）

Zinc　i・p・e・ent　i・・ev・・al・n卿es　s・・h　as　d・hyd・・9・na・e，　P・・魎記，抽d剛id邸，．

Zi・・pl・y・a・・1・i・p・・t・i・・y・th・・i・，　i・血・form・ti・n・f・・m・9r・杣h。，m。n，、，、。d　i。

th・・ep・・d・ctive　p・・cess・fce血i・pl・n・by　p・。m・ti・g・㏄d　m・加・ati・・加d　p，。d。、ti。。

（B・ady　and欄・2002）」t　i・activat…f・1・・g・・numb…f・皿声・・i・c1・di。g。1、。h。1

dehydrogenase　catalyser　of　the　reduction　of　acetaldehyde　into　ethano1，　carbonic

anhydrase　catalyser　of　the　hydration　of　carbon　dioxide　to　bicarbon創e．　Zinc　is　a

・・n・tltuent・f　th・C・－c・nt・i・i・g・・pe・・xid・di・m・t・・e鋤d　gi・t・m・t・dehyd・・9・n蹴

enzymes（Evans　and　Sorger，1966）、　Marschner（1986）repoπed　supporting　eviden㏄that

Zn　is　required　for　the　synthesis　of　tryptophan　which　is　the　hormone　precursor　of　auxin

（Marschneち1995）．

Zinc－defic　iency　symptoms　are　characterized　by　shortened　internodes　of　the　stems　and

smaller　leaves．　Loneragan　et　al．（1979）observed　that　plant　tops　with　Zn　concentrations

l・w・・血an　16・Pt9・9’1　h・d　nec・・ti・・声pt・ms　in・dditi・・t・b・・nzi・g・nd　ch1・r・，i，。f

old　leaves　and　smaller　young　leaves．　There　is　general　agreement　that　disorders

associated　with　Zn　deficiency　reflect　disturbances　in　the　metabolism　of　the　auxin，

indole－3　acetie　acid．

L6・Renation　of　Phosp血orus　w“h　Iro丑and　Zinc　in・Plant

Chlorosis　due　to　Fe－defic　iency　limits　plant　growth　worldwide　especially　in　calcare皿s

soils　with　high　pH（Neilands，1994）where　P　（Brady　and　Weil，2002）芒md　probably　Zn

are　also　deficient．　The・deficiency　of　available　P　in　soils　is　due　to　韮ts　fixation　into

insoiuble　compounds　by　Fe，　Al，　Mn　in　acidic　conditions　or　by　Ca　in　calcareous　or
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・lk・1ine　c・nditi・n・（Meng・l　and　Ki晦2001）．　P・t・・ti・11y，　th，、。il　envi，。。menta！

c°nditi°ns　that　limit　th・avai1・bility・f只・・ch・・ahigh　pH，輌e　al・・血・avail、bility

°fm°・t・f　th・mi…n・仕ien巳・Th・輌ltan・…d・日・i・n・i…fPand　mi・，。。。t，畑，

・uch・・F・・Z・・M・…C・・w・・民P・宜・d廿・m　hi帥pH・・il・・fl・di・（S・i・i・asa，a。，t，1．，

2006）．

The「ati・F・用i・pl・・t　tissu・・w・・記P・rt・d・・・…f・th・血・t・・s剛・ti。g　th，

expression　of　Fe　chlerosis，　and　the　higher　the　ratio　was，　the　lower　the　chlorosis　in　leaves

was　exp「essed（D・K・・k珈d　Al蹴・de蔦1955；P・sh・ik・t・1．，1984；L・d・uceur　et、1吟

2006）．An　equilibrium　balance　between　P　and　Fe　concentrations　appeared　to　be　a

regulating　factor　fbr　chlorophyll　syn曲esis　in　leaves　of　macadamia　grown　in　alkaline

・・i1・・Th・leav・・w撤P・・nt・nt・f・b・ut　O・2％飢d　Fe　c・ncent・ati・n　less　than　30　mg

kg’l　sh・w・d　Fe　chl・…i・，　whil・th・・e　wi也P、。ntent。f、b。utω％。，d　F，

・・n㏄・t・ati・n　20　mg　kg”w・・e　n・rm・1（N・rth・and・W・ll・・e，1959）．

　01sel1（1972）observed　that　inc爬ased　levels　of　P　fertilizers　or　salts　indu㏄d　or

accentuated　symptoms　similar　to　those　of　Zn　deficiency　in　plantS　grown　in　soil　or

culture　media　deficient　in　available　Zn．　His　finding　led　to　the　discovery　of　the　plant

disorder　known　as　‘’P－induced　Zn－deficiency”．　The　responses　of　p1｛mt　to　Zn　nutritional

status　are　affected　by　P　in　a　n㎜erous　and　complex　phenomena　whioh　may　operate

separateEy　or　simultaneously　depending　on　plant　species　and　environmenta1　conditions．

Loneragan　et　a1．（1979）identified　three　distinct　mechanisms　in　related　with　P　in　plants

grown　on　soils　with　lovv　Zn　availability：1）dilution　of　Zn　in　plant　tissues　by　enhanced

plant　groWth　by　Pi　fertiliZer　application（Boawn　et　al．，1954）；2）inhibition　of　plant　Zn

abso】rption　by　the　cations　added　with　Pi　fertilizers　in　the　soil（Chaudhry　and　Loneragan，

1972）；3）phosphoms　enhancement　of　Zn　adsorption　by　oxides　and　hydroxides　of　Fe
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・nd　Al　i・th…il（Stant・・and・B・・g・・パ967；St・nt・n加d　B・・9・r，・197e；B。11and。t、L，

1977）・e・・lti・g　i・dec・ea・ed・b・・叩ti…fZ・by　pl抽t…t・（S㎞t・n　and　B・・g・・パ967）．

Other　researchers　observed　enhanced　Zn－deficiency　symptoms　by　P　treatment　with　no

　　　　　　　　　ロ

varlatlon　on　Zn　concentration　in　plant　tops．　These　symptoms　correlated　with　the　ratio　of

IヲZn　concentrations　but　not　with　Zn　concentration　itself（M川ikan，1963；Boawn　and

Leggett，1964；Watanabe　et　alJ965；Boawn　and　Brown，1968；Millikan　et　al．，1968）．

Similar　pattem　was　reported　where　avai　lable　Zn　was　decreased　by　high　P　content　while

shoot　Zn　concentration　remained　unchanged　in　shoot（Cakmak　and　Marschner，1986；

Ca㎞ak　and　Marschner，1987）．　Those　repo就s　suggested　that　increasing　P

concentrations　in　plant　tissues　induced　a　higher　physiological　requirement　fbr　Zn．　On

the　other　side，　Zn－deficiency　also　enhanced　P　toxicity　at　the　middle　and　high　levels　of　P

application　apparently　by　limiting　plant　growth　and　concentrating　P　in　plant　tissues

（Loneragan　et　aL，1979）．　The　Zn－P　interaction　may　not　always　occur　in　plantS（Pasricha

et　al．，1987）

The　reports　about　Zn－P　antagonistic　interactions　were　mostly　derived廿om　work

conducted　with　plants　grown　either　under　P　toxicity　and／or　under　Zn－deficient

conditions．　The　reports　are　numerous　and　somet㎞es　controversial．　The　Zn・P

relationship　in　soils　and　in　plants　needs　fUrther　investigation．　The　relation　of　P　with　Zn

in　plant　in　related　with　varied　Fe　sta加s　also　needs　to　be　investigated．

1・7・Phytosiderophores　System　in　lrolt　Stress　Plants

The　plants　of　the　family　of　Gramineae　include　not　only廿1e　stapSe　fbod　fbr　human

being　but　also目iat　for　animals　which　are　the　proΨiders　of　meat　and　milk　fbr　the　world

pop叫ation．　The　decreased　crop　yields，　as　consequence　of　lack　of　avai　lable　Fe　in　most

agricultUral　soils，　has　been　a　puzzling　problem｛br　more　than　several　decades（Brown，
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1961）・The　increased　demand　fbr　cereals　due　to　continuous　increase　in　inhabitants　of

devel°pi・g…nt・i・・a・d　i…ea・ed　d・m醐d緬…t・・k　p・・d・・t・1田d　t。　th・emph、，i、

°n「esea「ches　t・w・・d・血・w・y・t・i…e・・ed　yi・ld…ed・㏄d　yidd…pl。ss　i，

・9hcult・・e・M・・e・ve・…m・h・man・and・anim・l　di・ea・e・have　been　devel・P，d　d、，　t。

lack・f　F・i・th・b・di…The　c・nc・nt・試i・n・・fF・i・卿inace…plants　inc阯di・g　i。

the　9rasse・a・e　imp・血・t　f・・th…n・・m・怜・Al・ng　wi也thi・i・・i帥ちphyt・・id…ph。・e、

were　discovered（Takagi，1976），

　Phytosiderophores（PS）are　non－proteinogenic　and　secondary　amino－acids　with　low

m・1ecu1・・w・ight・・pP・・xim・t・1y　320・Th・PS血・・ti・n　with　th・i・・mi・・一，　hyd・・xyl－，

and　carboxyl－groups　as　a　multidentate　cation　chelators（Sug　iura　et　aL，1981）．　Several

types　of　PS　have　ah陪ady　been　identified（Fig．1．1）．　The　amounts　and　kinds　of　released

PS　vary　among　the　graminaceous　species．　For　instance，2㌧deoxymugineic　acid（DMA）

is　the　first　PS　in　the　PS　biosynthetic　pathway廿om　methionine（Mori　and　Nishizaw隅

1987；Kawai　et　aL　l988b）．　The　other　PS，　including　mugineic　acid　（MA），

3・hydroxymugineic　acid（HMA），3－epi－hydroxymugineic　acid（epi－HMA），　avenic　acid

（AVA），　and　distichonic　acid（DA），　are　synthesized　by　the　subsequent　hydration　of　DMA

（Marschner，1995）．　Barley　and　rye　release　various　kinds　of　PS　including　DMA，　MA，

HMA，　epi・HMA，　and　AVA（丁泳agi，1993）．　By　contrasちDMA　only　was　detected　in　root

washings　ofwheat（Singh　et　al．，2000）．

In　roots　of　barley　the　synthesis　of　PS　is　greatly　enhanced　with　the　onset　of　Fe

deficiency（Kawai　et　aL，1993）．　The　amount　of　synthesized　PS　reached　often　20　mg　PS

day’lg’1　root　DW（丁已kagi，1993）．　The　synthesis　of　PS　is匡mder　the　control　of　some

feedback　mechanism　because　the　resumption　of　Fe　supply　causes　immediate　and　rapid

decrease　of　PS　synthesis（Takagi　et　a　l．，1984）．
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The　am・u・t・fPS・el・as・d　ft・m…t・・fF・・d・fi・i・nt・b・・1・y…eed・very・ft・n　lO　mg

PS　d・y’lgl　r・・t　DW（T・k・gi…L，1984）・・d・was…im・t・d・・10・・100・im，，　highe『

than　those　of　Fe－dencienLcom　or－sorghu叫respectively（Kawai　et　aL，1988a），　The

amount　of　PS　release　is　roughly　consistent　with　plant　ability　to　tolerate　Fe　stress　and

graminaceous　plants　are　generally　classified　in　the　fbllowing　sequence：barley＞wheat

＝rye＞oat＞com＞sorghum＞rice（Marschner　et　aL，1986；Kawa▲et　al．，1988a）、

In　Fe　starved　plants，　the　release　ofPS　follows　a　distinct　diurnal　rhythm　with　maximum

release　rates　usually　34　hours　after　the　onset　of　light（Takagi　et　aL，1984）．　The　release

of　PS　is　inhibited　by　the　presence　of　KCN　and　DCCD　and　is　therefore　highly　dependent

on　metabolic　energy（Takagi，1990）．　The　plant　uptake　of　the　PS－Fe3＋is　also　inhibited　by

the　presence　of　metabolic　inhibitors（Takagi　et　al．，1984）．　It　was　observed　in　barley　that

the　root　uptake　rate　ofthe　PS－Fe3＋complex　is　100・1000　times　faster　than　those　of　the

synthetic　Fe　chelators　or　the　microbial　Fe　siderophores（R6mheld　and　Marschner，1986）．

This　faster　uptake　rate　of　the　complex　can　be　considered　as　a　strategy　to　avoid　microbial

decomposition　of　PS　in　the　rhizosphere．

　The　solubilization　of　Fe　is　one　of　the　steps　fbr　plant　Fe　acquisition　through　PS

chelation　process　of　the　sparingly　soluble　Fe　in　soils，　Nomoto　et　al．（1981）suggested

that　the　chelation　results　in　the　fbrm　of　l：1　complex　fbr　PS　and　Fe3＋and　Ibr　PS　and

Cu2＋，　It　has　been　reported　that　PS　form　stable　chelates　with　metal　micronutrients，　the

stability　constants　of　different　metal　micronutrientS　are　shown　in　Table　L　L

The　ability　of　PS　to　solubilize　metal　micronutrient　in　rhizosphere　was　reported　not

only　for　Fe　but　also　fbr　Zn，　Cu，　and　Mn　ffom　calcareous　soils（Treeby　et　aL，1989；

Singh　et　aL，1992）．　In　the　soil　conditions　with　low　available　micronutrients，　P　as

macronutrient　may　be　also　deficient　and　there　is　not　report　about　the　role　of　P　itse！f　in
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the　activi呼゜fPS・x・・pt・免w・ep・巾・・th…1・・f灯P　Th・・ch・m・ti・p托，en組ti。。。f

the　PS’based　m・d・ls「for　metal　mi…nutri・・t・i・sh・wn　i・Figu・e　L2．

L8．　Rationale　of　Our　Research、W（｝rk

The　i・t・・acti…b・㌔een　nu甘i・・t・i・th・pl・・t　9r・輔h　m・di・m　and　th・，p。、ifi。

b・nefi・i・l　b・1・・ce　t・・ed…ad・・rs・e蹴・fmine・・i　d・fi・i・n・y　t・9r・wi・g…ph・v。

not　been　sufnciently　investigated・though　it　apPears　to　be　one　of　the　potentialε鵬a　of

・e・ear・h輌・㈱a・i・g　P1抽t　td・臓nce　t・・dve・se　c・nditi・n・．　Wi出蹴insi酔t。f　th，、e

above　mentioned　considerations　f「om　the　litera包re　review，　my　research　work　was

・・n・i・t・dwith　hyd・・P・ni・al・x岡m・nts　c・nd・cted・・th…1・ti…hip　wi也P鋤d

micronutrients　such　as　Fe　and　Zn　in　the　nutrition　and曲e　physio10gy　of　barley　plants　ill

Fe－deficient　and　Fe－sufficient　rhizospheres．　The　objectives　were　to　exami鵬：

1）The　effect　of　low　P　en　PS　release丘om　roots，　PS　accumulation　in　plant　roots，　and　on

the　chelation　and　transport　abilities　of　PS　in　Fe－defscient　plants，

2）The　effect　of　low　P　o皿grow出and　mineral　nutrition　ofFe－deficient　plants．

3）The　effect　of　supply　PS　on　Fe　and　Zn　of　plantS　in　lovv　P　condition．

21



　　　　　COOH
ぐNλ己゜；ぱ゜6°l

　　　　　　　　　　OH

　　　　　　　　Mugineic　acid（MA）

　　　　　　COOH

H・一

驍m二声゜1ぱ゜6°S

　　　　　　　　　　　OH

　　3－Hydroxymugineic　acid（HMA）
3－epi－Hydroxymugineic　acid（epi－HMA）

　　　　　　COOH
ぐNニーエ゜；ぽ゜6°＃

　　　　2，－Deoxymugineic　acid但MA）

H・へ1王゜撃堰汲x・X°；ぱ゜6°l

　　　　　　　　　　Avenic　acid　A（AVA）

　　　　　　　COOH
　　　　　　　kN二γ〔°；ぱご

　　　　　　　　　　　　OH

　　　　　　　　　　Distichonic　acid（DA）

Figure　1．1．　C輪mical　s加ct脚es　of　phytosiderophores（PS）
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Figu　re　1．2．　Schematic　presentation　of　the　PS　system　of　Graminaceae（R6mheld，1991）．

Table　LL　Stability　constants　of　phytosiderophores　with　metal　micronutrientS

（Murakam　i　et　aL，1989；Sugiura　et　al，，1981）．

Meta1　micronutrients

Cu2＋

Fe3＋

Zn2＋

Fe2＋

Mn2＋

Phytosiderophores

Epi－HMA

17．9

12．4

le．O

8．0

MA

18．1

18．1

12．7

亘0，1

8．3

DMA

17、8

12．8

10．5

8，3
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　　　　　　　　　　　　　　　Chapter　2・Ge丑eral　Materiab珊d　Methods

2．1．Biological　Material

Ba「ley価蜘m吻螂・・v・・Mi…im・gi）i・th・・Str・t・gy・II（9r・minace。、、）pl。，t、

whi・h　w・・u・ed・・t・・t…pi・也i・・e・ear・h　w・・k．・B・・1・y　i，㎜k，d・as曲，　f。。rth・m。、t

ピ

1mp°「tant　ce「ea1…pwith　w・・ldwid・di・廿ib・ti・n（P・・hlma叫1985）加d　m。d・mt・ly

tolerant　to　low　levels　of　available　iron　in　soil（Mortvedg　1980）．

2．2．Mi皿eral　Composition　ef　the　Nutrient　Sol耐ions

The　plant・eedli・g・w・・e　first　p・・cul加・ed　i・1／5・・trength・and・the　e・p・・im・nta1・plantS

・・ltivated　i・t／2－strength　m・difi・d　H・・gla・d－Am・n・・t・i・nt・・luti・ns（K・w。i　et、1．，

1993）．

Table　2．1．　Composition　of　fUll－strength　modified　Hoagland・Arnon　nutrient　solution．

Salt Nutrient Plus　Fe　medium　Minus　Fe　medium

（＋Fe）　　　　　　　　　　　　　（－Fe）

KNO3

Ca（NO3）2

NH4H2PO4

NaH2PO4

MgSO4

H3BO3

MnSO4

CuSO4

ZnSO4

H2Moρ・

Fe－EDTA

N，K

N，Ca

N，P

P

Mg，　S

B

Mn

Cu

Zn

Mo

Fe

6．OmM

4．OmM

l．OmM

1　　・　　■　　．　　・　　　●　　■　　■　　●　■

2．OmM

3．O　pM

O，5　pM

O，2　pM

O．4　pM

O．05μM

20　pM

6．OmM

4．OmM

・　　．　　・　　・　　●　　●　　■　　●　　　■

LO　mM

2．OmM

3．0　pM

O．5pM

O．2　pM

O．4　pM

O．05　pM

・●φ●●，命●■■●
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Th・pH・f　the　n・旬ent　s・1・ti・n　was　aΦsted　t・5．5　i・＋Fe　c。nditi。n・and　t。6．5　i。－F，

condition　by　the　add▲tien　of　I　M　HCI　or　I　M　NaOH．

2．3・Envimnmen制Condition　of　Plant　Cultivation

Plant・w・・e　g・・w・hyd・・P・ni・ally　i・th・phyt・tr・n（d・y／・ighL　14∫10　h；t・mperat・・e，

17／10℃；light　i・t・n・ity・280　pm・l　m－2　s←1）・・i・th・g・・舳…eat　th，　Fac、1ty。f

Agriculture，　Iwate　University　in　spring　or　summer　season　under　natural　sunlight．

2．4．Plant　Growth

The　seeds　of　barley　were　surface　sterilized　with　2％chlorinated　lime　fbr　30　m　inutes，

then　rinsed　with　tap　water　fbr　l　h　continuously　and　kept　soaked　between　tvvo　moistened

towels　covered　with　plastic　wrapping　paper　at　25℃for　1　day．　The　germinating　seeds

were　care負ユ11y　transferred　to　a　plastie　net　coΨering　a　bucket丘Ued　up　wi也asoiution

containing　2　mM　CaCl2　covered　with　wrapping　aluminium　fbil　and　kept　in　a　phytotron

（day／night，14／10　h；temperature，17／10℃；light　intensit）t，280　pmol　m－2　s’］）．　The

wrapping　fbil　was　removed　a量er　two　days　and　the　seedling　were　maintained　in　the

solution　fbr　7　days．　Then，・the　growth　medium　was　replaced　with　a　1／5・strength

modified　Hoagland－Amon　solution　containing　4．0μM　Fe－EDTA．　The　seedlings　were

grown　in　this　solution　until　their　second　jeaf　reached　a…powvth　level　comesponding　in

　ロ
slze　to　20％of　apProximately　that　of　their　first　lea£At曲is　growth　stage，　the　seedlings

were‡ransplanted　as　bunch　of　plantS（3　plants　were　wrapped　with　sponge　rubber　te

make　one　bunch）and玉60r　55　bunches　were　placed　over　each　of　the　plastic　buckets

（capacity　100r　351iters）filled　up　with　1！2・st鵬ngth　modified　Hoagland－Arnon　solution

containing　10　pM　Fe・EDTA，　whereas　the　roots　were　suspended　through　holes　of　a

plastie　lid　cever　so　that　they　reached］fUlly　the　nutrient　solution．　The　plants　were　allowed

to　grow　in　this　plus－Fe（＋Fe）medium　fbr　48　hours，　then，　their　reo‡s　were　tho】roughly
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and　ca・e血11y　w・・h・d　with　d・i・・ized　w・t・・a曲…ferr・d　t・th・1／2－・t・・ngth・m。difi，d

H・agland－Am・n　s・1・ti・n・（T・k・gi，1993）・・施i・i・g　Ph・・ph・m・（P）level、　a、500

（control），50，5，　and　O5μMP　supplied　as　NaH2PO4（equimolar　amount）in　M　inus－Fe

（－F・）m・di・m・t　pH　6・5・・a・NH・H・PO・（・q・im・1・・am・・nt）i・＋F・m・di・m・t　pH　5．5

with　10　pM　Fe－EDTA・Th・－F・m・di・m・f・T・k・gi（1993）w・・p・ep・・ed　by・em・・▲・g

Fe－EDTA　and　replacing　NH4H2PO4　by　NaH2PO4　in　the　l／2－strength　modifヨed

Hoagland－Arnon　solution　and　adj　usting　the　pH　to　6．5．

In　the　experiments　with　short　terrn　low　P　treatment　in－Fe　condition，　plants　were

grown　in－Fe　and　500　pMP　medium　fbr　7　days　at　pH　6．5　as　pretreatment．　Then，　the

plants　were　transferred　to　minus－P　and－Fe（－P）medium（pH　65）or　continuously

grown　in－Fe　and　500μMP（＋P）medium．　The　starting　day　of　the　short　tem　low　P

treatment　of　the　plants　was　referred　to　as　day　O（O　d），

The　pH　ofthe　n皿trient　solutions　was　daily　monitored　and　a〔邨sted　with　the　addition　of

lM　HCl　and／or　l　M　NaOH　during　the　experiments　with　a　digha1　pH　meter（HANNA

Instruments，　Padob隅Italy．　The　nutrient　solutions　were　continuously　aerated　and

renewed　at　7　day　intervals．　The　solution　level　was　maintained　by　addition　of　deionized

water．

2．5．Determination　of　Phytosiderophores　Release　by　Roots　and　Phytosiderophores

Content　in　Roots

2・5・1・Cellectioロand　treatment　of　root　washing　sol”tions

Roots　of　three　bunches　of　plants丘om　each　replicate　were　soaked　into　500　mL　beakers

瑞ed　with　deionized　water　fbr　4　hours　fヤom　8　a．m．　when　the　PS　re！ease　starts（Takagi，

1976）．to　l　2　a．m．　of　the　sampling　day．　The　root　washing　solutions　were　collected　and

about　10mg　of　the　thymol（Kanto　Chemical　Co．，　Japan）was　added　to　each　beaker　fbr

27



P・ev・nti・g　th・mi…bi・l　d・醐・tl・n・f　PS・丘・…t・mi・g　th・bun・h…fpl鋤t，　t。　th，

9・・紬m・di・m・Th・…twashi・g・・1・ti…w・・e　mt・・ed　and　pass・d　th・・ugh。c。1。m。

of　an　Amberl　ite　IR－120　cation　exchange　resin，　Subsequently，　the　resin　was　washed　with

deionized　water．　The　PS　adsorbed　to　the　resin　particles　were　eluted　with　l　25　mL　l　N

NH・OH・Th・amm・ni・m・・1・ti・n　c・n輌・g　PS　was　c・n由n・ed　und・・vacu・m　and　k・pt

in　a　freezer（－20℃）until　analysis　fbr　the　measurement．

2．5．2．Co11ectio皿and　treatme皿t　of　mots

Three　bunches　of　plants　from　each　replicate　of　the　treatments　were　collected　at　8　a．m．

when　PS　content　in　roots　is　maximum（Kawai，1993）at　the　sampling　day，　then　washed

with　deionized　water．　After　thaちthe　whole　plants　were　lyophilized　using　the　EYELA，

FREEZE　DRYER　FDU－506，　and　separated　iito　shoots　and　roots　bef（）re　the

homogenization　of　the　roots　in　a　mortar　and　pestle　in　80％ethanoL　The　resulting　paste

was　diluted　with　80％ethanol，　filtered　and　concentrated　under　vacuum．　The　condensed

solution　was　diluted　to　100　mL　with　deioniZed　water　and　introduced　in　an　Amberl証e

cation　resin　column　to　collect　the　PS　as　described　above．

2．5．3．Measurement　of　phytosiderephore

The　amount　of　PS　released　from　rootS　or　accumulated　in　roots　was　determined　by　Fe

solubilizing　assay　of　Takagi（1976）which　consists　of　the　fbrmation　of　PS・Fe3＋complex

in　the　solution　containing　PS　through　incubation　with　Fe　hydro・oxide　suspension．　The

amount　of　PS　is　measured　via　the　absorbance　of　Fe　in　the　PS－Fe3“　solution　through

spectrophotometer（UV」mini　1240，　UV」Vis　Spectrophotometer；Shimadzu　Corp．，　Kyoto，

Japan）at　wavelength　508　nm．

2・6・Colleo60n　of　Xyle瞳1　Sap
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Pl・nt・h・・t・w・・e・em・v・d・・i・g・tai・less－steel皿・・bl・d・・at・pP・・xim・t・ly　2、m

ab・ve　th・…ts　at　l　3・00　h・tim・wh・n　PS・el…e・fr・m…t・d・・…t㏄cu・acc・・di・g　t・

Takagi　et　al．（1984）．　After　discardlng　the　first　drop　of　the　fbw，　the　xylem　sap　was

continuously　collected　fbr　3　h　using　a　glass　capmary　equipped　with　a　rubber　tube，　The

collection　unit　was　consisted　of　16　bunches　of　plants　in　duplicate．　Sap　samples　were

frozen　at－20°C　until　anaiysis．

2・7・Xylem　Sap　Anaハysis　fbr　Phytosiderophore　and　Organic　Sol耐es

A皿aliquot　sample　of　the　xylem　sap　was　introduced　into　a　cation　exchange　resin

（Dowex　50W　x　4　resin）column　of　15cm　I．D．　x　2　cm　Iong．　The　effluent　frem　the　cation

exchange　resin　column　was　collected　in　an　anion　exchange　resin（Amberlite　IRA－400

resin）column　of　similar　size．　The　PS　containing　substances　adsorbed　to　the　cationic

resin　and　the　organic　solutes　containing　substances　adsorbed　to　the　anionic　resin　were

eluted　by　1　M　ammonia（NH40H）or　l　M　fbmlate（HCOOH）solutions，　respectively．

The　eluted　solutions　were　condensed　under　vaouum．　The　concentrations　of　PS　and　the

amino－acids　concentrations　in　the　effluent　of　the　cationic　resin（cationic　fraction）were

measured　by　HPLC（lshida　et　aL，1981；Kawai　et　aLう1987）．　The　compounds　in　the

emuent　of　the　anionic　resin（anionic丘action）such　as　citrate，　malate　and　succinate　were

also　measured　by　HPLC．

2．8．Analytical　conditions　of　High　Performance　Liquid　Chromatography（HPLC）

The　organic　acids　were　measured　by　HPLC　（Shimadzu　LC－10　AT，　Liquid

Chromatograph，　Japan）under　the　following　se！ected　conditions：

Column

TempgratUre

Flow　rate

Shimadzu　SCR－120H（600　mm　in　length）

65℃

0．25mL　min’1
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Eluting　solvent

Detector

Wavelength

aqueous　H3PO4（pH　adj　usted　to　l．8）

ultraviolet　spectrophotometer

210nm

The　analysis　of　PS　and　amino－acids　by　HPLC　（Shimadzu　LC・10　AT，　Liquid

Chromatograph，　Japan）was　performed　in　the　following　selected　conditions：

Column

Column　temperature

Buffer

Buffer　flow

Hypo　solution

OPA　solution

Hypo　and　OPA　fiow

D・・晒zati・n・temperatU・e

Wavelength

Shodex　CX　pak　P421S（SHOWA　DENKO　K．K）

38℃

　　　A）0．15Nlithium　citrate　in　7％ethanol　pH　2．65

　　　adjusted　with　HCIO4

　　　B）O．2　M　H3Be3＋0．3　N　lithium　citrate

　　　　　　pH　l　O　adjusted　w旋h　LiOH

　　C）0．2NLiOH

O．41mL　min已1

0．06％NaCIO　in　buffer　solution

O．4go－phthalaldehyde（OPA）dissolved　in　7　mL　ethanol＋

0．5gN－acetyl－cysteine＋2　mL　Brig－35　solution（10％）

0，17mL　min’1

45℃

exci蜘n　348㎜，　emission　450㎜

2・9．Xylem　Sap　N凹trient　Measure皿ent
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The　c°ncentrati・n・f　th・mi…al・・t・i・nt・i・th・xyl・m・ap　w・・d・t・㎜i・・d　th…gh

plXE（Particle－Induced　X－ray　Emission）analysis．　The　samples　were　evapOrated　before

the　measurement　ef　the　concentration　of　the　nutrients．

2．g．LI）etermination　of　the　amount　and　density　of　xylem　sap

The　amount　of　xylem　sap　vvas　determined　by　calculation．　An　aliquot　of40　pL　ofxylem

sap　was　weighed　and　the　density　was　calculated　via　the品mulal

Density＝Weight／Volume

2．10．Measurement　ofChlorophyll　lndex　of　Leaf

Chlorophyll　index　in　new　and　fully　developed　leaf　was　carefully　measured　with　a

non・destructive　portable　chlorophyll　meter（SPAD・502，　Mino1ta　Camera　Co．，　Ltd．，

Japan）．

2．11．1）etermination　of　Dry　Matter　Biemass

Plants　were　harvested　at　70r　140r　21　DAr　depending　on　the　experimen輻washed

care血lly　with　deionized　water　and　oven　dried　at　55℃for　48　hours　or　！yophilized」for　24

hours　continuously，　then　separated　into　shoots　and　roots．　Subsequently，　the　plants　were

weighed　fbr　obtaining　the　dry　matter　weight．　For　the　experiment　related　to　distribution

of　mineral　element　in　old　and　new　leaves，　the　harvested　plants　were　divided　into　roots，

new　leaves（e．g．　the　two　newest　leaves）and　old　leaves（the　remaining　leaves　with　their

sheath　after　taking　up　the　new　leaves）prior　to　oven　drying　or　lyophilization．　The　dry

matter　weight　of　the　plant　samples　was　measured．

2．12．Chemical　Analysis　of　Plant　Material

2．12．1．Prepara血on　of　sa皿ple80f　barley　plant

Plant　samples　fbr　mineral　element　analysis　were　collected，　washed　carefUlly　with

deionized　water　and　oven　dried　at　55℃for　24　hours．　Then　the　plant　samples　were
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sepa「ated　int・・h・・t・a・d…t・・w・igh・d・and　dig・・t・d　in　a　mi・加・e・f・it・ic－P，，chl。，ic

・・id品「mi…al・・th・・than　N・F・・the　analy・i・・f　N，　an・th・・g…p・f・ampl，、　w，，e

c°11ected　in　th・・am・D但w・・h・d　ca・・血11y　with　d・i・nized　w・t・・，・nd　ly・phili・，d品，

24h・urs　c・nti・u…ly・Th・・ampl・・w・・e　al…ep・・at・d　i・t・…t・and・h・・tS，　w・igh，d，

and　dig・・t・d　i・ami・t・・e・f・ul釦・ic　acid－hyd・・gen　p…xid・』・e　b・・1・y　pl・nt，　w，，e

divided　int・…t・，　new　l・av・・（・・9・th・伽・n・w・・t　leav・・）・・d・ld　leav・・（th・・em・i・i・g

leaves　with　th・ir　sheath・ft・・taki・g・p　the　n・w　l・ave・）P・i・・t・・ven　d輌g　th・plant

samples，

2．12．2．Measurement　of　Mi皿eral　Elements

Mineral　elements　of　barley　grown　hydroponically　were　measured　as　fbllows：

Phosphorus　content　in　plants　was　measured　through　vanadomolybdophosphoric　ye‖ow

colour　method　and　absorbance　spectrophotometer（UV】Mini　l　240，　UV－VIS

SPECTROPHOTOMETER，　SHIMADZU）at　wavelength　420　nm，　N　content　in　plants

determination　was　carried　out　through　the　micro　Kj　eldahl　method（Didar・Ul－Alam　et　aL，

1991）．The　measurement　of　the　other　mineral　elements　vvas　performed　using　atomic

absorption　　spectrophotometer　　（HITACHI，　　170・30　　Atomic　　Absorption

Spectrophotometer）．

2・13・Statistical　Analysis

The　experimental　designs　were　all　completely　random屹ed　blocks　with　three，　fbuらor

six　replications　depending　on　the　experiment，　The　data　of　each　experiment　were

analyzed　through　analysis　of　variance．　The　means　were　compared　according　to　either

Duncan　or　Ryan－Einot・Gabrie1－Welsch　Multiple　Range　Test（p＜0．05），　by　the　origin　5

0fthe　computer　in　Iwate　University．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHAPTER　3

P皿OSPHORUS　CONDITION
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3・Mineral　nutrition　and　Growth　of　barley　llnder　Low　Phosphorus　Cenditien

3．1．INTROI）UCTION

The　fixation　of　P　is　characterized　by　formation　of　insoluble　complexes　with　Fe，　Al，　Mn

i・a・idi…il・・nditi・n・and　with　C・i・・al・a・e・u・a・d・品i・…目・・nditi…（Meng・l

and　kirkby，2001）．　In　high　pH　soils　the　P　deficiency　may　potentially　be　accompanied

with　micronutrient　deficie皿cy．　Srinivasarao　et　al．（2006）reported　the　simultaneous

deficiencies　of　P，　Fe，　Zn，　and　Mn　in　soils　of　the　chickpea・growing　regions　of　lndia．　The

effects　of　Pi　treatment　on　groWth　and　P　coneentration　in　plants　were　reported（Asher　and

Loneragan，1967；Russell　and　Martin，1953）．　The　sites（Hagen　et　aE，，1957）and　the

ionic　species　of　Pi　absorbed（Hagen　and　Hopkins，1955）by　barley　roots　were　reported．

The　kinetic　rates　of　Pi　absorption　by　excised　roots　was　aiso　reported　from　short－term

experiments　using　barley　and　other　crops　in　relation　with　the　Pi　concentration　in

medium（Noggle　and　Fried，1960）．　Plant　species　express　large　differences　in　regard　to

the　level　of　P　required　for　optimal　groWth．　Loneragan　and　Asher（1967）showed　that　as

P　concentration　in　a　medium　24　pM　was　optimal　for　the　groWth　of　2　plant　species，　toxic

fbr　30ther　plant　species，　and　low　fbr　the　remaining　other　species　from　8　different　plant

species　investigated．　The　highest　plant　DW　per　unit　of　P　was　produced　at　the　lovvest　Pi

concentration　in　the　medium（0，04　pMP）for　all　of　the　above　8　species．　The　interaction

betWeen　the　uptake　P　and　that　of　other　cations　was　suggested　in　plants（von　Wir6n　et　aL，

1996）．　But　the　effect　of　P　on　the　absorption　of　the　other　minerals　in　plants　is　not　known．

This　experiment　was　conducted　to　examine　the　relationship　of　medium　P　concentration

and　plant　nutrient　concentrations　and　growth　in　barley．
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3．2．MATERIAL　AND　METHODS

The　experiment　was　conducted　in　a　phytotron　where　barley　plants　were　grown　in　the

1／2strength　modified　Hoagland　and　Amon　nutrient　solution　with　4　P　levels（500

（control），50，5，0．5　pM）supplied　as　NH4H2PO4．　The　procedures　for　the　preculture　of

the　seeds　and　the　growth　of　the　seedlings　in　lO－L　buckets　conlaining　1／2－strength

modified　Hoagland　and　Amon　solution　were　described　above　in　chapter　2，　The　plants

were　grown　on　the　nutrient　solution　at　pH　5．5　up　to　14　DAT（days　after　treatment）．　The

pH　of　the　nutrient　solutions　was　daily　monitored　and　adj　usted．　The　nutrient　solutions

were　continuously　aerated　and　weekly　renewed．　The　culture　solution　level　of　the

buckets　was　maintained　by　the　addition　of　deionized　water　when　necessary　along　the

experiment．　Plants　were　harvested　on　14　DAr．　Chlorophyll　index　of　leaves，　plant

groWth，　and　m　ineral　nutrient　contents　in　plant　material　were　measured　by　the　methods

and　procedures　described　in　Chapter　2．

3．3．RESULTS　AND　I）ISCUSSION

3・3・1．Visual　symptoms　of　the　Plants

Shoot　and　roots　of　the　plants　are　shown　in　Photograph　3．1，　respectively．　The　shoots　of

the　low　P　plants（5　and　O，5　pMP）had　senescent　old　leaves　as　severe　deficiency

symptoms　of　P．　The　leaves　were　first　darkish　green，　then　brown，　and　therea丘er

completely　dead．　The　young　leaves　and　the　basal　part　of　stem　ofthe　low　P　plants（5　and

O．5pMP）have　developed　a　purplish　coloration　of　the　edges．　The　purple　color　might　be

due　to　the　fbrmation　of　anthocyanins，　since　the　accumulation　of　anthecyanin　in　shoots

was　reported　as　typical　response　of　plants　to　P　deficiency（Jain　et　aL，2007）．　The　leaves

of　the　plants　grown　in　50μMP　medium　were　intact　similarly　to　those　of　control　plants．

The　low　P　plants（50，5，　and　O，5μMP）had　apparently　larger　root　system　with　longer
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and　slende・r・・t・a・c・mp・・ed　t・…廿・l　plant・（500・pMP）and・h・w・i・Ph・t・9r、ph

3⊥These　vi・・al・ympt・m・・f　th・1・w　P　pl加t…臼眠・…i・t・nt・with・th・1・ng，，　and

more　slender　roots　reported　by　Anghino皿i　and　Barber（1980）alld　the　increase　in　number

and　length　of　root　hairs（F6hse　a皿d　Jungk，1983）in　P－deficient　plants．　It　was　indicated

that　in　bw　P　condition・the　responses　of　plant　roots　are　similar　regardless　of　the　P

deficiency　level．

3．3．2．P1紐t　Growth

Root　DW　was　higher　in　the　low　P（50，5，　and　O5　pMP）p！a耐s　than　ln　control（500

pMP）plants（Figure　3．1）．　The　shoot　DW　was　lower　in　low　P（5　and　O5μMP）plants

血a・in　c・ntr・l　plants・r　in　50　P）vff’　plants・This　is　c・nsistent　with　the　rept）rt・that・sh・・t

growth　decreased　rapidly　due　to　retranslocation　of　P丘om　shoots　to　roots（Smith　et　al，，

1990）and　led　to　the　decrease　of　the　shoot・root】ratio　of　the　dry　weight（Fredeen　et　aL，

1989）ullder　P－de日cient　condition，

It　was　indicated　that　plant　could　maintain　its　growth　level　under　a　medium　with　the　P

concentration　ranging　between　50　and　500μMP．　Phosphorus　deficiency　symptom　was

occurred　in　plantS　grown　at　the　lowest　P　level（5　pMP）．　The　whole　plant　grovvth　came　to

be　higher　in　50μMP　with　the　higher　mot　growtb，　The　Pi　level　in’ 狽??@cytosol　of　plant

cell　is　maintained　at　fairly　constant　collcentration　in　the　range　of　5　to　8　mol／m3（Lauer　et

al．，1989）regardless　of　the　external　P　concentration　o抽e　medium　except　under　severe

