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STUD租S　ON　AUXINS　AND　INHIBITORS　IN
　　　　　　　　Pカzμ∫　Zα¢4α　and　PZηzzs　／）カκzs6θτ

Ryuzo　OGAsAwARA　and　Yoshigoτo　KoNDo

　　　Recieved　for　Publication　N・vember　20，1962

Introductio】［1

　　Our　know玉edge　of　auxin　and　inhibitor　of　pine　tree　is　limited．

　　CzAJ．、（1934）　《ound　that　auxin　occurs輌n　s｝100ting　buds　of　1）カz〃∫5酩τθ∫xτξs　and　Pτ〃～‘s

Hε4ノ・ε：cみガ．

　　ZIMMERMANN　（1937）investigate（玉the　quantity　of　buds　of　P↓刀zz∫5zア。06z‘5．

　　MIRov　（1941）in　Ponderosa　pine　and　Torrey　Pine，　ONAKA（1950）in　P吻z∫

丁力〃功βプ9ガ，investigated　on　the　distribution　of　auxin　in　shoots．

　　These　illvestigators　have　not　described　the　chemicahlature　of　auxin．

　　FRANssoN（1953）reported　that　auxin　in　shoots　of　P6／zzzs　sfんεぷ6万∫is　different　from

β一indOleacetic　acid・

　　MIRov　et　al．（1959）stated　that　the　recentδiscovery　of　many　auxin　substances　or

preqursors　such　as　indoleacetonitrile　and　indoleacetaldehyde　indicates　the　need　for　re－

evaluating　these　older　studies　of　growth　substances　in　pine．

　　Recent玉y　OGAsAwARA（1961a）found　several　auxins　and　inhiditors　in　buds　and　leaves

of　Pf2zz／∫T／zz川6εノ習・昆．　One　of　the　auxins　is　identfied　as　IAA．　However，the　other　auxins

and　inhibitors　were　not　identified．

　　In　thisぎeport，　authors　chromato9主aphycally　i卿estigated　on　auxins　and　inhibitors

occur輌ng　in　RフZZZ5　Zαθ4αand　PカZ〃5　P迦∫Zβr．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Materials　and　rnethods

　　Buds　and　leaves・f　P↓フ〃z∫zαe4αand　P拠s亙zzα5オ8プwere　used　as　experimentaI

materlalS．

　　　　　』）．　zαε‘了σ　…　”・…　…一・………　…　5　years　old

　　　　　　　　　　　　　（This　pine　grafted　on　P：2z祝5　T12～〃z66／g亙5years　ago）

　　　　　P．P‘7zαszεア’……………一・…一・10～15　years　old

　　10grams　of　samples　w鍵e　taken　f主om　the　buds（or　leaves），　cut　into　slices　and

extracted　at　2　degrees　C°with　100　ml　of　ether　for　20　hours．

　　Th輌s　extract　was　shaken　repeatedly　with　2　per　c斑t　of　sodium　bicar｝）onated　solution．

　　The　e傲her　fraction　is　the　conc斑trated　neutral　fraction．

　　The　aqueous　fraction　was　ad錘sted　to　PH　3．◎with　15　per　cent　tartaric　acid　and　then

solution　was　shaken　with　ether　fraction．

　　This　is　the　concentrated　acid　fraction．　Acid　and　Ileutral　f壬action（1／10　degrees　samples）
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were　spotted　on　the　starting　line　of　chrom就ogranl　pape＃s。　The　chromatograms　were

δeveloped　in　the　solvnts　for　ab・ut　20　cm　depending　on　the　seas頭．

　　　　　　　　　　The　solvents　are　as《01玉ows；

　　　　　　isopropanol一鋤mo漁一water（8：1：1v／v／v）

　　　　　　butanol－ethano1－water（4：1：1　v／v／v）

　　　　　　butanol－ethano1－amnlonia（1：1：2v／v／v）

　　　　　　70％　ethano］

　　　The　paper　deve］oped　in　iso区opanoぴammonia－water，　was　the1〕removed　from

grasscylinder　arld　dr五ed．　Then，　it　was　cut　transversa至ly　into　10　segments．　Each

chromatogram　segment　was　immersed　in　2　m］of　2　per　cent　sucrose　so］砿ion　in　a　small

