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TECHNIKI BADANIA ALLELOPATII

Experimental methods for the research of allelopathy

Wiestaw OLESZEK

Summary. Increasing interest in advantageous and disadvantageous effects of allelopathy generates a necessity for the
development of modem, simple and reliable techniques for their research. This paper describes in short the methods used for
exploration of this phenomenon. Moreover, some biotests, most often used for the determination of allelopathic potential of
plant natural products are presented. Alphabetically arranged list of newest literature positions cited, gives an outlook into

methodological trends in this science area.
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WSTEP

Wzrost i rozwdj roslin w naturalnych i ksztatto-
wanych ekosystemach jest cze¢sto modyfikowa-
ny przez procesy fizyczne i chemiczne wynikle z
sasiedztwa innych ro§lin. Typowym procesem
fizycznym jest konkurencja o Srodowiskowe
czynniki wzrostowe takie jak woda, skladniki
pokarmowe lub §wiatto. Wystepuje ona przede
wszystkim wtedy, gdy zasoby te sa ograniczone.
W agroekosystemach zjawisko to moze by¢ cze-
$ciowo kontrolowane przez zwalczanie konku-
rentow ro$lin uprawnych (zabiegi agrotechnicz-
ne, stosowanie pestycydow) badz przez uzupel-
nianie deficytowych skladnikéw wzrostowych
(nawozenie, nawadnianie). W naturalnych eko-
systemach konkurencja prowadzi do dominacji
gatunkéw o ktérych méwimy, ze sq silnymi kon-
kurentami.

Obok tego czysto fizycznego zjawiska mig-
dzy ro$linami mozna zaobserwowaé oddziaty-
wania chemiczne. Polegaja one na tym, ze rosli-
na-danor wydziela do Srodowiska substancje

chemiczne wplywajace ujemnie lub dodatnio na
rozw6j organizméw sasiadujacych — akcepto-
réw. Substancje te przedostaja si¢ do Srodowiska
poprzez wymywanie zwiazkéw z powierzchni
lisci przez deszcz lub krople mgly i rosy, po-
przez wydzielanie przez system korzeniowy do
gleby, uwalnianie lotnych substancji z powierz-
chni calej roéliny lub tez poprzez uwalnianie w
wyniku rozktadu substancji organicznej. Obej-
muja one szeroka game zwiazk6w chemicznych
nalezacych gléwnie do metabolizmu wtérmego
(terpenoidy, fenole, alkaloidy, glukozydy cyja-
nogenne, glukozynolany itp.), ale réwniez nie-
ktére zwiazki metabolizmu podstawowego
(aminokwasy, polisacharydy).

Na chemiczng nature tego zjawiska wskazat
De Candole w 1832 r [6], natomiast Molish [14]
nadal mu nazwe allelopatia, wywodzac ja z
dwéch stéw greckich ,.allelon” (wzajemny) i
~pathos” (cierpiec, szkodzi¢).

Od czas6w Molisha zainteresowanie allelo-
patia ciagle wzrastalo i w ostatnim okresie ob-
serwuje si¢ szybki wzrost liczby prac oryginal-
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nych, opracowar syntetycznych oraz podreczni-
kow [12, 26, 27, 30, 31, 33, 39, 40]. Zaintereso-
wanie to ma swoje glgbokie uzasadnienie, po-
niewaz allelopatia, obok znaczenia teoretyczne-
g0, moze mie¢ olbrzymie znaczenie praktyczne
[30, 31]. Roslinne substancje chemiczne moga
zmienia¢ wysoko$¢ plonéw wspotrzednie Iub
nastepczo uprawianych roslin, jak réwniez moga
mie¢ wplyw na jako$¢ wyprodukowanej masy
roslinnej. Moga rowniez wykazywac zréznico-
wane dzialanie w czasie 1 stad sa obiektem
zainteresowania teoretykéw i praktykéw pra-
cujacych nad zagadnieniami ,.zmeczenia gle-
by”, zmianowan i ptodozmianéw [15, 16, 19,
20, 43-47]. Olbrzymie znaczenie ma rowniez
mozliwos¢ wykorzystania oddziatywan alle-
lopatycznych do biologicznego zwalczania
chwastow [4, 28, 30], a samych allelozwiz-
kow jako naturalnych pestycydéw, co przy
ciaglym wzroscie cen srodkéw ochrony roslin,
jak réwnieZ postgpujacym zanieczyszczeniu
srodowiska byloby bardzo pozadane. Zagad-
nienia te zostaly ostatnio w pismiennictwie
polskim cz¢$ciowo omdwione w kilku opraco-
waniach [21, 22, 42].