Pdeficient　condition（Lee　and　Ratcliff，1993）．　The　higher　root　grow廿10f　the　low　P

plants　is　consistent　with　the　report　that　in　P－deficient　conditio血plant　roots　act　as　the

dominant　sink　fbr　photosynthates（Fredeen　et　aL，1989）．　It　is㎞own　that　P－deficiency

stress　triggers　progressive　loss　ef　meriStematic　cells　in　the　primary　roots　and曲ereby

causes　deteminate　root　grow血（Sanchez－Calder6n　et　a1．，2005）．

36



皿Shoot

ロRoot

　　　1．5

二

§佃

；。．5

言

　　　0．0

A A

500pMP　50μMP 5pMP　O．5　pMP

Figure　3．L　Shoot　and　roots　dry　matter　of　barley　plants　as　affected　by　different　P　levels

at　14　DAr．　Different　letters　at　the　top　of　each　bar　indicate　significant　differences

（P＜0．05）according　to　Ryan－Einot－Gabriel－Welsch　Mutiple　Range　Test．

Photograph　3．1．　Barley　plants　as　affected　by　different　P　levels（14DAr）．
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The　la「ge「…t・y・t・m・f　P－d・fi・i・nt　pl・・t　i・c・n・id・・ed　as・・trat・gy　f。，　th，

exploitation　ofaIarger　soil　or　rhizosphere　area　for　the　acquisition　ofPi．

3・3・3・Chlorophyll　Index（SPAD　value）

The　chl…phyll　i・d・x・f　th・leav・・was・lightly・1・w・・i・・th・・1・w・P・plant・（5　and　O．5

μMP）than　in　control　plants　or　5e　pMP　plants（Fig．32）．　Similar　index　was　obtained　for

control（500　pMP）ptants　and　50　pMP　plants．　Our　result　vvas　consistent　with　Fredeen　et

・L（1989）th・t　the　c・nt・nt・f・hl…phyll・P…nit・1・・f・a・ea・w・・n・t　m鵬h・ffe・t・d　by　P

deficiency．　The　decrease　of　shoot　growth（Fig．3．1）might　be　related　to　lower

ph・t・・y・th・tic　e伍・i…yp・・u・it・f・h1…phyll　i・leaf・f　the　1・w　P（5・・d　O．5・pMP）

plants　as・ep・rted・by・Laue・et　aL（1989）・Th・t・白I　P　c・・缶・t　i・leave・燗y・・巧by　a

factor　of　20　without　affecting　photosynthesis　because　the　Pi　concentration　of　the

cytoplasm　is　regulated　by　a　Pi　homeostasis　in　which　the　vacuolar　Pi　acts　as　buffer

（Mimura　et　al．，1990）．　The　slight　decrease　of　the　index　in　the　low　P　plants　might　be

related　to　higher　anthocyanin　in　s卜oots，　which　was　reported　as　typical　response　ofplants

to　P　deficiency　stress（Jain　et　al．，2007）．　The　amount　of　anthocyanin　was　not　measured

in　this　experimenL　but　the　purple　color　of　the　leaf　edge　and　of　the　basal　part　of　plant

stem　was　observed．
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Fig肛re　3．2．　Chlorophyll　index（SPAD　value）of　leaves　of　barley　plants　as　affected　by

different　P　levels　at　l　4　DAr．　Di丘erent　le前ers　at　the　top　of　each　bar　indicate　significant

dif［erences（P＜0．05）according　to　Ryan－Einot－Gabrie1－Welsch　Mutiple　Range　Test．

3．3．4．Mineral　Element　Content　of　Plant　Materials

The　shoot　accumulation　of　Ca　and　Mg　was　lower　in　the　low　P（50，5，0．5　pMP）plants

than　in　controi（500　pMP）plants　similarly　to　that　of　P（Table　3．1）．　The　accumulation　of

Kin　plant　shoot　was　not　much　af［bcted　by　the　low　P　treatment．　This　low　Ca　and　Mg

contents　in　shoots　of　the　low　P（5　and　O．5　pMP）piants　may　be　one　of　the　responsible

factors　for　their　lovv　groWth　and　slightly　low　chlorophyll　index　of　theimew　leaves．　It　is

well　knovvn　that　Ca　is　involved　in　cell　division　and　Mg　is　a　cons畠uent　of　chlorophy1L　It

is　vvell　known　that　Mg　is　required　by　many　enzymes　invoEved　in　Pi　transfer，　the　low　P

status　of　the　low　P　plants　might　reduce　plant　requirement　for　Mg．　It　was　noticeable　that

the　plants　grown　in　50μMP　medium　could　have　similar　d巧maner　to　that　of　control

plants　in　spite　of　their　lower　accumulation　of　P，　Ca　and　Mg　which　are　73％，23％，　and

25％less　than　that　of　control　plants．　The　aecumulation　ofKand　Mg　in　roots　was　similar

am・ng　th，　pl、。t，　with　1・w　P　tr・a輌t・頗d…t・d　plant・櫛1・3．1）．　Th・
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accumulation　of　P　of　root　decreased　with　decreasing　medium　P　concentration　similarly

to　the　shoots．　The　roots　ofthe　low　P　plants　accumulated　higher　amounts　of　Ca　than　that

of　the　control　plants・This　high　root　Ca　content　in　root　may　contribute　to　the　9roWth　of

the　roots　of　low　P　plants・The　accumulation　of　Mn　and　Zn　in　shoot　was　not　affected　by

the　low　P　concentration　of　the　med拍m．　The　well㎞own　antagonistic　interaction

between　Zn　and　P（Loneragan　et　aL，1979；Olsen，1972）was　not　observed，　which　was

consistent　with　Pasricha　et　aL（1987）who　reported　that　this　interaction　may　not　always

occur　in　plants．　The　shoot　accumulation　of　Fe　and　Cu　was　lower　in　5　and　O．5　pMP

plants　than　in　control　or　in　50μMP　plants．　The　low　accumulations　of　Fe　and　Cu　in　shoot

of　5　and　O5　pMP　plants　may　be　of　the　consequenees　of　P　stress　leading　to　the　low

chlorophylhndex　and　low　groWth，　since　Fe　and　Cu　are　involved　in　chlorophyll

fbrmation　and　in　photosynthetic　activities．

The　accumulation　of　Mn　and　Zn　in　roots　was　higher　in　5　and　O5　pMP　plants　than　in

control　plants．　The　accumulation　ofCu　in　reots　was　higher　in　5e，5，　and　O5μMP　plants

than　in　control　plants．　The　root　accumulation　of　Fe　was　higher　than　that　of　control

plants　only　at　the　lowest　P　level（O．5　pMP）．　The　low　shoot　growth　of　the　5　and　e．5　pMP

plants　may　be　directly　ascribed　to　low　P　statUs　and　indirectly　ascribed　to　the　resulting

decreased　shoot　accumulation　of　C亀　Mg，　Fe，　and　Cu．　The　higher　root　groWth　of　the　O．5

pMP　plants　may　be　directly　ascribed　to　low　P　statUs　leading　consequently　to　high　Ca

and　high　micronutrient　such　as　Fe，　Cu，　Mn，　and　Zn　accumulation．　This　higher　Zn

accumulation　in　roots　of　O．5　pMP　plants　is　consistent　with　the　antagonistic　Zn！P

interaction（］Loneragan　et　al．，1979）．

A、　，ti。w。　i，　Table・3．2．，　the　c・ncentrati・n・f　th・mi嚥1　elem・nt・，・xcept・f・・P，　i・

shoot　was　not　aff巴ted　by　the　low　P　treatments　of　the　plallts．　Phosphorus　concentrations
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・f・h・。t・nd…t・・f　th・plantS・d・c・eas・d　with　dec・・asi・9・th・m，di、m・P。。n、，、mati。n，

The　c°ncent「ati°n・・fC・・Mg，　K・Z…nd・C・・f…t・w・・e・n・t・ig・ifican・1y・ffe・t，d　by

low　P　treatment　of　the　plants　as　compared　to　control　plants．

Table　3・1・Accum・1・ti・n・fmi・・ra1・nutri・nt・i・・h・・t・and…t・・fb・・1・y・plants　9r。w。

with　different　P　levels．

Treatment mg　plant’1 Pg　plant’1

P（pM） P K Ca Mg Fe Cu Mn Zn

500

50

5

0．5

500

50

5

0，5

2，98a　　　l9．9a

O．792b　　17．5b

O．341c　　18．3ab

O．287c　　17．8ab

1．112a

O．378b

O、221c

O．202c

7，18a

9．12a

8．46a

9，15a

2．88a

2．22b

1．46c

l．47c

0．259b

O．328a

O．368a

O．383a

Shoot　accumulation

O．812a　　　　30．2a　　2．69a

O．610b　　　　32．2a　　2．42ba

O．465c　　　22．3b　　2．02b

O．474c　　　24．3b　　2．02b

Root　accumulation

O．678a　　　37．8b　　1．03b

O．725a　　　34．4b　　1．23a

O．580a　　　36．5b　　1．19a

O．619a　　　65．5a　　1．23a

7．09a

6．94a

6．53a

7．19a

2．53c

323cb

4．12b

6．52a

7．85a

7．81a

7．25a

7，89a

2．14b

2．33b

2．86a

3．18a

Note：Means　followed　by　different　letters　in　each　column　are　significantly　different

（p＜0．05）according　to　Ryan・　Einot－　Gabrie！　・Welsch　Multiple　Range　Test

The　Mn　concentration　in　roots　was　higher　in　the　lowest　P　plants（0．5　pMP）than

control　plants．　The　concentration　of　Fe　vvas　lower　in　50　and　5　pMP　plants　and　higher　in

O・5pMP　plants　than　control　plants，

The　ratio　FelP　in　shoot　and　roots　was　increased　according　to　the　decrease　of　P

concentration　ofthe　medium（Fig．3．3）．　This　ratio　increased　in　rootS　also　with　decreasing

Pconcentration　of　the　medium．　It　was　suggested　that　P－deficiency　induced　high　Fe／P
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「ati°i”　sh°°t・and…tS・migh・b・・n・・f・th・　cause・・f・th・decrea、ed．9r。Wth・a，d

・hl…phyll・i・d・x・fO・5・and・S・pMP・pl・ntS・・Th・i・t・・acti・n・b・tWeen・P・and・F，　i。，e1。ti。n

with　the　expressien　of　Fe　chlorosis　in　plants　grown　under　Fe－deficient　conditions　has

・・ceived　m・・h・廿・nti・・（C・mb・・et・L・1977；D・K・・k・・d　A1・・and・ち1955；Meng，1，t

・L・1984b；P・・h・ik・t・1・1984）・H・w・veちthi・i・t・・acti・n・・ed・t・圃・v・・tig。t，d　t。

cla「ify　th・mech・・i・m　by　whi・h　P　d・ficiency・ffe・t　F・nu廿iti・na1・飾・・fpl・・幅，

“ble　32・C・nce・甘・ti・n・fmineml　nu仕』i・・h・・t・・nd…t・・fb・・1・y　pl狛t・9r。w，

with　different　P　levels．

Treatment 　　　　一l

mg　9
　　　　一1

P9　9

P（pM） P K Ca Mg Fe Cu Mn Zn

500

50

5

0，5

500

50

5

0．5

6．76a

1．85b

1．08c

O．92c

8．73a

2．19b

L45b

1，17b

45．3ba

41．4b

57，la

56．9a

56．4a

52．8a

55，5a

53．4a

6．54a

5．26a

4，62a

4．68a

2．04a

L87a

2，42a

2．23a

Shoot　concentration

L84a　　　　68、3a　　　6．lla

l．45a　　　　75．6a　　　5．72a

1．45a　　　　69．9a　　　6．37a

1．52a　　　　77．7a　　　6．34a

　Root　concentration

5．33a　　　297．1b　8．08a

4．17a

3，81a

3．62a

196．8c　　7．05a

239．8c　　7．81a

378．3a　　7．13a

16．la

16．3a

20．8a

23．1a

19．9b

18．3b

26．9ba

38．1a

17．8a

18．6a

23，la

253a

16．8a

13．5a

18．8a

18．5a

Note：Means　followed　by　different　letters　in　each　column　are　signifscantly　different

（p＜0．05）according　to　Ryan－Einot－Gabriel　－Welsch　Multiple　Range　Test．
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Figure　3．3．　Ratio　Fe／Pconcentrations　in　shoots　and　roots　of　barley　plants　grown　in

Fe・su缶cient　nutrient　solutions　with　different　P　levels　14　DAr．　Different　letters　at　the

top　　of　　each　　bar　　indicate　　significant　　diff‘∋rences　　（P＜0．05）　　according　　to

Ryan－Einot－Gabriel－Welsch　Mutiple　Range　Test．

3．4．SUMMARY

The　results　ofthis　experiment　showed　that　a　concentration　of　SO　pMP　in　the　medium

may　be　beneficial　in　increasing　root　growth　allowing　a　larger　root　growth，　The　supply　of

500μMP　to　the　plants　increased　P　concentration　of　shoot　and　roots，　but　did　not　increase

growth　and　chlorophyll　index　as　compared　to　50　pMP　piants．　The　deficiency　of　P

shown　in　5　and　O．5μMP　plants　decreased　groWth，　chlorophyll　index　of　the　plants．　The

concentrations　of　mineral　nutrients，　such　as　K，　C叫　Mg，　Cu，　and　Zn，　in　shoot　and　roots

and　those　of　Fe　and　Mn　in　shoot　were　not　affected　by　low　P　condition（50，5，　and　O5

μMP）．　The　concentrations　of　Mn　and　Fe　in　plant　roots　were　higher　in　lowest　P　level（0．5

pMP）．　The　Fe／P　ratio　of　shoot　and　roots　was　increased　in　plants　according　to　the

decrease　of　P　leve！in　the　medium，　suggesting　that　the　P・deficiency－induced　high　Fe／P

43



抱ti・i・pl鍋t・卿・and　high…t血・㎝cen随ti・n　m・y　be。n，也，』t

consequences　ofthe　detrimental　effectS　of　P　deficiency　in　barley　・plants．

胸



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHAPTER　4

EFFECT　O肌OW　PHOSPHORUS　ANI）　IRON・DEIqCIENT　CO！，ll）MONS　ON
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4・E蹴゜fl・w　ph・・ph晒…d　Fe一輪i・・t・・唖・・…phyt・・id・・。坤。，，

release副mineral皿utrition　in　barley

4．1．田NTRODUCTION

　　Phosphorus（P）and　iron（Fe）are　essential　mineral　elements　fbr　both　animals　and

pl・nt・・Except航h・・tr・i…f1・ct・bac川i，・b・・t・・i・f・und・in　milK・th・t・re・niq・，

organisms　capable　of　living　without　Fe，　neither　plants　nor　animals　can　grow　without　P

鋤dF・（B・ady・and・W・il・2002）・Ph・・ph・m・i・the　ene・gy・curr・n・y・fth・li・i・g・・ll　i，

the　form　of　ArP（adenosine吻hosphate）and　the　seat　of　genetic　inheritance　DNA

（deoxyribonucleic　acid），　and　RNA（ribonucteic　acid）which　control　protein　synthesis　in

both　plants　and　animals（Brady　and　Wei　1，2002）．　Iron　is　involved　in　the　reduction　of　O2，

CO2　and　N2（Neilands，1994）．　Plants　need　Fe　fbr　the　development　of　their

photosynthetic　apParatus．　Iron　had　already　been　identified　as　a　constitUent　of　blood　and

in　the　composition　of　hemoglobin　Fe　in　the　adult　human　is　about　80　mmol（Neilands，

1994）．

　　Iron　chlorosis　occurs　in　plants　growing　in　ev町y　region　ofthe　world（Neilands，1994），

The　problem　of　P－deficiency　in　practical　agricultUre　is　1nainly　due　to　the　fact　that　the　P

comp皿nds　commonly　fbund　in　soils　are　mostly　unavailable　fbr　plant　uptake，　because

they　are　highly　insoluble（Brady　and　Weil，2002）．　The　fixation　of　P　is　characterized　by

the　formation　of　insoluble　complexes　wi曲Fe，　Al　and　Mn　under　acidic　soil　conditions

and　with　Ca　under　alkaline　soil　conditions（Mengel　et　aL，200D．　Therefbre，　combined

Fe－and　P－deficiency　may　potentially　occur　under　both　acidic　and　alkaline　conditions，

especially　in　calcareous　sons　where，　due　to　high　pH　values，　Fe　as　well　as　P　is

unavail’≠b撃?@for　plant　uptake．
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It　h・・be目・ep・rt・d　th・t　pl・nt　ti・・…have　d・v・1・p・d・ev・・al　phy・i・1・gi・al。。d

biochemical　mechanisms　to　withstand　Fe－or　P－deficient　conditions．　For　instance，

Marschner　et　aL（1986）reported　that　plants　are　divided　into　two　groups　in　their

strategies　to　take　up　sparingly　soluble　Fe　under　Fe－deficient　conditiens，　namely　strategy

Iplants（non　graminaceous　monocots　and　dicots）and　strategy　II　plants（gramina㏄皿s

monocots）．　The　latter　group　is　characterized　by　the　synthesis　of　the　mugineic　acid

fとmily　of　Phytosiderophores（PS），　the　release　of　PS　from　roots　and　the　absorption　of　the

PS－Fe（III）complex　by　roots　fbr　Fe　acquisition　ln　the　rhizosphere（Marschner　et　aL，

1986；Takagi，1976）．　Under　P－deficient　conditions，　some　crops　shovved　a　multiplication

of　roots　and　root　hairs　and　a　secretion　and　release　of　organic　acids　in　order　to　take　up

sparingly　soluble　P　in　the　growth　medium（Mengel　et　aL，2001）．　In　Stylosanthes　hamata

grown　under　P－deficient　conditions，　shoot　growth　decreased　rapidly，　whne　the　roots

continued　to　grow　not　only　by　retaining　most　P　but　also　by　translocating　P　f沁m　shoots

to　roots（Smith　et　aL，1990）．　Rhizosphere　acidification　has　been民ported　to　be　a

widespread　response　to　P・deficiency．　Depending　on　the　plant　species，　acidification　was

brought　ab皿t　by　release　of　proton　or　organic　acids．　For　example，　in　P－deficient　tomato

Plants，　increased　net　H＋efflux　occurred　as　a　consequence　of　depressed　nitrate　uptake

（Heuwinkel　et　aL，1992）．　A　nurnber　of　plants　such　as　rape（Hof刊and　et　al．，1989），　and

leguminous　species（Ohwaki　and　Hirata，1992）released　organic　acids，　particularly　citric

acid　under　P－deficient　conditions（Mengel　and　Kirkby，2001）．　The　numerous　reactions

fbr　the　synthesis　and　release　of　PS　and　fbr　the　absorption　of　mineral　elements　by　plants

are　most玉y　ATP－dependent　reactions．　The　effect　of　Fe－deficiency　on　PS　production　of

strategy　II　plants　has　been　well　documented．　However，　the　eff輪t　of　the　combined　Fe一
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and　P－deficiency　in　the　growth　medium，　which　is　likely　to　occur　under　natural

conditions・on　PS　and　growth　ofthese　plants　remained　to　be　investigated．

　　Therefbre・the　obj　ective　of　the　present　experiment　was　to　investigate　the　combined

・ffe・t・f－一一Fe　and　1・w　P・・ncent・ati・n　i・th・m・di・m・・th・9r・螂PS・・ti・ity，　and

mineral　nutrition　of　barley　plants．

4．2．MATERL肌S　AND　METHOI）S

4．2．1Plant　Growth

The　expe・iment　was　c・nd・・t・d　i・ph卿・・with　ba・1・y　plant・．　lt　i・gen・・ally

recogrtized　that　the　cv．　Minorimugi　used　in　this　experiment　releases　mugineic　acid　and

2’－deoxymugineic　acid，　the　compounds　of　PS（Kawai　et　al．，1993）．　The　procedures　fbr

the　culture　under－Fe（without　addition　of　Fe　source）and　low　P　conditions　were

modified　based　on　the　method　of　Kawai　et　aL（1993）．　The　procedures　fbr　the　preculture

of　the　seeds　and　the　growth　of　the　seedUngs　in　l　O－L　buckets　containing　1／2－strength

modified　Hoagland　and　Amon　solution　were　described　above　in　chapter　2．　The

seedlings　were　grown　in　the　precu鮭ure　solution　until　their　second　leaf　reached　a　size

about　20％of　that　of　the　first　lea£At　this　gτowth　stage，　the　seedlings　were　transferred　as

bunches　of　3　plants，　and　l　6　bunches　were　placed　in　each　of　the　plastic　buckets（10　L）

filled　up　with　l！2－strength　modified　Hoagland－Amon　solution　containing　10　ptM

Fe－EDTへ．　The　plants　were　allowed　to　grow　in　this＋Fe　medium　fbr　48　hours．

Subsequentl）～the　roots　were　caref剖y　washed　with　deionized　water　and　transferred　to

the－Fe　1／2－strength　modified　Hoagland－Arnon　solution（Takagi，1993）with　the

following　P　levels，500（controり，50，5，雛d　O．5μMP　supplied　as　NaH2PO4．　In　this

chapter，　these　media　without　addit韮on　of　Fe　source　were　designated　as－Fe　media．　The

plants　were　al｝owed　to　grow　up如21　days　after　Uansfer（DAT）．　The　pH　of　the　nutrient
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solution　was　monitored　daily　and　a（ijusted　to　6．5．　The　nutrient　solution　was

continuously　aerated　and　renewed　at　7－day　intervals．　The　Ievel　of皿trient　solution　in

the　buckets　was　maintained　by　the　addition　of　deionized　water　when　necessary　during

the　experiment．

4．2．2．Measurement　of　Phytosiderop血ore　Released　from　Roots．

Roots　of　the　bunch　in　triplicate　fbr　each　treatment　were　soaked　in　500　mL　beakers

釧ed　up　with　delonized　water　at　the　onset　of　light　and　were　allowed　to　release　PS　fbr　4

hours　at　7，14and　21　DAr．　After　the　collection　of　PS，　the　plants　were　retumed　to　the

growth　medium．　About　l　O　mg　of　thymo1（Kanto　Chemical　Co．，　Japan）was　added　to

each　beaker　with　the　root　washing　solutions　for　preventing　microbial　degradation　of　PS．

The　method　and　procedures　fbr　the　collection　of　PS　f｝om　the　root　washings　are

described　above　in　chapter　2．

4．2．3．Measurement　of　Phytosiderephore　Accumulated　in　Roots．

　Three　bunches　of　plants　were　sampled　in　each　treatment　at也e　onset　of　light　at　the

sampling　day（14　DAr），　since　PS　concentration　in　roots　was　highest　at　that　time（Kawai

et　a1．，1993）．　The　harvested　roots　were　washed　with　deionized　water．　The　roots　were

lyophilized　and　homogenized　in　80％ethanol　using　a　mortar　a皿d　pestle．　The　resulting

paste　was　diluted　with　80％ethano1，　filtered，　and　concentrated　with　a　vacuum

evaporator．　The　details　of　the　met卜od　and　procedures　for　the　determ　ination　of　the

amount　of　PS　accumulated　in　roots　ofthe　plants　are　described　above　in　chapter　2．

4．2．4．Measurement　of　ot血er　pla畦t　p駐「amete「s

The　methods　and　procedures　fbr　the　measurement　of　chlorophyU　index　of　leaves，　plant

grow出，　and　mineral　nutrient　contents　in　plant　material　are　described　in　Chapter　2．

42．5．Statis目cal　Analysis
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　　The　experimental　design　consisted　of　a　completely　randomized　block　with　3

replications．　The　data　of　the　experiment　were　subjected　to　an　analysis　of　variance（SAS

Institute，1988）．　The　means　were　compared　according　to　the　Ryan－Einot－Gabrie1－

Welsch　Multiple　Range　Test（p＜0．05）using　the　computer‘‘Origin　5”in　Iwate

University．

43．RESULTS　AblD　1）ISCIJSSION

4．3』．Vis凹al　Symptoms

　　　Iron－de丘ciency　symptoms　were　observed　visually　in　the　control　plaRtS（500　pMP），

starting　by　interveinal　chlorosis　at　4　DAr　and　developing　to　whitish　young　leaves　at　l　4

DAr（Photograph　4．1）．　Slight　interveinal　chlorosis　of　the　young　leaves　was　also

observed　in　the　plants　with　50　pMP　treatment．　However，　no　Fe－deficiency　symptom

was　observed　in　the　plants　grown　under　the　lower　P　level（5　and　O．5叫MP），　whereas

P－deficiency　symptoms　characteriZed　by　dark　green　leaΨesξmd　bronze・violet

discoloration　of　the　leaf　edges　were　observed丘om　the　beginning　of　the　growth　period，

After　14　DAT，　the　control　plants　began　to　wither　due　to　the　damage　of　Fe・deficiency，

while　50　and　5μMP　plants　were　still　healthy　at　21　DAT．　The　e．5　prvff）　plants　developed

severe　P－deficiency　symptoms．　The　symptoms　of　P・deficiency　in　the　5　and　O5μMP

plants　progressed　to　old　leaf　senescence，　starting　ffom　the　tip　of　the　leaf　blade　and

developing　to　comp1ete　senescence　ofthe　oldest　leaΨes．

The　Fe－deficiency　symptoms　were　considerably　reduced　in　tbe　50　pMP　plants　and

alleviated　in　the　5　and　O．5　pMP　plants（Photograph　4．1）．　This　indicates　thaちin　barley

plants　grown　in　a－LFe　nutrient　solution　with　low　P　level，　Fe・deficiency　symptoms　oou　ld

be　all6viated，　attenuated，　or　masked　by　the　low　P　treatment．　In　other　words，　it　was

considered　that　the　expression　of　Fe－deficiency　symptoms　of　control　plants　might　be
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induced　by　the　high　P　concentration　in　the　growth　medium．　The　roots　of　the　low　P　and

Fe－d・fi・i・nt・pl・nt・（Ph・t・9i・ph　4．1）・h・w・d・imilar、har。、t。ri、ti。，　t。　th。t。f、th，、。1，

low　P（5　and　O．5μMP）plants　as　shown　previously　in　chapter　3（Photograph　3．1）．

Photograpb　4．1．　Barley　plants　as　affected　by　Fe－deficient　nunient　solutions　with

different　levels　of　P（Phytotron　condition）．
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Photograph　4．2．　Barley　plants　as　affected　by　Fe－de丘cient　nutdent　solutions　with

different　levels　of　P（Green　house　condition　in　late　sp血1914DAr）．

4．3．2．1）ry　Matter　Produetion

The　plants　with　the－Fe　and　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）treatments　disp夏ayed　a　higher

dry　matter　yield　in　shoots　and　roots　than　control（500μMP）plants（Fig．4．1）．　Among

the　three　Iow　P　levels，　the　highest　value　of　the（1エy　weight　was　obtained　when　the　P

concentration　of　the　medium　was　50μM．　In　addition，　the　growth　of　the　5　and　O．5　pMP

plants　was　more　vigorous　than　that　of　control（500　pMP）plants，　but　was　less　vigorous

than　that　of　the　50　pMP　plants．　It　was　considered　that　the　inferior　groWth　of　co雄rol

（500　pMI））plants　was　due　to　the　high　P　concentration　of　the　medi㎜，　indicating　that　the

retardation　of　growth　in　the　control（500　μMP）plants　n亘ght　be　due　to也e　high　P

concentration　in　the　9rowth　medium．　These　resUlts　suggested　that　low　P　supPly　to

barley　plants　grown　under　－Fe　conditions　alleviated　Fe－deficiency　symPtoms　and

enhanced　growth　hTespective　ofthe　severity　of　the　P－deficiency　symPtoms’
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Figure　4、　L　Dry　matter　weight　of　shoots　and　roots　of　barley　plants　grown　in　Fe－deficient

nutrient　solutions　vvith　different　levels　of　P　at　14　DAr．　Different　letters　at　the　top　of　each

bar　indicate　significant　differences（p＜0．05），　according　to　Ryan－Einot－GabrieLWelsch

Mutiple　Range　T白st，

4．3．3．Chlorophyll　I丑dex

The　plants　grown　under　the－Fe　and　low　P　conditions　exhibited　a　higher　chlorophyll

concentration　than　control　plants，　although　no　significant　differences　were　detected

among　the　plants　with　the　310w　P　treatments（50，5and　O．5　pMP）（Fig，4．2）．　This　result

indicated　that　under－Fe　and　low　P　conditions，　chlorophyll　synthesis　was　enhanced，　The

chlorophyll　indices　ofthe　young　leaves　were　not　significantly　different　among　the　low　P

plants（50，5and　O5μMP）．　The　results　of　the　chlorophyll　index　were　consistent　with

the　findings　of　Omar　et　aL（1971）who　observed　a　relationship　between　increased

phosphate（Pi）content　and　the　degree　of　the　severity　of　Fe　chlorosis．　They　were　also

consistent　with　the　report　of　Dekock　et　aL（1957）who　observed　that　the　amount　of

etherlzed　acid－soluble（0．l　N　HCI），，active　Fe，，（i．e　chemically　active　Fe　fraction

required　fbr　chlorophyll　synthesis）of　the　leaves　was　markedly　reduced　by　the　increase

in　the　P　content，　since　the　decrease　in　the　P　concentration　of　the－Fe　medium　led　to

53



higher　shoot　Fe　and　ch　lorophyll　contents．　The　close　relationship　between　the　contents　of

Fe　and　P　in　the　apPearance　of　chlorosis　may　be　related　to　the　fact　that　all　the　Pi　in　the

plants　with　low　P　treatment　was　located　in　the　cytoplasm　and　chloroplasm　of　the　leaves

（Foyer　and　Spencer・1986）・and　that　up　to　900／o　of　Fe　accumulation　in　plant　was　1㏄ated

in　the　chloroplast（Price，1968）．
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Figure　4．2．　Chlorophyll　concentration　of　new　leaves　of　barley　plants　grown　in

Fe－deficient　nutrient　solutions　at　l　4　DAT，　as　affected　by　different　Eevels　of　P．　Different

letters　at　the　top　of　each　bar　indicate　significant　differences（P＜0．05），　according　to

Ryan－Einot－Gabriel－Welsch　Mutiple　Range　Test，

4・3・4・　Phytosiderophore　（PS）　Release　from　Roots　and　Phytosiderophore

Accumulation　m　Roo重s

　　The　amount　of　PS　released　and　its　variation　pattem　were　affected　by　the　low　P

treatments（Fig、4．3）．　The　order　of　the　amount　of　released　PS　was　as　fbllows：7DAr：

500（contro1）＞50＞5＞0．5　pMP；14　DAT：500＝50＞5・・O．5　pMP．　This　release　pattern

indicated　that　PS　release　decreased　with　decreasing　P　concentration　in　the　grov曲

medium．　It　was　observed　that　the　amount　of　released　PS　decreased　significantly　under

the　lower　P（5　and　O．5　pMP）conditions．　The　amount　of　released　PS　in　50　pMP　plants

B

A　　　　　　A　　　　　　A
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v・a・　・imiE・・t・th・t・f・・nt・・1・pl・nt・・At・21　DAT，・PS・e1・・se・f　500・and・50・－MP・pl・ntS

decreased　because　of　severity　of　Fe　deficiency　while　PS　release　increased　in　5　pMP　and

O．5　pMP　plants　which　were　still　active，

　　In　the　plants　grown　under　50μMP　condition，　the　amount　of　PS　released　at　I　4　DAT

was　similar　to　that　of　control（500　pMP）plants．　These　findings　are　not　always

consistent　with　the　assumption　that　the　amount　of　PS　released　varies　depending　on　the

severity　of　Fe・deficiency（Mori，1994；Gries　et　al．，1995），　because　the　chlorosis（Fig．

4．2）was　mild　or　not　severe　in　the　50　pMP　plants．　These　results　showed　that　greening　of

leaves　was　not　a　reliable　indicator　for　predicting　the　amount　of　PS　release．　It　has　been

suggested　that　the　mechanisms　of　PS　release　are　genetica1ly　controlled　and　may　be

uncontrollable　in　speeial　cases（Jolley　and　Brown，1994）．　It　is　considered　that　the

activity　fbr　formation　of　PS．in　roots　may　regulate　the　amount　ef　PS　release，　which　may

be　physiologically　determined　by　the　P　and　Fe　statUs　in　shoots　and　roots　in　Gramineae．
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Figu祀4・3．　Phytosiderophore（PS）fe夏ease　ftom　roots　of　barley　pla就s　gr｛｝wn　In

Fe－deficie皿t　nutrient　solutions　with　different　levels　of　E　DIfferent　letters　at嚢1e　top　of

each　drawn　line　indicate　significant　differences　（pく0．05），　a㏄ord註培　　to

Ryan－Einot－Gabriel・We！sch　Mutiple　Range　Test．
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　　The　pattem　of　PS　accumulation　in　roots　at　I4　DAr　was　different　from　that　of　PS

・elease　f「・m…t・（Fig・4・4）・n・am・岨t・f・・c・m・1・t・d　PS　dec・eased　with　d㏄・ea・i・g

plevel　in　the－Fe　medium．　These　results　indicated　that　the　decrease　in　the　P

concentratien　in　the－Fe　medium　decreased　PS　accumulation　in　roots．　It　was　apparent

that　higher　P　conditbns　induced　a　higher　PS　accumulation　in　roots．　However，　it　m｛ght

be　considered　that　low　P　conditions　damaged　the　plasma　membrane　of　the　roots　and

enabled　the　leakage　of　PS　accumulated　in　roots．　This　possibility　should　be　examined　in

the　future．
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Figure　4．4．　Phytosiderophore（PS）accumulation　in　roots　of　barley　plants　grown　in

Fe－deficient　nutrient　solutions　at　14　DAT，　as　affected　by　different　levels　of　P、　Different

letters　at　the　top　of　each　bar　indicate　significant　differences　（P＜O．05），　according　to

Ryan－Einot・Gabriel－Welsch　Mutiple　Range　Test．

4．3．5　Relative　Ratio　of　PS　Release　from　Roots　and　PS　Accumulation　in　Reots．

The　relative　ratio　of　PS　release丘om　roots　and　PS　accumulation　in　roots　at　14　DAr

was　higher　in　the　plants　with　the－Fe　and　low　P　treatments，　compared　to　that　of　the

control　plants（Fig．4．5）．　The　reason　why　a　higher　P　concentration　in　the－－Fe　media

reduced　the　relative　ratio　of　PS　release／PS　accumulation　has　not　been　known．　High　P

concentration　m　ight　affect　the　site　of　PS　release　on　the　root　membrane　and　decrease　PS
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release．　Otherwise，　a　high　P　concentration　might　enhance　the　re－absorption　of　released

PS．

Furtherrnore，　about　50％of　the　amount　of　PS　accumulated　in　the　roots　was　released　in

controt　plants（Fig．4．5）．　In　the　plants　with－Fe　and　low　P　treatments（50，5，　and　O．5

pMP），　the　relative　ratio　of　PS　exceeded　I　OO％，　indicating　that　the　amount　of　released　PS

was　larger　than　that　of　accumulated　PS　under　low　P　conditions，　These　results　were

repeatedly　obtained．　These　new　phenomena　were　observed　only　under　low　P　conditions．

Based　on　these　results，　it　is　considered　that　the　origin　of　released　PS　needs　to　be

elucidated．　It　is　possible　that　potential　PS　which　was　not　extracted　with　80％ethanol

might　occur　in　the　roots　of　the　plants　grown　under－Fe　and　low　P　conditions．

Further　investigations　on　the　ratio　of　PS　release　from　roots　and　PS　accumulation　in

roots　should　be　conducted　to　detemline　the　role　of　P　in　PS　release　and　accumulation　in

the　roots　of　graminaceous　plants．
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Figure　4．5．　Relative　ratio　of　PS　release丘om　roots　and　PS　accumulation　in　roots　of

barley　plants　grown　in　Fe－deficient　nutrient　solutions　at　14　DAT，　as　affected　by

different　levels　of　P　Diffヒrent　letters　at　the　top　of　each　bar　indicate　significant

di脆rences（pく0．05），　according　to　Ryan－Einot・Gabriel－Welsch　Mutiple　Range　Test．
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4．3．6．Mineral　Nutrition　of　Plants

Ac剛・1・ti・n（mg　planf’）・nd・c・nc・nt・ati・n（mg　9”　DW）・fmac，。．nut，ient、　i。，。。tS

and　shoots　are　shown　in］［遍ble　4．1．and　4．2．　The　accumulation　of　N　in　shoots　and　roots

in　the　plants　with　the　50　pMP　treatment　was　higher　compared　to　that　ofthe

Table　4．1．　Accumulation　of　nutrients　in　shoots　and　roots　of　barley　plants　grown　in

Fe－deficient　nutrient　solutions　vvith　different　levels　ofP　at　14　DAT

Treatrnent mg　plant’】 ，P9　plant　“t

P（pM）　N P K Ca Mg Fe Cu Mn Zn

Shoot　accumulation

500

50

5

0．5

7．75b

10，7a

7．Olb

7．01b

0．439a　　13．7c　　O．320a　　O．410a

0．089b　　22．6a　　O．437a　　O．411a

0．028b　　19．2b　　O．294a　　O．407a

0．025b　23．9a　　O296a　O．401a

3．68c 1．18c 7，17a

5．97b　　1．48bc　　7．51a

8．17a　　2．33a 8．27a

8．26a　　1．85ab　　7．28a

5．95b

6．37b

9．62a

9．30a

ROOt　aCCUmUlatiOn

500

50

5

0．5

3．33b

4，54a

O．250a　　9．05c　　O．059c　　O359b

0．082b　　l2．8a　　O．116a　　O．355b

2．90bc　O．040c

2．19c

10．8b　　O．088b　　O．455a

0．014c　　6．47d　　O．064c　　O．324b

6．96a　　毛45b

5．84a　　1．12b

7．61a　4．89a

6．44a　　1．18b

1．85b

2．01b

2．82a

1．36b

3．74a

3．29a

3、9玉a

3．45a

Note：Means　fbllowed　by　different　le就ers　in　each　colu1nn　are　sign讃剛晦differcnt

（p＜0．05）according　to　Rya皿一Einot－Gabriel－Welsch　Multiple　Range　Test．
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Table　4．2．　Concentration　of　nutrients　in　shoots　and　roots　of　barley　plants　grewn　in

Fe－deficient　nutrient　so｝utions　w輌th　di脆rent　levels　of　P　at　14　DAr

Treatment mg　9－1　DW P9　9　’iDW

P（μM）N P K Ca Mg Fe Cu Mn Zn

Shoot　concentration

500

50

5

0．5

47．4a　　2．84a

42．8b　　O．299b

34．8c　O．120c

34．6c　　O，124c

88．9ba

63．1b

83．7b

118．6a

2．09a

I．48ba

l．26b

l．45ba

2．65a　　　　23．9b

L39c　　　　20．3b

1．74cb　　　　34．8a

1．97b　　　　40．6a

7．63ba

4．98b

9，98a

9．10a

46．3a

255a

35．5a

35．8a

38．5a

21．6b

40．9a

45．7a

Root　concentration

500

50

5

0．5

39．3a　　2．73a

33．lb　　O．499b

82．2a

74．8a

27．1c　　O．288c　　76．8a

20．4d　　O．114d　　53，la

0．644ba

O．711a

O．626ba

O513b

3．98a　　　　　75．8a

2．15c　　　　35．8c

3．23ba　　　54，lb

2．59bc　　　51．9cb

15．8b

6．89C

34．8a

9．47c

20．3a

l2．3b

20．la

le，9b

4｛｝．6a

20ユb

27．8b

27．8b

Note：Means　fbl缶wed　by　differe耐Ietters　in　each　column　ape　signifieantly　di鍮：rent

（p＜0．05）according　to　Ryan－Einot・Gabrie卜Welsch　Multiple　Range　TesL
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・・伽lplant・（T・bl・4」）・Th訓gh・…c・m・1・ti・n・fNi・th・pl・nt・with　th・50、pMP

treatment　may　be　due　to　the　higher　Fe　concentration　in　shoots　and　to　the　less　severe　P

deficiency　symptoms・since　Fe　and　P　are　necessary　fbr　N　uptake　and　metaもolism　which

require　ArP　and　ferredoxin．　Obviously，　the　accumulation　and　concentration　of　P　in

shoots　and　roots　decreased　along　with　the　decrease　of　the　P　concentration　in　the

medium．

　　The　accumulation　of　K　in　shoots　and　roots　vvas　higher　in　50　and　5　pMP　plants　than　in