　I）etri　dish．

’　1◎sections　of　2．3　mm　long　from　Avena　coleoptiles　were　placed　in　a　thermostat　at

　25　degrees　c°．

　　The　Iength　of　the　Avena　sections　was　measured　after輌11cubation　for　20　hours．　As

control　only　the　length　of　these　sections　was　measured　which　were　Hoated　on　the

solution　with　the　c皿tro▲chTomatogram　paper　with皿t　spotting・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Color　reaction

　　Reagents　are　as　follows；

　　　　1．EHRロc｝I　reagent（翫dimethy茎aminobenza玉dehyde　2g－20　ml　HC1－80　m玉abs．

　　　　　　　ethano1）

　　　　2．GoRDoN＆W脇ER　reagent（0．◎5　M　FeC13－5％HCIO41：50　v／v）

　　　　3．MITcHELL＆BRuNsTETT£R　reagent（KNO2－HNO31g－200rnD

　　　　4．TANG＆BONN駅reagent（0．5　M　FeC13－H2SO1－H20，3：601100　v／v／v）

　　　　5．2らちFeC13

　　Paper　sprayed　by　reagent　is　heated　for　a　few　minutes　at　60－70　C°in　a　thermos恒t

for　color　development．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　The　treatm題t　of　Tryptophane（TTP）

　　Samples　were　treated　with　1000　ppm　solution　of　DL－Tryptophane　at　25　C°　for　48

hours　in　the　dark．

　After　the　treatment，　auxins　and　inhibitors　in　samples　were　nleasured　with　the　above

methods。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results

　Chromatograms　of　ether　extracts　from　the　buds　of、巳フzzz5　zαε∂αare　presemed　in　Fig．1．

　Agrowth　prαnot輌ng　zone（Rf　O．00－0．50）and　a　growth　inhibiting　zone（Rf　O．50

－1。00）were　detected　in　the　acid　fraction　and　a　inhibiting　zone（0．30－1．00）was　found

in　the　neutral　fraction．

　hthe　acid　fraction，　six　substances　showing　Positive　reacti頭s　by　EHRLIcH　reag頭t

or　2％FeC玉3　were　found．　Among　three　substances（Rf　around　O．25，　Rf　around．0．28
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and　Rf　aroun（10．32）are　auxin　and　one　substance（Rf　around　O．53－0．93）is　inhibitor．

　　In　the　neutral　fraction，　there　are　no　sul）s叱ance　sllowing　positive主eaction　with

reagent・

　　Chromatography　reveals　growth　promoter　which　corresponds　in　Rf　with　IAA，　while

no　color　was　upon　the　apPlication　of　EHRLIcH　reagent　etc．　to　the　chromatogram．

　　Authors　could　not　confirm　that　this　promoteぎwas　IAA．　Chromatograms　of　ether

extracts　from　the　buds　were　with　TTP　treatment　shown　in　Fig．2．

　　Auxin　which　correspo1〕ds　in　Rf　with　IAA短creased　and　showed　the　pos▲tive　reaction

by　Ehrhch　reagent　etc右　◆

　　A玉so，　a　new　substance　showing　Positive　reaction　by　ERRLIcH　reagent　was　found　in

a　inhibiting　zone　of　acid　fraction．

　　Co］or　reactions　and　Rf　va］ues　of　substances　in　the　co］or　reaction　anδ　Rf　va］ues　of

substances　in　the　acid　fracti◎n　are　presented　in　theTable　1－2．

　　Co］or　reaction　and　Rf　value　of　substarlce　F　are　quite　the　same　as　tha乞of　synthesized

IAA．
　　From　these　results，　substance　F　is　identif三ed　as　IAA．　However，other　sul）sta1〕ces　could

not　be　identified．

　Auxins　and　inhibitors　of　leaves　are　the　same　as　those　of　buds．（Fig．3－4）

　　The　experimental　results　upon　auxins　and　inhibitors　of　PZ7zz‘5　Pカzα5zeγare　presente（l

in　Fig．5－8and　Table　3．

　　These　reSU］ts　are　similar　to　that　of　P～アノZ’∫　ε←2ε∂θ

D量scussio簸

　FRANssoN（1953）reported　that　activity　and　diffusion　coefficient　of　auxin　frorn　Pカ2～’∫