Szybki rozwdj tej dziedziny nauki wynika
rowniez z ciaglego udoskonalania technik ba-
dawczych, co pozwolito przej$¢ od metody ob-
serwacyjno-opisowej do metod petnej identyfi-
kacji allelozwiazkéw. Rozwdj metod chromato-
grafii cienkowarstwowej, kolumnowej i cieczo-
wej, elektroforezy, spektrometrii masowej i spe-
ktrometrii magnetycznego rezonansu jadrowego
umozliwit identyfikacje¢ matych ilosci zwigzkow
chemicznych, bioracych udziat w oddziatywa-
niach allelopatycznych.

Badania allelopatycznego oddziatywania ro-
§lin obejmuja kilka etapow. Krokiem wyjscio-
wym jest obserwacja zjawiska w ekosystemie, a
w dalszej kolejnosci wyodrgbnienie, identyfika-
cjai okreslenie struktury chemicznej czynnika
allelopatycznego. Koricowym etapem jest syn-
teza chemiczna zidentyfikowanego zwiazku i
ewentualne praktyczne zastosowanie go jako
naturalnego pestycydu. Uproszczony schemat
postgpowania przedstawia si¢ nast¢pujaco:

I.Obserwacja w ekosystemie:
—ro$lina donorowa — roslina akceptorowa
—biotest
I1.Wyodrebnianie substancji allelopatycznej:

— wydzieliny (kultury wodne, kamery mglo-

we, krazenie pozywki w ukladzie zamknie-

tym, putapki na adsorbentach, obmywanie
powierzchni cz¢sci nadziemnych); biotest

— substancje lotne (maceracja, pulapki); bio-

test

— ekstrakcja (zimna lub goraca woda, roz-

puszczalniki organiczne); biotest
I1I.Identyfikacja zwiazkéw o aktywnosci alle-

lopatyczne;j:

— frakcjonowanie (ekstrakcja ciecz-ciecz lub

na fazach statych, chromatografia); biotest

— oczyszczanie (chromatografia cienkowar-

stwowa i cieczowa, krystalizacja); biotest

- identyfikacja (spektrometria MS, UV,

NMR, IR); biotest
I'V.Synteza zidentyfikowanych zwigzkow.

V.Zastosowanie w praktyce (pestycyd — rosli-
na akceptorowa)

Rozwd6j odpowiednich technik badawczych 1
biotestow jest podstawa do uzyskiwania miaro-
dajnych wynikéw. Potrzeba stosowania biote-
stéw wynika z dwéch powodéw. Po pierwsze, sa
one niezb¢dne do okreslenia czy interakcje roli-
na-ro$lina maja charakter chemiczny. Po drugie,
biotesty pomagaja okresli¢ zwiazki powodujace
te interakcje.