・・ntr・［plants・H・w・v…Kaccum・1・ti・・i・the　sh・・t・a・d…ts・fth・0．5・pMP・pl、。t、

（10west　P　treatment）was　lower　than　that　of　control　plants．　The　accumulation　of　K　in

・h・・t・and…t・w・・也・high・・t　i・th・50・prVff’・plant・・This・high・・K・cc・舳・ti・・m・y

be　one　of　the　factors　responsible　for　the　vigorous　growth　of　these　plants．　The

concentration　of　K　in　shoots　and　roots　was　not　appreciably　affected　by　the　low　P

treatmenちcompared　to　control　plants．　Therefbre，　K　concentration　may　not　be

responsible　for　the　greening　ofthe　leaves　ofthe　plants　with　t　le　low　P　treatment．

　　The　accumulation　and　concentration　of　Ca　in　shoots　were　not　affected　by　the　low　P

treatment．　The　accumulation　of　Ca　in　roots　was　higher　in　the　50　and　5　pMP　pla耐s．　The

low　P　treatment　such　as　50μMP，　enhanced　Ca　uptake　by　the　plants，　and　the　excess　of

Ca　taken　up　may　be　accumulated　in　roots，　which　could　accou耐for　the　more　vigorous

root　growth・since　Ca　is　a　regulator　of　grow翫in　length　and　is　involved　in　cell｛iivision．

The　accumulation　of　Ca　in　shoots　was　not　affected　by　the　low　P　treatrnent，

Th・acc・m・1・ti・n・fMg，・c・mp…nt・f・hl…phyll，・in・h・・i・w・…t。蹴，d　by

the　low　P　treatment（50，5，　and　O．5　pMP）．　The　concentratlon　of　Mg加he　shoo竜s　of　the

plants　with　the　low　P　treatment　was　lower　than曲at　of　the　eoBtrel　p韮ants．　The　inc舐）ase　ef

the　chlorophyll　index　in　the　plants　with　the　low　P（50，5，　aロd　O．5＃MP）treatment（Fig、
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4・2）was　n°t・…mp・・i・d　by・high　Mg…c・耐・ati・・i・th・・h・・t・・f　th・plant，．

Therefbre・Mg　may　not　be　responsible　fbr　the　greening　of曲e　leaves　in　the　pla就s　with

the　Iow　P　treatment，

Th…c・m・1・ti・・（P9　plant’1）・・d　the　c・・…t・ati・・（P9．9－I　DW）。f　mi、ぽ。廿i，。t、

in　shoots　and　roots　are　shown　in　T已bles　4．　I　and　4．2．　The　accumulation　of　Fe　in由e

shoots　ofthe　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）plants　and　the　concentration　ef　Fe　in　th¢sheols

・fthe　l・w　P（5　and　O・5μMP）pl紐ts　w釘e　hi帥er血an血・se・in・c・n抽1（500声P）蜘ts．

All　of　the　Fe　eoncentrations　of　the　shoots　were　within　tbe　range　of　the　critical

d・fici・・cy　lev・1，30－50μ99－1（R6mh・ld・and・Marschne・，1991），・t　whi、h鮎ea。，s

shouId　show　Fe　chlorosis．　It　is　interesting　to　note　that　Fe　chlorosis　d韮d　net　de∨elop　in

也eleaves　of　the　plants　with　the　low　P　treatment（50，5，　a品05　pMP），　iR　sp輌t¢of　the

low　Fe　concentration　in　shoots．　It　is　considered　that　the　appearance　of　leaf　c｝ilor岱ls　is

regulate〔i　not　only　by　the　Fe　concentration　but　also　by　the　P　concent「atlon三轟shoots・

　　　Tbtal　accumulation（shoots＋roots）of　Fe　calculated倉om　the　data　in霞bles　4．　I　and

4．2was　higher　in　the　plants　with　the　low　P廿eatment（50，5，　and　O．5具MP）出an出at　in

control（500μMP）plants・Total　accumulati領of　Fe　should　be瓢品頂…龍o壁童e

treatments，　because　the－Fe　media　in　all出e　treatments　d這not¢◎斑a桓Fc，1｛ow貫聾

total　accumulati加of　Fe　was　not　unifbrm．　The　higher　Fe　accumulati◎n　iR　lavv　P〈5蟄d

O．5　pMP）plants　may　be　derived廿om　marginal　conta部賦ion　wi轍Fe　of髄一翼灘．醸轟

which　were　prepared　with　deioni2ed　water．

It　was¢onsidered　that　the　plantS　9rown　under　low　P　conditi◎ns　w書e　mo障e鐙奪i書量量

the　uptak唇of　sparingly　contaminated　Fe。　It　wa婁infCfreξ董that　I◎w　Iきeミ〕Rd至‡i｛｝嚢s斑i撰

faeilitate　Fe　uptake　by　roots．
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The　plants　with　the　low　P　treatment（50，5，　and　O．5　pMP）showed　a　lower　Fe

・・ncent「ati・n　i・…t・and　high・・Fe　c・n㏄噸ti・n　i・・h・・醐・・the　c・・tr・1（500・pMP）

plants．　The　higher　Fe　concentration　in　the　shoots　of　the　plants　may　be　due　to　the

enhancement　of　intemal　Fe　mobilization　in　the　plant　tissues，1t　appeared　that　the

translocation　of　Fe　from　roots　to　shootS　may　be　enhanced　by　the　low　concentration　ofP

i・・h・・t…lth・・gh　the　accum・1・ti・n・f　F・i・th・…ts・f翫e　l・w（50，5，・・d　O．5μMP）

pplants　was　similar　to　that　in　control（500　pMP）plants．

D・K・・k・nd　Al・x・・d・・（1955）and・Pu・h・ik・t・L（1984）・ep・rt・d　th・t・th・・sev・・ity・f

Fe　chlorosis　may　be　controlled　by　the　Fe／P　ratio．　The　results　of　the　present　study

showed　that　the　Fe／P　ratio　ln　shoots　and　roots　of　the　plallts　increased　with　decreasing　P

concentration　in　the－Fe　medium（Fig．4．6）．　Our　results　were　consistent　with　the

findings　previously　reported．　The　higher　concentration　ofP　in　control　plants　may　lead　to

inactivation　of　Fe　in　the　plant　tissues，　appearance　ofFe’deficiency　symptoms，　and
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　　Figure　4．6．　Ratio　of　Fe　and　P　concentrations　in　shoots　and　roots　of　barley　p菱ants

grown　in　Fe・deficient　nutrient　solutions　with　different　P　levels　at茎4　DAT．　Differe就

letters　at　the　top　of　each　bar　indicate　significant　differences　（P＜0．05），　accordi1lg　to

Ryan－Einot－Gabriel－Welsch　Mutiple　Range　Test．
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higher　activity　for　PS　forrnation・However，　the　mechanism　of　the　inactiΨation　of　Fe　by

high　P　concentration　in　plant　tissues　still　remained　to　be　elucidated．

The　accumulation　of　Cu　in　shoots　was　higher　in　the　plants　grown　under　low　P

conditions（5，0．5　pMP）than　that　in　control（500μMP）p［ants，　while　the　accumulation

of　Cu　in　roots　was　not　significantly　affヒcted．　This　higher　Cu　accumulation　in　shoots　is

consistent　with　the　repoIt　indicating　that　P　deficiency　resulted　in　a　sUghtly　higher　Cu

accumulation　than　that　of　the　plants　grown　under　adequate　P　conditions　in　bush　bean

（WaUace　1984），　The　concentration　of　Cu　was　the　highest　in　the　roots　of　the　plants　with

the　5　pMP　treatment．　This　phenomenon　was　repeatedly　observed　in　subseq鵬nt　studies．

　　The　accumulation　and　the　concentration　of　Mn　in　shoots　were　not　signi伍cantly

affected　by　the　low　P　concentration　in　the　medium．　The　accumulation　of　Mn　in　roots

was　not　significantly　affected，　except　for　the　5　pMP　plants．

The　accumulation　of　Zn　in　shoots　was　higher　in　the　plants　with　the　low　P（5，05　pMP）

trea釦ment，　indicating　the　Zn－P　antagonistic　e丘ect（Marschner　and　Cakrnak　l　986）under

－Fe　conditions．　HoweveらZn　accumulation　in　roots　of　the　plants　with　the　low　P

trea㎞ent　was　similar　to　that　of　control　plants．　The　concentration　of　Zn　in　the　shoots

was　lower　in　the　SO　pMP　plantS，　bロt　was　not　af董bcted　by　the　other　lower　P　treatments，　as

compared　to　that　of　control（500　pMP）pla耐s．　The　concentration　of　Zn　in　the　roots　of

the　50，5，　and　O．5　pMP　plants　was　much　lower　than　that　in　control　pEants．

4．4．SUMMARY

Our　results　indicated　that　low　P　conditions　ranging丘om　50　to　O．5μMP　alleviated

Fe－deficiency　symptoms，　such　as　Fe　chlorosis　and　higher　release　of　PS　by　the　barley

roots，　in　spite　of　the　low　Fe　concentration（in　the　range　of　critical　deficiency　leve1）of

shoots．　Furtherrnore，　it　was　fbund　that　the　chlorophy田ndex　was　not　reliable品r
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P・edicting　the　am・・nt・f　PS・e1・a・ed・Th・・e・・1陪・ug9・・t・d　th・t　P　i・phy・i・1・gically

・・mp・ti・g　with　F・i・plant　tiss・e・・lt　was・1・…g9・・t・d　th・t　th・d・p掲ssi。n。f

chlorophyll　synthesis　and　loss　of　chlorophyll　under－Fe　conditions　were　not　du㊥to　the

l・w・・ncenぬti・n・f　Mg・・F・b・t　t・th・hi帥P・・n㏄・tr・ti・n　whi・h　m・y・ep民ss也，

translocation　of　Fe廿om　roots　to　shoots．　It　is　considered　that　the　lower　ratio　of　Fe／P　in

血・plant・9r・w・u・d・・500μMP（・・n加1）飢d－Fe　c・nditi・n・may　b・a呵・・侮、t。，　in

the　induction　of　Fe　de丘ciency　symptoms．　Further　studies　fbcusing　on曲e　mechanism　of

inactivation　ofFe　by　P　in　plants　dssues　should　be　carried　out．
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5・E蹴・fpb・・ph・r”s－d叩1・ti・曲eatm・n重・n　Phyt・・id・・叩h。，es民1，。，e剛

chlorosis　in　barley　under　Fe－de血cie皿t　cond“ion

5．1．㎜RODUCTION

I・p・a・ti・al・9h・ult・・e・h・ge　am・u・t・f　ph・・ph・t・（Pi）f・rtilize・s・・e　apP韮i・d　t・…P，

i・・very・egi…fth・w・・1d　t・。…c・m・血・p・・bl・m・f　P（ph・・ph・ru・）d・fi・i・ncy　i。

soils．　This　lack　of　P　fbr　plant　growth　in　soils　is　mainly　due　to　the　fact　that‡he　Pi

compounds　fbund　commonly　ln　soils　are　mostly　unavailable　fbr　plant　uptake　becaロse

th・y・・西・・d　i・i…1・bl・f…n・（B・ady・nd・W・il，2002）．　A・・e・p。・・…f・・。ps．t。

tolerate　P　deficiency，　a　multiplication　of　roots　and　root　hairs，　a　secretion　or　release　of

organic　acids　in　order　to　uptake　the　sparingly　soluble　Pi　of　the　growth　medlum　were

observed（HoMand　et　al．，1989）．

　　Interacti　on　betWeen　P　nutrition　and　cation　uptake　by　plants　was　reported（von　Wir晶

et　aL，1996）．　Iron　deficiency　in　soils　vvith　high　pH　may　potentially　be　accompanied　with

Pdeficiency　where　bo也　Fe　and　P　might　be　unavailable　｛br　pla挺　uptake．

Phytosiderophores　are　released　by　the　roots　of　strategy　I　I　plants（Takagi，1993）in甜ch

condition．　Howeveちthe　effects　of　P　deficiency　on　the　synthesis　or　reiease　of　PS　in

strategy　II　plants　remain　to　be　clarified．　It　was　previously　found　that　PS　release　and

accumulation　in　roots　were　enhanced　by　high　P　concentration（500　pMP）but　depressed

by　Iow　P（5　and　O．5　pMP）in　FeO　medium（La面uceur　et　al．，2006）．　The　plaがs雛ated

vvith　low　P　conditions　shovved　lower　expression　of　Fe　chlorosis　aRd　eRhanced　grewth．　In

order　to　clar三fシthe　role　of　P　on　the　synthesis　and　reiease　of　PS　in　s血tegy　ll　P韮ants，　a轟

experiment　was　conducted　with　barley．　In　th¢experim題輻the　pla斑s　we賠璽o運i轟□e、

＋P　medium　f・r　7　days　and　for　subsequent　14　days三n事e，－P・medi隅eQmparlng　wirk
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the　plants　grown　continu皿sly　in－Fe，＋P　medium　fbr　three　weeks，　Plant　growth，　PS

release　from　roots，　and　PS　accumulation　in　roots　were　evaluat曾d．

5．2．MATERIAL　AND　METHODS

5．2．1　Plant　Growth

The　seedlings　of　barley　were　grown　hydroponically　as　previously　described　in　Chapter

2・Ninety　six　bunches　of　p｝ants（3　plants　in　bunch）were　grown　in　seed　box（10L）fi1Ied

with　Hoagland－Amon　solution　containing　Fe　fbr　I　5　days．　Subsequently，　the　plants　were

transferred　to　the－Fe　I／2－strength　modified　Hoagland－Amon　solution（Takagi，1993）

containing　500　p．MP　supplied　as　NaH2PO4（－Fe，＋P　medium）fbr　7　days　to　induce　the

Fe・deficiency　symptoms　as　a‘‘－Fe　pretreatment”．　The　plants　pretreated　fbr　7　days　were

referred　to　as　“O　d　plants”，　and　then，　O　d　plants　were　divided　into　tWo　groups．　After　thaち

the　roots　of　O　d　plants　were　washed　with　deionized　water　fbr　30　minutes，　Half　of　O　d

plants　was　transferred　to　the　nutrient　solution　where　Fe　and　P　were　depleted（－Fe，－P

medium）and　designated　as－P　plants．　The　other　half　of　O　d　plants　was　transferred　to　－Fe，

十Pmedium，　and　designated　as＋P　plants．　The　pH　ofthe　media　was　daily　monitored　and

a｛ljusted　to　65．　The　media　were　renewed　at　7　d　intervals．　Plants　were　harvested　in

triplicate　at　O，7，　and　l　4　d　after　the　treatments．　Chlorephyll　index（SPAD　value），　PS

release　from　roots，　PS　accumulation　in　roots，　plant　growth，　and　the　contents　of　Fe　and　P

in　plant　materials　were　determined．

5．2．2．Measurement　ofPhytosiderophore　Release　from　RootS

Roots　of　a　bunch　of　plants　in　triplicate　fbr　each　treatment　were　soaked　in　500　mL

beakers　fmed　up　with　deionized　water　at　the　onset　of　light　and　were　allowed　to　release

PS　fbr　4　hours　at　O，7，　and　l　4　d．　Concentration　of　PS　in　the　reot　washings　was　measured

as　described　in　Chapter　2．
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5．2．3．Measu民men‘of　Phytosid醐phore　Accumulated　in　Roots

Three　bunches　of　plants　were　samp1ed　in　each　treatment　at　the　onset　of　light　time，

starting　time　of　PS　release，　at　the　sampling　days（0，7，　and　14　d）since　PS　concentration

was　the　highest　at　that　time（Kawai　et　aL，1993）．　The　concentration　of　PS　in　the　roots

was　measuFed　as　previously　described　in　Chapter　2．

52．4Meas咀rement　of　ChRorophyll　lndex　o肌eaf

Chlorophyl　l　index（SPAD　value）of　the　youngest　fUIly　developed　leaf　of　the　plant　was

measured　in　3　bunches　of　plants　at　O，7，　and　14　d（This　leaf　corresponded　to　the　4th　leaf

in　the　O　d　plants　and　to　the　5硲　leaf　in　the　7　d　and　the　l4　d　plants）by　a　SPAD－502

chlorophyll　meter（Minolta　Camera　Company，　Tokyo，　Japan）．

5．2．5．Chemical　Analysis　of　Plant　Material

Three　bunches　of　plants　vvere　collected　at　O，7，　and　14d，　washed　with　deionized　water，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
and　divided　into　shoots　and　roots．　The　plant　materials　vvere　dried　in　an　even　at　55　C　for

24hours　continuously，　weighed　and　digested　hl　a　mixture　of　nitric－perchbric　acid

（Piper　and　Piper　1950）．　The　measurement　of　the　mineral　nutrients　in　the　dlgested　plant

solutions　was　performed　by　the　methods　described　in　chapter　2．

5．2．6．Statistical　Analysis

Trhe　experimental　design　was　a　completely　randomized　block　with　3　replications．　The

da飽of　the　experiment　were　su切ected　to　an　analysis　of　variance（SAS　Institute｝1988）．

The　means　were　compared　according　to　the　Dunc鋤Multiple　Rimge　Test（p＜O．挺）

using　the　cornputer　“Origin　5”in　Iwate　University・

5．3．RESULTS　AND　I）ISCUSSION

5．3．LVi豊琶島l　Symptoms　and　Chlorop血yl］Index
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　Visual　symptoms　of　Fe　deficiency　s鵬h　as　slight　interveinal　chlorosis　were　observed　at

Od（Photograph　5・1）・In－P　plants，　the　s睦ght　Fe　chlorosis　apPeared　at　O　d　did　not

d・v・1・p・t7・・d　14　d・H・w・ve・・th・Pd・fici…y・ympt・m・ch・・act・噸by・・light

P・塑li・h　disc・1…ti。・・fth・leaf・dg・s　st・就・d・t　7　d・・d血…n・・㏄・・e・f鯨ip，。f

the　oldest　Ieaves　were　observed　at　14　d（Photograph　5．1）．　On　the　other　hand，　in　the＋P

pla揃s，由e　s目ght　Fe　chlorosis　in　the　leaves　at　O　d　progressed　towards　severe　c酎orosis，

whitish　discoloratien　of　the　youngesUeaves，｛br　14　d．　The　root　system　was　largeτand

the　roots　were　more　dense　in　－P　plants　than拍＋P　plants　similarly　to　those　of　the　low　P

（50’5・and　O5　＃MP）plants　and　control（500μMP）plants　in　photograph　4．10f　tke

　　　　か　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

preΨlous　expenment　as　shown　in　Photograph　52，

The　chlorophyll　index（SPAD　value）of－P　plants　was　hlgher　than　that　of＋P　p茎a就s

elther　at　70r　14　d（Fig．5．1）．　The　chlorophyll　index　of＋P　plants，　however，　v聡s

decreased　fbr　l　4　d．　It　was　suggested　that　the　P　conce耐ration　of　the　medlum　playeG　a

major　role　in　the　depression　ofchlorophyll　synthesis　in　barley　grown　in　th§＿Fe　meG麺m．

Tliis　result　agreed　with　our　previous　result　that　chbrophylI　index　vf　barley　grQvvn　wi語

FeO　and　Iow　P（0．5μMP）was　higher　than　that　of　the　plants　grown　with　Fe杜　and　higk　P

（500碁MP）（Ladouceur　et　al．2006）．　It　was　considered　that　pla蹴s　e龍ld譲斑輌ze亀ei’

i耐ernal　Fe　abso吉｝ed　in　seed　box　befb祀一Fe　pretreatment　fbr也eif難§ta祉｝§s醗鑓d

synt｝les三ze　chlor◎Phy目u皿der－P　condition，

It　wa§indi輪d　that　the　expressi・n・f　Fe　chl。rosis励嘘y騨w漁皇羅選遮

was　c籠tTolled　by　the　P　COIt¢entration　of　th¢medium．　This　6nding　was　i嚢aece艦韓

w漁愛量書Sijggestlon　of　Welch巳t　aL（1991）．　Th茸憩ots　of－＋P　p茎翻琶w奪麗bteg題違藩｛董

ca鑑le　to　bg§borter　and｝ess　dense廿1a珂th奪se◎f－P　P▲轟書重§里whi量h　w｛±羅w査彗i童董墨ξ｝書

d題§ξ，魎1蝿藍
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5．3ユ．Dry　Matter　Produc血on

The　dry　weights　in　shoots（Fig・5ユa）and　in　roots（Fig．5ユb）were　higher　in　－P　plantS

than　those　in＋P　plants　at　l4　d．　This　result　sugges缶d　that　the－P　t爬a㎞盟t　was

beneficial　to‡he　growth　of　barley　plants　in　the－Fe　medium．　It　was　inferred　that壺e

plants　were　grown　unde卜P　condition　uti肱ing　the　small　amount　of　i鵬醜l　Fe　and　P

which　were　absorbed　in　seed　box　or　in　tbe－Fe　pretreatmenL　which　may　Tesult　in　higher

growth　than＋P　plants．　Mimura　et　al．（1990）repOrted　that　the　total　P　col1缶nt　in　I舩ves

might　vary　by　a品ctor　of　20　without　affecting　pho‡osy就hesis，　and窃at砲e　P…

oo加centration　in　the　cytoplasm　was　regUlated　in　a　narrow燃ge　efavailable　Pi．

？書
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一Fe　barley　7DAT　termed　as　O

day（O　d）plants

＄・ ぎ℃

Ph・t・g軸5．1．・Minu・F・b・・1・y・plant・田虚・t・dby＋P・・－P　m・dium　7　DA「
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photogragh　5．2．　Minus　Fe　barley　plant　roots　as　affected　by＋P　or－P　me（lium　7　DAr
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Figure　5．1．　Chlorophyll　j血dex口1　the　youngest　leaves　of　barley　plants　grown　in－Fe

media　with　P（＋P）or　without　P←P）．　Different　letters　at　the　top　of　each　1ine　indicates

significant　differences（p＜0．05）accord　ng　to　Duncan　MUItiple　Range　Test．

5．3．3．P血ytosidemphore　Release　from　Roots　and　Phytosiderophore　Accumulation

in　Roots

The　roots　of－P　plants　released　nearby　50％higher　amount　of　PS　at　7　d，　and　over　l　OO％

higher　amount　of　PS　at　14　d　than　those　of＋P　plants（Fig．5・3a）・It　seemed　that　result

contradicted　to　our　previous　resUlt　that　higher　P　concentratioll　in　the　media　induced

higher　PS　release　by　roots　in　barley（Ladouceur　et　al・，2006）・The　amount　of　PS
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a㏄umuIation　in　roots　of＋P　plants　was　almest　similar　to－P　plants　at　7　and　14　d（Fig．

5・3b）」t　seemed　that　result　contrasted　wnh　our　result　where　PS　a㏄umulation　decreased

with　decreasing　P　concentration　in　the　FeO　medium　between　the　range　of　O．5　and　500

却M（Ladouceur　et　aL，2006）．　These　results　have　not　been　reported　and　are　opposite　to

the　common　understanding　that　the　PS　release　increases　when　Fe・deficiency　symptom

is　severer，　because　our　data　showed　that　the　green　plants　released　much　bigher　PS　than

the　Fe－chlerotic　plants（Fig．5．l　and　5．3a）．　The　relative　ratio　of　PS　release　over　PS

accumulation（R／A　ratio）in　roots　was　higher　in－P　plants　than　in＋P　plants，　and
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Figure　5．2．　Dry　matter　weights　of（a）shoots　and（b）roots　in　barley　plants　grown　in－Fe

media　with　P（＋P）or　without　P（－P）．　Different　letters　at　the　top　of　each　line　indioate

significant　differences（p＜0．05）according　to　D皿can　Multiple　Range　Test．

ロ

increased　gradually　from　O　d　to　l　4　d　in　－P　plants（Fig．5．3c）、　In＋P　plants，　the　R／A　ratio

was　almost　stable　betWeen　O　and　14　d．　The　R／A　ratio　indicated　that　the　released　amount

of　PS　ffom　roots　counted　fbr　about　50％in＋P　plants　but　even　more　than　l　OO％in－P

p！ants．　It　was　noticeable　that　the　amount　of　PS　release　by　roots　was　higher　than　the
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・m・・nt・f　PS　accum・lated　in…ts　i・－P　plants．　The　reas・・why・R／A　c。uld，xceed

lOO％i・n・t㎞・wn　a・d・・ed・t・be・inv・・tig・t・d・Thi・high・・RIA・ati・i・－P　pl鋤t、

th・n　th・t　i・＋P　plant・was・・n・i・tent　with　th・p・evi…fi蜘g（L・d・・ce・・et・L，2006），

It　seemed　that　the　data　contradicted　to　our　previous　results．　However，　both　data　are

considered　to　be　true　because　of　the　fbUowing　reason．　The　results　indicated　that　the

actMty　of　PS　biosynthesis　induced　by　the　Fe－deficiency　stress　in　O　d　plants　was　not

reduced　and　kept　being　increased　during　the－P　treatmenちsuggesting　that　the　activity　of

the　root　cells　fbr　PS　biosynthesis，　once　induced　in－Fe　pretreatment　fbr　7　d，　was

maintained　irrespective　of　the　P　status．　On　the　other　hand，　PS　release　was　much

enhanced　by－P　treatment．　It　was　speculated　that－P　treatment　induced　lower　P

concentration　in　membrane　or　putative　transporter　fbr　release　and　reabsorption　of　f｝ee

PS　in　roots．　It　may　be　possible　that　low　P　status　in　plant　tissues　changed　the　structu爬of

the　lipid　or　protein　and　enhanced　largely　PS　release．　Low　P　status　might　activate　PS

release　a皿d／or　inactivate　PS　reabsorption　by　regulating　the　activities　of　the　tools　fbr　PS

transpo廿on　the　root　surface．　It　is㎞own　that　released　PS　is　reabsorbed　without

complexing　Fe　by　roots　even　in　the　time　of　PS　release（Kawai　and　Alam，2006）．　Thus，

the　measured　amount　of　released　PS　is　the　net　amount　of　PS　release　minus　the　amount

of　reabsorbed　PS　by　roots　in　the　experiment．　It　is　also　possible　in－P　plants　that　only　the

activity　fbr　PS　reabsorption　might　be　lowered　by　low　P　treatment　and　higher　amount　of

PS　might　be　remained　in　root　washing　in　the　procedure　of　PS　collection．　The　transporter

fbr　release　and　reabso町｝tion　of　PS　has　not　been　characterized．　The　transporter　fbr

absorption　ofPS－Fe3＋complex　was　reported（Murata　et　al．，2006）．
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Figure　5．3．（a）Release　amount　of　PS丘om　roots，（b）accumulated　amount　of　PS　in

roots，　and（c）relative　ratio（PS　release／PS　accumulation％）（R／A　ratio）in　roots　in

barley　plants　9rown　in　－Fe　media　with　P（＋P）or　without　P（－P）．　Different　letters　at　the

top　of　each　line　・indicate　significant　differences（pく0．05）according　to　Duncan　Multiple

Range　Test．
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　　The　higher　growth　of　－P　plantS（Fig．5．2）may　also　be　considered　as　one　ofthe　factors

・e・p・n・ibl・f・・thi・high・・PS・e』・H・w・v・・，　th・difference・f　th・dry・w・ight、

between・－P　and＋P　plants　was　smaU　as　compared　to　the　difference　of　the　amounts　of

th・i・PS・elease・Sh・。t　Fe　c・ntent・i・㎞・w・t・・eg・1・t・PS・elea・e（G・i…t・L，1995）．

Our　result，　however，　shovved　that　Fe　concentration　of　shoots　was　almost　same　at　l4　d　in

both＋P　and－P　plants（Fig．5．5a）．

　　The　PS　release　by　roots　is　knovvn　to　be　highly　dependent　on　metabolic　energy（Takagi，

1990）．The　amount　of　ATP　for　formation　and　release　of　PS　in　－P　plants　also　needs　to　be

measured．　The　necessity　of　ArP　fbr　PS　re－absorption　has　not　been　reported．　The

mechanism　of　regulation　of　release　and　re－absorption　of　PS　by　low　P　condition

remained　to　be　clarified．　It　was　also　suggested　that　the　tolerance　of　barley　to　Fe

deficiency　might　be　mcreased　by　decreased　P　concentration　in　rhizosphere　because　of

the　resulting　increase　of　PS　release．

5ふ4．MineraE　Nutrition　of　the　Plants

PhospゐoreLS

　Obviously」　P　concentration　of　shoots　（Fig．　5．4a）　and　roots　（Fig．　5．4b）　and　P

accumulation　in　shoots（］Pable　5．1）and　roots（Table　5．2）were　lower　in－P　plants　than

those　ln＋P　plants．　The　P　concentration　of　shoots　and　roots　in－P　plants　decreased丘om

7to　14　d　due　to　the　enhanced　growth　resulting　in　the　dilution　effect．　Phosphorus

concentration　of　shoots　and　roots　in＋P　plants　was　almost　stable　between　7　and　I　4　d．

It　was　suggested　that　high　P　concentration　of　plant　tissues　might　inactivate　intemal　Fe，

resulting　in　reduction　of　growth　and　development　of　the　Fe　chlorosis　in　leaves．　It　is

c°n・id・・ed　th・t　F・i・imm・b．ilized　by　th・ph・・ph・t・・n・th…gani・c・mp・・nd・・When　P

supply　is　abundanL　the　compounds　with　phosphate　may　increase　and　mobile　Fe　may　be
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decre・・ed　i…ll・・Thi・・e・・lt　i・dicat・d　th・t　th・F・chl・…i・and　th・1・w．9r。w也1，＋P

plants　were　due　to　high　P　concentration　in　the　plant　tissues．　This　was　consistent　with　our

result（］Ladouceur　et　al．，2006）．

The　rern　obilization　of　internal　P　in　plants　in　P　starved　plantS　was　reported（Smith　et　aL，

1990）・However・Michael（1939）reported　tha㌔　in　plantS　9rown　unde卜P　co頑tion，　P　in

the　membrane（phospholipids）and　nucleic　acid　were　net　mobilized　by　P　starvation．
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Figure　5．4．　Concentration　of　P（a）in　shoots　and（b）in　roots　in　barley　plants　grown　in

－Fe　media　with　P（＋P）or　without　P（－P）．　Different　letters　at　the　top　of　each　l　ine　indicate

significant　differences（pく0．05）according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．

Iron

Higher　Fe　concentration　was　obtained　in　shoots　of　LP　piants　than　that　of＋P　p！ants　at　7

d，　though　it　was　simiEar　to　that　of＋P　plants　at　14d（Fig．5．5a）．　The　Fe　concentration　of

roots　was　slightly　higher　in　－P　plants　than　in＋P　plants　at　7　and　l　4　d（Fig．5．5b）．　This

higher　Fe　amount　in－P　pla耐s　may　be　derived　f『om　higher　uptake　of　the　marginally

contaminated　Fe　in　deionized　water　used　fbr－Fe　media，　The　alleviation　of　Fe　chlorosis

　

inI－P　plants　might　be　due　to　the　higher　Fe　concentration　of　shoots　in　the－P　plants　at　7　d．

However，　the　Fe　concentration　of　shoots　in　－P　plants　vvas　lowered　to　similar　level　of＋P

plants　at　l　4　d．　Therefore，　Fe　concentration　of　shoots　may　not　be　a　main　factor　for　the
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alleviation　of　Fe　chlorosis．　The　accumulation　amounts　of　Fe　in　shoots　and　roots　were

higher　in－P　plants　than．　in＋P　plants　either　at　70r　l4　d　as　shown　in　Table　5．1　and　5．2．

Total　accumulation（shoot＋root）of　Fe　calculated　from　Table　l　and　2　was　higher　in－P

plants　at　7d　as　well　as　at　14　d　than　that　in＋P　plants．　The　higher　accumulation　and

concentration　of　Fe　in　roots　in－P　plants　might　be　derived　frcm　greater　ability　of－P

plants　to　uptake　the　marginally　and　sparingly　contaminated　Fe　in　the－Fe　medium．

This　result　is　in　agreement　with　our　previous　report　that　the　total　accumulation（shoot＋

root）of　Fe　was　higher　in　the　low　P　plants　than　in　hlgh　P　plants　when　grown　in　FeO

media（Ladouceur　et　a1．，2006），

The　Fe　concentration　of　shoots　in＋P　and－P　plants　were　always　within　the　range　of　the

・・itical　d・丘・iency　level，30・50　P9・9－l　d・y　maロer（晦5・）（R6mheld　and　M、rschneら

1991），or　Iower　than　65　pg　g－1　dry　matter（兀mg　et　a1．，1990）．　Therefbre，　it　was　certain

that　both－P　and＋P　plants　were　in－Fe　nutritional　status，　but　large　difference　in　the

expression　of　Fe　chlorosis　was　induced　between－P　and＋P　plants．　The　greener　youngest

leaves　in－P　plants　could　be　due　to　the　enhanced　utilization　of　the　intemal　Fe，　This

result　indicated　that　the　expression　of　Fe　chlorosis　can　not　be　predicted　based　on　Fe

concentration　in　leaves　only．　It　was　suggested　that　the　development　of　Fe　chlorosis　in

plants　grown　in－Fe，＋P　medium　was　induced　by　not　only　the　deficiency　of　Fe　but　also

high　concentration　of　P　in　plant　tissues．　Low　P　concentration　of　plant　tissues　must

activate　Fe　in　the　apoplast　or　symplast　and　make　it　available　fbr　chlorophyll　synthesis．
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Figure　5．5．　Concentrations　of　Fe（a）in　shoots　and（b）ln　roots　in　barley　plants　grown　in

－Fe　media　wlth　P（＋P）or　without　P（－P）．　Different　letters　at　the　top　ofeach　line　indicate

significant　differences（pく0．05）according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．

Ratio、F也P

The　ratio　of　the　concentration　of　Fe　over　that　of　P（Fe／P）in　shoots　and　in　roots　was

continuously　higher　either　at　7　d　or　at　l4　d　in－P　plants　than　in＋P（Fig．5．6）．　This　can　be

explained　by　the　lower　P　concentration　in　shoots　and　roots，　and　higher　Fe　concentration

in　roots　coupled　with　similar　Fe　concentration　in　shoots　in　the－P　plants　as　compared　to

the＋P　plants．　This　result　indicated　that　the－P　treatment　of　the－Fe　medium　through　the

decrease　in　P　concentration　in　plant　tissues　allovved　－ 垂撃≠獅狽刀@to　uptake　the　marginaEly　and

sparingly　contaminated　Fe丘om　the－Fe　media　with　higher　e琉ciellcy　than　the＋P

treatment．　As　a　result，　the　ratio　Fe！P　was　higher　and　the　greening　of　the　youngest　leaves

occurred　in－P　plants．　It　was　consistent　with　our　previous』report　that　barley　showed

higher　Fe／P　ratio　in　shoots　and　roots　under　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）and　FeO

condition　than　under　high　P（500μMP）and　FeO　medium（Ladouceur　et　aL，2006），　It　is

known　that　Fe　deficiency　in　crop　production　can　be　caused　by　any　factor　that　interferes

with　Fe　absorption　and　translocation　or　impairs　its　utilization　in　metabolic　pr㏄esses

79



（B・・w・・1961；W・1・h・t・1・・1991）・Thi・high・・F・m・・ti・i・也・－P　pl・・t・m・y　b，、

・a・・al　fa・t…fth・9teeni・g・fth・y・・ng・・t　l・av…fth・・e　plant・，・ince　it　w…ep。rt，d

that　the　severity　of　Fe　chlorosis　may　be　controlled　by　Fe／P　ratio（DeKock　and　Alexander，

1955；Pushnik　et　aL，1984）．　The　decrease　in　the　P　concentration　in　shoots　of　the　plants

by　the－P　treatment　of　the－Fe　medium　might　enhance　P　remob目ization　in　shoots　which

might　result　in　the　liberation　of　Fe　in　plant　tissues　and　the　greening　of　the　leaves．　The

ratio　Fe／P　in　the　tissues　of　graminaceous　plants　grown　in　一一Fe　medium　may　counteract

the　expression　of　Fe　chlorosis．　However，　the　mechanism　of　the　physiological

competition　between　P　and　Fe　in　plant　tissue　needs　to　be　investigated．
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Figure　5．6．　Ratio　of　Fe！P　concen甘ations（a）in　shoots　and（b）in　roots　of　barley　plants

grown　in－Fe　media　with　P（＋P）or　without　P（－P）．　Different　letters　at　the　top　of　each

line　indicate　significant　differences（pく0．05）according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．

Po伽8加卿

The　accumulations　of　K　in　shoots　and　roots　were　higher　in．－P　plants　than　in＋P　plants

as　shown　in　Table　5．1　and　5．2　at　either　7　d　or　l4　d．　However，　this　increase　in　the　K

accumulation　amounts　in　shoots　of－P　plants　was　not　significant　as　compared　to　that　of

the＋P　plants　at　14　d．　The　concentration　of　K　in　shoots　in－P　plants　was　higher　at　7　d

and　similar　at　l　4　d　to　that　in＋P　plants，　respectively（Fig．5．7）．　The　concentration　ofKin
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Table　5．1．　Accumulation　of　mineral　nutrients　in　shoots　of　barley　plants

media　with　P（＋P）or　without　P（－P），

grown　in－－Fe

Treatment K

mg　plant　’i

P　　　　Ca Mg

Pg　plant’1

Fe　　　Mn Cu Zn

Accumulation　in　shoots　at　e　d

＋P

－P

10．4c　　O．312c

IO．4c　　O．312c

U5d

1．15d

0．079c

O．079c

2．43d　　2．16c

2．43d　　2．16c

1．79c　　4．08d

l．79c　　4．e8d

Accumulation　in　shoots　at　7　d

＋P

－P

11．9c　　α443b

14．7b　　O．281c

1　．48cd　　O，111b

l．65c　　O．113b

2．59d　　4．17b

3．98c　　4．55b

1．82c　　5．50c

2．37b　　6．48b

Accumu！ation　in　shootS　at　14　d

＋P

－P

18．8a　　O．710a　2．17b

20．4a　　O．301c　　2．65a

0．164a

O．186a

6．88b

8．05a

5．41ab　　2．70b　　7．34ab

5．76a　　　354a　　8．16a

Note：Means　fbllowed　by　different　letters　in　each　column　are　significantly　dif琵rent

（p＜0．05）according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．
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T・ble　5・2・　A・・um・1・ti。・・f・minera1・nut・i・・t・in　sh・・t・・f・b・・1・y・plant、

media　with　P（＋P）or　without　P（－P）．

grown　in－Fe

Treatment　K

mg　plant　’i

P　　　　Ca Mg

Pg　Plant°l

Fe　　Mn Cu Zn

Accumulation　in　roots　at　O　d

＋P

－P

5．41c

5．41c

0．231b

O．231b

0．516c

O．516c

O．079c

O．079c

3，54c　　O．983b　　1　．42b　　2ユ8b

3．54c　　O．983b　　1．42b　　2．28b

Accumulation　in　roots　at　7　d

＋P

－P

554c

8．03b

0．252ab　　O．573　bc　O．0891）c

O．181b　　O．612bc　O．101b

2．65d　　l．25a　　2．30a　3．31ab

5．08b　　O．969c　　l．93a　　2．66b

Accumulation　in　roots　at　14　d

＋P

－P

7．03bc　　O．343a

l2．7a　　　O．174b

0．631b

D

0．804a

0，132a

O．135a

6．06a　　1．14ab　　2．55a　　3．92a

6．72a　　O．727c　　2．23a　　3．85a

Note：Means　followed　by　different　letters　in　each　column　are　significantly　different