5仇・8∫τ7・お（玉iffロfrom　these　of　pure　I追A．

　He　considered　that　pine　auxin　is　not　IAA　b磁is　an　other　auxin．

　　OGAsAvvARA（1961a）found　three　auxins　and　two　inhibitors　in　acid　fraction　of　ether

extracts　from　buds　and　leaves　of　P元ノzzイ∫7ソzz‘7zψθノ望‘and　considered　that　one　of　these

auxins　is　IAA．　Also，　OGAsA、、　ARA（1961b）found　four　auxins　in　PZタ2z，5　sz7－oゐz／s　and

considered　that　one　of　those　auxins　is　probably　IAA．

　　In　PカZZ‘S紘¢4α　and　P2フZ2‘∫P加α5友プ，　three　aUXinS，　ShOWing　POSitiVe　reaCtiOn　by

EHRLIcH　reagem，were　found　in　the　acid　fraction．　Moreover，auxin　which　corresponds　in

Rf　with　IAA　is　detected，　but　no　reaction　by　Ehrlich　reagem　etc．．Therefore，　authors

could　not　confirm　that　this　auxin　is　IAA．

　　It　is　considered　that　IAA　is　produced　from　TTP　by　the　action　of　an　enzyme．

　　WILDMANN　et　a1．（1948）have　shown　that　an　enzyme　is　dis乞ributed　through　the　Avena

coleoptile　in　a　manner　strikingly　para1玉e］to　the　distribution　of　auxin　itse至f　and　the

greatest　conce雄at三〇n　of　enzymatic　activity　as　measuτed　by　the　producti。1・。f　auxi簸

from　TTP　was　found　at　the　tip　of　the　co］eoμile．

　　If　IAA　is　produced　in　these　pines，　by　means　of　the　addition　of　TTP　to　pines，　these
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pines　must　produce　IAA　from　TTP　by　TTP4AA　converting　enzyme．

　　After　the　treatment　wit］支TTP，　auxms　and　inhibitors　of　pines　were　measured．

　　　Aux垣s　which　co汀espoコユds　in　Rf　w江h　IAA三ncreased　and　showed］）osiむlve　reaction

by　Ehrlichτeagent　etc、　。

　　Co至or　reaction　with　f輌ve　reagents　and　Rf　value　in　f◎ur　solvents　of　this　auxin　are

quite　the　same　as　that　of　synthesized　IAA．

　　This　auxin　is　ide面fied　as　IAA．　From　these　results，　it　may　be　considered　that　TTP

－IAA　converting　enzyme　exists　in　these　pines　and　these　pines　produce　IAA　from　TTP