WYODREBNIANIE SUBSTANCJI
ALLELOPATYCZNYCH

Wyciqgi. Czgsto stosowanym sposobem wyka-
zania chemicznego charakteru interakcji ro§lina-
roslina jest badanie fitotoksycznej aktywnosci
wyciagéw z rosliny donorowej [8, 9, 34]. Wy-
ciagi takie uzyskuje si¢ poprzez ekstrakcje za
pomoca zimnej lub goracej wody, albo przy uzy-
ciurozpuszczalnikéw organicznych. Zastosowa-
nie zimnej wody, jakkolwiek uwazane za poste-
powanie najbardziej zblizone do warunkéw na-
turalnych, pozwala wyekstrahowa¢ giéwnie po-
lame zwiazki metabolizmu podstawowego (cu-
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kry, aminokwasy, kwasy organiczne, biatka).
Allelozwiazki naleza w przewazajacej liczbie do
metabolizmu wiérnego i sa to przewaznie
zwiagzki hydrofobowe. Ich ekstrakcja wymaga
zastosowania rozpuszczalnikow organicznych
np. chloroformu, chlorku metylenu, acetonu lub
metanolu. I tak na przyklad, Duer [8] badajac
wplyw niektdrych chwastéw na rosliny zbozowe
stwierdzita, ze wodne ekstrakty (zimna i goraca
woda) z gwiazdnicy pospolitej (Stellaria media)
nie wykazywaly réznic w aktywnosci allelopa-
tycznej i w st¢Zzeniu mniejszym niz 1% stymulo-
waly wzrost siewek pszenicy. W przeciwien-
stwie do nich ekstrakty etanolowe z tej samej ro-
§liny hamowaty wzrost siewek juz w stgzeniu
0.25%. Zastosowanie rozpuszczalnikéw organi-
cznych umozliwia ekstrakcj¢ zwiazk6w hydro-
fobowych, pozwala poza tym zdezaktywowac
enzymy hydrolityczne, ktére w przypadku
ekstrakcji zimng woda moga prowadzi¢ do po-
wstania zwigzkéw pochodnych, nie wystepuja-
cych naturalnie w materiale roslinnym lub gle-
bowym.

Stwierdzenie, ze wyciagi z rosliny hamuja
lub stymulujg wzrost innych roslin nie jest jed-
nakze dowodem, ze zawarte w nich substancje
chemiczne o dzialaniu allelopatycznym odgry-
waja role w ekosystemie. W stosunku do wielu
substancji zaliczanych do allelozwiazkéw brak
jest dowodéw na ich znaczenie ekologiczne i
jest to w chwili obecnej najwigksza luka w na-
uce o allelopatii. Poznanie sktadu chemicznego
substancji wydzielanych z zywej roliny wyma-
ga stosowania bardziej wyszukanych technik i
dlatego kierunek ten nie jest tak szeroko repre-
zentowany w literaturze [31].

Wydzieliny. Pomimo trudnosci, istnieje sze-
reg metod badawczych pozwalajacych Sledzic
zjawiska allelopatii w warunkach mniej lub bar-
dziej zblizonych do naturalnych. Jedna z nich
jest hodowla roslin w kulturach wodnych, a na-
stepnie badanie aktywnosci i skladu chemiczne-
go roztworu wzrostowego. Metoda ta zostata po
raz pierwszy zastosowana przez Bonnera i Gal-
stona [3], a nast¢pnie rozwini¢ta przez Martina
[13], ktéry wykazal, ze korzenic owsa (Avena

sativa) zanurzone w wodzie destylowanej wy-
dzielaty 121.9 pg skopoletyny, natomiast zanu-
rzone w pozywce wydzielily w tym samym cza-
sie 3.8 ug tego zwiazku. Wyniki te wskazuja, ze
w metodzie kultur wodnych zar6wno sklad po-
zywki oraz jej pH, jak i warunki tlenowe moga
miec istotny wplyw na sktad chemiczny wydzie-
lin.

Innga z metod jest technika kamer mgltowych
[41). Polega ona na tym, ze korzenie ro$lin zwi-
saja swobodnie w kamerze i s okresowo optuki-
wane rozpylona pozywka. Jednakze sam autor
stwierdza, ze ,warunki w kamerze mglowej sa
zbyt sztuczne i nie daja informacji o tym co dzie-
je si¢ w glebie”.

Mozna sadzi¢, ze bardziej naturalng i wiary-
godna technika jest pobieranie gleby z obszaru
przykorzeniowego i ekstrakcja z niej substancji
allelopatycznych. Za pomoca tej metody stwier-
dzono obecnos¢ zwiazkéw fenolowych w glebie
pod kukurydza oraz wykazano, ze ich st¢zenie
byto wigksze w obszarze rizosfery, niz w glebie
oddalonej od korzeni [23]. Technika ta ma jed-
nak réwniez swoje ograniczenia. Bardzo trudno
jest oddzieli¢ glebe od drobnych korzeni i
ekstrakt moze zawiera¢ zaréwno zwiazki z roz-
tworu glebowego jak i z korzeni. Ponadto, nie
mozna jednoznacznie stwierdzi¢ czy obecne w
ekstrakcie substancje sa wydzielinami korzenio-
wymi czy tez s3 produktami wytworzonymi
przez mikroflorg ryzosfery.