（p＜0．05）according　to　Duncan　Multiple　Range　Test，
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…t・wa・n・t・ffe・t・d　by也・－P・tr・a㎞・nt・t　7　d（F三9．5．7）．　H・w・ve・，　high，，　K

　　　　　　　　サ　　　　　　　　　る

concentratlon　m　roots　was　obtained　in－P　plants　as　compared　to　that　in　roots　in＋P

Plants　at　l4　d・Minus　P　treatment　of　the　plants　did　not　affect　significantly　the　K

concentration　and　accumulatien　in　shoots，　but　increased　the　concentration　and

accumulation　of　K　in　roots．　This　result　was　similar　to　our　previous　result　that　the

accumulation　of　K　in　roots　in　plants　grown　in　low　P（50，　and　5μM）and　FeO　medium

was　higher　than　that　in　roots　in　plants　grown　in　high　P（500　pM）and　FeO　me輌m

（Ladouceur　et　aL，2006）．　This　result　indicated　that　the　depietion　of　P　in　the－Fe　medium

might　af正’ect　the　K　translocation　from　roots　to　shoots　at　l　4　d　in　the　plants，　This　higher　K

accumulation　and　cencentration　in　roots　of－P　plants　at　l　4　d　may　be　one　of　the　factor

responsible　fbr　the　higher　root　growth　of　the」P　plants．　It　might　also　contribute　to　the

alleviation　of　Fe　chlorosis　in　these　plants，　since　it　was　reported　that　K　ameliorated

Fe－deficiency　in　peanut　grown　in　calcareous　soil　with　corresponding　increase　in

chlorophyll　concentration（Barak　and　Chen，1984）口t　was　reported　that　additional　K

might　enhance　the　tolerance　of　yo皿g　rice　to　Mn　toxicity　by　increasing　Fe　absorption

without　affecting　Mn　absorption（Alam　et　al．，2003）．　They　reported　that　Mn－induced

Fe－deficiency　symptoms　was　ameliorated　by　additiOnal　K　in　the　growth　medium　which

－

increased　as　well　chlorophyll　index　of　the　leaves．

Catcium

The　acc㎜ulation　of　Ca　in　shoots働le　5．1）and　in　roots働le　5．2）of　the－P　plants

was　higher　than　those　of　the＋P　plants．　The　increase　in　Ca　accumulation　in　shoots　and

roots　was　significant　at　14　d．　The　concentration　of　Ca　in　shoots　of－P　plants　was　h　igher

at　7　d　and　sirnilar　at　14　d　to　that　in　shoots　of＋P　plantS（Fig．5．7）．　The　pattem　in　roots

was　different　where－P　plants　displayed　lower　Ca　concentration　at　7　d　and　higher　Ca
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　　　　　　　　ロc°ncent「atl°n　at　14　d　th鋤tb・・e　i・＋P　pl・・tS（Fig・5・7）・Th・－P　t・e・㎞・nt・fth・pl紬

cau・ed　th・c・ncent・ati・n・f　C・t・d・…as・i・…ts　a・d　i…ease・i・・h・・t・at　7　d，　b。t　it

inc・ea・ed　th・c・nce・㎞ti・n・f　C・i・…t・with・ut・ffe・ti・g錨i・・h・・tS・t　14　d，

indicating　that　a　decrease　might　occur　in　Ca　translocation　from　roots　to　shoots　at　this

period，　This　higher　Ca　concentration　and　a㏄umu［ation　in　roots　ofthe　plants　at　l　4　d　may

be　one　of　the　factors　contributing　to　the　significantly　higher　root　growth　shown　in　the＿P

plants，　since　Ca　is　a　regulator　of　growth　in　length　and　involv¢d　in　cell（§vis三〇n．　This

result　is　consistent　with　that　of　our　previ皿s　finding　that　low　P　and　FeO　medium　did　not

affect　Ca　concentratlon　in　shoots　of　barley　plants（Ladouceur　et　aL，2006）．

Mag〃esium

The　accumulation　of　Mg　in　shoots（Table　5．1）and　in　roots（Table　5．2），　and　the

concentrations　of　Mg　in　shoots　and　in　roots（Fig5．7）were　not　generally　affected　by　the

－Ptreatment　of　the　plants　grown　in　・－Fe　medium．　However，　an　exceptionally　high　Mg

concentration　in　shoots　at　7　d　was　obtained　in　the　一一P　p！ants．　This　result　is　in　agreernent

with　the　previous　finding　that　Mg　accumulation　in　barley　plants　was　not　affected　by　low

Pand－Fe　medium　as　compared　to　that　of　the　plants　grown　in　high　P　and－Fe　medium

（Ladouceur　et　aL，2006）．　Even　ifthe－P　plants　showCd　higher　growth　and　greener　Ieaves

than　those　ofthe＋P　plants，　the　latter　displayed　simnar　concentration　and　accumulation

of　Mg　in　shoots　and　roots　as　the　former　in　spite　of　its　chlorotic　leaves，　Though　Mg　has

roles　as　chlorophyll　constituenちregulator　of　cellular　pH，　and　cation－anion　balance，　and

turgor　of　cells（Marschner，1995），　it　was　not　responsible　fbr　the　greening　and　the　higher

growth　of　the－P　plants　grown　in－Fe　medium．　It　was　reported　that　6・25％of　the　total

Mg　i　s　bound　to　ohlorophyll　depending　on　the　magnesium　nutritional　status，　and　that　the

conce加ation　of　Mg，　which　is　not　firmly　bound　in　organic　structures　but　located　in　the
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‘’ 高?狽≠b盾撃奄メ@pool‘’，　has　to　be　strictly　regulated（Marschner，1995）．　The　concentration　of

Mg　in　the　metabolic　pool　of　leaf　cells（in　cytoplasm　and　chloroplasts）is　assumed　to　be

in　tbe　range　of　2－10mM（Leigh　and　Wシn　Jones，1986）．　It　was　reported　that　an　inerease

in　the　Mg　concentrations　in　the‘’metabolic　pool”of　the　sunnower　Ieaf飾m　3．5　mM　to

8－13mM　in　the　stroma　of　the　chloroplasts　inhibited　photophosphoryiation　and

photosynthesis（Rao　et　al．，1987）．　lt　might　be　possible　that　Mg　conce愉ation　and

accumulation　in　shoots　and　roots　remained　unaffected　while　imbalance　between

‘’高?狽≠b盾撃奄メ@pooP’　and　vacuoles　concentration　of　Mg　might　have　detrir鵬ntal　ef飴ct　on

chlorophyll　synthesis・photophosphorylation　and　photosynthesis　in＋P　p恒nts．　The－P

treatment　of　the　plants　might　have　some　positive　effect　on　the　balance　betWeen　the　Mg

concentrations　in　these　two　groups　of　organelles　and　might　enhance　chlorophyll

synthesis　in－P　plants．　This　phenomenon　needs　to　be　investigated．

Copper

The　concentration（Fig．5．8）and　the　accumulation（Table　5．2）of　Cu　in　roots　were　not

generally　affected　by　the－P　treatment　accordingly　to　our　previous　finding　that　Cu

concentration　in　roots　of　barley　grown　in　low　P　and　FeO　medium　was　not　affeeted　as

compared　to　that　of　the　plants　grown　in　adequate　P．　and　FeO　medium（Ladouceur　et　a輻，

2006）．The　concentrations　of　Cu　in　shoots　and　roots　of　the　plants　did　not　varied

significantly　with　the　－P　treatment　as　compared　to　those　in　the＋P　treatment　plants（Fig，

5，8）．Higher　accumulation　amounts　of　Cu　were　obtained　in．　shoots　of　the－P　plants　as

compared　to　that　of＋P　plants　either　at　7　d　or　at　14　d（Table　5．1），　This　higher　Cu　con‡ent

in　shoots　was　in　agreement　with　that　of　our　previous　finding　in　Low　P　and　FeO　media

with　barley（Ladouceur　et　aL，2006）．　Wallace（1984）also　reported　that　P　deficiency

resulted　in　higher　Cu　accumulation　in　plants　than　in　the　P－sufficient　plants　in　bush　bean，
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Figure　5．7．　Concentrations　of　K，　Ceq　and　Mg　in　shoot　and　roots　of　barley　plamtS　grown

，

1n－Fe　media　with　P（＋P）or　without　P←P）．　Different　letters　at　the　top　of　each　line

indicate　significant　differences（p＜0．05）according　to　Dun［can　Multiple　Range　Test．
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This　can　be　e・p1・i・・d　by　th・hi帥・・9r・Wth・f出・－P　pl・・t・h噸and・。・・eq・ently　t。

the　concentration　effect・Hovvever，　higher　concentrations　of　Cu　in　shoots　and　lower

・・ncent・ati・n・fC・i・…臼・fth・－P・P；ant・w・・e・btain・d・than・th…i舳・・P　pl，。t、　at

7d・sim目arly　to　the　other　micronutrients．　The　Cu　concentration　iR　shoots　and　roots　and

出eaccumulation　of　Cu　in　roots　were　statistically　similar　fbr　both　plan整｝at　l　4　d．　This

result　indicated　that　the　ef正ect　of　the－P　treatment　on　Cu　concentration　in　shoots　and

roots　in　barley　plants　grown　in－Fe　medium　was　a　very　short－tem　increase　at　7｛」、

Zinc

　　　The　concentration（Fig．5．8）and　the　accumulation（Table　5，I　and　5．2）of　Zn　in

shoots　of　the　plants　were　not　affected　by　the　一一P　treatment　at　14　d　similarly　to　the　other

micronutrients．　The　concentration　and　accumulation　of　Zn　in　shoots　and　roots　of　the

plants　were　statistically　simnar　fbr　both　treatments　in＋P　plants　and　in－P　plants　at玉4　d．

This　result　indicated　that　the　effect　of　the－P　treatment　in　p　lants　grown　in－Fe　medium

on　Zn　concentration　and　accumulation　in　shoots　and　roots　was　not　significant，　The　Zn－P

antagonistic　effect（Marschner　and　Cakma㎏　1986）in　－Fe　conditions　did　not　occurred，

because　P　and　Zn　concentrations　in　both＋P　plants　and－P　plants　were　similar　at　l4　d．

Loneragan　et　aL（1979）reported‡hat　high　P　conteロts　in　soils　can　decrease　solubility　of

Zn　in　the　soils．　Decrease　in　Zn　content　in　shoots　due　to　high　P　known　as　P－induced　Zn

deficiency　in　plants　was　reported（Loneragan　et　aL，1979；Neilsen　and　Hogue，1986）．衰

was　also　reported　that　plants　suffering丘om　Zn　phytotoxicity　had　lower　shoot　P　levels

（Boawn　and　Rasmussen，1971）．　However，　this　result　was　consistent　wi‡h　the　report　of

Pasricha　et　al．（1987）that　the　P－induced　Zn　deficiency　may　not　always　occur．

ル血㎎・ahese

87



　The　concentration（Fig・5・8）of　Mn　in　shoots　was　increased　by　the－P　treatment　of　the

plant・at　7　d・H・w・v・陥Mn　c・nce鰍i・n（Fig・5・8）・・d　accum・1・ti・n隈bl・5．2）i，

roots　were　lower　in－－P　plants　than　in＋P　plants　at　l　4　d．　In　shoots　the　accumulation　of

Mn　increased　fbr　14　d　and　there　was　no　diffヒrence　between＋P　and－P　plants，　The

accumulation　of　Mn　in　roots　in－P　plants　decreased　while　that　of＋P　plantS　increased　for

l4　d．　Manganese　concentration　in　shoots　in－P　plants　was　higher　than　that　in＋P　plants

at　7　d　while　the　Mn　concentration　in　roots　was　always　lower　in＿p　plantS　than　tbat　in＋p

plants，　which　suggested　that　Mn　translocation　was　activated　by－P　treatment｛br　a　short

period　similarly　to　the　other　elements．　The　concentration　of　Mn　in　shoots　was

statistically　similar　in＋P　and－P　plants　at　14　d．　The　concentration　and　accumulation

amounts　of　Mh　in　roots　were　signi五cantly　Iower　in－P　plants　than　in＋P　plants，　and　Mn

concentration　in　roots　decreased　with‡he－P　treatment　of　the　plants　in－Fe　medium．

This　decrease　in　the　concentration　of　Mn　in　plant　roots　with　the－P　treatment　of　the

medium，　did　not　lead　to　hlgher　Mn　concentration　alld　accumulation　in　shoots　of－P

plants．　It　is　considered　that　the－P　treatment　reduced　Mn　accumulation　and

conce耐ratbn　in　roots．　This　fact　might　be　one　of　the　factors　involved　in　the　actiΨation　of

translocation　of　Fe，　since　the　competition　betWeen　Fe　and　Mn　were　reported　by　the　past

researchefs．　It　is　well　known　that　Mn　accumulates　in　barley　roots　in－Fe　conditions

（Alam　et　aL，2000）．　It　is　known　that　extreme　Fe　deficiency　may　increase　the　uptake　of

Mn　to　toxic　levels　and　lead　to　complete　crop　failure（Chen　and　Barak，1982）．　This　res旗

showed　that　the－P　treatment　of　the－Fe　barley　al｛owed　a　signi五cant　decrease　in　Mn

concentration　and　accumulation　in　roots．　It　was　considered　that　low　P　concentration　in

roots　may　enhance　Mn　translocation　to　the　shoots．　Translocated　Mn　to　the　shoots　may

Play　a　role　in　the　recovery　of　the　green　color　of　the　young　leaves　and　the　growth
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enhancement　by－P　treatment．　Manganese　concentration　and　accumulation　in　shoots

were　not　significantly　affected　by　the－P　treatment　of　the　plants．　In　spite　of　the

antagonistic　effect　between　Mn　and　Fe，　shoot　Fe　accumulation（Table　s　A）increased

while　Mn　accumulation　was　not　enhanced　by　－P　treatment．

5．4．SUMMARY

After　the　－Fe　pretreatment　for　7　d，　the　plants　grew　better　in－Fe，　－P　i鵬dium　than　i　n　一一

Fe，＋P　medium．　The－P　treatment　could　keep　the　level　of　the　chlorophyll　index　ef　the

plants　higher．　The　Fe　concentration　of　shoots　in　both－P　and＋P　plants，　howeveちwere　in

the　range　of　cr▲tical　deficiency　leveL　It　was　suggested　that　the　depress輌on　of　chlorophyli

synthesis　in　plants　grown　in－Fe　medium　was　due　to　the　combined　effect　of

Fe－deficiency　and　high　P　status　in　plant　tissues．　Our　results　added　evidence　to　the

physiological　competition　between　Fe　and　P　in　pla耐tissues．　The　Fe／P　ratio　may　be　the

main　factor　fbr　the　induction　and　development　of　Fe　chlorosis　in　plants　under－Fe

condition，　The　concentrations　of　macronutrients，　such　as　K，　Ca，　and　Mg，　and　those　of

the　micronutrients，　such　as　Fe，　Mn，　Zn，　and　Cu，　in　shoots　were　not　significan‡ly

different　from　those　of　the＋P　plants　at　14　d．　Therefbre，　it　was　considered　that　the　low

Fe／P　ratio　of　the＋P　plants　was　responsible　fbr　the．progression　of　Fe　chlorosis，　and　that

the　high　Fe／P　ratio　ofthe－P　plants　induced　the　greening　of　their　leaves　and　their　higher

growth．

The　depletion　of　P　in　the－Fe　medium　increased　drastically　the　amount　of　PS　released

by　the　roots　of　bar1ey」though　the　accumulation　of　PS　in　the　roots　was　simHar　between

－Pand＋P　plants．　It　was　certain　that　short　term　depletion　of　P　status　in　plant　tissues

enhanced　PS　release　in－Fe　plants　after　the　induction　of　Fe　chlorosis　in　leaves　and　the

activation　of　PS　synthesis　and　release　in　roots．　The　direct　effect　of　P　on　the　release　sites

89



；

e
3　mo

言

ra
m10

　t
コ

v
　　O

ed 7d 14d

舶

ま30

き

ヤ　20
m
豊

ゴ10
0

0

Od 7d f4　d

　　80

ε60
0
三

紛舶
〒

栖
目
ユ20
≡

N
　　o

Od 7d t4d

　　60

0
苫甜
e

㌣o

登20

ご

N
　　O

ed 7d 14d

　60

三

3n
奮

㌔
口20

モ

ロ

書0

Od 7d 14d

　　20

0帖
言

e
r　冊
o
呈

ご5
聴

　　o

ed 7d i4　d

Figure　5．8．　Concentrations　of　Cu，　Zn，　and　Mn㎞shoot　and　rootS　of　barley　plantS　grown

in－・Fe　media　with　P（＋P）or　without　P←P）．　Different　letters　at　the　top　of　each　line

indicate　significant　differences（p＜O．05）according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．
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of　PS　in　mots　needs　to　be　inveStigated・Fur出er鴨search　is　requh司focuSing　on　the

mech鋤i・m・f也e　in蜘ati・n・fF・i・pl紐t揃ss…㎜d血e爬P培ssi…fPS怜』by

high　P　in　gramineae．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHAPTER　6

PHOSPHORUS－DEPLETION　TREA㎜NT　AND　I皿N圃RA］L　NVIIUENT

DlSTRIBUT10N“LEAVES　OF　BARLEy刑）ER　IRON－DEIilCIENT

　　　　　　　　　　　　　　　　　　CONDITiON
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6・Ph・sph・ms－d・pleti・n　t・・atmen迦d　mineral・ut・ie耐dist，ib。ti。曲1。a。。s。f

barley　under　Fe－deflcient　cond“ion．

6．1．INTRODUCTION

Th・㎞・wl・dg・・f　the　effe・t・fd…ea・i・g　nut・i・nt・・pPly・n　the　c・・ti・u・ti・n・fpl・・t

development　is　important　in　crop　production，　The　growth　can　be　maintained　to　some

・xtent　by・嘘ient・etmn・1・cati・n　withi・th・pl訓t・ft・・th・d・c・ea・e・f　th…pPly・f

mineral　elements（Ascencio，1988）．　The　ability　of　plants　to　uptake　P　fセom　soi口s

regulated　by　either　internal　or　extemal　utilization　e伍ciency　of　P．　The　intemal

mechanisms　enable　plant　to　produce　more　dry　matter．　The　extemal　mechanisms　enable

plants　to　yield　more　because　of　an　increased　ability　to　eXtract　P　from　the　soil（Mackay　et

aL，1990）．　Our　previous　work　showed　that　plant　growth　remained　unchanged　wh鎌P

concentration　of　the　medium　was　lowered　to　l　e　times　lower　level（Chapter　3，　Fig．3．1）．

The　livestock　require　very　small　amounts　of　P　in　the　herbage（Sistani　et　a1．，2003）．

However，　the　concentrations　of　P　in　the　herbage　of　many　pastures　exceed　livestock

requirement（Reay　and　Grace，1981；Smith　and　Comfbrth，1982）．　Plant　growth　and　the

distribution　of　N，　R　or　K　in　different　organs　have　been　measured　fbr　a　large　number　of

plants　which　were　supplied　with　all　nutrients　up　to　a　well　defined　stage　of　development

and　then　transferred　to　deficient　conditions（Cogliatti　and　Clarkson，1983）．　The　reports

of　the　combined　deficiencies　of　two　nutrients　are　not　much，　In　a　previous　attempちwe

fbund　that　depletion　of　P　in－Fe　medium　induced　the　greening　ofFe　chlorotic　leaves　and

the　growth　of　the　plants．　The　d㏄rease　in　P　content　of　the　shoots　by　the　depletion　of　P

did　not　affect　the　concentrations　of　most　of　the　macronutrientS　and　micronutrients．

Phosphorus　is　a　readily　mobile　mineral　in　plants　and　can　be　translocated　in　upward　or

downward　directions．　For　instance，　in　intact　castor　bean　pla耐s，　young　leaves　of　the
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plant　were　supplied　with　Pi　not　only　taken　up　by　the　roots　but　also　from　older　leaves

（」・・chke　et・1・1997）・Ph・・ph・m・r・m・bilized・fr・m　m・加・e　1・av・・i・a1・・ぬ・・p・rt，d

vla　the　phloem　as　retranslocated　Pi　fbrmed　by　hydrolysis　of　organic　R　but　it　is　directed

to　the　roots（Mengel　and　Kirkby，2001）．　Phosphorus　de丘cient　tissues　show　an　increase

in　phosphatase　activity　as　a　consequence　of　higher　turnover　rates　of　P　and

remobilization　of　Pi（Smith　and　Chevalier，1984）．　The　high　tum　over　rate　of　P　in　the

tissu…f　－P　plant　might・・n廿ib・t・t・也e　acti・・ti・n・f　Fe　and血・・e・・lti・g　th・leaf

greening（Chapter　5，　Photograph　5．1），　The　mobilization　of　P　might　interact　with　other

mi…al・withi・plant　tiss・e・・Th・・h・・t・・n・e・甘・ti・n・f　m・・t　mine・al・did・・t　vary

after　P－depletion　in　bar！ey　under－Fe　condition、　The　distribution　of　minerals　among　the

leaves　remains　unknown．　An　experiment　was　designed　in　other　to　clarify　the　effect　of

P・depletion　treatment　on　mineral　nutrient　distribution　in　barley　leaves．

6．2．MATERIAL　AN1）METHODS

The　material　and　methods　of　this　experiment　were　similar　to　those　described　in

Chapter　2　and　5．　The　chlorophyll　index　of　the　new　leaves，　the　content　in　roots　and　the

release　fセom　roots　of　PS　were　measured　at　O　d　and　7　d．　Plants　were　harvested　at　O　d　and

7d，　washed　with　deionized　water，　separated　into　roots，　old　leaves　and　new　leaves．　The　2

1eaves　with　their　leaf　sheath廿om　the　top　of　the　plant　shoot　were　separated　as　new

leaves　while　the　remaining　leaΨes　with　their　she飢h　towards　the　bottom　of　the　shoot

were　taken　as　old　leaves．　The　plants　materials　were　oven　dried　at　80°C　fbr　24　hours

continuously，　weighed，　and　digested．　The　content　of　mineral． 獅浮狽窒奄?獅狽刀@in　roots，　old

leaves，　and　new　leaves　were　measured　in　7　d　plants　as　described　in　chapter　5．　The

experimental　design　was　a　completely　randomized　block　with　six　replicates．　The　data

were　analyzed　as　described　in　chapter　2．
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6．3．RESUI）TS　AND　DISCUSSION

6．3・LVisible　symptoms

The　visual　symptoms　of　Fe　deficiency　in　shoots　and　roots　were　obvious　in　O　d　plants

and　progressed　in＋P　plants　at　7　d　as　shown　in　Photograph　6．1　and　described　in　chapter

5．The　symptoms　of　P　deficiency　wer㊥not　visible　and　the　Fe　chlorosis　was　alleviated　in

＿PpIants．　The　roots　ofthe－P　plants　appeared　as　previoロsly　described　in　chapter　5．

6・3・2・Dry　m甜er脚duc60n

The　total　dry　weight（DW）and　the　DW　of　roots，01d　leaves，　and　new　leaves　were

higher　in－P　plants　than　in＋P　plants（Fig．6．1），　This　result　was　consistent　with　that　of

previous　experiment（Chapter　5）and　our　report　of　barley　plants　grown　in　low　P鋤d　FeO

medium（Ladouceur　et　al．，2006）．　The　higher　root　growth　of　the－P　plants　was　obΨious，

as　it　is　kriown　that　the　roots　continue　to　grow　not　only　by　retaining　most　P　but　also　by

translocating　P　from　shoots　to　roots　in　P－deficient　condition（Smith　et　al．，1990）．

6．3．3．Chlorophyll　index

The　chlorophyll　index（SPAD　value）of　the　new　leaves（Fig，6．2）was　higher　in－P

plants　than　in＋P　plants　similarly　to　the　result　of　chapter　5．
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Photograph　6．L　Barley　plants　grown　in－Fe　media　w▲th　P（＋P）or　without　P←P）（7

DAT）．
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Figure　6．1．　Dry　weight（DW）of　root（R），01d　leaves（0），　new　leaΨes（N）and　of　total

σ）barley　plants　grown　in－Fe　media　with　P（＋P）or　without　P（－P）．　Different　letters　at

the　　top　　of　each　　bar　indicate　　significant　differences　（P＜0．05）　according　　to

Ryan・Einot－Gabriel・Welsch　Mutiple　Range　Test，

一〇・一＋P

－●一・P

30

e
呈　20

o
＜
a
ω

le

0

Od 7d

Figure　6．2．　Chlorophyll　index　of　the　new　leaves　of　barley　plants　grown　in－Fe　media

with　P（＋P）or　without　P（－P）．　Different　letters　at　the　top　of　each　bar　indioate　significant

differences（P＜0．05）according　to　Ryan・Einot－Gabriel・WelSch　Mutiple　Range　Test．
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6・3・4・Phyt・・ider・ph・res・reEease・f・・m　r・・t・and・Phyt・sider・ph・re・accilm。1。ti。n

in　roots

The　amount　of　PS　release（R）from　roots（Fig・6・3a），　the　PS　accumulation（A）（Fig．

63b）in　roots　as　well　as　the　ratio（R／A）（Fig．6．3c）was　hlgher　in　－P　p1頷ts　than　in＋p

pEants．　The　results　of　the　pattern　of　PS　release　and　the　ratio　were　consistent　with　the

previous　experiment（Chapter　5）．　The　accumulation　amount　of　PS　in　roots　was

increased　with　the－P　treatment　in　plants　and　was　higher　than　the　released　amount　of　PS．

The　ratio（R／A）did　not　exceed　l　or　100％，　and　this　ratio　was　higher　in－P　plants　than＋P

plants　similarly　to　the　experiment　of　chapter　5」t　is　again　suggested　that　PS　synthesis

and　PS　release　may　be　enhanced　by　low　P　treatment．

6・3・5・Distribution　of　mineral　element　i丑plant　organs

Phosphorus

The　accumulation（Table　6．1）and　the　concentration（Table　6．2）of　P　of　roots，　old

leaves，　and　new　leaves　were　obviously　lower　in－P　plants　than　in÷P　piants．　The－P

treatment　decreased　the　concentration　and　accumulation　of　P　in　roots　more　than　in

leaves．　It　is　known　that　P　is　remobilized　in　plants皿der－P　condition．　Jeschke　et　a1，

（1997）reported　the　mobilization　of　P　towards　the　roots丘om　mature　leaves　via　the

phloem．　The　concentration　of　Pi　in　the　phloem　from　shoot　to　root　is　a　fbedback　s　ignal　to

regulate　P　uptake　of　plant（Drew　and　Saker，1984）．　Our　result　suggested　that　in－P　and

－Fe　conditions　the　mobilization　of　P　may　be　directed　much　towards　the　leaves．　This

mobibilization　of　P　towards　the　leaves　under－Fe　condition　is　different　from　the

discussion　of　Smith　et　al．（1990）that　the　roots　retained　most　of　the　plant　P　by　importing

Pfrom　shoot皿der　P・starved　conditions．　The　drastic　decrease　in　P　concentration　in

roots　may　be　one　ofthe　cause　ofthe　higher　PS　release丘om　roots　ofthe－P　plants．
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Figure　6．3．（a）Release　amount　of　PS　from　rootS，（b）a㏄㎜ulated　amount　of　PS　in　roots，

and　（c）．　relative　ratio　（PS　release／PS　accumulation％）（R／A　ratio）　in　roots　of　barley

plants　groWn　in　・．Fe　’Media　with　P（＋P）or　witheut　P（LP）．　Different　letters　at血e　top　of

each　line　indicate　significant　differences（p＜0．05）accerding　to　Duncan　Multiple　Range

TeSt．
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Iron

The　accumulation　of　Fe　in　roots　and　old　leaves　were　higher　in－P　plants　than　in＋P

ptants（Table　6」）．　The　concentration　of　Fe　in　roots　of　－P　plants　was　lower　than　that　of

＋pplants．　This　may　be　due　to　dilution　effecL　because　the　dry　weight　of　the－P　plants

was　higher　than　that　of　the＋P　plants．　The　Fe　concentration　was　not　affected　in　the　old

and　new　leaves　by　－P　treatment（Table　6．2）．　It　can　be　considered　that　the　greening　was

not　due　to　higher　Fe　concentration，　but　to　Fe　mobilization　within　the　plants　induced　by

low　P　status　in　－P　plants．　This　finding　is　consistent　with　the　report　that　Fe　deficiency

may　not　always　be　characterized　by　chlorotic　leaves　but　simply　by　a　reduction　of　leaf

growth（Kosegarten　et　al．，1998）．　Mengel　et　al．（2001）also　reported　that　a　leaf　of　plant

showing　Fe　deficiency　symptoms　might　have　same　Fe　concentration　as　a　green　leaf，　and

that　was　due　to　more　internal　precipitation　of　Fe　than　to　external　Fe　concentration　ofthe

growth　medium．

Ratio」FtyP

The　Fe／P　ratios　of　roots，　old　leaves，　and　new　leaves　were　higher　in－P　ptants　than　in＋P

plants（Fig．6．4）．　It　was　reported　that　Fe－deficient　plants　with　low　Fe／P　showed　Fe

chlorosis　while　p　lants　with　high　Fe！P　displayed　alleviated　or　no　Fe　chlorosis（Ladouceur

et　aL，2006）．　The　high　ratio　in　roots　and　in　leaves　may　be　the　responsible　factor　of　the

greening　in　leaves　of　the－P　plants．　The　precipitation　of　Fe　in　old　leaves　as　insoluble

oxides　or　phosphates　or　as　complexes　with　phytoferritin　was　reported．　Phytofenitin　can

form　complex　with　Fe　not　only　in　leaves　but　in　other　plant　parts（Oh　et　al．，1996）．　The

precipitation　of　Fe　diminishes　subsequent　mobilization　of　the　metal　into　the　phloem　for

long－diStance　translocation（Taiz　and　Zieger」2002）．　The　low　P　statUs　of　the　tissues　of
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一F・plan勒ight・ed・ce　imm・bili斑i・…p鴨dpit・ti…fF・by　P・・岬・・d，　and

increase　Fe　availability丘）r　chlorophy11　synthesis．

Table　6．L　Accumulation　of　nutrient　in　roots　and　old　and　new　leaves　of　barEey　plantS

grown　in　Fe－deficient　and　P　depleted　nutrient　solutions（7　DAT）

Treatment

mg　Planガ1

P Ca Mg

Pg　Plant°1

Fe Mn Cu Zn

New　leaves

＋P O．568a　　O．103b　　O．085b 2．56a　　I．72a　　O．628b　　3．92a

一P 0．460b　　O．276a　　O．141a 3．54a　　　1．98a　　O．998a　4．29a

Old　leaves

＋P 0．538a　　O．798b　　O．181b 3．87b　　　3．46b　　O．739a　　2．33b

一P 0．425b　　I．75a　　e．233a 5．27a　　6．44a　　O，77］a　　4，85a

Roots

＋P 0．266a　　O，088b　　O．060b ．4．36b　　1．Ola　　1．71a　　1．07b

一P 0．097b　　l．19a　　　O．128a 5．76a　　　l．21a　　1．62a　　　l．77a

Note：Means　followed　by　different　letters　in　each　column　are　significantly　different（p＜

0．05）according　to　Ryan－Einot・Gabhe掴記h　Multiple㎞ge惚．
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Table　6・2・　Nutrient　concentration　in　roots　and　old　and　new　leaves　of　barley　plants

grown　in　Fe－deficient　and　P　depleted　nutrient　solutions（7　DAT）

Treatment

　　　　一lmgg

P　　　　Ca Mg

　　　　一1

μ9　9

Fe　　　Mn Cu Zn

New　leaves

＋P

一P

9．52a　　　1．94b　　l．62a

5．53b　　3．68a　　l．86a

48．2a　　　325a　　li．7a　　73．9a

46．1a 26．1a　　l3．2a　　57．3a

01d　leaves

＋P

一P

8．45a　　　12．5b　　2．81a

4．89b　　20．5a　　2．75a

60，6a

62．9a

53．7b　　11．5a　　36．lb

75．7a　　9．12b　　57．la

Root

＋P

一一o

6．98a　　2．58a　　L76a

1．18b　　2，39a　　1．65a

128．3a　　29．4a　　50．2a　　31．4a

73．6b 15．2b　　20．6b　　22．5a

Note：Means　fbllowed　by　different　letters　in　each　column　are　significantly　different

（p＜0．05）according　to　Ryan・　Einot－Gabriel　－Welsch　Multiple　Range　Test．

〃agnes輌醐

The　Mg　accumulation　in　roots，　old　and　new　Ieaves　were　higher　in－P　plants　than＋P

plants　（Table　6．1）．　Howeveらthe　Mg　concentration　in　these　organs　was　not　affected　by

也e－Ptreatment（rable　6．2）．　These　results　conf㎞ed　that　the　chlorosis　in－Fe

conditiOns　was、not　due　to　the　Mg　concentration　of　the　leaves．　This　similar　Mg◎ontent

in　the　old　and　new　leaves　of－P　plant　in　addition　to　the　fact　that　their　ieaf　Fe
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concentration　vvas　not　affected　by　－P　treatment　indicated　that　Mg　and　Fe　content　did　not

control　chlorophyll　fbrmation　in　leaves．

Calcium

Calcium　accumulation（Table　6．1）and　Ca　concentration（Table　6．2）were　higher　in　the

leaves　of－P　plants　than＋P　plants．　The　root　Ca　accumulation　was　also　higher　in－P

plants　but　the　root　Ca　concentration　of　these　plants　was　similar　to　that　of÷P　plants，　This

result　suggested　that　the　treatment　of－P　under－Fe　conditions　enhanced　Ca　uptake　of

the　plants　and　confirmed　that　there　may　be　antagonistic　effect　of　Ca　and　P　uptake　by

plants．　This　higher　Ca　concentration　ill　the　ieaΨes　of－P　plants　may　be　responsible　for

the　higher　groWth　of　these　plants，　as　it　is　well　known　that　Ca　is　involved　in　cell　division．
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Figure　6．4．　Ratio（Fe／P）of　concentrations　in　roots，01d　and　new　leaves　of　barley

plants　grown　in－Fe　and　P－depleted　nutrient　solutions　7　DAr．　Different　letters　at

the　top　of　each　bar　indicate　significant　differences　（P＜0・05）　according　to

Ryan－Einot・Gabriel－Welsch　Mutiple　Range　TeSt．
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Copper

　　Copper　accumulation　’in　roots　and　old　leaves　vvere，not　significantEy　affected　by　the　－b－P

treatment（Table　6．1），　but　the　co皿centration　of　Cu　in　these　plant　organs　was　lower　in＿p

plants　than＋P　plants（Table　6．2）．　However，　Cu　accumulation　in　the　new　leaves　was

significantly　higher　in－P　plants　than　in＋Pplants．　Copper　accumulation　in　roots　was

similar　and　Cu　concentration　in　roots　was　lowered．　It　is　considered　to　be　dilutiQn　effect

induced　by　increase　of　root　growth　by－P　treatment．　This　result　indicated　that　the－P

treatment　did　not　interfere　Cu　translocation　toward　the　new　leaves．

Manganese

With　the－P　treatmenL　the　accumulation（Table　6．1）and　the　concentration　（Table　6．2）

of　Mn　in　the　old　leaves　were　higher　in－P　plants　than　in＋P　plants．　The　Mn

accumulation　in　roots　vvas　not　significantly　affected，　but　the　root　Mn　concentration　was

significantly　lower　in　一一Plants　than　in＋P　plantS　which　is　considered　to　be　dilution　effect，

However，　neither　the　Mn　accumulation　nor　the　Mn　con㏄ntration　in　new　leaves　was

significantly　affected　by－P　treatment．　This　result　suggested　that　there　might　be　no

interference　of　Mn　translocation　from　roots　to　shoots　by　the－P　treatment．　However，　the

reason　vvhy　accumulation　of　Mn　in　the　old　leaves　Qf－P　plants　was　higher　is　not　known．

This　unchangeable　content　of　Mn　in　the　new　leaves　may　contribute　to　the　maintenance

of　photosynthesis　of－P　plants．

Zinc

The　concentration　and　the　accumulation　amount　of　Zn　in　old　leaves　were　significantIy

higher　in－P　plants　than＋P　plants，　which　was　similar　to　those　of　Mn．　HoweΨer，　the　一一P

treatment　did　not　sigriificantly　affect　the　ac鍋mulation（Table　6．1）and　the　concentration

（Table　6．2）of　Zn　in　the　new　leaves．　It　is　considered　that　concentrations　of　meta1
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mi…nut「i・・t・w・・e・eg・1・t・d・tabl・・ven　und・r　l・w　P・tatu・i・pl・・t・．1・th・，。。tS，、th。

Zn　concentration　was　not　significantly　affected，　but　the　accumulation　amount　was

higher　in－P　plants・It　was　considered　that　more　Zn　was　absorbed　under＿P　condition
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

which　might　be　Zn　and　P　antagonistic　effect・It　was　reported　that　Zn　deficiency　can　also

lead　to　P　toxicity　through　restriction　of　Pi　transpOrt　ffom　shoot　to　root　and　thus　impair

transmission　ofthe　signal　which　controls　Pi　uptake（Marschner　and　Cakniak，1986），

6．4．SlJMMARY

The　results　of　this　experiment　showed　that　the　greening　and　growth　enhancement

occurring　with　the　depletion　of　P丘om　the　growth　medium　could　enhance　mineral

uptake　in　the　plants．　The－P　treatment　of　the　plants　enhanced　P　remobilization　within

the　plants　and　decreased　the　concentration　of　P　in　roots　and　leaves（old　and　new）．　The　P

concentration　of　roots　was　much　decreased　than　that　of　the　leaves　in－P　plants．

Phosphorus　movement　towards　the　shoots　might　be　active　under－Fe　and　P－deficient

conditions．　Even　though　the　Fe　concentration　of　both＋P　and－P　plants　remained　in　the

deficiency　range，　the－P　treatment　allowed　a　mobilization　of　Fe　within　the　plants

resulting　in　increased　Fe　accumulation　in　roots　and　old　leaves，　The　higher　PS　release　of

－Pplants　may　increase　the　Fe　uptake　activity　of　the　sparingly　contaminated　Fe　of　the

－Fe　medium．

Manganese　concentration　in　roots　was　also　reduced　through　dilution　effect　and

translocation　of　Mn　towards　shoots　was　resulted　in　increased　Mn　concentration　in　the

old　leaves．　That　reduction　of　Mn　concentration　in　roots　by－P　treatment　may　play　a　role

in　the　mobilization　of　Fe　within　the　plants，　The　high　Fe／P　ratio　in　plant　organs　may　be

responsible　fbr　the　greening　and　high　Ca　and　Mg　concentration　of　the　leaves　might

contribute　to　the　increased　growth　ofthe　rP　plants　in－Fe　medium．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHAPIER　7

EFFECT　O肌O’VV　PHOSPHORUS　’rREATMENT　ON　CONCEMIRATIONS　OF
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7・E弥㏄t°fl°w　ph・・ph・…㌔㎞組t伽・皿・e匝tr曲…fphyt・・id・mp』麟nd

曲eral皿t由nt柏he．xyl・m　88P・fF・・d輌ent　b曲y

7，1．INTRODUCTION

恥・yl・m・ap。・叩・iti…fpl無m・y・・n・ct　it・n・t・i輌1・撫屹・a，Pe。ifi、

environmental　condition，　There　are　many　reports　of　the　s包dies　of　m董neral　nutrient

・・mp°siti°nΦf出・・yl・m・ap・nd　it・r・1・ti。・・hip　wlth鵬繍・r臨ti。。顕d

translocation　fそom　roots　to　shoots（Graham，1979；white　et　aL，1981）．　The　fefva　in

which　n幽nts・疏ansl・・at・d　th・。・gh　the　・ylem　t・be　may・・ry・am。・g　Pl跳麺，、．

1・・nwa・d・t・・t・d　in　xyl・m・・p・ft・m・t・（Strategy　I）pl・・t…F¢－cl虹・te・卿1・x

（Tiffin，1967）」n　rice（Strategy　II）plants　grown　il1－Fc　oonditiζ｝n，　abo斑12％of　the　Fe

content　in　the　xylem　sap　was　in　the　fbrm　of　PS・F♂＋eom挙lex｛Mcfi　eはL，1991）．　The

identification　of　PS　in　thc　xylem　sap　ef－Fe　barley　pIafitS　was　reported　by　Kawai　et　al．