even　wi凸out　the　additi頭of　TTP．

　　It　may　be　suggested　that　the　quantity　of　IAA　obtained　from　the　untreated　samples

might　be　t・・Sm副t・Sh・W　t］ユe　p・SltiVe　reaCti・・T　by　EHRL夏CH玄eage蹴etC、．

　　The　p王esence　of　auxins　m◎ving　more　slowly　than　IAA垣isopropano1－ammonla－－

water，垣plant　extピact　has　been　foulld　in　the　other　plam．

　　F◎rexamp］e，　two銀xins　more　slowly　than　IAA　have　been　reported　by　NIエ’sclI

（1955）in　s仕awberry，　by　STowE　et　al．（1954）三n　com　kemels，　by　STowE　et　a］．

（1956）in　c・頚end・sperm，　by　OOAsAwλ：くA（1961a）in　Pτ〃・zsτん・・z4δβ7・9ガ，　by

OGASAWARA（1961b）in　Pτノ2～／55カーoヵ～‘5．

　　STOwE　et　a玉．（1954）reported　that　spot　of　lower　Rf　value　th胆IAA　was　identified

as　IPA三n　com　keme］s．　NITsc｝．1（ユ955）described　th鮭substa簸ce（Rf　around　O．32）輌n

strawberrアis　probably　IPA．

　　Two　auxins（R董around　O．28，　Rf　around◎．32）in　ac三d　fracti⑪　of　ether　extracts

from　these　pines　are　probab］y　lndo］e　compound，旗dging　from　their　positive　reacti皿

by　indo玉e　in（］icating　reagent．

　　These　auxins　are垣t］ユe　region　of　IPA．　However，　direct　comparison　with　synthesized

IPA　cannot　be　shown　aBhis　time，　and　pτecise　identification　of　these　auxins　must　l）e

defeτred．

　　Inhib三toエ（Rf　around　O．53．．一（）．93）三n　acid　fractiolY　is　simi玉ar　to　inlユibitor一βof　B〔）NNI三ヨ’

－CLARK　cl　al．　（1953）。　　　　　　　　　　　　　　　’

　　S撤BAoKA　et　a1．（1957）found　three　growth　inhibitors　which　三nhibited　the　IAA

induced　growth　of　Avena　coleoptile　sections　in　HρZ斑〃疏z／51eaves，　and椥o　of　them　were

identified　With　Ch玉O主OgeniC　aCid　and　iSOChlOrOgeniC　aCid．

　H隠DERsHoTT　et　aLぱ959）τeported　that　grow亡h　inhibit・r　in　dom迎t　buds　of　a

peach　was　ide斑ified　with　Naringenin・

　Authors　could　not　confirm出e　chemical　nature　of　pine　inhibitoL　　　　　　　z

　Howeveτ，　pine垣hibitor三s　probab玉y　different　from　above］ζnown　inhibito∫，　judgi泊g

f主onユ　the　co］or　reactio工1．
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Fig　1－2　Chromatograms　of　ether　extracts　obtailled　from躍〃2’∫抱8〈拓，　developed　in　isopropa－

　　　　　　　　　no］－ammonia－water（8：1：1），　assayed　by　Avena　straight　growth　test．

　　　　　1：Reactions　of　chromatograms　of　ether　extracts　by　2％FeC13

　　　　　11：Reactions　of　chromatograms　oξether　extracts　by　E臼RLIcH　reagent

　　　　　口：Reactions　of　guide　chromatog主ams　oξadding　synthesized　IAA　to　ether　extracts　by

　　　　　　　　EHRLICH　reagent
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F三93－4Chromatograms　of　ether　extracts・btained　from勘z～総ωθ∂αwere　treated　with　1000
　　　　　　　　ppm　solution　of　Tryptophane　for　48　hours　at　25　C°，　assayed　by　Avena　stralght　test

　　　　　I：Reactions　of　c玉買omatograms　of　et］玉eτextracts　by　2％　FeC13

　　　　　1【：Reactions　of　chromatograms　of　ether　extracts　by　E孤Llc｝I　reagent

　　　　　亜：Reactions　of　guide　chromatograms　of　adding　synthesized　IAA　to　ether　extracts　by

　　　　　　　　EHRLICH　reagent
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－ammonia－water（8：1：1），　assayed　by　Avena　straight　growth　test．

Reactions・f　chr◎mat・grams　of　ether　extracts　by　2％FeC13

Reacti倒s　of　chr・mat・grams　of　ether　extacts　by　E田LlcH　reage就

Reactions　of　guide　chromatograms　of　adding　sythesized　IAA　to　ether　extracts　by

EHRLICH　reagent
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Chromatograms◎f　ether　extracts・btained　from鷹アzz‘∫乃妬Wノ・were　treated　w泊
1000ppm　solution　of　Tryptophane　for　48　hours　at　25　C，　assayed　by　Avena　straight

growth　test
Reactions　of　chromatograms　of　ether　extracts　by　2％　FeC1び
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Tab玉e　1．　Rf　values　of　substances　showing　positive　reaction　with　EHRLIcH　reagent

　　　　　　　　◎rFeC13　in　acid　fraction　of　ether　extracts　from　the　buds　treated　with

　　　　　　　　Tryptophane　of　P加’Sプα6ぬ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛　Rf

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　isopropanol

Subs垣nce　　　　　　　－ammonia
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－一、vater