（2001）．

　In　natural　conditions，　the　de罰ciencies　of　Fe　and　P　in　some　so韮s　may　po‡e抵ia盤y　g¢euぎ

simultaneously．　There　is　no　report　on　the　role　of　P　on　minera妻and　organi¢sel＃tC§

co鵬entration　of‡he　xylem　sap　of－Fe　pla耐s．　The　o句ec6ve　of壺語s加dy　was‡e　afial：yze

血eeffects　of　low　P　and－Fo　conditio酪on　the　goncentrations　gf翻賠ぎal　eleme＃ts，

P｝lytosiderophore，　and　other　organic　sol磁es　in血e　xylem　sap｛｝ぎbarley　P茎alltS、

7．2．MATERIAL　AND　MEl到ElODS

7．2．1．Plant　Growth

　The　p1℃cedu爬for　the　preculture　of　barley　seeds　a1id　the蜘spla識ta慧ミ｝蓑奪f§e類翼i負菖s　i嚢

35－Lbuckets　were血e㈱e｛舳・se・descrtb｛晦托卵sly語誌雛f・2．・？i繍覇講

9「own　hydroponiCally　in－Fe　medium　with　4　P蓋eve茎s（5｛｝§，5奪，5，　aiid奪還罫違藁

・汕il副y　t・the・meth・由de・c・三襯in卿搬4，　i葺a騨誌｛｝use　et・the　Facglty・gf

’1奪7



Agriculture　of　Iwate　University　in　the　spring　seas皿fbr　14　days・The　nutrient　solution

pH　was　daily　monitored　and　a（lj　usted　to　6．5．　Nutrient　solution　was　continuously　aerated，

weekly　renewed，　and　the　solution　level　of　the　bucket　was　maintained　by　the　addition　of

deionized　water　du血1g　the　experiment．

7．2．2．Collection　of　Xylem　Sap

The　material　and　methods　used　fbr　the　collection　of　the　xylem　sap　are　previously

described　in　chapter　2．　Plants　were　decapitated　at　about　2　cm　above　the　roots　with

stahlless－steel　razor　blade　at　at　13：00　where　no　PS　release　was　observed丘om　roots．

Subsequently，　the　xylem　sap　was　collected　continuOusly　fbr　3　h　from　16　bunches　of

plants　per　treatment　in　duplicate　by　attachng　a　capillary　glass　equipped　with　rubber

tube　to　the　remah血g　part　of　the　plant　stems　as　shown　in　Photograph　7．1．　Collection　of

xylem　sap　were　conducted　With　16　b皿ches　in　duplicate．

Photograp血7．1．

sap　collection．

Decapi雄d　F・・d・五・i・nt輔晒9h・・1・w　P　b訂1・y　pl皿袖・xy1・m
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7．2．3．T血e　Parameters　Meas眠d

The　measured　parameters　we豹e　the　fbllowing：

　　　（a）The　amount　of　xylem　sap

　　　（b）The　concentration　of　minerals　in　the　xylem　sap（concentration）

　　　（c）The　amount　ofminerals　translocated　per　hour（translocation）

　　　（d）The　concentration　ofPS　in　the　xylem　sap

　　　（e）The　amount　ofPS　translocated　per　hour（translocation）

　　　（f）The　concentration　of　organic　acids（citrate，　malate，　and　succinate）in　the　xylem

　　　　　　sap

7．3．RESULTS　AND　DISCUSSION

73・1・Amount　of　Xylem　Sap

The　amount　of　collected　xylem　sap　was　lowered　according　to　decrease　of　P

concentration　in　the　media（Fig．7．1）」t　was　suggested　that　water　flow　driven　by　the

root　pressure　in　plants　reduced　under－P　condi目on　of　the－Fe　medium、　The　velocity　of

sap　flow　in　plants　in－Fe　medium　may　be　dependent　on　the　level　of　P　and　not　on　t卜e　size

of　the　root　system，　since　the　root　system　of　the　low　P（50，5，0．5　pM　P）plants　was　larger

than　high　P（500　pMP）plants　in－Fe　media（Ladouoeur　et　aL，2006）．
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Figure　7．1．　Flow　rate　of　xylem　sap　of　barley　plantS　as　affected　by　different　P　levels　in

Fe－deficient　condition．　Values　represent　the　mean士SE．ef　2　replications．
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7．3・2・　Phytosiderophore　in　Xylem　Sap

The　PS　concentration　in　the　xylem　sap　was　higher　in　the　P！antS　9rown　in　medium　with

the　lowest　P　concentration（0．5　pMP）than　in　control（500　pMP）plants（Fig，7．2）．

1
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　5

　0

500pMP 50uMP 5pMP 0．5μMP

Figure　7．2．　Concentration　of　Phytosiderophore　of　the　xylem　sap　of　bariey　plants　as

affected　by　different　P　levels　in　Fe－deficient　condition．　Values　represent　the　mean土SE

of　2　replications．
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Figure　7．3．　Phytosiderophore　in　the　xylem　sap　of　barley　plants　as　affected　by　different　P

levels　in　Fe－deficient　condition．　Values　represent　the　mean±SE　of　2　replications．

The　concentration　of　PS　in　the　xylem　sap　of　the　50　or　5　pMP　plantS　was　similar　to　that

of　control　plants．　The　translocation　amountS　of　PS　through　the　xylem　sap　were　lower　in

low　P（50，5，0．5　pMP）plants　than　in　the　control（500　pMP）plantS（Fig．7．3）．　This　may
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be　explained　by　the　lower　amounts　of　xylem　sap　of　the　low　P　plants．　It　was　suggested

that　PS　may　enhance　Fe　manslocation　in　plantS　under　severe　－P　condition，　since　PS－Fe3＋

complex　was　found　in　the　xylem　sap　of　Strategy　II　plants（Mori　et　aL，1991）．　The　PS　of

the　xylem　sap　of　barley　plants　grown　under－Fe　condition　was　identified　as　mugineic

acid（Fig．7．4）．　The　PS　of　the　xylem　sap　of　barley　plants　grown　with　O．5　pMP　unde卜Fe

condition　is　shown　in　Figure　7．5．

7．3．3．Mineral　Element　in　Xylem　Sap

The　translocation　of　P（Table　7．1）and　the　concentration　of　P（］Fable　7．3）in　the　xylem

伽id　exudate　were　lower　in　Iow　P（50，5，　and　O．5　pMP）plants　than　control（500　pMP）

plants．　The　translocation　amounts　of　other　macronutrientS　such　as　K，　C4　Mg　（Table　7．1）

was　lower　in　the　low　P　plants（5　and　O．5　pMP）than　in　contro1（500　pMP）plants，　The

translocation　amount　ofMg　and　K　was　even　higher　in　the　xylem　sap　of　50　pMP　than　in

control（500　pMP）plants．　The　concentration　of　K　and　Mg　were　higher　in　low　P（50，5，

and　O．5　pMP）plants（Table　7．3）than　in　control（500　pMP）plants．　This　was　due　to

concentration　effect　since　the　xylem　flow　of　the　low　P　plants（Fig．7．1）was　lower　than

that　of廿le　control（500　pMP）plants．　The　translocation（Table　7．2）and　the　concentration

（Table　7．4）of　micronutrients　such　as　Fe，　MI1，　and　Zn　were　higher　in　the　xylem　sap　of

the　low　P　plants（5　and　O5μMP）than　in　those　of　the　sap　of　the　control（500　pMP）

plants．　It　is　suggested　that－－P　treatment　activated　translocation　of　Fe，　Mn，　and　Zn．

The　translocation　of　Cu　through　the　xylem　was　lower　in　low、　P（5　and　O．5　pMP）plants

than　in　control（500　pMP）plants，　but　the　concentration　of　Cu　in　the　xylem　sap　of　low　P

plants　was　higher　than　that　of　the　high　P　plants　which　was　concentratbn　effect．　The

high　micronutrient　translocation　and　low　P　translocation　in　the　xylem　fiuid　of　low　P（5

and　O5　pMP）Plants　under－Fe　conditions　may　have　effect　on　groWth　and　chlorophylI
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index　of　low　P　p玉ants　which　were　higher（Ladouoeur　et　a1．，2006）than　those　of　high　P

plants．　It　is　we11㎞ow皿that　Fe　is　involved　in　chlorophyll　s）mthesis，　Mn　and　Cu　are

involved　in　photosynthetic　activity，　and　Zn　is　involved　as　a　cempOnent　of　a　number　of

enzymes　in　plants．　Phytosiderophores　might　be　involved　in　the　enhancement　of

micronutrients　transport　via　the　xylem．　It　was　reported　that　PS　solubiliZed　effectively

Cu，　Fe，　Mn，　and　Zn　from　calcareous　seils（Treeby　et　al．，1989）．
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Mgure　7．5．　HPLC　chromatogram　of　the　xylem　sap　of　Fe－deficient　barley　plants　grown

韮nnutrient　solutions　with　O．5　pMP．　Value　in　eacb　peak　representS　the　retention　time．

The　mechanism　by　which　low　P　plants　translocate　higher　micronutrients　than　high　P

plants　in－Fe　condition　and　also　the　specific　role　of　PS　under　low　P　cendition　need　to　be

investigated．

7．3．4．　Organic　Acids　in　Xylem　Sap

　The　concentration（Fig．7．6）and　the　translocation　amount（Fig、7．7）ef　citrate　in　the

xylem　sap　were　higher　in　low　P（50　pMP）plants廿lan　in　control（500　pMP）plants．　In

O5μMP　plants，　the　concentration　of　citrate　of　the　xylem　sap　was　not　affected，　but　its

translocation　amount　was　even　reduced　because　of　their　lower　amount　of　xylem　sap　as

compared　to　that　of　the　control　plants．　It　was　suggested　that　the　concentratien　of　citrate
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of　the　xylem　sap　may　be　inc鵬ased　in　plants　lmder　low　P　oondition．　However，　in　low　P

（0・5μM）飽d－F・c・・diti・…th・』1微ti・n輌mt・f臓t・也・・ugh也・xy1・m．sap

m・ybe　even　dec鵡・・ed・∩…ncentrati・n・・f　m・1・t・w・爬high・・i・th・xyl・m識P。f

the　Iow　P（5　and　O5μMP）plants　than　in　the　contro1（500　pMP）plants（Fig．7．6），　but　the

translocaticn　amounts　were　not　significantly　affected　as　compared　to　the　control　plants

（Fig．7．7）．　The　concentrations（Fig．7．6）and　the　translocation　arnounts　of　s凹ccinate　in

the　xylem　sap（Fig．7．7）were　Iower　in　low　P（50，5，　and　O，5　pMP）plants　than　in　contro1

（500pMP）plants．　It　was　indicated　that　Succinate　concen虹ation　and　transbcation　in

xylem　sap　decreased　in　plants　under　low　P　and－Fe　conditions．

The　release　of　organic　acids　under　low　P　oondition　is　weil　known　as　plant　reactions　to

uptake　sparingly　soluble　P　of　the　medium（HoMand　et　al．，1989；Ohwaki　and　Hirat亀

1992）．Our　result　showed　that　succlnate　concentration　in　xylem　sap　of　plants　may　be

depressed　under　Iow　P　and　rFe　conditions．　It　is　well　documented　that　Fe　can　be

血ansported　in　xylem　sap　as　Fe・citrate　complex　in　Strategy　I　plants（Ti1田n，1967）．　It

would　be　interesting　to　investigate　whether　the　citrate　of　the　xylem　sap　of　Strategy　II

plants（b測rley）under－P　and－Fe　conditions　is　oarrying　Fe　or　not．
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Table　7．　L　Translocation（nmol　plant’i　h’1）of　macronutrients　in　xylem　sap　of　barley

plants　as　affected　by　diffepent　P　levels　in　Fe－deficient　medium．

T『eatment　　P

ipM）

P K Ca Mg

500
3880士65．5 28430土3027．0 6521土819，5 1284士186．88

50
226土35．3 36318土3369．2 6260土204．5 2027土167．76

5
34土2．14 25427士1627．4 2190±44．5 1027±108．72

0．5

3圭1．15 15716土2920，8 1883土411．1 558土94．61

　　　　　　　　　　　　　　　Values　represent　the　mean±SE　of　2　replications

Table　7．2，　Translocation（nmol　planri　h“1）of　micronutrients　in　xylem　sap　of　barley

plants　as　affected　by　different　P　levels　in　Fe－deficient　medium．

Treatment

o（μM）

Fe Mn
@　　　　　　　　　　　．

Zn Cu

500
5．52土0．09 23．67土4．27 11．01土2、27 3．506土0．538

50
6．09土L62 15．52土3．81 10．53±0．51

@　　　　　　1

2．427…七〇．119

5
12．95土L68 39．Ol土2．07 23．22±0．15 2．399±0．301

05
13．24±4．17 33．69±8．06 22．96土3．88 2．Ol6±0．426

Values　represent　the　mean　±　SE　of　2　replications．
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Tabie　7．3．　Concentration（FM）of　nutrients　in　xylem　sap　of　barley　plants　as　affected　by

different　P　levels　in　Fe“deficient　medium，

Treatment　P

iμM）

P K Ca Mg

500
100．45土3．08 737．8±22．3 169．3±7．8 33．16土1，16

50
7．53±0．50 1200．1圭36．2 207．8土105 67．Ol土2．24

5
2．32土0．38 1627．3士49．0 14L1士6．9 66．68±2．19

0．5

0．33土0．Ol 1711．4土515 205．0±103 60．64」：2．03

　　　　　　　　　　　　　　Va！ues　represent　the　mean士SE　of2　replications，

Table　7．4．　Concentration（pM）ef　micronutrients　in　xylem　sap　of　barley　plants　as

affected　by　different　P　levels　in　Fe－deficient　medium．

Treatment　　P

iμM）

Fe ㎞　　　　　　　　　．
Zn Cu

500
0．14土0．OI 0．62士0．03 0．29土0．015 0．091土0．008

50
0．20±0．01 0．51土0．03 0．35土0．020 0．081士0．009

5

0．82土0．04 2．52士0、12 L4脚．075 0．153±0．Ol2

05
1．44土0．07 3．67土0．19 2．50土0．127 0．2玉9土0．OI6

Values　represent　the　mean圭SE　of　2　replicatie皿s．
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figure　7．6．　Organic　acid（citrate，　malate，　succinate）concentrations　in　xylem　sap　of

barley　plants　as　affected　by　different　P　levels　in　Fe－deficient　media．　Values　represent　the

mean　±　SE　of　2　replications．
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Figure　7．7．　Tmmslocation　amounts　of　organic　acids（citrate，　malate，　succinate）thr皿gh

xylem　sap　of　barley　plantS　as　affected　by　different　P　levels　in　Fe－deficient　media．　Values

represent　the　mean　±　SE　of　2　replications．

7．4．SUMMARY
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The　lovv　P　treatment　with　the　－Fe　medium　of　the　plants　decreased　the　flow　ratc　of也e

・ylem・ap廿・m…t・t・・h・・tS・Th・t・an・1㏄・ti…fm・・鵬1・m紬w・鵬de㈹蜘

however，　the廿anslocation　of　microelements　were　inc民ased　a㏄ording　to　the　decrease

of　P　concentration　of　the　media　with也e　exception　of　Cu，　It　was　indicated　that　P

represses　translocation　of　microelementS．　The　concentrations　of　macronutrient　such　as

K，　Ceg　and　Mg　were　higher　in　the　xyEem　sap　of　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）plants　than

in　that　of　high　P（500　pMP）Plants　i皿一Fe　condition．　The　concentration　of　the

micronutrients　such　as　Fe，　Mn，　Zn，　and　Cu　increased　in　the　xylem　sap　of　the　plants　with

decreasing　P　concentration　of　the－Fe　medium．　The　concentration　of　PS　of　the　xylem

sap　ofthe　plants　increased　in　lowest　P（05　pMP）and－Fe　medi㎜．　The　concentration　of

the　xylem　sap　of　the　plallts　in　organic　acids　such　as　citrate　and　malate　was　increased

while　that　of　succinate　wqs　decreased　by　the　deficiency　of　P　in　the－Fe　medium．　It　is

impo血mt　to　examine　the　mechanisms　of　the　absorption　and　translocation　of　the

micronutrients　in　relation　with　PS　and　citrate　in　plants　lmder　low　P　conditions．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHAPTER　8

EFFECT　OF　SUPPL，ED　PHYTOSmEROPHORE　ON㌔ON　ABSORPTION

AND　TRANSLOCATION　IN皿ON－D斑CEM＝EY　GRO㎜

　　　　　　HYI）ROPONICALLY　IN　LOiW　PHOSPHORUS　MEDIA

1只拶



＆Effect・f・叩plied・P血yt・曲・・ph・・e・n　sgir・n　abs・叩ti・n・and・t，ansl。eati。n．in

Fe－deficient　barRey　grow皿hydroponically　in　low　phosphor鵬media

8．1．INTRODUCTION

Iron（Fe）and　phosphorus（P）are　two　essential　mineral　elements　for　plant　groWth．　The

deficiency　in　these　two　elements　are　limiting　crop　yield　world　wide．　In　calcareo凹s　soils，

Fe　fbrms　water－insoluble　oxid㊥s　and　oxy－hydroxides　and　is　poorly　available　to　plants，

even　though　total　Fe　concentration　can　be　relatively　high（Lindsay　and　Schwab，1982；

Hartwig　and　Loeppert，1993）．　Iron　in　soil　solution　usually　ranges　from　O．lto　l　O％of　the

total　needed　by　plants，　especially　in　calcareous　soils（Lindsay，1984）．　The　chemical

fbmls　of　Fe　fbund　in　most　soils　are　sparingly　soluble　in　soil　solution　at　biological　pH

（Lindsay・1984）・Iron　chlorosis　induced　by　high　pH　or　caτbonate　is　probably　due　to　the

lack　of　available　Fe　fbr　chlorophyll　biosynthesis　and　chlorophyll　binding　proteins

（R6mheld　and　Marschner，　1991）．

　　　Phosphorus　is　the　second　most　1　imited　nutrients　after　nitrogen　for　vegetatiΨe　growth

（Vance　et　al．，2003）．　The　deficiency　of　P　in　soils　is　mainly　due　to　the　fixation　of　P　by　Fe

and　Al　in　acidic　conditions，　and　by　calc祖m　in　alkaline　or　calcareous　condition　into

insoluble　complex　forms　rendering　this　nutrient’unavailable　for　plant　uptake（Mengel

and　Kirkby，2001）．　The　combined　deficiencies　of　P　and　other　micronロtrients　can

potential！y　be　occurred　in　calcareous　and　alkaline　soils．　For　instance，　most　of　the

chickpea－growing　regions　of　India　are　deficient　in　P　as　well　as　micronutrients

（Srinivasarao　et　aL，2006）．

The　role　of　phytosiderophores（PS）reEease　by　grarninaceous　plants（Strategy　II　plants）

fbr　their　Fe　acquisition　in　Fe－s舵ssed　condition　is　wel1㎞own（Takagi　et　ai．，1984；

ROmheld　and　Marschner，1986）．　Takagi　et　al．（1984）reported　that　the　addition　of　PS　to
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the　med拍m　caused　marked　incr艶se　in　Fe　uptake　by　rice　s号edlings，　resulting　in　greening

of　the　chlorotic　leaves．　High　P　concentration　in　FeO　medium　increased　PS　release　and

pS　accumulation　in　roots（Ladouceur　et　aL，2006）．　A韮a圃et　aL（2005）reported　an

i・c・e・・ein　5gF・ab・・巾ti・・鋤輌・・i・c・ti。曲・m・。・t・・t・・h・・ts・i・・barl・y・with・th，

addition　of　PS　to　the　media．　The　effect　of　PS　and！ot　P　on　Fe　abs研ption　and

translocation　in　strategy　ll　plants　under－Fe　stress　has　not　been　rep・噺．　ln　an雄empt

to　specifシthe　role　of　PS　fbr　absorption　and　translocation　of　Fe　in－Fe　plants　grown

under　low　P　levels　of　the　medium，　a　feeding　experime戊with　radieactive　5gFe　to　tke

barley　plants　grown　under　varied　P　levels　in－Fe　condition　was　conducted　w量th　or

without　added　PS，　and　the　absorption　and　the　translocation　of　59Fe　in　tke　pla惜s　w¢re

measured．

＆2．MATERIAL　AND　METHODS

8．2．1．Plaut　Calture　and　Growtk

Seedlings　of　barley　plants　were　cultlvated　hydreponically　by　the　meth◎d　described　in

the　previous　report（Ladouceur　et　al．，2006）．　Piants　were　traftsplaRted　in　bunck　of　3

plants　wrapped　with　sponge　mbber　and　transfbrred　to　I　O－L　plastic　buckets〈16　bunches

bucket－1）611ed　up　witb　l／2－streRgth　Hoagland－Aition　selution　fbr　2　daンs．　SubsequeRtly，

the　plantS　were　transferred　to　the－Fe！！2－sneng｛h　modlfted　Koagland－Arnon　so茎ution

（Takagi，1993）w量th　4　P　levels，500（control），50，5，　and　O．5μM只Phosphoms　was

supplied　as　NaH2PO4．　The　plants　were　grown桓aphytotron　as｛lesc菌｛道i頁璃叩把r　2．

The　pH　of　the　nutrient　solutioRs　vvas　daily　monitored　and　adjusSed　te　6．5’Thc　ngt「…ent

solutions　were　weekly　renewed．　The　plaRtS　were　al蓋owed・t◎9否w劔詑由挙墓9tSel

treatment（DAT）prior　to　sgFe　feediR9　cxperiment．

8ユ・2．Cijlerepkyll　Index　of　Leaves
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The　chlorophyll　content　in　the　4血leaves　was　measured　in　thr㏄bunches　of　plants　at

the　harvest　day　using　a　SPAD－502　chlorophyll　meter　as　described　in　chapter　2．

＆2．3．Source　of　Used　PS　a且d　59Fe

Mugineic　acid，　one　of　the　maj　or　PS　released　by　the　barley　cultivar，　was　collected丘om

the　root　washings　of－Fe　barley　by　the　method　previously　described（Takagi，1993）．　The

59Fe－radionuclide　was　purchased丘om　Perkin　Elmer　I．ifb　and　Analytical　Sciences，　Inc．，

Boston，　MA，　USA．

8・2・4・Feedi・g　wit血s’Fc

At　12DAエplant　roots　were　washed　with　deionized　water．　Subsequently，　plants　were

transferred　to　feeding　solution　with　the　4　P　levels　where　59Fe　as　59FeCl3（10　pM）was

added　with　or　without　PS（10　pM）．　Plants　vvere　fed　with　59Fe　in　triplicate　for　4　hours　in

血etime，　when　PS　were　not　released　by　roots，　in　beakers　wrapped　with　aluminum　fbil

containing　l　OO　mL　of　feeding　solution　as　shown　in　phetograph　8．L　The　st加ing　time　of

59Fe　feeding　was　8　hours　a丘er　the　onset　of　light　in　the　phytotron，　The　radioactivity　of

59Fe　in　each　beaker　was　37　KBq．　The　apoplastic　5『Fe　in　roots　was　solubiliZed　and

removed　after　the　fbeding　time　by　the　method　of　Bienfait　et　aL（1985）．　Aft）er　the

removal　of　apoplastic　59Fe，　the　plants　were　thr6ughout　washed　with　tap　wate陥divided

into　shoots　and　roots，　oven　dried　at　70℃fbr　l　d　and　weighed．

8．2．5．M口su　rement　of　5『Fe

Dried　shootS｛amd　rootS　of　the　plantS　were　digested　in　concentrated　nitrate　as　－described

by　Zarcinas　et　al．（1987），　The　radioactivity　of　5gFe　of　the　digested　plant　solutions　or　the

root　vvashing　centaining　apoplastic　sgFe　was　determined　by　using　a　gamrna　scin田蜘n

…砿』・（A・t・W・ll・G・mm・SySt・m，　A。・吼EX　ARC－7000，　Al・k亀鞠・，」・岬）・th・

amount　of　the　extracellular　59Fe　in　the　root　apOplast　was　not　included　in血e　59Fe　oontent
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in　roots．　The　total　abs卿tion　represents　the　s㎜of也e　amount　of　59Fe　in　shoots　and

roots，　anぷhe　absorption　activity　per　root（ky　weight（DW）represents　the　tota1　amount

of　5gFe　in　plant　divided　by　root　dry　weight．　The　translocation　per　plant　represents　the

shoot　content　of　59Fe，　and　the　translocation　per　shoot　DW　was　also　calculated．　The

relative　translocation　rate　represents　the　percentage　of　the　5gFe　translocated丘om．　roots

to　shoot　to　the　total　absorption　of　5gFe　per　plant．

8．2．6．Statistical　A皿alysis

The　experiment　was　arranged　in　completely　randomized　block　design　With　3　replicates．

Data　were　su句ected　to　an　ANOVA（SAS　hlstitute，1988）．　The　Ineans　of　treatment　were

compared　according　to　Duncan’s　Multiple　Range　Test（P＜0．05）using　the　computer

‘‘nrig鼓15”口11wate　University．

Ph・t。9姉8．1．　L・w　P鋤d－F・脚・y・pl・nt・免d舳5gF… 5gFe－PS　contained　in

nuUient　sol1」】Ltions．
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8．3．RESULTS　AND　DISCUSSIeN

8．3．LI）ry　weight　and’Chlorophyll　In｛1胱of　the　Plant

Th・・dry・w・ight・・f・h・・t・and…tS・f－F・pl・nt・9r・㎜岨d・・1・w　P（50，5，　and　O5

pMP）m・di・w・・e　high・・than　c・愉・1（500・pMP）pl・ntS（酬・8」）品e　chl…phyll

i・d・xw・・high・・i・由・1・w　P（50・5・and・O・5・pMP）pl・nt・th紐i・c・nt・・1（500・pMP）

plants．　The　leaves　of　low　P　plants　were　green，　while　those　of　control　plants　showed　Fe

chlorosis　as　previously（Ladouceur　et　aL，2006）．

832．Total　Absorption　and　Root　Absorptien　ActiVity　of　59Fe　in　Plant

Th・t・ぬb・・甲ti・n・f5gF・w・・high・・i…n加1（500・pMP）pl・nt、　th、。　th、t　i。1。w　P

（50，5，and　O．5　pMP）plants　both　in　the　case　with　or　without　fed　PS（Fig．8．1a）．　In　the

absence　of　fed　PS，　the　total　abso叩tion　was　similar　among　these　low　P（50，5，　and　O5

pMP）plants．　The　addition　of　PS　to　the　feeding　solution　increased　the　total　absorption　of

5gF・i・pl・・t・by　L3　t・3．7・f・ld・with・ut　b・i・g，，1、t，d　with也，　P　l，v，1。fth，　m，di、m．

The　abso叩tion　activity　of　59Fe　of　plant　per　gram　root　DW（Fig．8．1b）showed　similar

pa仕em　as　that　of　the　total　absorption　of　59Fe　in　plant．　It　was　clear　that　low　P　plant曲ad

lower　actMty　fbr　Fe　uptake　than　control　plants，　in　spite　of　larger　root　system　and

greener　leaves　of　the　fbmer（］臨ble　8．1）．　It　was　indicated　that　low　P　depressed　the

absorption　activity　of　59Fe　in　plants　either　with　or　without　fed　PS．　It　was　shown　that　Fe

chlorotic　plants　with　control　concentration　in　shoot　and　roots　had　higher　absorption

activity　of59Fe　than　non－chlorotic　plants　with　low　P　concentration　in　shoot　and　roots．

This　higher　absorption　activity　of　59Fe　in　control　plants　may　be　due　to　intensified

response　to　Fe　deficiency　in　plants．　The　plants　grown　in－Fe　and　high　P（control）

medium　may　express　chlorosis　and　show　the　higher　absorption　activity　of　Fe．　The
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acti・ity・f　th・t・an・p・rt・・f…Fe　i・th・…t・pl・・ma　m・mb・a…f・plant・might・be

enhanced　by－Fe　and　high　P　conditions．
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figure　8．1．（a）Total　absorption　and（b）root　absorption　activitシof　sgFe　in　barley　pSantS

grown　in－Fe　medium　as　affected　by　different　P　levels（small　letter　fbr　plants　without

PS　and　capital　letter　for　plants　with　PS）and　by　PS　in　each　P　leveL　Different　letter　or

asterisk＊at　the．top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P＜0．05）between　with

and　without　PS　in　each　P　level，　respectively，　according　to　Duncan　Multiple　Range　TeSt．
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Table　8・1・Dry　weight（DW）and　chlorophyll　index（SPAD　value）in　barley　plants

grown　in　Fe・deficient　tnedium　with　different　P　levels　at　12DAT

Treatment

（pM）

P　500 50 5 0．5

Shoot　DW
（mg　bunch’1）

Root　DW
（mg　bunch－1）

SPADΨalue

467±45．9c

213土9．Ob

3±O．58b

812士44．5a　　669±32．4　ab

418士8．3a

23圭1．9a

348土21．4a

24圭1．6a

576士12．8b

329土20．4a

26±1．8a

Note：Means　with　standard　deviation　followed　by　different　letters　in　each　column　are

significantly　different（p＜0．05）according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．

　　　It　was　indicated　that　PS　could　enhance　total　59Fe　absorption　per　plant（Fig．　l　a）and

59
ee　absorption　activity　per　root　DW（Fig，8．lb）in　all　P　levels．　Release　of　PS　is

dependent　on　ArP（Takagi，1990）．　The　ArP　ooncentration　in　plant　roots　might　be

lowered　by　low　P　level（50，5，　and　O．5　pMP）of　the　media．　However，　it　was　noticeable

that　enhancement　of　the　absorption　of　59Fe　by　PS　was　shown　even　under　lowest　P（0．5

pMP）condition．　In　this　experimenらPS　was　equally　fed　to　the　roots　of　a1目he　plants

grown　under　varied　P　levels，　and　ArP　consumption　fbr　PS　release　may　not　be　criticaL

However，　the　amounts　of　59Fe　absorption　by　low　P　plants　were　sti旧ower　than　that　by

control　plants．　The　ArP　concentration　in　roots　might　affect　the　absorption　of　PS－59Fe

complex．　Relationship　with　PS・Fe　absorption　and　ArlP　concentration　in　roots　needs　to

be　studied．　The　enhancement　of　Fe　absorption　by　adding　PS　to曲e　medium　was　first

described　in　Takagi　et　al，（1984），　where　the　addition　of　PS（1－15　pM）caused　marked

increase　in　Fe　uptake　by　rice　seedlings　from　the　nutrient　solution．

8．3．3．Translocation　and　Relative　Tran8100良tion　rate　of　sgFe　te　Shoot8

　　　　The　translocation　of　sgFe　to　shootS　in　plantS　vvithout　PS　feeding（Fig．8．2a）was　llot

clearly　affected　by　lew　P　level．　Generally，　addition　of　PS　signifioantly　enhanced
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Figure　8・2・（a）Translocation，（b）concentration　m　shoots　and（c）relative　translocation

蹴・・f5gF・t・・h。・t・i・b・・1・y・plant・郎・㎜i・－F・m・di・m暇慌・t，d　by　di』。t　P

lev・1・（・m・ll　l・仕・・飴・pl飢t・with・・t　PS紐d・・pit・l　l蜘品・p1紬wi也PS）㎝d　by　PS

ln　each　P　leveL　Different　letter　or　asterisk串at　the　top　of　each　bar　indicates　significant

di艶・ence・（P＜0・05）betWeen　with紺d　with・ut　PS　i・・a・h　P　l・v・1，…pecti・・ly，

according　to　Duncan　Multiple　Range］［セst．
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ma・・1・cati…f5gF・i・聞・h　P　l・v・L　Th・tr・n・1・c・ti。n。f・・F。　w。、　enh、nced．1．5．f。ld．i，

・・ntr・1（500・pMP）pl眺and　3・2　t・4・3鯛in　l・w　P（50，5，・nd　O．5　pMP）plant、，

・e・P・・ti・・ly・The　c・ncen仕・ti…f5gF・i・・h・・t・（Fig．82b）f・ll・w・d　th・・㎜・p・廿・m

as　the　translocation　of5gFe　to　shoot（Fig．8．2a）．

　Phytosiderophore　always　enhanced　59Fe　translocation　in　all　P　levels．591ron

translocation　in　low　P（50，5，　and　O5μMP）plants　was　enhanced　by　PS　with　higher

ratios　thai｝　that　in　control（500　pMP）plants，　It　is　known　that　PS－Fe3＋is　absorbed　via　a

specific　transpo眞er　in　roots（Murata　et　aL，2006）and　then　translocated　to　the　other　parts

of　the　plant（R6mheld　and　Marschner，1986；Takagi　et　al．，1984）．　Kawai　and　Alam

（2006）reported　that　addition　of　PS　to　the　medium　enhanced　la㎎ely　Fe　translecation

into　xylem　tubes　in－Fe　bariey．　The　protein　of　root！nembrane　that　mediated　the

・b・・叩ti・n・f　PS－Fe3＋c・mpl・x　i・m・i・・（k・m・y・L）鋤d　th・1・v・1・・f　y・1　mRNA

increased　in　both　shoots　and　roots　under　Fe－deficient　eondition（Curie　et　al．，2001）．　The

activity　fbr　Fe　translocation　at　the　loading　site　to　xylem　may　not　be　affected　much　in

low　P（50，5，　and　O．5　pMP）plants．

　　　The　relative　translocation　rate　of　59Fe　was　higher　in　the　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）

plants　than　that　in　control（500　pMP）plants耐th　or　without　PS（Fig．8．2c）．　It　was

indicated　that　high　P　condition　depressed　relative　translocation　rate　of　59Fe．　This　lower

relative　translocation　rate　of　59Fe　in　control（500　pMP）plants　might　be　due　to　a　higher

immobilization　of　Fe　in　the　fbrm　of　Pi・Fe　complexes　in　root　cells，　The　immobilization

of　Fe　was　reported　in　the　older　leaves　and　other　plant　ptimS　as　insoluble　oxides，

phosphates　or　formation　of　complexes　vvith　phytoferritin　as　a　Fe－binding　protein（Oh　et

aL，1996）．　The　immobil屹ation　of　Fe　may　diminish　subsequent　movement　of　Fe　into　the

phloem　fbr　long・・distaiice　transl㏄ation（Taiz　and　Zieger，2002）．　It　was　suggested　that

128



the　l°w「e1・ti・・t・a・・1・・ati・n戊t・・f　5gF・i・d・㏄d　by　high　P　in－F・planおm、y．be、

m司or　factor　responsible　fbr　the　induction　of　Fe　chlorosis．　The　low　mobilization　of　Fe

might「esult　i・1・w・v・il・b胸・fF・i・出・・i缶・・f・hl…phyll・y・th・・i・i・leave・．　By

・。・廿・・t・th・high…e1・tive・tran・1・cati・n・・at・・f　th・1。w　P　pl紐t・m・y　enh飢、e　th，

supPly　of　Fe　fbr　the　sites　of　chlorophyll　synthesis　in　leaves．

Th・・e　w・・n・di｛fe・enc・i・th・・el・ti・・ぬ・・1・c・ti・n・a勒輌en　pla・t・with。。d

without　PS　in　the　plants　under　500（control），50，　and　5μMP．　However，　at　the　lowest　P

leve1（0．5μMP），　this　parameter　was　significantly　enhan㏄d　by　PS．　It　was　considered

that　PS　could　enhance　eflbctively　the　relative　trans［ocation　rate　of　59Fe　under　lowest　P

（0．5　pMP）condition．　The　physiological　mechanism　about　it　needs　to　be　investigated．

8．3．4．Apoplastic　59Fe　in　Roots

　　　　I・plant・with・・t・fed　PS・th・…t・p・plastic　59F・p・・piant　wお・・t・ignifica・tly

・ffe・t・d　by　th・Pl・v・1・f血・m・di・（Fig・8・3・）．　Wh・n・f・d・with・PS，　the　ap・pl・・tic　5gF，

per　plant　was　higher　in　the　low　P（50，5，　and　O．5μMP）plants　than　in　control（500　pMP）

plants（Fig．8．3a）．　It　was　indicated　that　PS　depressed｛brmation　of　apoplastic　59Fe　in

high　P　plant・（control）P・・b・bly　thm・gh・・bbili・i・g　F・i・th・m繊P・ev・nti・g

adsorption　of　Fe　to　cell　wall　or　membrane．　The　Re　in　the　root　apoplasちwhere　entry　port

fbr　the　transporter　of　PS－Fe　complex　is　located，　may　be　insoluble　Fe－phosphate　complex，

bound　Fe　with　protein，　or　adsorbed　Fe　to　phospho－lipid　of　membrane　of　the　root．　The

fbmlation　of　such　insoluble　complexes　of　phosphate　with　Fe－in　plant　tissues　was

τeported（Oh　et　aLJ　996）．　The　supply　of　PS　might　depress　the　formation　of　such

の

1ron－phosphate　complex　in　high　P　condition．

　　　th・叩・pl・・tic　5gF・Pe・…tDW・f血・pl蜘w輪蹴PS　was　1・w・・i・1・w　P（50，

5・and　O・5　pMP）plants　than　in　control（500μMP）Plants（Fig．8．3b），　In　plants免d　with
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pS，　the　concentration　ofapoplastic　59Fe　was　not　significantly　affected　by　the　P　level　of

the　med　ium．　lt　was　shbwn　that　PS　did　net　affect　this　pararneter　in　low　P（50，5，　and　O．5

pMP）plants，　but　PS　decreased　it　in　control（500　pMP）plantS．
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Figure　8．3．　Apoplastic　59Fe　in　roots　in　barley　plants　grown　in－Fe　medium　as　affected

by　different　P　levels（smal日etter　fbr　plants　without　PS　and　capital　letter　for　plants　with

PS）孤d　by　PS　in　each　P　leveL　Different　letter　or　asterisk＊at　the　top　of　each　bar

indicates　significant　differences（P＜0．05）between　witb　and　without　PS　in　each　P　level，

respectively，　according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．

Without　PS　feeding，　the　ra直o　of　the　59Fe　content　in　foot　apoplast（Fig．8．3a）to　the　total

absorption　of59Fe　per　plant（Fig．8」a）was　O．91n　control（500　pMP）piantS　but　was　5．2，

3．3，and　3．9　in　low　P（50，5，　and　O．5　ptMP）plants，　respectively．　With　PS　feeding，　the
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ratio　was　O」4at　control（500　pMP）plants　but　U，0．7，　and　2．O　at　low　P（50，5，　and　O．5

pMP）plants，　respectively．　Generally，　the　ratio　was　higher　in－PS　condition　suggesting

that　PS　enhanced　Fe　abso叩tion　and　prevented　formation　of　apoplastic　Fe　in伽s　4　hours

experiment」n　addition，　the　ratio　was　much　lower　in　control（500　pMP）plants　than　in

the　low　P（50，5，　and　O．5μMP）plants」t　was　considered也at　there　was　a　balance

between　absorption　and　fbmation　of　apoplastic　Fe．　It　seemed　that　the　plants　with　higher

Fe　demand，　such　as　contro1（500μMP）plants　ihduced　the　lower　ratio　indicating　that　Fe

was　preferentially　absorbed　rather　than　being　accumulated　in　apoplast．　The　mechanism

of　the　formation　of　apoplastic　Fe　has　not　been　clearly　elucidated，　and　the　function　of

apoplastic　Fe　has　not　been　discussed　sufficiently　other　than　the　roie　fbr　reservoir　of　Fe

in　roots　of　wheat（Zhang　et　aL，1991）．　It　was　also　suggested　in　soybean　that　the

accumulation　of　short　teml　reserve　of　Fe　in　the　root　apoplast　and　the　translocation　of　Fe

to　the　shoot　may　be　important　characteristics　for　the　resistance　of　some　cultivars　to　Fe

chlorosis（Longnecker　and　Welch，1990）．　In　addition　to　the　ratio　of　apoplastic　Fe　and

total　absorption　of　Fe，　low　relative　transl．ocation　rate　in　control（500μMP）plan歯was

shown（Fig．8．2c）．　It　indicated　that　high　P　condition　immobmzed　more　Fe　in　roots．　The

spatial　and　chemical　characteristics　of　the　repression　of　Fe　translocation　in　high　P　plant

roots　remains　to　be　investigated．　Further　investigation　about　the　mechanism　of　the

immobnization　of　Fe　by　P　is　necessary．

8．4．SUMMARY　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　The　results　showed　that　the　plants　grown　in　control（500　pMP）medium　had　higher

absorption　actMty　of　59Fe　than　the　plants　in　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）media　either

with　or　without　added　PS．　This　higher　absorption　activity　of　59Fe　may　be　induced　by

plant　response　to　Fe　deficiency．
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9』pt・k…dTm・・1…舘…fI・・n　i・L・w・P血・・ph・…b・・1・y・・a輪蝋by

Phytosiderophore

9．1．INTRODUCTION

　Phosphorus　follows　N　as　the　second　most　limited　nutrients　fbr　plant　growth　in　soils

（Vance　et　aL，2003）」t　was　reported　that　less　than　15％of　a　Pi　fertilizer　applied　to　a　soil

is　usually　recovered　by　a　crop　grown　immediately　a丑er　applicatiol1（Greenwood，1981）．

The　deficiency　of　P　in　high　pH　soils　may　potentially　be　accompanied　with　micronutrient

deficiencies．　For　instance，　in　India，　most　of　the　soils　in　the　chickpea・growing　regions

are　simultaneously　P－and　micronutrient－deficient（Srinivasarao　et　al．，2006）．　The　effect

of　P　on　the　uplake　and　translocation　of　micronutrients　such　as　Fe　in　plants　is　fairly

understood．　An　equmbrium　ba｝ance　betWeen　P　and　Fe　concentrations　was　reported　as　a

鵬gulating　factor　for　chlorophyll　syn廿1esis　in　leaves　of　macadamia（Jones　et　aL，1972）．

There　is　no　report　on　the　mechanism　for　Fe　absorption　and　translocation　in　piants　under

low　P　condition．　The　release　of　PS　by　Fe－stressed　gramineae（Strategy　II　plants）to

complex　and　convey　Fe　to　the　roots　is　well㎞own（Takagi　et　aL，1984）．

Phytosiderophores　are　effective　chelators　that　involve　fbr　not　only　the　uptake　but　also

the　trallslocation　of　Fe　in　plants（Murata　et　aL，2006）．　The　release　of　PS　and　the　uptake

of　PS－Fe3＋by　plants　in　calcareous　or　alkaline　soils　might　potentially㏄cur岨der　the

deficiencies　of　both　P　and　Fe　in　field　condition．　However，　it　remains　un㎞own　wbether

Pstatus　affect　the　activity　of　PS　f（〕r　Fe　uptake　and　translocation　in　plants　or　not．　In　order

to　examine　the　effect　of　PS　in　varied　P　StatUs　in　graminaceous　plantS　on　the　absorption

and　translocation　of　Fe，　an　experiment　was　conducted　with　barley　plants　grown　in　low　P

media　for　14　days　after　treatment（DAr），　The　plants　were　fed　with　59Fe　solution　with　or

without　added　PS．
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9．2．　MATERIAL　AND　METHODS

9．2．1．Plant　Cul加re　and　G「owt血

Seedlings　of　barley　plants　were　cultivated　hydroponically　by　the　method　described　in

the　previous　report（Ladouceur　et　aL，2006）．　Plants　were　transplanted　as　a　bunch　of　3

pIants　wrapped　with　sponge　mbber　to　10－L　plastic　buckets（16　bunches　bucket’1）filled

up　with　1／2－－strength　Hoagland－Amon　solution　at　pH　5．5　and　fbr　2　days．　A丘er　thag　the

plants　were　transferred　to　the　1／2－strength　modified　Hoagland－Amon　solution（Takagi，

1993）with　4　P　levels，500（controり，50，5，　and　O．5　pMP　supplied　as　ammonium

dihydrogen　phosphate（NH4H2PO4）．　The　pla耐s　were　grown　in　a　phytotron　as　desc百bed

in　Chapter　2．　The　pH　of　the　nutrient　solutions　was　daily　monitored　and　adj　uSted　to　5．5．

The　nutrient　solutions　were　weekly　renewed．　The　plants　were　allowed　to　grow　unti114

days　after　treatment（DAr）prior　to　the　feeding　experiment．

9．2．2．C血lorophyll　lndex　of　Leaves

The　chlorophyll　index　of　the　new　leaves　was　measured　as　previously　described　in

Chapter　3．

9．2．3．Origin　of山sed　PS　and　59Fe

The　origin　of　the　used　59Fe　and　that　of　PS　were　the　same　as　those　described　earlier　in

chapter　8．

92．4．Feeding　with　59Fe　and　PS

After　washing　the　roots　with　deionized　water，　the　plants　were　transferred　to　feeding

solution　with　the　4　P　levels　added　59Fe　as　59FeCl3（10　pM，59Fe）with　or　without　PS（10

pM）．　Bunches　of　3　plants　were　fed　with　59Fe（37　KBq）fbr　4　hours　in　beaker　wrapped

with　alum．inum　foil　containing　100　mL　feeding　solution　as　shown　in　Photograph　9．1．

The　apoplastic　59Fe　in　roots　was　solubilized　and　removed　by　the　method　of　Bienfait　et　al，
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（1985）after　fbeding　of　59Fe，　Subsequ帥tly，　the　plants　were　washed　with　tap　water，

divided　into　shoots　and　roots，　oven　dried　at　70℃fbr　l　d，　and　weighed，

9．2．5．MeaSUt棚eot　of部Fe

The　dried　plant　materials　were　digested　in　concentrated　nitric　acid（Zarcinas　et　al．

1987）．The　radioactMty　of　59Fe　of　the　digested　plant　solutions　and　of　the　root　washing

containing　apoplastic　59Fe　were　measured　by　the　gamma　scintillation　counter　as

described　in　chapter　8．　The　extra－cellular　59Fe　in　the　root　apoplast　was　not　included　in

the　59Fe　content　of　roots．　The　calculation　procedures　and　the　definition　of　each

measured　parameter　including　the　total　plant　absorption　of　59Fe，　the　translocation　to

shoots　of　59Fe，　and　the　relative　translocation　rate　of　59Fe　we鵬same　as　those　described

in　chapter＆

9．2．6．Statistical　Ana吋sis

The　experiment　was　a　completely　randomiZed　block　design　with　three　replicates．　Data

were　subjected　to　an　ANOVA（SAS　InstitUte，1988）．　The　means　of　treatment　were

compared　according　to　Duncan’s　Multiple　Range　Test（P＜0．05）using　the．　computer

　Origin　5”in　lwate　University．

9．3．RESUI」TS　AND　DISCUSSION

9．3』」）ry　Biomass　and　Leaf　Chlorophyll　lndex

The　dry　weight　ofthe　shootS　was　lower　in　the　5　and　O．5　pM　P　plants　than　in　50　or　500

（control）pM　P　plants　（Table　9．1）．　There　was　no　difiもren㏄between　the　shoot　dry　ma仕er

of　the　control　plants　and　that　of　50μM　P　plants」t　was　indicated　that　plant　could

maintain　its　groWth　under　50　and　500　pM　P　conditions．　Phosphorus　deficiency

symptom　occurred　in　plants　grown　at　the　lowest　P　level（5　pMP）」t　is㎞own　that　the　Pi

concentration　in　the　cytosol　of　plant　tissue　was　maintained　at　fairly　constant
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…centr・ti・ns　i・th・㎜9・・f　5　t・8m・Ym3（L・u・・et・1．，1989）reg・・dless。f　th，

extemal　P　con㏄ntration　in　the　medium，　except　under　severe　P　deficiency（Lee　and

Ratcliff，1993）．　The　root　dry　weight　ofthe　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）plants　was　higher

than　that　ofcontrol（500　pMP）plants（Table　9．1）．

The　chlorophyll　index　of　the　leaves　was　slightly　low㊥r　in　the　low　P　plants（5　and　O．5

pMP）than　in　contro1（500　pMP）plants（Table　9．1）．　Iron　is　involved　in　chlorophyll

synthesis．　The　accumulation　of　anthocyanin　in　shoots　was　reported　as　typical　response

of　plants　to　P　deficiency（Jain　et　a1．，2007），　being　accompanied　with　low　leaf

photosynthetic　activity（Rao　et　aL，1989）．　However，　the　accumulation　of　anthocyanin

was　not　clearly　observed　in　this　experimenL　though　p岬le　color　on　the　basal　pa直of

stem　was　slightly　observed．

1遙ble　9』．　Dry　weight（DW）and　chlorophyll　index（SPAD　value）in　barley　plants

grown　with　di丘erent　P　levels　at　I　4　days　a負er　treatment

Treatment　P（pM） 500 50 5 0．5

Shoot　DW
（rng　bunch’i）

Root　DW
（mg　bunch－1）

SPAD　value

1327　a

383b

38　a

1285a

531a

37a

973b

457a

30b

940b

521　a

31b

Note：Means　fbllowed　by　different　letters　in　each　row　are　significantly　different

（p＜0．05）according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．

9．3．2．Absorption　and　Root　Abso叩tion　actiVity　ef　s’Fe　in　Plant

The　tota1　absorption　of　59Fe　was　higher　in　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）plantS　than　in

controi（500μMP）．plants　with　and　without　added　PS　in　the　feeding　media（Fig．9．la）．
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The　pattem　of　the　root　abso叩tion　activity　of　5gFe（Fig．9．1b）was　similar　to　that　of　the

total　abso耳）tion　of　59Fe血plants．　The　supply　of　PS　to也e　plants　mcreased　2．9　to　6．5　fbld

the　total　absorption　and　the　absorPtion　of　sgFe　per　root　DW　in　all　ofthe　P　levels，　The

e伍ciency　of　PS　in　increasing　59Fe　uptake　was　the　highest　in　50　pMIP　plants（6．5　fbld）．　It

was　hldicated　that　low　P　treatment　enhanced　Fe　absorption　in　plants　regardless　of　the

Ph。t。9mph　9．1．　S唖・i・nt（500μMP）and・1・w　P（5・岬）b・・1・y　p1紐t・in　5gF…

5gFe－PS　conta祖ing　feeding　solutions．

Pconcentration．　The　low　chlorophyll　index（Table　9．1）of　the　plallts　grow田mder　P－

d・丘・i。nt（5孤d　O．5・pMP）・・nditi・n　m・y　b・・el・t・d　t・high・・Fe　ab・・蜘n　ac丘・ity・Our

・e・司t，ug9。、t，d・1・・血・t・蜘cem・nt・activity・f　PS飴・Fe　ab・・叩ti・n・in・pl・nt・頭・d

d・p・nding・n　p1孤t　P・伍加・．∩e　ch・1劔㎞9㎝d愉・p・醜acti・i的・F・・fPS
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F屯・r・・9．1．（・）T・t・1・b・・叩ti・n・and・fO）…t・b・。叩ti・・acti・ity・f5gF・i・bar1・y　p疏

as　affected　by　different　P　levels（capital　letter　fbr－PS　plants　and　small　letter　fbr＋PS

plants）and　by　PS　in　each　P　leveL　Different　letter　or　asterisk＊at　the　top　of　each　bar

indicates　significant　differences（P＜0．05）betWeen　with　and　without　PS　in　each　P　level，

respectively，　according　to　Duncan　Multiple　Range　TeSt．

occurred　in　plants　not　only　in－Fe　medi㎜（R6mheld　and　M紅sc㎞er，1986）but　also　in

＋Fe　medium．　The　lower　chlorophyEI　index　of　the　low　P　plants　might　activate　the

transporter　of　Fe　to　the　roots．　The　release　of　PS　is　known　to　be　dependent　on　ATP
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（T・k・gi・1990）・the　ab・・巾ti・n・fPS－Fe3＋m・y・1・・be・d・剛・・t。醐R　H・w，v，，，　th，

pl・・t・fed　with　PS　i・1・w　P（50，5，　and・O．5・pM）m繊ab…b・d　high，，㎝。un‡。f5gF，

than　the　control　plants，　suggesting　that　ArP　fbr　PS・Fe3＋uptake　was　st田available　even

in　the　lowest　P（0、5　pM）plants．

g．3．3．Tr加slocation　and　Relative　TransRocation　rate　of　sYFe　to　Shoots

I・th・・b・e・…f・dd・d　PS・血・廿an・1・c・ti・n・f5gF・廿・m…tS・t・・h・・t・i・p1刷，民d

with5gF・w・…t・臨t・dbyl・wP（50，5，加dO．5岬）・・c。mp眠dt。th、t。fthe

・・伽1（500・pMP）pla・tS（Fig・9・2a）・lh・1・w　P（50，5，紐d　O．5・＃MP）plants　sh。wed

high・・廿…1・・ati…f5gF・th・…n廿・1（50e・pMP）pl・・tS・wh・n　b・血pl、nt、　w，，e・fed

with　5gF・with・dd・d　PS．　Pl・・t・踊with　PS・h・w・d　high，，幅。、1。cati。。。f・・F，　th。n

plants　without　fed　PS　in　each　P　levei．　It　was　considered　that　the　shoぱFe　demand　f（｝r

chlorophyll　synthesis　in　P」deficient　plants　might　be　greater　than　that　in　P・sufi…cient

pl・nt・・0也・M・e・th・絃蹴・1・cati・n・fPS－5gF・might　b・m。・e　p・・mpt　i・p1・・t・i。　i。w　P

s蜘sthan　i・high　P　s白t・s・Th・pa廿・m・f也・tran・1・・ati・n・f5gF・per　sh。・t　DW（Fig．

92b）was　similar　to　that　of　the　translocation　of　59Fe　per　plant．　The　e館ciency　of　PS｛br

紬…eas・・f也・t・an・1・・a畦…f5gF・w・・much　high・・i・1。w　P（50，5，　and・G5終MP）

pla耐s廿1an　in　con甘01（500　pMP）planお，　suggesting　that　PS　activity　fbr　Fe　translocation

may　be　more　enhanced　under　low　P　condition．　It　meant　that　much　higher　arn皿斑oぎ59Fe

w・・abs・・b・d　i・th・f・rm・fPS－5gF鋼d㈱sl㏄・賠d　t・th・・h・・馳1・w　P（50，5，組d

O・5｝1MP）plants　than　in　control（500　pMP）plants．　It　is　lmewn‡hat　PS－Fe3＋complex

absorbed　at　the　root　surfとce　via　a　specif…c　transporter（Murata　et　aL，2006）and　then

t「anslocated　to　different　pamS　of　the　plant（R6mhelq　and　Marsclmer，茎986）．　Kawai　and

Alam（2006）reported　the　detection　of　PS・Fe3＋cemplex　ln　xylem　tUbes　ef－Fe　barley．　It
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Figure　92．（a）Translocation，（b）concen缶ation　in　shoots　and（c）relative　transSocation

I迅te　of　5gFe　to　shoots　iri　barley　plants　as　affected　by　di丘brent　P　leΨels（capital　le廿er　fbr

－PS　plants　and　small　letter　for＋PS　plants）and　by　PS　in　each　P　leveL　Di舐鵬nt　letter　or

asterisk＊at　the　top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P＜0．05）between　with

and　without　PS　in　each　P　level，　respectively，　according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．
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is　c…id・爬d　th・t・b…b・d　PS－Fe3＋might　be　a・tively・1・aded・i・t・xyl，m疵、．　lh。

protein　mediator　at　the　membrane　for　the　absorptien　of　PS・Fe3＋complex　in　maize（Zea

mays　L）and　the　levels　of　ysl　mRNA　increased輌n　both　shoots　and　roots　in－－Fe

condition（Curie　et　aL，20el）．　The　activity　fbr　Fe　transl㏄ation　at　the　loading　site　to

xylem　may　be　affected　by　low　P　status　in　plants．　In　our　data　obtained　without　PS．　the

result　vvas　not　consistent　with　the　past　researcher’s　discussion　that　Fe　translocation　fヒom

roots　to　leaves　may　be　hampered　by　high　P　condition　in　plants（Hue　and　Nakamura，

1988）．However，　the　data　in　the　PS　added　condition　showed　that　Fe　translocation　was

much　decreased　in　plants　grown　under　P・su伍cie耐condition．　It　was　suggested　that　Fe

translocation　was　activated　in　plants　not　only　by　Fe　deficiency（Bauer　and　Hell，2006）

but　also　by　P　deficiency．　lt　is　considered　that　PS　is　invo1ved　in　this　activation，

The　relative　translocation　rate　of　59Fe　was　lower　in　the　plants　grown　under　5　and　O，5

pMP　cendition　than　in　control（500　pMP）plants　when　both　plants　were　fed　with　59Fe

without　added　PS（Fig．9．2c）．　The　relative　translocation　rate　of　59Fe　in　pla皿ts　fed　with

added　PS　was　lower　in　low　P　plants（50　and　5μMP）than　in　control（500　pMP）plants

（Fig．9．2c）．　Addition　of　PS　to　the　media　did　not　a丘ect　significantly　the　relative

translocation　rate　in　all　the　P　levels．　The　pr㏄ipitation　of　Fe　was民ported　in　the　older

leaves｛and　other　plant　parts　as　insoluble　oxides，　phosphates　or　formation　of　complexes

with　phytoferritin　an　iron－binding　protein（Oh　et　aS．，1996）．　The　precipitation　of　Fe　may

diminish　subsequent　mobilization　of廿te　metal　into　the　phloem　fbr　Iong－distance

廿anslocation（］raiZ　and　Zieger，2002）．　The　low　mobiliZation　of　Fe　fbr　long　distance

translocation　might　result　in　low　availability　of　Fe　in　the　sites　of　the　synthesis　of

chlorophyll　in　leaves．

9．3．4．Apoplastic　59Fe　in　Roots
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Th・ap・pl・・tic　s9F・p・r　pl・mt　i・…t・was　highe・i・・th・th・1・w　P（50，・5，・and　s　pMP）

plants　than　in　control　1（500　pMP）plants　when　fed　with　59Fe　without　PS（Fig．9．3a），

・ug9・・ti・9・th・t・1・w　P　c・nditi・n・enh・n・ed　5gFe　accum・1・ti・n　i・…t・ap・pl・・t．・r・・th，
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Figure　9．3．　Apoplastic　59Fe　in　roots　in　barley　plants　as　affected　by　different　P　levels

（capital　letter　fbr－PS　pla皿ts　and　small　letter　f（）r＋PS　pla皿ts）and　by　PS　in　each　P　leveL

Different　letter　or　asterisk＊at　the　top　of　each　bar　indicates　significant　differences

（P＜0．05）between　with　and　without　PS　in　each　P　leve1，　pespectively，　a㏄ording　to

Duncan　Multiple　Range　TeSt，
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pre・ence・f　PS，　th・…t・p・plasti・　5gF・w邸similar　i・all　P　level・，・ug9・・ti・g伽t　PS

reduced　the　fbrmatioli　of　59Fe　in　the　apoplast　of　the　roots　of　the　low　P（50，5，　and　5

pMP）plants　to　similar　Ievel　as　that　of　contrc）1（500　pMP）plants．　Zhang　et　aL（1991）

reported　the　mobilization　of　Fe廿om　root　apoplast　by　PS　in　Fe－deficient　wheat．　The

supply　of　PS　to　the　media　reduced　the　root　apoplastic　59Fe　in　all　ofthe　low　P（50，5，　and

O．5・pM）plants　while　n・t　affecting　it　in　c。n甘・1（500　pMP）planお．　The　ap・pl蝕ic　sgFe

per　plant　root　DW　showed　similar　tendency（Fig．9．3b）either　with　or　without飴d　PS．

9．4．S㎜Y
Our　results　showed　that　lovv　P　concentration　of血e　medium　enhanced　the　total

absorption　of　59Fe　without　aflbcting　its　Telative’ 狽窒≠獅唐撃盾モ≠狽奄盾氏@rate　in　plants，　The　addi憧on

of　PS　to　the　medium　enhanced　the　total　absorption　of　59Fe　and　its　translocation　in　plants

at　all　of　the　P　levels　of　the　media．　The　supply　of　PS　to曲e　medium　reduced　the

apoplastic　59Fe　in　roots　of　plants　in　the　low　P（50，5，　and　O．5　pM）media．　The

mechanism　of　the　enhancement　of　Fe　absorption　and　translocation　by　PS　in　low　P

cohdition　needs　fU」血er　investigation．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHAPTER　10

ABSORP皿ON　A］M）　nVSLOCATION　OF　sslRON　IN　LOW　PHOSPHORUS

AND　IRON－DEFICIENT　BARLEY　PLANTS　AS　A㎜CTED　BY　DWtRENT

IRON　C］田CLATORS
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10・Ab・・叩重i皿珊d・t・an・1・・a血・・f　5’i削i・bw　ph・叩h・・u・・nd　imn－d輌，nt

barley　plants　as　affeeted　by　different　iron　chelators

10』．㎜RODUCTION

From　the　experiment　results　described　in　the　previous　chapter，　low　P　condition

enhanced　groWth　and　chlorophy　ll　index　of　plants　grown　under－Fe　condition．　We　also

fbund　that　short－teml　depletion　of　P　from－－Fe　medium　increased　the　release　amount　of

PS．　The　concentrations　of　PS，　citrate，　and　Fe　in　the　xylem　sap　of－Fe　barley　plants　were

higher　in　low　P　medium．　It　was　also　shown　that　PS　increased　59Fe　absorption　and

translocation　to　shoots　either　in　high　or　Iow　P　plants，　but　with　greater　e脆ctiveness　in

the　low　P　plants　grown　under－Fe　condition．　Our　results　showed　that　the　relative

translocation】甑e　of　Fe　was　higher　in　low　P　plants　than　in　control　plants　under－Fe

condition．　The　release　of　organic　acids，　particularly　citrate，　is　well　known　as　a　reaction

of　P－starved　plants（Hof到and　et　aL，1989）and　the　release　of　PS　is　well　documented　in

Strategy　II　p［ants　such　as　barley　in－Fe　condition（R6mheld　and　Marschner，1986；

Takagi　et　al．，1976）．　The　increase　of　citrate　in　roots　is　also㎞own　as　a随ction　of

Strategy　I　plants　to　acquire　Fe　f㌃om　Fe－deficient　soils（Brown　and　Chaney，1971；

Landsberg，1986）．　Iron　was　found　as　Fe－citrate　in　the　xylem　sap　of　tomato（Strategy　I）

plants．　In　some　soils　P・and　Fe－deficiency　may　occur　simuhaneously．　It　is　not　known

whether　citrate　and　PS　together，　or　PS　alone　are　involved　in　Fe　transl㏄ation　in　barley

（Strategy　II）plants　umder　low　P　and－Fe　condition．　This　experiment　was　conducted　in

order　to　examine　the　absorption　and　translecation　of　Fe　of　bariey　plants　in－Fe　and　low

P　medium　when　added　with　Fe　cheiator　such　as　PS，　citrate，　or　EDTA、．

10．2．MATERIAL　AND　METHODS

10．2．1．P1皿t　Culture　and　Growth
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S・edli・g・・f　b・・1・y・pl・nt・w・・e　c・lti・・ted　hydmp・ni・ally　by　th，　m，也。d　d，記，ib，d

輌…ly　i・ch・pt・・8・PI蜘w・・e廿皿・pl飢t・d　i・b…h・f　3　pl郷囎PP・d　wlth

・p・nge　mbb・・a・d　t・an・ferr・d　t・10－L　pl・・ti・b・・k・tS（16　b・・ch・・b・・k・f1）ml・d・p

with　1／2－・悟n餉H・agl砲d－Am・n・・1・ti・・品・2・lay・．　S・b・開…tly，曲・pl㎝t・w，鴨

＃an・ferr・d　t・th・－F・1ロー・仕・・帥m・di緬H・・gl紐d・Am。…bti・n（T・k・gi，1993）

wi出2di命・t　1・vel・・f・P・　500（contro！），50μMR　Ph・・ph・m・幡・・pP星i・d・as

N・H・PO・・The　pl頗t・w・・e伊・㎜i・・ph卿・噛d・・c・ibed・i・・chapt・・2．　th・pH。f

the　nutrient　solutions　was　dany　monitored　and　a《ljusted　to　6．5．　The　nutrient　solutions

were　weekly　renewed．　The　plants　were　allowed　to　grow　for　13　days　aRer　treatment

（DAT）P・i・・t・5gF・feedi・g・xp・rim・n・拍m・di・m記d・d　PS，・』・・e也yl，。，

diamine　tetraacetic　acid（EDTA）．　Plants　are　shown　in　Photograph　10．l　with　the　typical

Fe　chl・…i・in　c・ntr・1（500μMP）plants　which　was　partialiy・lleviat・d　in　50　pMP

plants．

10．2．2．Souree　of　used　PS，　Ci廿ate，　EDT鬼and　59Fe

Mugineic　aciq　one　of　the　major　PS　released　by　the　barley　eultivar，　was　collected　from

the　root　washings　of－Fe　barley　by　the　method　previously　describedσ1akagi，1993）．

Citrate　and　EDTA　were　reagents　purchased　f盲om　Kanto　Chemical　Co．，　Inc．，τbkyo，

J・p加・Th・　s9Fe－・adi・…lid・w…P・・ch・・ed丘・m　P・rki・Elm・・Life・・d　A・・1蜘l

Sciences，　Inc．，　Boston，　MA，　USA．

10．2．3．Feeding　with　sgFe

At　B　Dぽplant　roots　were　washed　with　deionized　water．　Subsequently，　plants　were

transferr・d　t・feedi・g・gl・ti・n噛the　2　P　levels　whe・e　5gFe　as　5gF・Cl，（10醐w耶

added　with　or　without　added　either　PS（10　pM），　citrate（10μM）or　EDTA（10　pM），
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respectively．　Plants　were　fed　in　triplicate　for　4　hours　in　time，　when　PS　were　not　released

by　roots，　in　beakers　wrapPed　with　aluminum　foil　containing　100　mL　of　feeding　solution，

Photograph　10．1．　Barley　plants　as　affected　by　tWo　different　P　levels　hl　Fe－deficient

medium．

The　starting　time　of　the　feeding　of　59Fe　of　plants　was　8　hours　after　the　onset　of　Iight血

也・phyt・仕・n．　lh・・adi・acti・ity・f5gF・㎞each　beak・・was・37・KBq．　Th・・ap・p減c　5gF・

in　roots　was　solubilized　and　removed　after　the　feeding　time　by　the　method　of　Bienfait　et

a1．（1985）．　After　that，血e　plants　were　throughout　washed　with　tap　water，　divided　into

shoots　and　roots，　oven　dried　at　70℃fbr　l　d，　and　weighed．

10．2．4．Measurement　of　59Fe

Dried　shoots　and　roots　of　the　plants　were　digested　in　concentrated　nitrate　as　described

by　Zarcinas　et　al．（1987）．　The　radioactivity　of　59Fe　of　the　digested　plant　solutions　or　the
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・。・tw・・hi・g…白i・ing・p・plasti・　sgF・w・・d・t・㎝i・・d　by・・i・g　th，　m，th。d、　d。，c，ibed

in　chapter　8．　The　amount　of　the　extracellular　59Fe　in　the　root　apoplast　was　not拍cluded

i・the　5’Fe　c・nt・nt　i・⑩・t・．　The　cal・・1・ti・・pmced鵬、　and・th，　d，緬ti。n。f　ea、h

measured　parameter　including　the　total　plant　absorption　of　59Fe，　the　translocation　to

・h・・t・・f5gF・，訓d　th・鵬1・tiv礎・・1・・ati・n臨。f　5gF，　w，爬sam，。、　th。，e　d，、c，ib，d

in　chapter　8．

10．2．5．Statistical　Analysis

The・expe・im・nt　was㎜・g・d　i…mplet・ly㎜d・mized・bl・ek・de・i即wi也3民Plicat・・．

Data　were　subjected　to　an　ANOVA（SAS　Institute，1988）．　The　means　of　treatment　were

compared　according　to　Duncan，s　Multiple　Range　Tヒst（P＜0．05）using　the　computer

“Origin　5，’in　Iwate　University．

10．3．RESUI」TS　AND　DISCUSSION

10．3．1．Dry　Weight　of　the　Plants

The　dry　weights　ofthe　shoots　and　the　roots　were　higher　in　lovv　P（50　pMP）plants　than

in　contro1（500μM）plants（Fig．10．1）consiStently　with　the　resultS　described　in　chapter

5．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ500pMP

至
0．8

0．6

0．4

02

0．0

A 田150pMP

B

b a

「

　　　　　　　　　　　　　　．Shoots　　　　　　　　Roots

Figure　10．1．　D「y　weight　of　barley　plants　as　affected　by　two　different　P　levels　in－Fe

media．　Different　letter　at　the　top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P＜0，05）

aceording　to　Duncan　Multiple　Range　TeSt，
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10．3．2．Total　Absorptio阻of　59Fe　in　Pla耐

Th・t・臨b・・巾ti・n・f5gF・w・・hi効・・i・1・w　P（50岬）P1嶋th孤i・。。伽1（500

pMP）pl・・t・琵d　with　5’F・b・th・with・and・With・ut　Fe　ch・1・t・・eig．・IO．2a）．　Th・，upPly。f
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Figure　10．2．　Tbtal　absorption　of　59Fe　in　barley　plants　grown　with　tWo　different　P　levels

in－Fe　rnedium　as　affeCted　by　thr，ee　different　Fe　chelators（PS，　citrate，　EDTA）．　Diffe脆nt

le仕er　at　the　top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P＜0．05）between　P　levels

（a）or　among　chelators（b）in　each　P　level，　respectively，　according　to　Duncan　Multiple

Range　Test．
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PS・nh・・ced　the　ab・・rPti…f5gF・・f　pl孤t・und・・c・n甘・1（500・pMP）鍋d　l・w　P（50

pMP）condition（Fig．10．2b）．　The　addition　of　citrate　and　EDTA　did　not　affect　the

absorption　of59Fe　of　plants　at　both　P　levels　of　the　mediロm．　It　was　suggested　that　low　P

condition　enhanced　59Fe　absorption　in　plants　regardless　ofthe　Fe．　This　result　co哺med

the　specific　emciency　of　PS　fbr　the　enhancement　of　Fe　absorption．　T㌔kagi　et　aL（1984）

reported　that　addition　of　PS　increased　Fe　up白ke　by　rice　seedlings　in　nutrient　so1ution．

Citrate　and　EDTA　were　ineffective　fbr　the　enhancement　of　Fe　absorption　by　plants

either　under　low　or　high　P　conditions．

10．3．3．Tra皿slocation　of　59Fe　to　Shoot

The　translocation　of　59Fe　was　higher　in　low　P（50　pMP）plants　than　in　control（500

pMP）plants　fed　with　59Fe　both　with　and　without　Fe　chelator（Fig．10．3a）．

Phytosiderophore　enhanced　the　translocation　of　5gFe　to　shoots　at　both　of　P　levels，　but　its

effect　was　greater　in　low　P（50μMP）plants　than　in　contro1（500　pMP）plants．αtrate

and　EDTA　did　not　a丘bct　significantly　59Fe　translocation　in　plants　both　in　control　and

low　P　plants（Fig．10．3b）．　It　was　indicated　that　low　P　treatment　enhanced　Fe

translocation　and　PS　ef目ciency　on　Fe　translocation　to　shoots　in－Fe　plants．

10．3．4．Relative　Tran810¢atioo　rate　of　sgFe　to　Shoot8

The　relative　translocation　rate　of　59Fe　to　shoots　was　not　significantly　affected　by　the　P

level　or　by　the　addition　of　PS　or　EDTA　to　the　medium（Fig．10．4a）Howeveらthe　supply

of　citrate　to　the　plants　enhanced　the　translocation　rate　of　59Fe　in　low　P（50　pMP）

medium　as　compared　to　that　in　control（500　pMP）mediumJt　was　suggested　that　citrate

may　enhance　Fe　relative　translocation　rate　in　low　P　and－Fe　plal1ts．　The　Fe　chelators（PS，

・it・ai，，　and　EDTA）…di・the　exp・・im・・t　did・・t・蹴t也・爬1・ti・・畑・・1・cati・n抱t・

of　plants　both　in　control（500μMP）and　low　P（50　pMP）medium（Fig，10．4b）．
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Figure　10．3．　Translocation　of　sgFe　from　roots　to　shoots　in　barley　plants　grown　with　two

different　P　levels　in－Fe’medium　as　affected　by　three　different　Fe　chelators（PS，　citrate，

EDTA）．　Different・　letter　at　the　top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P＜0．05）

betWeen　P　levels（a）or　among　chelatOrs（b）in　each　P　level，　respectively，　a㏄cording　tO

Duncan　Multiple　Range　TeSt．
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grown　with　two　di丘brent　P　levels　in－Fe　medlum　as　affected　by　three　different　Fe

chelators（PS，　citrate，　EbTA）．　Different　letter　at　the　top　of　each　bar　indicates　significant

di丘erences（P＜0．05）between　P　levels（a）or　among　chelators（b）in　each　P　leve1，

respectively，　according　tO　Duncan　Multiple　Range　Test．
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10．3．5．Apoplastic　59Fe　in　Roots

Th・c・nt・nt・f・p・pl・・tic　5gF・i・…t・was・imil…f・・b・th・・ntr・1（500・pMP）pl。，tS

and　1・w　P（50・pMP）plant・（Fig・　10・5a）・Th・・upPly・f・th・F・・ch・1・t・rs（PS，、itrat，，

EDTA）in　lovv　P（50　pMP）plants　did　not　affect　significantly　the　accumulation　of　59Fe　in
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Figure　10．5．　Apoplastic　59Fe　in　roots　of　barley　plants　grown　with　two　different　P　levels

in－Fe　medium　as　affecEt’ ?п@by　three　different　Fe　chelators（PS，　citrate，　EDTA）．　Different

letter　at　the　top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P＜0，05）between　P　levels

（a）and　among　chelators（b）in　each　P　level，　respectivelyi　according　to　Duncan　Multipte

Range　Test．
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in「°°t・a・c・mp・・ed　t・th・・e・fthe　c・・tr・1（500・pMP）plant・．　Ap・pla・tic　5gF・i・pl、nt

roots　vvas　not　affected　by　the　addition　of　Fe　chelators　such　as　PS，　citrate　or　EDTA　to　the

feeding　solution　in　each　P　concentration　of　the　medium（Fig，10．5b）．

10．4．SUMMARY

The　results　of出is　experiment　showed　that　low　P（50　pMP）condition　enhanced　59Fe

absorption　and　translocation　to　shoots・The　supPly　of　PS　enhanced　sgFe　absorption　and

translocation　of　the　plants　in　low　P（50μMP）and　control（500　pMP）medium　with

greater　efflciency　under　low　P（50　pMP）condition．　The　other　Fe　chelators，　citrate　and

EDTA　did　not　affect　the　absorption　and　translocation　of　59Fe　in　plants　both　in　control

（500pMP）and　low　P（50μMP）conditions　of　the　medi㎜」t　was　suggested　that　citrate

and　EDTA　are　ineffective　on　Fe　absorption　and　translocation　in－Fe　barley　plants．　The

・el・ti・e・tran・1・・劔i・n・at・・f・b…bed　5gF・t・・h・・t・i・pl・・ts　w・・n・t・ignifi・antly

affected，　neither　by　the　P　level　of　the　medium　nor　by　the　presence　of　Fe　chelator　in

contro1（500μMP）or　low　P（50　pMP）medium．　Howeveちthe　supply　of　cimate

enhanced　the　relative　translocation　rate　of　the　low　P（50μMP）plants　as　compared　to

也at　of　the　control（500　pMP）plants．　It　was　suggested　that　citrate　might　also　involΨe　in

Fe　translocation　in－Fe　and　low　P　conditions　of　the　medium．

The　increased　growth　and　partial　alleviation　of　Fe　chlorosis　in　plants　under　low　P（50

μMP）and－Fe　conditions　may　be　due　to　the　higher　Fe　absorption　and　translocation

capacity　and　the　greater　efflciency　of　PS　fbr　enhancing　Fe測bsorption　andぬnslocation

to　shoots　under　the　condition．　Additionally，　citrate　may　also　contribute　to　enhance　the

・el・tiVeぬ・・b・ati・n・rat・・f血e　abs・rbed　Fe　t・sh・・t・i・1・w　P・・d－Fe　plan6．　The爬is

no　report　that　xylem　sap　of　Strategy　II　plantS　contains　Fe　in　the　form　of　Fe－citrate．　The
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fbrm　of　Fe　in　xylem．sap　of　bw　P　plants　and　the　mechanism　fbr　the㎝㎞cement　of

nelative　translocation　tate　of　absorbed　Fe　under　low　P　con曲ion　need　to　be　c1頭fied．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHAPTER　11

腿SO㎜10N蜘㎜SLOC灯10N　OF臼卵C胴mW　PHOSPHORUS

BARLEY　PLANTS　AS　AFFECTED　BY　PHYTOSi1｝EROPHORES　UNDER　pH

5．5

1’5・7



11・　Abs・・μi・・紐d　t迦・1…ti…f砧Zi・曲1・w　p』・叩h…曲・・1・y．pla。t、。，

affected　by　phytosiderophore8　under　pll　5．5

11．1．INTRODIJCTION

　The　zinc（Zn）－phosphorus（P）antagonistic　interaction　in　soils　and　in　plant　tissues　was

reported　by　several　researchers（Loneragan　et　a1．，1979；Neilsen　and　Hogue，1986；

Boawn　and　Rasmussen，1971）．　According　to　the　report　of　Pasricha　et　a1，（1987），　this

interaction　may　not　always　occur，　The　Zn　content　of　the　plant　dry　matter　was　not

decreased　whlle　the　physiological　availability　of　Zn（solubility　and　mobility　of　Zn　both

withi・the　cel1・and　i・1・・g－di・tance　t・ansp・rt・t・the　sh・・t　apex）wa・dec爬ased　by　high

Pcontent　ofthe　shoot（Cakmak　and　Marschner，1986；Cakmak　and　Marschner，1987）．

The　ability　of　PS　of　to　chelate　and　convey　Fe　to　plant　rootS　in　the　rhizosphere　was　also

repo託ed　for　other　metal　micronutrients，　such　as　Zn，　Cu，　and　Mn，　in　calcareous　soil

collditions（Treeby　et　aL，1989；Singh　et　a輻，1992）．　Our　preliminary　work　described　in

chapter　7　showed　that　the　concentratiens　of　several　micronutrlents　including　Zn

increased　in　the　xylem　sap　of　the　plants　under　low　P　and－Fe　conditions．　This

experiment　was　eonducted　with　barley　plants　grown　hydroponically　with　4　dif』ent　P

l・ve1・and・f・d・with　65Z・with・・with・ut・dd・d　PS．　Th・・bjective　wa・t・，x。mine・th，

effect　of　PS　and　low　P　on　the　absorption　and　translocation　efZn　ofbar｝ey　plants．

11．2．MATERIALS　AND　METHODS

112．1．Plant　Cumlre　and　Growth

Seedlings　of　barley　plants　were　cultivated　hydroponically　by　the　method　described

previously　in　chapter　2．　Plants　were　transplanted　in　bunch　of　3　plants　wrapped　with

sponge　rubber　and　transferred　to　10－L　plastic　buckets（16　bunches　bucket’i）filled　up

with　1／2－strength　Hoagland・Amon　solution　fbr　2　days．　After　thaちthe　plants　we鵬
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t・an・ferr・d　t・th・1／2－・t・e・帥m・difi・d　H・・gl・nd・Am…d・ti・n（T・㎞gi　1993）with・4

diff・・ent　1・v・1・・f巳．500（control）・50，5，　and・O．5・pMP．　Ph・・ph・m・was・upPlied、、

NH・H・PO・・Th・plant・w・・e・9r・㎜i・也・ph帥・n・as・de・c・ibed・i・Chapt・・3．　Th・pH

of　the　nutrient　solutions　was　daily　monito賠d　and　a｛ij　usted　to　55．　The　nutrient　solutions

were　weekly　renewed．　The　pIants　were　allowed　to　grow　fbr　10　days　after　treatment

（D問P・i・・t・65Z・fe・di・g・xp・・im・nt　Pl紐t・a杣・wn　i・Ph・t・9r・ph　1L玉with・th，

typical　P　deficiency　symptoms　in　the　low　P（5　and　O．5　pMP）plants，

1L2．2．　Sour¢e　of　used　PS　and　65Zn

Mugineic　acid，　one　of　the　major　PS　released　by　the　barley　cul‡ivar，　was　co！iected　from