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8：1：1

　　　　　Values　　　　in
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　　　　　　　　　　　　　く

一・th…1　㍉・th・n・］
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　70％

ethanol
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　i

　　　　－　　　Bi　　O，08　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

C
『… o

一i

0．25

D
＿i

0．28

0．02　i
　　　　　4．＿＿
　　　　　　　
0、12　　［
　　　　　　…
　　　　『｝…i

　｝

　…

｝i

　｛

0ユ8

0．28

0．44
ナー

058 、i
0．64

E
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0．32 1 0．33

F 0．40
1
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　l

一1㎜

0．78

G 0．46

H

i

0．53～0．93

0．49

0．51～0、93

0．80 0．80

0．83～1．00 0．84～1．00

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ

Synthesized　IAA　i　　O．40　　　i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　F　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：

……ヮO一……∵一一…τ元……「
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

0．78

Table　2． Co］or　reactions　of　substances　in　acid　fraction　of　ether　extract　from　the

buds　of　P加～雌mβぬ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i

’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…

　　　　SubstanCe　　　　　　　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
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f

1Red Re（玉
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　…
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Red iRed
I
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Table　3．

Ry泌o　OGAsAwAIミA・Yoshigoro　KoND〔）

Color　reactions　of　substances　in　acid　fraction　of　ether　extract　from　the

buds　of　Pカ～2，∫∫≧ε？～α∫τ初・

Substance

Color　reactions　with

認計ご＆㌦㍉鍵璽；～
　　　　　　　　　　ireag・・ら・eag・・〆re・19…　…

2％
FeC13

Substance　A
内　　　．＿．＿＿．．ゴゴー＿　　＿r一ル　　　　r・一一一××一一r－一一一一　i
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Yellow
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．ゴ‘ ou7三戸’豆鰍i忌｝i．『・．’　一

　brown
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　　　　　…
一　i一

iRed Pink
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H
ト　　　ハ　　　

Synthesized　IAA Bluis　　　　　ミhrediPink
　　　　∫

・・d　］・・d　］・…

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　Auxins　and　inh輌bitors　in　Z）∫72zz∫垣ε∂αand　P∫〃zz∫1）辺αsを2＾were　investigated　by　means

of　paper　chromatography　foHowed　by　bioassay　with　stralght　growth　of　Avena　coleopti董e

　　　ヴsect玉OnS．

　　On　chromatographying　in　isopropanol－ammonla－water　（8：1：1），　three　auxins

（Rf　around　O．25，　Rf　around　O．28，　Rf　around　O．32）and　one　inhibitor　（Rf　around

O．53－0．93）showing　posi目ve　reactions　by　EHRLIcH　reagent　found　in　acid　fraction　of

ether　extracts　were　obtained　fr◎m　buds　and　leaves　of　two　pines．　Moreover，　two　subs領nces

（Rf　around　O．03，　Rf　around◎．08）showing　posltive　reaction　2％FeC玉3　were　found　in

acid　frac匂on．

　　Chromatography　reveals　a　gmwth　promoting　substance　which　corresponds　in　Rf　with

IAA，while　no　color　was　observed　upon　the　app］ication　of∫eagent　to　the　chromatogram．