．the「・・t　w・・hi・g・・f－F・b・・1・y・・d・・c・ibed　i・ch・pt・・8・The　65Z・覗di・・u・lid・was

given　by　Dr．　S．　Enomoto　f『om　RIKEN．

1L2．3．　Feeding　with　65Zn

At　I　O　DAT，　plant　roots　were　washed　with　deionized　wateL　Subsequently」plants　were

transferred　to　feeding　solution　containing　macronutrients　and　Zn　with　the　4　P　levels，

wh・・e　65Z・as　65Z・Cl，（0．2μM）w卵・dd・d　w伽・wi也・・t・PS（10μM）．　Pl訓t、　w，醜d

with　65Z・i・廿ipli・a舳・4h・頑・tim・，　wh・n　PS　w・祀・・撤・…dby，。。t、パ。

beakers　wrapped　with　aluminum　foil　centaining　100　mL　of　feeding　solution　similarly　to

由ose　shown　earl　ier　in　Photograph　8」｛Chapter　8）．　Tlie　starting　tirne　of　the　feeding　of

65Z・・f　pl飢t・w・・al・・8h・・rs・㌔th・・n・et・f　li幽i・出・p寧・撫Th，

radioactivity　of　65Zn　in　each　beaker　was　50　KBq．　The　apoplastic　65Zn　of　roo‡s　was

solubilized　and　removed　after　the　feeding　time　by　the　modi｛ied　nlethod　of　Bien塩it　et　al．

（1985）where　bipiridyl．　was　omitted　and　EDTA（100　pM）was　added．　A衰er　thaL　the

plants　were　completely　washed　w髭h　tap　water，　divided　into　shoots　and　rootS，　oven　dried

at　70℃fbr　l　d，　and　weighed．
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L

Photogmph　11．1．　Barley　plants　as　affected　by　4　dif］ferent　P　levels　in廿1e　media　at　pH

5．5

11．2．4．Measurement　of　65Zn

Dried　shoots　and　roots　of　the　plants　were　digested　in　concentrated　nitrate　as　described

by　Zarcinas　et　al．（1987）．　The　radioactivity　of　65zn　of　t血e　digested　plant　solutions　or也e

root　washing　containing　apoplastic　65Zn　was　determined　by　using　the　methods　described

血・h・pt・・8．　th・am・unt・f血e　ex仕acel輌65Zn　in　th・…ゆ・pl・・t・was・・t㎞・1・d・d

血the　65Zn　content　in　roots．　The　total　absorption　represents也e　sum　of　the　amount　of

65Zn　in　shoots　and　roots，　and　the　absorption　activity　per　root　dry　weight（DW）

represents　the　total　amount　of　65Zn　in　plant　divided　by　root　dry　weight．　The

恥1・cati・n　p・・pl胆t・ep・e・entS・th・・h・・t・・nt・nt・f　65Zn，・nd血・t・an・1・・ati・n　p・・

shoot　DW　was　also　calculated．　The　relative　translocation　rate　represents　the　percentage

of　the　65Zn　translocated丘om　roots　to　shoot　to　the　total　absorption　of　65Zn　per　plant．
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112．5．S重atistical　A皿alysis

The　experiment　was　arranged　in　completely　randomized　block　design　with　3　replicatest

Data　were　su句ected　to　an　ANOVA（SAS　Institute，1988）．　The　means　of　treatme耐were

cornpared　according　to　Duncan，s　Multiple　Range　Test（P＜0．05）using　the　computer

　Origin　5”in　lvvate　University．

11．3．RESUI」TS　AND　DISCUSSION

lL3・1・Dry　VVeight　of血e　Plants

The　dry　biomass　of　the　roots　was　higher　while　that　of　the　shoots　vvas　10wer　in　low　P（5

and　O5　pM　P）plants　than　in　control（500　UM　P）or　50　pM　P　plants（Fig．1Ll）．　There

was　no　difference　between　the　biomass　of　control　plants　and　that　of　50　pM　P　plants

consistently　with　the　results　described　in　Chapter　3．

1L3．2．　Tota口Ab80rption　and　Absorption　Activity　of　asZn　of　Plants

The　total　absorption　of　65Zn　in　low　P（5　and　O．5　pM　P）plants　was　similar　to　that　ef　the

control（500　pM　P）plants（Fig．　l　l．2a）．　However，　the　amount　of　65Zn　absorbed　by　the

plants　fed　in　medium　containing　50　pM　P　was　higher　than　that　of　the　low　P（5　and　O．5

μMP）plants．　It　is　suggested　that　in　medium　with　l　O　times　lower　P　concentration，　the

uptake　of　Zn　may　be　enhanced　while　not　affected　in　medium　with　lower　P（5，0．5　pM）

concentration．　The　supply　of　PS　to　the　media　enhanced　65Zn　absorption　at　all　the　P

levels．　In　the　presence　of　PS，　there　was　no　significant　difference　between　the　absorption

amounts　of　65Zn　of　the　low　P（5，05　pMP）plants　and　that　of　the　control（500　pMP）

plants，　though　50　yMZP　plantS　absorbed　higher　amount　of　65Zn也an　the　other　p　lants．
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Figure　11．1．　Dry　weight　of　barley　plants　grown　with　4　different　P　leveSs　under　pH　5．5．

Different　letter　at　the　top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P＜0．05）among　P

Sevels　accerding　to　Duncan　Multiple　Range　TeSt．
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diffe，ent　P　l，v，1，（・api血11・枚・・品・－PS・pl・・tS加d・m・111・廿・・拓・＋PS　p1綱and　by　PS

in　each　P　level。。d・・pH　5．5．Di臨・t　1・往・…蝕・・i・k＊at　th・t・p・f・a・h　b・・i・dicates

、i即i且cant　di命nce・（P＜0．05）b・細㏄・wi也㎜d　with・・t　PS　in　each　P　leve1・

respectively，　according　to　Dlmcan　Multiple　Range　Tヒst．
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Th・t・蛤b・・叩ti…f65Z・i・pl加t・p・・g㎜…tDW　w・・1・w・・i・1・w　P（5　and　O5

μMP）plants舳n　in　control（500　pMP）plants　or　in　50μMP　plants（Fig．1L2b）either

with　or　with皿t　PS　in　the　medium．　The　supply　of　PS　to　the　medium　enhanced　the　root

absorption　activ託y　of　plants　regardless　of　P◎oncentration　of　the　medium．紅was

indicated　that　low　P（5　and　O5μMP）conditions　of　the　medium　decreased　slightly　the

root　absorption　activity　ofZn　in　plants．　The　Zn－P　an白gonistic　relationship　did　not　occur

in　this　hydroponical　experiment．

11．3．3．Ttanslocation　and　Relative　Transloeation　rate　of　65Zn　to　Shoo鶴in　Plants

When　PS　was　not　added　to　the　feeding　medi己the　translocation　amount　of　65Zn　fTom

roots　to　shoots　was　higher　in　50　pMP　plantS　than　control（500　pMP）plants（Fig．1L3a），

The　translocation　amounts　of　65Zn　in　the　lower　P（5　and　O．5　pMP）plants　were　lower

than　that　in　control　plants．　The　translocation　of　65Zn　per　gram　root　DW（Fig．11．3b）

fbllowed　simi［ar　pattern　to　that　of　the　translocation　amount　per　plant．　The　supply　of　PS

to　plants　enhanced　the　translocatlon　of　65Zn　per　plant　and　per　root　DW　at　all　P　levels　of

the　media．　The　amount　of　65Zn　translocated　to　the　shoots　of　the　low　P（5　and　O，5　pMP）

plants　was　also　lower　th狛that　of　control　plants　or　50μMP　plants　when　PS　was　added

to　the　media．　The　translocation　amount　of　65Zn　of　the　50　prvff）　plants　was　similar　to　that

of　tbe　control　plants　when　PS　was　added　to　the　media．　It　was　indicated　that　PS

efficiency　on　65Zn　translocation　was　higher　in　500　pMP　plantS　than　in　50　pMP　plantS．

The　translocation　of　65Zn　per　gram　shoot　DW　fbllowed　similar　pa“em　to　the

translocation　of　65Zn　per　plant　both　in　the　media　with　and　without　PS．　It　was　indicated

that　low　P（5　and　O．5　pMP）condition　of　the　medium　depressed　the　translocation　of　Zn．

The　addition　of　PS　to　the　media　increased　Zn　translocation　at　all　P　levels．　The　relative
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Figure　11．3．　Translocation　and　relative　translocation　rate　to　shoots　of　65Zn　in　barIey

plants　as　affected　by　different　P　levels（capita1　letter　for　－PS　plants　and　sma旧etter　for

＋PS　plants）and　by　PS　in　each　P　leve1皿der　pH　5．5．　Different　letter　or　asterisk＊at　the

top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P＜0．05）between　with　and　without　PS

in　each　P　level，　respectively㌦　according　to　Duncan　Multiple　Range　TeSt．
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translocation　rate　of　65Zn　was　Iower　in　low　P（5　and　O．5　pMP）plants　than　in　control

（SeO　pMP）plants（Figl　11．3c）．　This　parameter　was　similar　for　control（50e　pMP）plants

and　50　pMP　plants．　The　supply　of　PS　did　not　affect　the　relative　translocation　rate　in　low

P（5and　O．5　pMP）plants，　and　decreased　it　in　control（500　ptMP）or　50　pMP　plants．　lt

was　suggested　that　in　higher　P（500　and　50　pMP）c加dition　of　the　medium，　PS

depressed　the　relative　translocation　rate　ofZn　of　plantS・

11．3．4．　ApopEastic　65Zn　in　RootS

The　effect　of　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）on　the　accumulation　of　65Zn　in　root　apoplast
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Figure　11．4．　Apoplastic　65Zn　in　roots　of　barley　plants　as　affected　by　different　P　levels

（capital　letter　for　－PS　p　Sants　and　small　letter　for＋PS　plants）and　by　PS　in　each　P　level

under　pH　5．5．　Different　ietter　or　asterisk＊at　the　top　of　each　bar　indicates　significant

differences（P＜0．05）between　with　and　without　PS　in　each　P　level，　respectively，

according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．
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of　the　plants　was　not　significant　as　compared　to　that　of　the　contro1（500ドMP）plants

（Fig．11．4a）．　Addition　of　PS　lowered　the　amount　of　apOplastic　65Zn　in　roots　of　the　pLants、

In　the　presence　of　PS，　the　amo皿t　of　apoplastic　65Zn　in　roots　decreased　with　d㏄reasing

P　level　of　the　medium．　Apoplastic　65Zn　per　root　DW　followed　sirn　ilar　pattern　to　that　of

the　accumutation　of　65Zn　in　plant　root　apoplast　as　shown　in　Figure　11．4b，　It　was

indicated　that　PS　depressed　accumulation　amount　of　65Zn　in　root　apoplast　was　more

lowered　in　Iow　P（5，　and　O．5　pMP）plants　than　in　higher　P　plants．　This　may　be　related

with　the　higher　Zn　translocation　to　shoots　of　the　plants　in　the　presence　of　PS．

11．4．S－
When　PS　was　not　added，　it　was　shown　that　low　P（5　and　O．5　pMP）conditio皿s　did　not

affect　much　the　total　absorption　of　65Zn　while　low　P（5　and　O．5　pMP）conditions

depressed　the　translocation　and　the　relative　translocation　of　6sZn　to　shoots，　It　was

considered　that　low　P（5　and　O，5　pMP）conditbns　lowered　65Zn　translocation　to　the

shoots　resulting　in　more　65Zn　remained　in　roots．

　The　supPly　of　PS　enhanced　the　absorption　and　translocation　of　6sZn　in　plants

regardless　of　the　P　concentration　in　the　rhizosphere．　The　presence　of　PS　in　the　media

decreased　apoplastic　6sZn　of　plant　rootS　at　all　P　levels．　Though　PS　decreased　much　the

accumulation　of　65Zn　in　the　apoplast　of　the　low　P（5　and　O．5　pMP）plants　than　in　that　of

the　bigh　P（500　and　50　pMP）plants，65Zn　translocation　was　stiSl　lower　in　the　fbrmer

plants　than　in　the　latter　plantS　when　PS　was　fed．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C㎜R12

ABSORPTION　ADID　TRANSLOCATION　OF　esZ］［NC肌OW　PHOSPHORUS

典EY肌AMS　AS鋼Cm　EY　PmTOSmEROPHO㎜S㎜ER　pH
6．5
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12・Ab・・rPti・n　・nd・tran・1・cati・n・f　6sZin・　in　1・w　ph・・ph・ru・barl・y・pl・nt・。，

affected　by　phytosiderophores　under　pH　6．5

12．1．INTRODUCTION

　　The　experiment　reported　in　chapter　l　l　with　barley　plants　grown　and　fed　with　65Zn

under　pH　5．5　was　a　Iso　conducted　sirnilarly　With　barley　plants　grown　With　the　4　P　levels

fbr　l　l　DAr　under　pH　6．5．　Plants　are　shown　in　photograph　12．1．　The　obj　ectives　of　this

experiment　were　to　examine　the　effect　of　PS　on　Zn　absorption　and　translocation　in

plants　under　low　P　and　pH　6．5　conditions．

一喝■一’

Photograph　12．1．

6．5

Barley　plants　as　affected　by　4　different　P　levels　in　the　media　at　pH
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12．2．胞TERI仙S　AND唖TIIO］1〕S

Th・m・t・・i・i・蹴d　m・th・d・・fthe　e綱iment　w・・e　g・neraily・im滅。　th。、e　d，，、，…b，d

in　chapte・ll・Ph・・ph・ru・was　s・pPli・d・・N・H・PO・a・d血・pl・・t・w・r・、9r。w。　w韮tb　t輪

4Pl・v・1・（500（・・ntr・1）・50・5…dO・5　gMP）f・・II脚・・d・・pH　65，醜

・・b・eq・ently　f・d　65Z・al・n…t・g・也・・with　PS皿d・，　pH・6．5・f。，4h。。rs．

12．3．RESULTS　AND　DISCUSSION

　12．3．L　Dry　’Weight　of　the　Plants

　　The　DW　of　the　shoots　of　the　low　P（5　and　O．5　pMP）plants　was　lower　than　that　of

・・n廿・1pl・・t・（500幽P）・・th・t・f・50・prvll’・pl・nt・（Fig．12．1）．　lh・DW・f曲・i・w　P（50，

5　and・O・5・pMP）plant・。・ts・was・imil蜘血・t・fth・・c・・的1（500・pMP）pl翻t・。。t、．　lt

was　suggested　that　the　grow出of　plant　roots　may　not　be　significantly　affected　by　low　P

conditions　under　pH　6．5．　The　wel1㎞own　increased　root　growth　of　plants　mder

P－deficient　condition（Smith　et　al．1990）appeared　to　be　p｝｛－dependent　phenomenen．

r「h・…t・9r・w血・fth・Plant・w・・n・t・ffect・d・・d・・pH　6．5　b・t　w・・e』ced・・d・叩H

55（chapter　11）by　low　P　condition．　The　eflもct　of　the　deficiency　of　P　on　shoot　growth　of

the　plants　was　consistent　between　pH　65　and　5．5（chapter　11）conditions．　However，　th号

response　of　plant　roots　to　P－deficiency　was　lnconsistent　between　plants　gn）wn　under　pH

6．5　and　those　grown　under　pH　5．5（chapter　l　I）．

　　12．3．2．皿血1　Absorptien　and　Absorption　Activ晦of　65Zn　of　Plant奮

The　total　absorption　of　65Zn　ill　plants　was　not　much　affected　by　the　low　P　t賠a抽e猷

either　under＋PS（with　supplied　PS）or－PS（witho耐suppiied　PS）conditlons（Fig．

12・2の・ln－PS・・nditi・・s，65Z・・b・・甲ti・・w鎚・lightly・higli・・i・50岬pl蹄。・

sli帥tly　l・wer　in　5μMP　pl鋤ts，　whne　n・t漁ded　in　O．5・＃MP　plant・ぷ・岬編t・
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c°n加1（5°°岬）plantS・1・＋PS…di・i・n・・也・坤m・f也・曲・・叩・i…f・・Z，　by

plants　was　more　or　less

ロShoot

㌔
8

B
『

0
さ

旦
江

1．6

12

0．8

0．4

0．0

皿RootA A

a
8　　　　　B

ab ab
b

500　pMP　50　pMP　spMP　O．5　pMP

Fig・re　12・1・D脚・ight・fb・・1・y　plant・9r・w・with　4　di舵・ent　P　l・v・1・und研pH　6．5．

Diffe・ent』at　th・t・p・fea・h　b・・i・dicates　signifi・紐t　di輪nce・（P＜0．05）・m・・g　P

levels　according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．

similar　to　those　ofthe　plants　fed　with　65zn　in－PS　conditions　either　in　low　P　media　or　in

・・n甘・lm・di・m・Th・ab…pti・n・f‘5Z・・f由・pl加t・was・・t・ffe・t・d　by　PS。nd，，

・・n仕・1（500μMP）・・50・pM・P　c・nditi・ns・The　supPly・f・PS・enhanced・1ightly‘’Z・

absorption　in　5　pM　P　plants　or　slightly　lowered　it　in　O，S　pM　P　plants　as　compared　to

－PS　plants．

lh・t・伍1・b・・巾ti…f65Z・i・pl・・t・p・・蜘…t・DW・was・・t・舵・t・d　by　l・w　P（50，

5，and　O．5　pMP）treatment　as　comp眠d　to　control（500　pMP）treatment　in－PS

conditions（Fig．12．2b）．　In　presence　of　PS，　the　total　abso叩tion　of　65Zn三！1　plants　per

gram　root　DW　was　not　a丘bcted　by　the　low　P（50　and　5μMP）treatmenL　but　was

enhanced　slightly　by　O．5　pM　P　treatment　as　compared　to　that　ofthe．plantS　ofthe　control

treatment．　This　results　suggested　that　the　absorption　of　Zn　by　plantS　may　not　be　affected
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much　by｝°w　P・・ndi・i・…f血・m・di・m・・i出・・u・d・・pH　6．5・－d，，　pH　5．5

（Chapte「ll）・lt　w・・i・di・ated・th・t　PS　my・・t・be・ff・・ti・・f・・Zn　ab・・叩ti・。　i。　plantS

unde「pH　6・5・血・ugh　PS　w・・effe・ti・・f・・Z・・b・・中ti。・・f　pl・・t・岨d。，　pH　55

（Ch・pt・・11）・Th・a・ti・ity・fPS・fo・Z・・b・・叩ti・・in・pl・・ts　seem・d　t・be・pH，d，p，，d，nL
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Figure　12．2．　Absorptlon　and　absolption　activity　of　65Zn　of　barley　plantS　as　affected　by

different　P　levels（capital　letter　fbr－PS　plants　and　sma川etter　for＋PS　plants）and　by　PS

in　each　P　level　under　pH　6．5．　Different　letter　or　asterisk　’　at　the　top　of　each　bar　indicates

significant　differences（P＜0．05）between　with　and　without　PS　in　each　P　level，

respectively，　according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．
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12．3．3．Translecatioll　and　Relative　Translocation　rate　of　6sZn　to　ShootS　in　plantS

∩・廿an・1㏄・ti…f65Z・fr・m…t・t・・h・・t・i・pl・・t・w…1・w・・i・1。w　P（5，皿d　O．5

pMP）media　than　in　contro1（500μMP）medium　either　unde卜PS　or＋PS　conditions

（Fig．123a）．　The　effect　of　PS　on　the　transl㏄ation　of　65Zn　in　plants　was　not　c！early

observed　as　compared　to－PS　plants．　Though曲e　translocation　of　65Zn　was　sEightly

decreased　in　control　plants　and　slightly　increased　in　the　lowest　P（0．5　pMP）plants　by

PS．　The　translocation　of65Zn　in　plants　per　gram　shoot　DW（Fig．12．3b）fbllowed　almost

slmilar　pattem　to　that　of　the　translocation　per　plant．　This　effect　of　low　P　condition　on

th・t㎜・1・cati・n・f　65Z・i・pl・nt・w…。・・i・t・nt・with・th・t　d・・c・ib・d　i・ch・pt・・11，

suggesting　that　low　P　may　reduce　Zn　translocation　in　plants　either　under　pH　6．50r　5，5．

The　effect　of　PS　on　65Zn　translocation　in　plants　grown皿der　pH　6．5　was　inconsistent

with也at　of　PS　in　plants　under　pH　5．5（chapter　I　1）at　each　P　level．　It　was　suggested　that

the　effecti▽eness　of　PS　for　the　enhancement　of　the　translocation　of　Zn　in　plants　may　be

pH－dependent．

The　relatjve　translocation　rate　of　6sZn（Fig，12．3c）in　plants　followed　similar　pattern　to

that　of　the　translocat三〇n　of　65Zn　in　plants　either　under－PS　or＋PS　condition．　The　effect

of　PS　on　the　relative　translocation　rate　of　65Zn　in　plants　at　each　P　level　was　not　clearly

observed，　The　low　P　conditions　affected　sim三1arly　the　relative　translocation　of　65Zn　in

plants　under　pH　6．50r　pH　5．5（chapter　l　l）」t　was　indicated　that　a　pHΨariation丘om　6．5

to　550f　low　P　media　may　not　affect　the　relative　translocation　rate　of　Zn　in　plants，　The

supPly　of　PS　affected　consistently廿）e　1℃｝lative　translocation　rate　of　65Zn　in　P！ants　under

both　pH　values　6．5　and　5．5　suggest韮ng　that　PS　activity　may　be　independent　on　tbe

variation　ofpH丘om　6．5　to　55．
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Fig・陀123・廿an・1・cati・n鋤d掲1・tive剛1・皿ti・・抱缶t・・h・・鶴・f‘5Z・i・卵y

plants　as　affヒcted　by　dif董brellt　P　levels（capital　letter　fbr－PS　plants　and　small　letter　fbr

＋PS　plants）and　by　PS　in　each　P　level　under　pH　65．　Di慌rent　letter　omsterisk＊at　the

top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P＜0．05）between　with　and　wi止out　PS

in　each　P　level，　respectively，　according　to　Duncan　Multiple　Range　TeSt．
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12．3．4．Apoplastic　65Zn　in　Roots

Th・・ap・pl・・tic　65Z・、P・・plant…t・・f也・1・w　P（5　and　O5岬）pl舳was、imitar、t。

that°f血e　c・nt「・1（500岬）plan…nd・・－PS・・＋PS…diti・n・（Fig．12．4。）．
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Fig・鵬12・4・Ap・pl・・ti・‘5Z・i・…t・・f　b訂1・y　pl飢鶴肥・胞缶d　by礁，ent　P　level、

（capital　letter　fbr－PS　plants　and　small　letter　fbr＋PS　plants）and　by　PS　in　eacb　P　level

under　pH　6．5．　Different　letter　or　asterisk・at　the　top　of　each　bar　indicates　signi目cant

diflbrences（P＜0．05）between　with　and　without　PS　in　each　P　leve1，　respectivel）㌦

according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．
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Ap・pl…ic　65Z・p・・P1加・・・…，h・wev・r，・w…1・w・・i・5・μM　P　pl、n，、也⊇c。。，r。1

plants岨d・・－PS…diti・n・Th…pPly・f　PS　did・・t・ffe・t血。　fe，m、ti。。　eith，，　i。

c°nt「°l　p1・n包・・i・1・w　P（50・and　O・5岬）plantS．　Th・f・rm・ti・n・f・四pl。、ti、・・Z。　i。

「°°tS　Pe「plant・h・wev・ちw・・1・w・・i・50μM　P　pl・鴫舳i…nt・・1．plant、．　Th，

P・廿・m・fth・品m・ti…f・p・plastic　65Z・i・p1鋤t・p・・m・t　DW　w品、imil。，　t。　th。t　i。

「°°ts　pe「pl飢t・ith・・皿d・・－PS・・＋PS・・nditi・n（Fig．12．4b）．　The　f。rm、ti。n。f

・p・plas・ic　65Z・i・・・・…f・h・plan・・f・d・・pH　65　wお・・n・i・・…with血。・。f、h，　plan，s

fed　at　pH　5・5（・h・pt・・11）und・・－PS・・nditi・n・eg・・dless・fth・leΨel・fnAp。pl。、ti。

65Z・i・…飴・fplantS・was・educed　byPS・t・ll・舳・Pl・v・1・u・d・，pH　5．5（、h。p，，，11）

while　being　reduced　by　PS　only　in　5　pM　P　plants　and　not　in　other　P　levels．　It　was

sugge・t・d　th・t　l・w　P・・nditi・・m・y・・t・ffe・t　m・・h　th・f・rm・ti・n・f・POPI、，ti、　Z，・in

plant「・・t・・The　effe・t・f　PS・・血・・ed・・ti…f・p・pl・・ti・Z・i・plant　r・・t・m。y　b。

dependent　on　pH　level．

12．4．SUMMARY

th・9r・舳・f血・pl・劇・…t・w・・n・t・ffe・t・d　by　l・w　P・・nditi・n・・nd・・pH　6．5

while　being　increased　by　low　P　conditions　under　pH　5．5（chapter　l　1），　The　effbct　of　low

Pcondition　on　root　growth　may　be　pH－dependent．　The　absorption　of　65Zn　by　plants　was

not　much　affected　by　low　P　conditions　either　under　pH　6．50r　55（chapter　11）．　The

撫1・cati…f65Z・i・pl・n・・w・・dec・e鵬・d　by　l・w　P・・ndi・▲・n・ei血・…d，，　pH　6．5。，

5・5・lh・・el・tive撫1・cati・n・at・・f‘5Z・i・pl郷・h・w・d・imil訂P・仕・m杣。t。f曲，

translocation　of　65Zn　at　both　pH　values　6．5　and　5．5．　The． ????モ煤@of　low　P　on　Zn

absorption　and　translo◎ation　in　plants　may　not　be　affected　by　variation　of　pH　fヒom　6．5

t・55・n・f・・m・ti・n・f・p・plastic　65Z・i・pl郷was　n・t　m・・h・舵・t・d　by　l・w　P

conditions　at　both　pH　values　6．5　and　5．5（chapter　l　l）．
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Th・・ffect・f　PS・・也・ab・卿t▲・n・nd也・血・・』i…f65Z・i・p』・nd・，　pH　6．5

was　n°t　cl醐1y・b距・v・d・The　supPly・f　PS　e蝸ced血・記P㎜・t酷i・pl鍋ts　at　all

the　P　leΨels　under　pH　5．5（chapter　11）．　The　application　of　PS肥duced　the　fbrmI“ion　of

・岬蹴i・‘5Z・i・pl・ntS・nly・t　5・pM・P　l・ve1・・d，，　pH　6．5・and・at。11血，　P　l，vd，　u，d，，

pH　5．5（cha声11）．　The　ability　of　PS　to　reduce　the　formation　of　apOplastic　Zn　in　rootS

of＋Fe　plants　may　be　pH－dependent　The　effectiveness　of　PS　fbr　enh匡mcing　the

absorption　and　translocation　of　Zn，　or蝋uci皿g也e　fbmlation　of　apoplastic　Zn　in　roots

seemed　to　be　pH－dependent。　The　role　of　PS　on　Zn　absorption　and　translocation　ln　plants

needs　deeper　investigation．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHAPTER　13

ABSORPTION　ANI）　’1　RANSLOCAIIION　OF　esZlNC　IN　LOW・IMOSPHORUS．

　　　　AND　IRON－IDEFICIENr　BARLEY　PLANrS　AS　AFFECTEO　BY

　　　　　　　　　　　PHIYTOSMEROPHORE　UINDER　pH　・6．S
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13・仙…p伽・紐dtm・・1・・頭…f　65Zi恥i・1・w　ph・叩h・閥，。．d園。fi。i，。t

b曲ypl韻t・…胸・d・by・phyt・・ider叩h・・馴・d。叩H　65

13．1．INITRODIJCTION

The　ability・fPS・ft・・h・1・t・and・・nv・y　F・t・plant…tS・i・由・・hi、。、ph鵬w臼、1、。

・ep・「t・d鉤・・th・・m・伍l　mi…nutrient・，・u・h・Z・，　C・，　and　M。，　i。、。』。。，、。iI

c°nditi・n・（T・eeby・t・1・・1989；Si・gh・t・1。1992）．　P・t・nti・11y　P．d，五、i，nt、。。diti。。

m・yb・acc・mp・・i・d　wi血mi…nut・i・nt　d・丘・i・・d・・as　rep・廿・d　by　S，1。』，a。　et、1．

（2006）・Our　re・ult・i・・h・pt・・5・h・w・d　i…eased・PS・・eleas・fr・m　pl、。t，。。t、　i，．P

m・di・m・・c・mpar・d　t・＋P　m・di・m・Th・re・山・d・・c・ibed・i・・h・pt・・7、h。w，d　th、t・th，

concentrations　of　several　micronutrients　including　Zn　ofthe　xylem　sap　increased　in　low

P　and　－Fe　conditions．　The　uptake　and　translocation　of　Zn　in　plants　under　low　P　and－Fe

conditions　has　not　been　reported　in　related　with　P　concentration　of　the　medium　and　PS

acti・ity　i・pl皿t・・Thi・exp・・iment　w・・c・nd・・t・d　t・・x・・ni・・血e　ab・・中ti。n　and

translocation　ofZn　in　low　P　and－Fe　barley　plants．

13．2．MATER肌S　AND　METHODS

13．2．1．Plant　Culture　and　Grow出

S・edli・g・・f　b・・1・y　pl・・t・w・・e　cultivat・d　by血・meth・d　d・・c・ibed　previ…ly　i・

chapter　2．　Plants　were　transplanted　in　bunch　of　3　plants　wrapped　with　sponge　rubber

・nd　t・an・ferr・d　t・10・L　pl・・ti・b・・k・t・（16b・・ch・・b・・k・t’1）抽・d叩with　l／2－・trength

Hoagland－Amon　solution　fbr　2　days．　Subsequently，　the　plants　were　transfbrred　to　the

－Fe　1！2－strength　modified　Hoagland－Amon　solution（Takagil　1993）with　4　different

levels　of巳500（contro1），50，5，　and　O．5μMP．　Phosphorus　was　supplied　as　NaH2PO4．

The　plants　were　grown　in　the　phytotron　as　described　in　Chapter　2，　The　pH　of　the

nutrient　solutions　was　daily　mon　itored　and　adjusted　to　6．5．　The　nutrient　solutions　were
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weekly°new・d・恥pl㎝・・w…all・w・d・・9r・w嗣4　d・y・aft…悦㎞，。・（DAr）

P・i・…65Z・fe・dl・g・xp・・im・n・i・m・di・m・dded・PS．　Pl㎝』・h・㎜i。　Ph。、。騨ph

13」w仙th・typical・Pd・血・i・n・y・卿pt・m・i・也・1・w　P（5・・d　O．5岬）pl恥城

th・u・・al　Fe　chl・…i・i・1・ave・・f血…n加1（500・pMP）pl鵬．

13．2．2．Source　of　used　PS　aロd　65Zn

Ph鯛d…ph・民w・・c・11ect・d丘・m　th・…tw品hi・g・・f－F・硫y、、　d，、c蝋

earlier　in　chapter　8．　The　origin　of　the　purchased　65Znぜadionuclide　was　the　same　as　that

described　in　chapter　l　l．

13．2．3、Feeding　w“h　65Zn

At　14　D旺plant…t・w…wash・d　wi也d・i・ni・・d　w・t・・S・b・eque・tly，・pl輌w醐

迦ferred　t・先・di・g・・1・ti・n・・n輌・g　m・…n加ient・紐d　Z・wi也th・4Plev，IS

wh・爬65Z・a・・65Z・Cl・（O．2・pM）w翻d・d　with・・with・・t　PS（10、pM）．　Pl、nt、　w，禰

wi血‘5Z・i・廿iplica・・品・4h・u・s，　when　PS　w・・e　n・t・e』d　by噸i。　be、k，rs

w「apP・d　wi也・al・mi・lm・・f・il・・n面・i・g　100　mL・f　fe・di・g・・1・tbn．　lh・・t・眈i・g　tim・

・f血・允・di・g・f65Z・・fplant・w…1・・8h・阻・a丘・・th・・n・et・fli蜘，也，　ph声伽．

th・radi・acti・ity・f65Z・m・ach　b・ak・・wお50　KBq．伽ap。輌i、‘・Z。。f，。。tS．was

soltibiliZed　and　removed　after　the　feeding　time　by　the　modified　method　of　B　ienfait　et　al．

（1985）as　described　in　Chapter　11．After　thaちthe　plants　were　completely　washed　with

白pwateらdivided　into　shoots　and　roots，　oven　dried　at　70℃fbr　l　d，　and　weighed．
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Photograph　13．1．　Barley　plants　as　afifected　by　4　different　P　levels　in　Fe・deficient

medi㎜皿der　pH　6．5．

13．2．4．Measurement　of　6SZn

Dried　shoots　and　roots　of　the　plants　were　digested　in　concentrated　nitrate　as　described

by　Zarc血as　et　a1．（1987）．　The　radioactiVity　of　65Zn　of　the　digested　plant　solutions　or　1血e

root　washing　contah血g　apoplastic　65Zn　was　determined　by　using　the　methods　described

in　chapter　8．　The　amount　of　the　eXtraceIlUlar　65Zn　in　the　root　apoplast　was　not　included

in　the　65Zn　content　in　roots．　The　total　absorption　of　65Zn口1　shoots　and　roots，也e

abso】4）tion　activity　of　65Zn　per　root　DW，　the　translocation　per　plant　of　65Zn，　and　the

translocation　of　65Zn　per　shoot　DW　were　calcUlated　and　defined　as　described　previously

in　Chapter　11．　The　relative　translocation　rate　of　65Zn　to　shoot　was　also　measured　as

previously　described．

13．2．5．Statistical　Analysis
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The　exp・Hm・nt　w・・綱・g・d　i…mp1・・dy㎜d・m詑・d・bl・ek・d・・i即wi也3時pli、a，，、．

Da垣w・・e・・字t・d　t…ANO撚（SAS　I・・tit鵬1988）．　an・m剛，。f廿，。㎞。。t　w，陀

c°mpa「ed　acc・・di・g　t・D・ncan’・M・1tip1・R・・g・Te・t（P＜0．05）・・i・g血・c・mp。t。，

‘‘

nrigin　5”in　Iwate　University．

13．3．RESULTS　AND　I）ISCUSSION

13．3．1．Dry　Weight　ofthe　Piants

助w・ight・・f・h・・t・and…t・w・・e　high・・i・bw　P（50，5，・nd　O．5・pMP）plant，　than

in　c・n加1（500μMP）plant・（晦13・1）・。・・i・t・ntly　with　th・・e・ult・・fch・pt・・4．

ロshoots
pm　roots

㌔
8
』

3
量

婁

ξ

t．2

0．8

0、4

0．0

A　　　　　　B　　　　　　AB

C

b

a a a

500pMP　50　pMP 5　pMP 0．5pMP

Figure　13．1．　Dry　vveight　of　barley　plants　grown　with　4　different　P　levels　under　－Fe　and

pH　6．5　conditions．　Different　letter　at　the　top　ofeach　bar　ind　ioates　sign輌ficant　differences

（P＜0．05）among　P　levels　according　to　Duncan　Multiple　Range　TeSt．

13．32．皿Dtal　Abso叩tion　a丑d　AbSorption　Activity　of　esZn　in　？lant

The　low　P（50　and　5　pM　P）con曲ion　of　the　medium　did　not　affect　plant　absorption　ef

65Z・（Fig・13．2・）．　H・w・veら・t血・1・w・・t　P（α5μM　P）・・nce・睡・n，・plantS・ab、。，bed

・lightly　l・wer　65Z・th・｝i・t・・ntr・1（50e・pM・P）・…e・廿血…fth・m・di・m．恥・upPly

of　PS　to　the　plants　did　not　a丘bct　the　absorPt▲on　of　65Zn　regardless　of　the　P　levels．　The

absorption　activity　of6sZn　per　root　DW（Fig．13．2b）was　not　affected　by　the　pre…rcnce　cf
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PS　in　th・・hi…ph・・e・Th・…t・b・・甲ti・n　a・ti・ity・f65Z・w邸1・w・・i・1・w　P（5q　5，

and　O5μM　P）pl・・tS’th鋤i・…加1（500μM　P）pl抽t・．∩is　r・・ult　did・・t，uprh，

三5

量4

§3

鍾2

81
1－0

㈲

li　－ps　i

i＋ps」

500　pMP 50　pMP 5pMP 0．5pMP

040ω
苫

e

「m30
ど

呈20
暮

二10

劇

五　〇

己　500　pMP　50岬P 5pMP　O．5　pMP

Figロre　13・2・Absorption　and　absorPtion　activity　of　65Zn　of　Fe－deficient　barley　plants　as

affヒcted　by　different　P　levels（capital　letter　fbr－PS　plants　and　small　letter　fbr＋PS

plants）and　by　PS　in　each　P　level　under　pH　65．　Different　letter　or　asterisk　＊　at　the　top　of

each　bar　indicates　significant　differences（P＜0．05）between　with　and　without　PS　in　each

Plevel，　respectiΨely，　according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．
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di・c・ssi…fth・Zn－p　an血9・ni・ti・i・缶・acti。・（L…阻9・n・t・L，1979）。，　the　ch。1、ti。n

°fZ・by　PS　i・ca1・・脚u・s・il・（T・eeby・t・L，1989；Si・gh・t・L，1992）．　O口，。lt，

suggested　that　PS　is　ineffective　fbr　Zn　absorption　by－Fe　plants，

13．3．3．Translocation　and　Relative　Translocation　rate　of　65Zn　to　Shoots量n　Plant

Th・t・an・1㏄・ti・・p・・pl・nt（Fig・13・3・），　th・』1・cati・・p・・…tDW（Fig．13．3b），

and　the　relative　translocation（Fig．13．3c）of65Zn丘om　roots　to　shoots　were　not　affected

by　PS　as　compared　to　plants　without　fed　PS．　It　was　suggested　that　PS　was　ineffective

f（）rZn　translocation　in－Fe　plants．　The　translocation　and　the　concentration　of　65Zn　of

・h・。t・w・・e　dec・ea・ed　with　dec・ea・i・g　P・・nce・tr・ti・n・f　th・fe・di・g　s・1。ti。n　ei也，，

with　or　without　PS　similarly　to　the　relative　translocation　rate　of　65Zn．　It　was　indicated

that　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）conditions　of　the　medium　depressed　the　translocation　of

Z浦・m…t・t・・h・・t・・．Th・・ab・・rPti・n・f65Z・（Fig．13．2・）w・・n・t　m・ch・臨t・d　i・

low　P（50，5，　and　O．5μMP）plants　as　compared　to　contro！（500μMP）plants．　It　is㎞own

that　P　toxicity　induced　Zn　deficiency　in　plants（Boawn　and　Legge就，1964；Cakmak　and

Marschner，1986；Loneragan　et　aL，1979）．　Our　results　showed　synergistic　interaction

between　P　and　Zn　in　regard　to　the　translocation　of　Zn　under　low　P　and　－Fe　conditions．

High　P　concentration　of　the　medium　induced　higher　translocation　of　Zn　to　shoots．　Tb

our㎞owledge，　there　is　no　report　of　such　synergistic　Zn－P　interaction　in－Fe　plants．　The

mechanisms　of　Zn　absorption　and　translocation　in　plants　under　low　P　and－Fe

conditions　need　to　be　investigated，
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Figure　13．3．　Translocation　and　relative　translocation　rate　to　shoots　of　65Zn　in

Fe－deficient　barley　plants　as　affected　by　different　P　levels（capita！1etter　fbr－PS　plants

and　sma川etter　for＋PS　plants）and　by　PS　in　each　P　level　under　pH　6，5．　Different　letter

or　asterisk＊at　the　top　of　each　bar　indicates　signi丘〔手ant　di丘ヒrences（P＜0・05）between

with　and　vvithout　PS　in　each　P　Ievel，，　respectively，　according　to　Duncan　Mu！tiple　Ra血ge