　　After　the　t主eatment　w琵h　Tエyptophane，　a賦ins　and　inhibitors　of　samp］es　were

measured．

　　Auxin　which　corresponds　in　Rf　with　IAA　inc∫eased　and　showed　positive　react輌on　by

EHRLICH　reagent　etc．　．

　　This　auxin　was　identified　as　IAA　comparing玉t　w三th　Rf　value　and　color　reaction

of　synthes｛zed　IAA　controls．

　　It　may　be　considered　that　a　Tryptophane－IAA　converting　enzyme　system　exists垣

these　p垣es　and　these　pines　produce　IAA　from　Tryptophane．

　　The　identif三cation　of　other　auxins　and　i品ibitors　must　be　deferred．

裟

ぺ

彩

ぷ



Studies　on　Auxins　and　Inhibitors　in∫）Z／z〃∫mθ2αand　1）元ノη’∫P～フ～α∫♂εr （45）

Refere刀［¢es

1．B怒NE・r．CLARK，　T．　A．　and　KEFFoRD，　N、　P、：Nature　171645～6471953

2．CzA∫A，　A．：13er．　d，　deut．　Bot．　Ges、32；267～271　　　　　　　1934

　3．FRANssoN，　P．．　：　Physiologia　Plantartun　6；544～550　　　　　　　　1953

4．HENDERsHoTT，　C．　H．　and　WAL聡R，　D．　R．：Science　130；798～8001959

5．LEopoLD，　A．　C、二Auxins　and　Plant　Growth　　　　　　　　　　1955

6．M王Rov，　N．　T．　二　JOtlr．　Forestry　39；457～464　　　　　　　　　　　　　　　　1941

7．MIRov，　N．　T、　alld　STANL8Y，　R、　G、：Ann．　Rev、　Pla醜Physio．10223～238　1959

8．NITscH，　T．　P．　：　Plant　Physiology　30；33～39　　　　　　　　　　　　　1955

9．OGAsAwARA，　R．　：Jour．　Japan　Forest　Soc．43；50～54　　　　　　　　　　ユ961a

ヱ0．OGAsAwARA，　R．：Jour．　Japan　Forest　Soc、43；307～310　　　　　　1961b

11．OGAsAwARA，　R．　alld　K惑Do，　Y．：Tranc．　Tottori　Soc．　Agr．　Sci。，14102～106　1962

12．SHIBAo：《A，】ヨ．　and　IMAs五叢1，　H、　：Bot．　Mag、　Tokyo　7；362～368　　1957

13．STowE，　B．　B．　and　THIMANN，　K．　V．：Arch．　Biochem．　Biophys．51：499～516　1954

14“STow£，　B．B．，　THIMANN，　K．　V．　and　KEFFoRD，　N．　P．：Plant　Physiology　31：162～1651956

15．ULRIcH，　T．　M　：Physiologia　Plantarum　13；429～443　　　　　　　　1960

16．W王LDMAMM，　S．G　and　Bo搭ER，」．：Amer．　Jour．　Bot．35；740～7461948

17．ZIMMERMANN　W．　A．：ZeitschrっBot．30；209～252　　　　　　1937

和 文 要 約

テーダマ：ソ，　フラソス注↑蒜｛二つZ仁長’｛勿㌘］i象δよび担］§司物乏藁

4、笠万聾i…ゴー三、・近月ごノゴ戊力べ5

　テーダマソ，　フランス1毎パ伝の！仁長物㌘ξおよび胡］吊1藷勢ζ丁をエー一タ“ノレで蓋hlhし，　ペーノ〈一，　クtコマトグラフイーとア

ベナイ1；1長；式奪灸でβ目べた二ぼ…哀，声6．穿とも1日｛じ’k長彩プ資と胡］占｝r：勿《｜のイ∫ジ｜三コーること力盲忍めら2τた。

　i．、1］ち，展開溶煤としてイソプロバノールーアソモニアー水（S：1：1）を用いた場合酸・ド1…区分にE鯉ロCH試薬で

～：｝性を示す3つの生長物質（RfO．25，　RfO．28，　Rξ0．32）とヱつの抑翻物質（RfO．53～0．93）が認められた。その

他FeC1：；で陽惇を示す2つの物1＞｛（Rf　O．03，　Rf　O、08）も認められた。これらの物質の化学的性質は明らかでは

ないが，2つの生長物質（RfO．28，RfO．32）については呈色反1芯からみて1見らかにインドール化合｛勿と思われる。

　」AA泣丘にも生長促進がみられることから1AAか倍｛・Lするものと与えられるが，呈巴反応“clよLれをll面、己．Cき

なかつた。

　しかし，人為的に与えたThyptophaneからIAAを生成する能力を持つていることから，これらのマツはIAA

を生成しているものと推定される。

　尚中彊三区：分でξまRfO．40～1，001∫付駕王に担茎1｝河物貿カミみらネェたc