Test，
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13．3．4．Apoplastie　65Zn　in　Roots

The　effe・t・f　1・w　p（5・・d　O・5・pMP）・n　the　accum・1・t｛・・。f　65Z・i・…t・p。p！、、t。f

the　pla・t・w・…t・ig・ificant・・c・mp・・ed　t・th・t・fth・c・ntr・1（SOO・pMP）pl・・t・（Fig．

13・4・）・H・wev・ち・p・pl・・tic　65Z・i・…t・・f50μMP　pl・・t・was　s迦i盲ca。tly　l。w，，　th鋤
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Figur・　13・4・Ap・pl融65Z・i・…ts・f　F・・d・n・i醐t・b・・1・y　p1蹴・…蹴・杜y

di｛琵rent　P　levels（cap註al　ietter　fbr－PS　plants　and　srnall　letter　fbr＋PS　plants）and　by　PS

in　each　P　level　under　pH　6．5．　Different　letter　er　asterisk＊at　the　top　of　each　bar　indicates

si…；　ificant　differences（P＜0．05）betWeen　with脇d　without　PS　in　each　P　level，

respectively，　according　to　Duncafi　Multlple　Rafige　Test．
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that　in…t・・f・・n…1（500μMP）pl・・t・・Except加inc疏・i・ap。pl、，，i、・・Zn

accum・1・ti・n　i・…t・・f50　pMP　plants　by　PS，血・additi…fPS　t。　th。　m。di、m　did。。t

affect・ig・ifican目y　the　am・u・t・f・p・P1・・tic　65Z・・Wh・n　PS　w・・add・d　t・th・m，di。m，

the　c・nce・t・a・i…f・p・pl…ic　65Z・i・・・…was　s白ti・ti・ally・imi1・品・1・w　P（50，5，

and　O，5μMP）plants　and　control（500　pMP）plants．

Ap・pl…ic65Z・p・・・…DWw・・1・w・・i・1・w　Ppl・・tS・h・n　in　c・n加1（5・・μMP）

Plants　b・th　i・p・e・ence　and・b・・nce・f　PS　i・th・m・di・（Fig．13．4b）．　Thi・m・y　p・・b・bly

d・et・di1・ti・n・ffe・t　beca・・e・fth・high・・…t・9r・帆h・f　1・w　P（50，5，・・d　O．5・pMP）

pla・t・than・・nt・・1（500μMP）pl・・t・・Th・・upPly・f　PS　inc・ea・ed・p・pl・・tic　65Z・p，，

root　DW　ofthe　50　pMP　plants　but　did　not　affect　it　in　the　other　P　le▽els．

13．4．SUMMARY

Th・・e・ults　sh・w・d　th・t　i・－F・plant・，　the　ab・・叩ti・n・f　65Z・w・・n・t・ig・ificantly

・ffe・t・d　by　l・w　P（50・5・and　O5μMP）…diti…．lt・was・ug9・・t・d　th・t　Z・・b・・叩ti。n

i・－F・pl・nt・m・y・・t　b・d・pend・・t・・the　c・n・・nt・ati…fP・f　th・・hi…ph・，e．　Th，

transiocation　and　the　relative　translocation　of65Zn　to　shoots　were　largely　reduced　in　Iow

P（50，5，and　O5μMP）plants．　It　was　indicated　that　under　low　P（50，5，　and　O．5μMP）

and－Fe　conditions，　ZII　translocation　to　shoots　was　hampered　by　low　P　status　of　plants，

Our　results　showed　that　Zn　concentration　in　shoots　might　be　reduced　under　low　P　alld

－Fe　conditions，　not　because　of　lower　absorption　of　Zn，　but　because　of　the　reduction　of

its　translocation　to　shoots．　The　supply　of　PS　to　the　plants　was　ineffective　fbr　65Zn

absorption　and　translocation　under－Fe　condition　regardless　of　the　P　concentration　of

the　media．　The　mechanism　of　the　reduction　of　Zn　translocation　of　plants　under－Fe

condition　by　P　deficiency　needs　to　be　c　larified　in血e　fUtUre．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHAPTER　14

腿SO㎜10Nぷ｝㎜SLOC岨10N　OF　65孤C肌OW　P日OSPHO即S

　　　　AND　IRON－DEFICIENT　BARLEY　PLANrS　AS　AFFEC蛭D　By

　　　　　　　　　　　PHYTOSIDEROPHORE㎜E凪pH　5．5
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・4・Ab・・叩伽…d　tr・n・1・・輌・f　6sZin・in　1・w輌・ph・ru・・nd・Fe一鹸i・nt

barley　plants　as　affected　by　phytosiderophores　under　pH　5．5

14．1．INTRODUCTION

　The　experhnent　described　in　chapter　13with　barley　plants　grown　with　4　P　levels　under

－Fe　condition　and　fed　With　65Zn　under　pH　6．5　was　repeated　similarly㎜der　pH　5．5．　The

obj　ectives　were　to　examine　the　effect　of　PS　on　Zn　absorption　and　translocation　in　plants

in　low　P　and－Fe　media　under　pH　5．5．

14．2．MATERlALS　AND　m　ET］HODS

The　mate亘als　and　methods　of　the　experiment　were　s㎞ilar　to　those　described　in

chapter　13，　except　a　decrease　of　the　pH　to　5．5．　The　plants　were　grown　with　the　4　P

「『’1　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　　l

P血・t・9r叩h・14．1．　B・・1・y　pl・n給as価ect・d・by・4・diffe・ent　P　l・v・1・血Fe－d・丘・i・nt　m・di・

under　pH　5．5．
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levels（500（・・nt・・1）・50・5・・nd　O5μMP）・nd・・－Fe　c・nditi…釦6　DAr・・d，・pH

55as　shown　in　photograph　14⊥Subsequently，　plants　were　fed　in　nutrient　solutions

・・n・・i・i・g・h・4P1・v・1・wi・h　65Z・・1・n・（－PS）・・t・g・th・・with　PS（＋PS）・。d，，　pH　55

fbr　4　hours　in　a　phytotron．

14．3．RESULI’S　AND　DISCUSSION

　14．3．1．Vis岨l　Symptoms　and　I）ry　Weight　of　the　Plants

The　symptoms　ofthe　deficiency　of　Fe　were　weaker　in　control（500　＃MP）plants　and　50

pMP　plants　under　pH　5．5（photograph　14．1）than　those　of　these　plants　when　grown

under　pH　6．5（photograph　13．1）．　The　expression　ofthe　symptoms　of　P　deficiency　were

more　severe　in　the　low　P（5　and　O．5　pMP）plants　under　pH　5．5（photograph］4」）than

those　of　these　pEants　under　pH　65（photograph　13」）．　It　was　shown　that　plants　may　be

weaker　to　P－deficiency　and　less　damaged　by　Fe－deficiency　under－Fe　and　p｝｛5．5

conditions．

The　shoot　DW　of　the　low　P（5　and　O．5　pMP）plants　was　lower　than　that　of　the　control

（500　pMP）plants（Fig．14．1）．　The　DW　of　the　shoots　of　50　pM　P　plants　was　similar　to

that　of　the　control　plants．　The　root　DW　of　the　low　P（50，5，　and　O5　pMP）plants　was

similar　to　that　of　control　plants．　This　result　may　be　explained　by　a　higher　resistance　to

Fe・・deficiency　and　a　lower　resistance　to　low　P（5　and　O5　pMP）conditions　of　the　plants

under　pH　55．　It　was　suggested　that　the　effect　of　low　P　on　grow出of　plantS　under－Fe

conditions　may　vary　differently　depending　on　the　medium　pH　as　the　growth　pattem

under　pH　5．5　was　different　than　that　under　pH　6．5（chapter　l　3）．　It　would　be　interesting

to　Cvaluate　the　release　amount　of　PS　under　varied　P　and－Fe　conditions　at　varied　p］H

values　in　the　fUtUre．
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Figure　14．　L　Dry　weight　of　barley　plants　grown　with　4　different　P　levels　under－Fe　and

pH　5，5　conditions．　Different　letter　at　the　top．of　each　bar　indicates　significant　differences

（P＜0．05）among　P　levels　according　to　Duncan　MultipEe　Rqnge　Test，

14．3．2．Ibtal　Absorption　and　Absorption　Activity　of　65Zn　i丑Plant

The　low　P（50　and　O．5μMP）condition　of　the　media　did　not　affect　the　absorptien　of

65Z・p・・pl飢t　th・ugh　65Zn　ab・・中ti・n・f・pl・ntS・w・・　・lightly・1・w・・嶋，5μM　P

condition　as　compared　to　that　in　control（500　pMP）condition（Fig．14．2a）in　the　absence

・fPS・1・＋PS・・nditi・n，　th・t・t・1・bs・叩ti・n・f　65Z・・f　1・w　P（50　and　5μM　P）pl・nt・

was　slightly　h　igher　while　tthat　of　O．5　pM　P　plantS　was　slightly　lower　than　that　of　control

（500・pM・P）pla・t・・1・fa。t，・th・・abs・巾ti・n・f　65Z・by・pE・nt・was・n・t　m・ch・ffe・t・d　by

low　P　conditiolls　either　in－PS　or＋PS　under　pH　55．　Thls　resu翌t　was　consistent　with　that

・fth・pl・nt・飼with　65Zn　at　pH　6．5． 浮獅пE・－PS・・＋PS・。・diti。，（、h、pt，，13）．　Th，

supply　of　PS　was　ineffective　for　the　absorption　of　65Zn　in　plants　either　under　pH　5．50r

pH　6・5（・hapt・・13）騨dless・fth・Pl・v・1・・Th・qb・・rpti…acti・ity。f65Z・p・r・9r・・n

root　DW（Fig．14．2b）Was　pot　4ffTected　．by　the　low　P　treatment　ofthe　media　neither　under

－PS「nor＋PS　condition，　except　a　decrease　of　this　parameter　by　the　lowest　P（0．5　pMP）
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t「ea加ent・nd・・＋PS・・nditi・n・The　apPli・ati…fPS　did・・t・ffe・t　thi・p・，am，te，　at。U

ofthe　P　levels　in　plants．
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Figure　l4．2．　Absorption　and　absorPtion　activily　of　65Zn　of　Fe句deficient　barley　plants　as

affected　by　different　P　levels（capital　letter　fbr－PS　plants　and　small　letter　fbr＋PS

plants）and　by　PS　in　each　P　level　under　pH　5．5．　Different　letter　or　asterisk＊at　the　top’of

each　bar　indicates　significant　differences（P＜0．05）between　with　and　without　PS　in　each

Plevel，　respectiΨely，　according　to　Duncan　Multiple　Range　Test．
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14．3．3．Translocatio皿and　Relative　Translocation　rate　of　65Zn　to　Shoots　in　Plant

Th・t・an・bcati・n　p・・pl・nt（Fig・14・3・）・th・tra・・1・cati・n　p・・卿…tDW（Fig．14．3b），

and　the　relative　translocation（Fig．14．3c）of　65Zn　f㌃om　rootS　to　shoots　were　net　affected

by　PS・・c・mp・・ed　t・pl・・ts　with・ut　PS・・d・・th・1・w　P（50，5，　and　O5　pMP）

conditions．　However，　the　above　parameters　we祀a11　reduced　by　PS　in　plants　under

control（500μMP）condition．　It　was　suggested　that　PS　was　ineffbctive　fbr　enhancing　Zn

translocation　in　plants　regardless　of　the　P　level　under－Fe　condition　either　at　pH　5．50r

65（chapter　l　3）．　In　control（500μMP）condition，　PS　reduced　the　translocation　of　65Zn

in　plants　under　pH　55　and　not　under　pH　65（chapter　l　3）．　It　was　indicated　that　the

depressive　effect　of　PS　on　Zn　translocation　in　plants　under　P－su伍cient　condition　may

be　a　pH－dependent　phenomenon．　The　translocation　and　the　concentration　of　65Zn　of

shoots　were　similar　between　control　plants　and　50μM　P　plants　either　under－PS　or＋PS

・・nditi・n・．　Th・廿an・1・cati・n　pe・Plar・t。f　65z。　w、，1。w，，　whil，　the　c。n、。。t田ti。n。f

65Z・i・・h・・t・・f　5・pM・P・plant・was　simil・・t・伽・e・f　the　c・nt・・l　p1・nt・und・・－PS

condition．　In　presence　of　PS，　the　translocation　and　the　concentration　of　65Zn　in　shoots

were　similar　between　5　pM　P　plants　and　control（500　pMP）plants，　These　parameters

were　fbund　lower　in　plants　ofthe　lowest　P（05　pMP）media　than　in　plants　of　the　control

（500pMP）medium　either　under－PS　or＋PS　condition，　The　relative　translocation　rate

of　65Zn　in　plants　decreased　with　decreasing　P　concentration　of　the　media　under－PS　or

＋PS　condition．　Except　that　50　pM　P　plants　showed　similar　relative　translocation　rate　of

‘5Z・t・th・t・fthe　c・・廿・1・pl・nt・」t　was　sh・蝋h・t　i・1・w　P（b．S　pMP）and・・－F・m・di・m，

the　translocation　of　Zn　in　plants　may　decrease　either　under－PS　or＋PS　conditions　at

both　pH　values　5．50r　6．5（chapter　l　3）．　However，　the　effect　of　50　pM　P　under－Fe
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Figure　14．3．　Translocation　and　relative　translocation　rate　to　shoots　of　65Zn　in

Fe－deficient　barley　plants　as　affected　by　different　P　levels（cap　ital　letter　f（）r－PS　plants

and　small　letter　fbr＋PS　plants）and　by　PS　in　’each　P　tevel　under　pH　5．5，　Dif【brent　le仕er

or　asterisk＊at　the　top　of　each　bar　indicates　significant　differences（P〈0．05）between

with　and　without　PS　in　each　P　level，　respectivel＞～according　to　Duncan　Multiple　Range

Test，
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c°nditi°ns・n　th・t「an・1・・ati・n・fZ・i・plant・m・y・vary・i・・…i・t・・tiy・d・pendi，g。。　the

m・di・m　p田eveL　Th・t・an・1・cati…f65Z・i・plant・was・・t・ffe・t・d・・m・di。m　pH　5．5

while　it　w・・dec・eas・d・t　pH　65（・h・pt・・13）・・d・・50・pM・P・・nditi・・・…mp・red・t。

controI（500μMP）condition．

　143．4．Apoplastic　6sZn　in　Roots

Th・form・ti・n・f・p・p1・・tic　65Z・i・…t・p・・plant（Fig．14．4・）・・d　p・・plant，。。t　DW

（Fig・　14・4b）w・・e　n・t・ffe・t・d・ignificantly　by　PS・・ith・・i・1・w　P（50・nd・5・pMP）

media　nor　under　control（500　pMP）medium　as　compared　to－PS　conditions．　However，

these　parameters　were　reduced　by　PS　in　plants　under　the　lowest　P（05　pMP）condition

ofthe　medium　as　compared　to　those　in　plants　under　control（500　pMP）condition」t　was

suggested　that　PS　may　reduce　the　fbrmation　of　apoplastic　Zn　in　plants　under　severe

P－de品ent　and－Fe　conditions．　This　effect　of　PS　on　the　formation　of　apoplastic　65Zn　in

plants　in　O．5　pM　P　and－Fe　medium　under　pH　5．5　was　inconsistent　with　that　in　plants

・・de・pH　65（・h・pt・・13）．　Ap・pl・・tic　65Z・i・plants　w・・n・t・ffe・t・d　by　PS，nd，，50

μMPand－Fe　conditions　at　pH　5．5　while　being　increased　by　it　at　pH　6、5（chapter　l　3），

The　effect　of　PS　on　the　fbmation　of　apoplastic　Zn　in　plants　under　low　P　and－Fe

seemed　to　be　pH－dependent．　The　tow　P（50　and　5　pMP）and－Fe　conditions　of　the　media

did　not　affect　significantly　the　formation　of　apoplastic　65Zn　neither　per　plant　roots

（Fig．14．4a）nor　per　plant　root　DW（Fig．14．4b）as　compared　to　contro1（500　pMP）

medium皿der－PS　or＋PS　conditions．　However，　apoplastic　65Zn　in　roots　per　plant　of

O．5　pMP　plants　was　higher　than　that　of　control　plants　under　－PS　or＋PS　conditions．　The

apoplastic　6sZn　per　root　DW　in　O．5　pM　P　plants　was　higher　under－PS　and　similar　under

＋PS　condition　to　that　of　the　control　plants．
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The　effe・t・f　i・w　P　and－F・c・nditi。…n・th・f・rm・ti・n・f・P。pl。、tic　65Zn　in，。。tS

unde「pH　5・5・r・pH・6・5（・h・pt・r・13）was・・t・clea・ly・b・e・ved．・Th・・gh・POPI・・ti、・・Z，，

in「°°t・・fO・5・PtM・P・pl・・t・w・・i…ea・ed・u・d…pH・5・5・nd・dec・ea・ed・i・・r・・t・・f50・pM

P　plants　under　pH　6．5（chapter　13）．
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Figu・・14・4・Ap・pl・Sti・．　65Z・　in・・。t・。f　F・’d・fi。i・nt・b・・1・y　pl翻t・a・affe・t・d　by

different　P　levels（capital　letter　for　－PS　plants　and　small　letter　for→－PS　plan誌）and　by　PS

in　each　P　level　under　pH　5．5．1）ifferent　letter　or　a§terisk　＊　at　the　top　of　each　bar　indicates

significEi；it　differences（Pく0．05）between　vvith　and　with。ut　PS　in　each　P　level，

respectively，　according　to　Duncan　Multiple　Range　T≧st．

195



14．4．SUMMARY

The・…lt・・fthi・exp・・iment　1・d　t・the　c…1・・i・杣・t　l・w　P・・d－Fe　c・・diti…m、y

not　affect　much　the　absorption　of　65Zn　by　plants　neither　in－PS　nor＋PS　medium．　The

・b・・甲ti・n　p・廿・m・f65Z・by　plant・did・・t・vary・with・d…ea・i・g　m・di・m　p品。m　65

（chapter　l　3）to　55　under－PS　or＋PS　condition．　The　supply　of　PS　was　ineffective　fbr　the

・b・卿ti・n・f65Z・i・pl加t・eith…nd・・pH　5．5・・pH　6．5（・h・pt・・13）・eg、，dless。fth，

Plevel．

The　translocation　of　65Zn　in　plants　under　low　P（05μMP）and－Fe　conditions　was

decreased　either　under－PS　or＋PS　conditions．　This　effect　of　low　P（0．5　pMP）on　65Zn

translocation　was　expressed　either　under　pH　5．50r　6．5（chapter　l　3）．正｛owever，　the

t・…1・・ati・n・f　65Z・i・pl・・t・unde・1…c・itical　l・w　P（50・pMP）・。d－Fe　c。。diti。n、

va・i・d　i・・…i・t・・tly　drP・ndi・g・・th・m・di・m　pH　I・veL　Th曲・・1・cati…f65Z・i・

plants　was　not　affected　at　pH　5、5　while　decreased　at　medium　pH　6．5（chapter13）under

50μMPcondition　as　compared　to　control（500μMP）condition．　The　application　of　PS

was　ineffective　fbr　65Zn　translocation　in　plants　in　low　P　and－Fe　media　either　under　pH

5．50r　pH　65（chapter13）．　However，　PS　reduced　translocation　and　relative　translocation

rate　of　65Zn　in　plants　in　P－sufflcient（500μMP）and－Fe　medium　under　pH　5．5　in　this

chapter　but　not　under　pH　6．5（chapter　l　3）．　The　reduction　of　Zn　translocation　in　plants

by　PS　under　P－su田cient　and－Fe　conditions　seemed　to　be　a　pH－dependent　phellomenon．

The　effect　of　low　P　and－Fe　conditions　on　the　formation　of　apoplastic　65zn　in　roots

under　pH　5．50r　pH　65（chapter　l　3）was　not　clearly　observed．　Though　apoplastic　65Zn，

in　roots　of　O．5　pM　P　plants　was　increased　under　pH　5．5　and　decreased　in　roots　of　50　pM

Pplants　under　pH　6．5（chapter　l　3）．　The　application　of　PS　did　not　affect　the　formation　of

apoplastic　65Zn　in　roots　under　P－sufficient　and－Fe　conditions　ei‡her　at　pH　5．50r　pH　6．5
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（chapter　13）．　The　up伍ke　aid　transloeation　of　Zn　in　plants　as　affected　by　PS　should　be

investigated　under　wide　range　of　pH　values　in曲e負1tu記．
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15．General　Discussion　and　Conclusio皿

Ou「「esults　sh・w・9　th・t　10　tim…educ・i…fP・…e噛i・n・f　the　c・ntr・1（500

pMP）medium　may　not　affect　groWth，　chlorophyll　index，　and　the　general　status　of　the

nutrition　of　the　plants（chapter　3）．　The　deficiency　of　P（5　and　O5　pMP）decreased

growth　without　significant　effrect　on　the　eoncentrations　of　mineral　nutrients，　such　as　K，

C駕　Mg，　Cu，　and　Zn，　in　shoots　and　roots，　and　those　of　Fe　and　Mn　in　shoots　ofthe　plants．

The　concentrations　of　Mn　and　Fe　in　plant　roots　were　higher　in　lowest　P（0．5μMP）

condition．　The　low　P（50，5，　and　O5　pMP）condition　in－Fe　rhizosphere　alleviated　Fe

chlorosis・reduced　PS　release，　and　increased　the　growth　ofthe　plants（chapter　4）．

A　treatment　of　depEetion　ofPin　the　一一Fe　medium，　after　the　induction　of　Fe　chlorosis　in

leaves　an（l　the　activation　of　PS　synthesis　and　release　in　the　roots，　caused　the　greening　of

Fe　chlorotic　plant　leaves　and　an　abrupt　increase　of　the　amount　of　PS　released廿om　roots

（chapter　5）．　ChEorophyll　index　was　not　reEiable　fbr　predicting　Fe　status　and　amount　of

PS　released，　since＋P　and－P　plants，　with　similar　Fe　concentration　of　the　shoots，

displayed　large　differences　in　regard　to　the　amount　of　released　PS　from　roots　and　the

chlorophyll　index　of　the　leaves．　The　depression　of　chlorophyll　synthesis　and　loss　of

chlorophyll　of　the　plants　under－Fe　conditions　vvere　not　due　to　iow　concentration　ofMg

or　Fe，　but　to　the　high　P　concentration　that　may　repress　the　translocation　of　Fe　from　roots

to　shoots．　The　concentrations　ofthe　macronutrients　other　than　P，　such　as　K，　C己　and　Mg，

and　those　of　the　micronutrients，　such　as　Fe，　Mn，　Zn，　and　Cu，　in　shoots　were　not

significantly　different　in－P　plants　from＋P　plants　under－Fe　conditions．　Furthermore，

the－P　treatment　may　induce　a　mobilization　of　Fe　within　the　plants　resulting　in　higher

Fe　content　in　roots　and　old　leaves（chapter　6）．　The　higher　PS　release　amount　of　the－P

plants　may　increase　the　Fe　uptake　activity　of　the　sparingly　contaminated　Fe　of　the－Fe
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medium．　It　was　also　considered　that　the　lower　Fe／P　ratio　of　the　plants　grown　under

control（500　pMP）and－Fe　conditions　may　be　a　major　factor　fbr　the　induction　of　Fe

chlorosis．　Low　P　physiological　status　of　roots，　old　and　new　leaves　of－Fe　plants　may

enhance　the　remobilization　of　P　and　Fe　resulting　in　higher　Fe／P　ratio　within　the　plants

O「gans・

The　flow　of　xy▲em　sap　from　roots　to　shoots　was　largely　decreased　when　plants

experienced　P　deficiency　in－Fe　medium（chapter　7）．　Consequently，　the　concentrations

ofmacronutrienちsuch　as　K，　C鶴　and　Mg，　and　those　of　the　micronutrients　were　higher　in

the　xylem　sap　of　low　P　plants　than　in　that　of　control（500　pM　P）plants　under－Fe

conditions．　The　concentration　of　PS　of　the　xylem　sap　increased　in　low　P（0．5　pMP）and

－Fe　medium．　The　concentrations　of　organic　acids　such　as　citrate　and　malate　in　the

xylem　sap　of　the　plants　increased　also　under　low　P（0．5　pMP）and－Fe　conditions．　This

was　probably　due　to　concentration　effect　by　reduction　of　water　flow　in　xylem　tube．　It

was　noticeable　that　PS　concentration　of　xylem　sap　was　not　reduced　in　low　P（50，5，　and

O．5　pM）plants　without　showing　Fe　chlorosis．　It　is　known　that　PS　is　translocating　in＋Fe

plants（Kawai　and　Alam，2006）．

In　feeding　experiment　of－Fe　plants　with　59Fe　and　PS，　control（500　pMP）plants　with

Fe　chlorosis　had　higher　absorption　activity　of　59Fe　than　the　low　P（50，5，　and　O，5　pMP）

plants　without　Fe　chlorosis　with　or　without　added　PS　to　the　media（chapter　8）．　The

absorption　of　59Fe　of－Fe　plants　with　Fe　chlorosis（control（500　pMP）plants）was

higher　than　that　of－Fe　plants　without　Fe　chlorosis（50，5，　and　O．5　pMP　plants）when　Fe

was　supplied，　Phytosiderophore　enhanced　the　absorption　of　59Fe　and　its　translocation

from　roots　to　shoots　regardless　of　the　P　level　of　the　media，　Though　the　absorption　of

59Fe　was　h　igher　in　control（500μMP）plants，　its　translocation　amounts　to　shoots　we爬
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similar　for　both　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）and　control（500　pMP）plants　because　the

relative　translocation　was　higher　in　the　former　plants．　The　relative　translocation　of　59Fe

to　shoots　of　the　plants　was　enhanced　by　PS　in　the　lowest　P（05　pMP）condition．　it　was

suggested　that　much　of　the　Fe　of　plants　under　contro1（500　pMP）and－Fe　condition

might　accumuEate　in　roots　with　the　low　relative　translocation　of　the　metaE　nutrient　to

shoots．　The　lower　relative　translocation　rate　of　Fe　in　contro1（500　pMP）plants　may　be

induced　by　the　physiological　inactivation　of　Fe　in　the　roots．

By　contrast，　in　the　feeding　experiment　of＋Fe　plants，　the　low　P（50，5，　and　O．5　pMP）

plants　absorbed　higher　amounts　of　sgFe　than　control（500　pMP）plants，　but　the　reiative

transEocation　rate　of　59Fe　to　shoots　remained　similar　for　both　contro｝（500　pMP）and　low

P（50，5，and　O　5　pMP）plants（chapter　9）．　It　was　suggested　that　low　P（50，5，　and　O．5

pMP）plants　might　accumulate　higher　amounts　of　59Fe　in　roots　than　control（500　pMP）

plants．　The　presence　of　PS　in　the　rhizosphere　enhanced　the　absorption　of　59Fe　and　its

translocation　in＋Fe　plants　at　all　the　P　levels　of　the　media．　Apoplastic　59Fe　content　in

roots　of＋Fe　plants　in　the　low　P　media　were　reduced　by　PS．　It　was　indicated　that　PS　was

ef正εctive　fbr　Fe　absorption　and　Fe　translocation　not　only　in－Fe　plants　but　also　in＋Fe

plants．　The　feeding　of　PS　to　other　crops　should　also　be　examined　in　the　fUture．

Differently　from　PS，　the　presence　of　citrate　or　EDTA　in　the　media　vvas　not　effective　for

the　absorption　and　translocation　of　sgFe　in　plants　either　under　control（500　pMP）or　low

P　（50　pMP）conditions　（chapter　lO）．　However，　citrate　enhanced　the　relative

translocation　rate　of　59Fe　of　the　low　P（50　pM）plants　as　compared　to　that　of　centrol

（500μMP）plants．　It　was　suggested　that　citrate　might　be　also　involved　in　Fe

translocation　in　plants　under　low　P（50　pMP）and－Fe　conditions．　It　is　important　to

clarify　the　form　of　Fe　in　xylem　sap　of　low　P　plants　and　the　mechanism　fbr　the
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・nh・・cem・・t・f　・el・ti・・tran・1・cati・n　・at・・f・b…b・d　F・　・nd・r　l・w　P（50　pMP）

condition．

Th・・e・ult・・fth・fe・di・g・xp・・iment・vvith　65zn　fed　with・・with・ut・PS・t・＋F・pl・，ts

（chapter　l　l　and　l　2）or－Fe　plantS（chapter　l　3　and　14）with　varied　P　concentrations　of

the　media　showed　that　low　P（50，5，　and　O．5μMP）condition　of　the　medium　did　not

affect　the　absorption　of　65Zn　as　compared　to　control（500μMP）regardless　of　the　Fe

status　of　the　plants．　Our　results　showed　no　relationship　of　the　P　concentration　of　the

medium　with　Zn　absorption　in　plants　and　fotlowed　the　discussion　of　a　few　researchers

such　as　Pasricha　et　aL（1996）that　the　antagonistic　interaction　between　P　and　Zn　may　not

a）ways　occur，

Low　P　status　depressed　the　translocation　of　65Zn　and　the　relative　translocation　of　65Zn　to

shoots　of　both＋Fe　pEants　and　－Fe　plants．　It　was　indicated　that　P　deficiency　may　induce

high　accumulation　of　Zn　in　roots　resulted　from　reduced　Zn　translocation　to　shoots．

These　results　have　not　been　reported．　The　rθsults　may　be　out　of　the　common

understanding　that　P　toxicity　induced　low　Zn　translocation　to　shoots（Loneragan　et　aL，

1979）．It　is　important　to　examine　the　mechanism　of　the　P－Zn　interactien　in　plants　under

P－deficient　conditions．

The　responses　of＋Fe　plants　and　those　of－Fe　plants　to　the　presence　of　PS　in　the　media

were　different：

The　absorption　and　translocation　of　65Zn，　and　the　apoplastic　65Zn　content　in　roots　of　the

＋Fe　plants　were　enhanced　by　PS　regardless　of　the　P　concentration　of　the　media　under

pH　5．5　and　not　under　pH　6．5，　By　contrasL　the　above　parameters　were　not　affected　by　PS

in－Fe　plants　either　under　pH　5．50r　6．5．　It　was　suggested　that　PS　activity　on　Zn

absorption　and　translocation　in　plants　may　vary　depending　on　Fe　status　of　the　plants　and
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th・pH・fth・m・di・m・・Th・・e…n・・fth・・e・ph・n・men・a・・n・t㎞。“m』、，典、e。f

PS・cc・rs　when　p1・nt・・p・・i・nce・－Fe　c・nditi・・，　b・t・…esults　sh。w，d　th、t　PS聡

effective　on　Zn　uptake　and　translocatlon　in＋Fe　plants．　It　is㎞own　that　PS・Fe　can　be

・b…b・db・th　i・＋F…d　一一F・・c・・diti・…H・v・eve・，・it・se・m・d　th・t・b・・1pti。。。fPS．Z。

i・affe・t・d　by　F・・伍t…fpl・nt・・Th・m・・h・・i・m　by　whi・h　PS・nh・・ced　Z・・b・・巾ti・，

　

In＋Fe　plants　needs　to　be　investigated，

Thi・　・tUdy・f　bar1・y　pl・・t・p・i・t・d・ut・ev・・al・ph…m・na　and・・w　i・・ightS　reg・・di・g

the　interactions　of　P　with　Fe　and　Zn．　The　pelationship　betWeen　P　and　micronutrients　in

　　　　ロgraminaceous　plants　needs　fUrther　investigation．
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16．Abstract

The　knowledge　of　the　beneficial　balances　among　minerals　under　nutrient・

deficiency－stress　may　reduce　the　adverse　effects　of　mineral　deficiency　in　crops　and

increase　the　tolerance　of　plants　to　adverse　conditions．　Several　hydroponical　experiments

were　conducted　with　barley（Hordeum　vulgare　L．　cv．　Minorimugi）in　phytotron　or　green

house．　The　interactions　between　P　and　Fe　or　Zn　on　mineral　nutrition　and　physiology　of

plants　under－Fe　and＋Fe　conditions　were　stUdied．　The　obj　ectives　of　this　study　were　to

examine　the　effect　of：（1）low　P　on　phytosiderophores（PS）release　from　roots，　PS

accumulation　in　roots，（2）PS　on　absorption　and　translocation　of　Fe　or　Zn　in　plants

under　low　P　and＋Fe　or－Fe　condition．（3）low　P　on　the　distribution　of　minerals　in　・－Fe

plants．

The　results　showed　that　P　deficiency（5　and　O．5　pMP）decreased　growth　without

significant　effect　on　the　concentrations　of　minerals，　suoh　as　K，　C隅　Mg，　Cu，　and　Zn，　in

shoots　and　roots，　and　those　of　Fe　and　Mn　in　shoots．　The　concentrations　of　Mn　and　Fe　in

roots　were　higher　in　lowest　P（05μMP）condition．　The　low　P　condition（50，5，　and　O．5

pMP）in－Fe　media　aUeviated　Fe　chlorosis，　reduced　PS　release，　and　increased　the

growth　of　the　plants．　A　short－term　・－P　treatment　in　the－Fe　medium，　after　the　induction

of　Fe　chlorosis　in　leaves　and　the　activation　of　PS　release　by　the　roots，　caused　the

greening　of　chlorotic　leaves　and　increase　of　PS　release　by　roots・Chlorophyll　index　of

leaves　was　not　reliable　for　predicting　Fe　status　and　PS　release，　because　PS　release　of＋P

and－P　plants　was　largely　different　in　spite　of　similar　Fe　concentration　of　the　shoots．

These　results　suggested　a　physiological　competition　between　P　and　Fe　in　plant　tissues．

Chlorosis　of　the　plants　under－Fe　conditions　were　not　due　to　low　concentration　of　Mg　or

Fe，　but　to　the　high　P　condition（500　pMP）that　may　repress　the　translocation　of　Fe　from
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…t・t・・h・・t・・The　c・・cent・ati・n・・f　th・mac・…tri・・t・，・uch・a・・K．　C・，　and・Mg，　and

th°se°fth・mi…n・i・i・nt…u・h・・F・・㎞・Z蜘d　C・・i・・h・・tS・w・…n・t・ignificantly

affヒcted　in－P　plants　as　compared　to＋P　plants　under－Fe　conditions．　However，　the－P

treatment　may　induce　a　mobilization　of　Fe　within　the　plants　resulting　in　higher　Fe

content　in　roots　and　old　leaves．　It　was　considered　that　the　lower　Fe！P　ratio　of　the　plants

grown　under　500μM　P（control）and－Fe　conditions　may　be　a　major　factor　in　the

induction　of　Fe　chlorosis．　Low　P　status　of　roots　and　Ieaves　of－Fe　plants　may　enhance

the　remobi　lizat▲on　of　Fe　which　may　be　resulted　in　higher　Fe／P　in　the　plant　tissues．

The　flow　of　xylem　sap　fわm　roots　to　shoots　was　largely　decreased　in　plants　under－P

and－Fe　conditions．　Consequently，　the　concentrations　of　macronutrien輪such　as　K，　C隅

and　Mg，　and　those　of　the　micronutrients　were　higher　in　the　xylem　sap　of　bw　P　pl抽ts

than　in　that　of　high　P（500　pMP）plants　under－Fe　conditions．　The　results　showed　that

metal　micronutrients，　such　as　Fe，　Mn，　and　Zn，　translocated　more　under　lower　P（5，0．5

μM）condition　which　may　affect　the　greening　of　the　leaves．

In　feeding　experiment　with　59Fe　and　PS，　plants　grown　under　high　P（contro1）and－Fe

condition　with　Fe　chlorosis　had　higher　abso叩tion　activity　of59Fe　than　the　plants　of　the

low　P　and－Fe　media　without　Fe　chlorosis　in　the　presence　and　absence　of　fed　PS．

Phytosiderophore　enhanced　the　absorption　of　59Fe　and　its　trallslocation　f而m　roots　to

shoots　regardless　of　the　P　level　of　the　media．　Though　the　abso叩tion　of　59Fe　was　higher

in　high　P（control）plants，　its　translocated　amo皿ts　to　shoots　were　similar　fbr　both　low

and　high　P．plants　because　the　relative　translocation　rate　was　higher　in　the　low　P　plants．

The　relative　transIocation　of　59Fe　to　shoots　was　enhanced　by　PS　in　low　P（0．5μMP）

condition．　It　was　suggested　that　much　of　the　Fe　of　plants　under　high　P　and－Fe
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conditions　might　accumulate　in　roots．　The　lower　relative　translocation　rate　of　Fe　in　high

P（controE）plants　may　be　induced　by　the　physiological　inactivat｛on　of　Fe　in　the　roots．

By　contrasちthe　iow　P　and＋Fe　plants　absorbed　higher　amounts　of　59Fe　than　high　P

（contro　l）and＋Fe　plantS，　but　the　relative　translocation　rate　of　59Fe　to　shoots　was　similar

fbr　both　high　and　low　P　plants、　The　presence　of　PS　in　the　rhizosphere　enhanced　the

absorption　of　59Fe　and　its　translocation　in＋Fe　plants　at　all　the　P　ievels　of　the　media．

Apoplastic　59Fe　content　in　roots　of＋Fe　plants　in　low　P　media　were　redueed　by　fed　PS，　It

was　indicated　that　PS　effectiveness　on　Fe　chelating　and　transporting　activities　occurred

in－Fe　and＋Fe　plants．　The　response　of　other　crops　to　PS　should　also　be　examined　in　the

血tUre．

The　presence　of　citrate　or　ethylene　diamine－tetraacetic－acid（EDTA）in　the－Fe　media

did　not　affect　the　absorption　and　translocation　of　5gFe　in　plants　either　under　co皿tro1（500

pMP）or　low　P（50　pMP）conditions．　However，　citrate　enhanced　the　relative

translocation　rate　of　59Fe　of　the　low　P（50　pMP）plants　as　oompared　to　that　of　control

plants．　It　was　suggested　that　citrate　m　ight　also　be　involved　in　Fe　translocation　under　low

Pand－Fe　conditlons．　The　form　of　Fe　in　xylem　sap　and　the　mechan　ism　of　the　enhanced

relative　translocation　rate　of　Fe　by　citrate　in　plants　under　low　P　and－Fe　conditions　need

to　be　clarified，

　Feeding　experiments　with　65Zn　with　or　without　PS　were　conducted　using＋Fe　or－Fe

plants　grown　with　varied　medium　P　concentrations．　Low　P　condition　of　the　media　did

not　affect　the　absorption　of65Zn　as　compared　to　control　condition　regardless　of　the　plant

Fe　statUs．　These　results　showed　no　relationship　betWeen　medium　P　concentratien　and

Zn　absorption．
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However，　low　P　status　depressed　the　translocation　of65Zn　and　its　relative　translocation

rate　to　shoots　of　both＋Fe　and　－Fe　plants．　Therefore，　P　deficiency　may　induce　high　Zn

accumulation　in　roots　resulting　from　reduced　Zn　trans1ocation　to　shoots，　The　decreased

Zn　translocation　in　plants　by　P　deficiency　has　not　been　reported　and　out　of　the　comrnon

understanding　that　higher　P　condition　indu㏄d　low　Zn　translocation　to　shoots，　The

mechanism　of　the　P－Zn　interaction　in　plants　under　P・deficient　condition　n㏄ds　to　be

examined．

Addition　of　PS　to　the　media　affect＋Fe　and－Fe　plants　differently　in　65Zn　absorption

and　translocation．　In＋Fe　plants，　the　absorption　and　translocation　of　65Zn，　and　the

apoplastic　6sZn　content　in　roots　were　enhanced　by　PS　regardless　of　the　P　concentration

of　the　media．　The　above　parameters　were　not　affected　by　PS　in－Fe　plants．　It　was

suggested　that　PS　activity　on　Zn　absorption　and　translocation　in　plants　may　vary

depending　on　the　Fe　statUs　ofthe　plantS．　Though　PS　is　known　to　convey　Fe，　fUnction　of

PS　fbr　ca町ying　Zn　has　not　been　much　dooumented．　The　mechanism　by　which　PS

enhanced　Zn　absorption　in＋Fe　plants　needs　to　be　clarified．　Further　investigation　about

the　relationship　between　P　and　m　icronutrients　are　necessary．
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