Wydaje sig, Ze te ograniczenia eliminuje me-
toda CRETS (continuous root exudate trapping
system), zaproponowana przez Tanga i Younga
[38]. Schemat systemu CRETS przedstawia ryc.
1. W metodzie tej ro§liny rosna w pojemniku
wypelnionym piaskiem i sa w spos6b ciagly
podlewane pozywka. Wyciek z pojemnika
wzrostowego przechodzi przez kolumne wypel-
niong adsorbentem statym. Zadaniem tego ad-
sorbentu jest przepuszczenie sktadnikéw pozy-
wki i zwiazkéw hydrofilnych (zwiazkéw nie-
organicznych, cukréw, bialek), a zatrzymanie
substancji czgsciowo lub catkowicie hydrofobo-
wych. Do takich adsorbentéw naleza zywice
XAD-2, XAD-4 oraz fazy odwrécone (RP) po-
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Ryc. 1. Schemat ukladu do wychwytywania wydzielin ko-
rzeniowych (CRETS) [Tang i Young, 1982].

Fig. 1. The root exudate trapping system (CRETS) [Tang
and Young, 1992].

chodne Zelu krzemionkowego (C-8, C-18, CN
itp.). Po okre$lonym czasie kolumng adsorbentu
odtacza sie od ukladu, a zaadsorbowane zwigzki
wymywa si¢ rozpuszczalnikiem organicznym —
najcze$ciej metanolem, etanolem lub acetonitry-
lem i analizuje jako$ciowo i iloSciowo. Aby wy-
eliminowa¢ zmiany jako§ciowe powodowane
przez mikroorganizmy glebowe, eksperymenty
CRETS mozna przeprowadza¢ w warunkach
sterylnych. W warunkach niesterylnych ewentu-
alne metabolity pochodzenia mikrobiologiczne-
go mozna odrézni¢ przeprowadzajac do$wiad-
czenie kontrolne z sama gleba, bez rosliny dono-
rowej. Pope i in. [24] rozbudowali system
CRETS do kilkunastu plastikowych wazonéw
potaczonych réwnolegle, co pozwolilo zebra¢
znaczne ilosci wyciekéw w stosunkowo krétkim
czasie.

Odmiang systemu CRETS jest RERS (root
exudate recirculating system) (ryc. 2), w ktérym
roéling akceptorowa podlewa si¢ wyciekami z
pojemnika z rosnaca rosling donorowa [37].

Miara wplywu allelopatycznego rosliny donoro-
wej jest pomiar wzrostu rosliny akceptora. Me-
toda ta wskazuje na istnienie zjawiska, ale nie po-
zwala na zidentyfikowanie czynnika allelopatycz-
nego — jest to wige typowa odmiana biotestu.
Substancje lotne. Szczeg6lnie duze trudnosci
metodyczne sprawia badanie allelopatycznych
wlasciwosci zwiazkéw lotnych. Oznaczenie stg-
zeni tych zwiazkéw i odpowiadajacych im efe-
ktéw biologicznych jest utrudnione z uwagi na
fakt, ze brak jest metod do iloSciowego wy-
chwytywania ich z otoczenia i 7ageszczania.
Prébe oznaczenia sktadu mieszaniny zwiazkéw
lotnych wydzielanych ze strefy korzeniowej
dwoch odmian jeczmienia podjeli Stenhagen i
in. [36]. Zastosowana metoda jest podobna do
systemu CRETS z g r6znica, ze adsorbent-pu-
lapka zatrzymuje zwigzki lotne zawarte w wysy-
sanym z gleby powietrzu glebowym (ryc. 3).
Adsorbentem w tym przypadku byt bardzo poro-
waty i termostabilny polimer TENAX TA.
Zaadsorbowane na polimerze zwiazki uwalnia-
no poprzez podgrzanie adsorbentu i nastgpnie
analizowano metoda chromatografii gazowe;j.

Ryc. 2. Schemat systemu do badania allelopatycznej akty-
wosci wydzielin korzeniowych (RERS). [Stevens i Tang
1987).

Fig. 2. The root exudate recilculating system (RERS). [Ste-
vens i Tang 1987].
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Ryc. 3. Schemat urzadzenia do pobierania préb substancji
lotnych [Stenhagen i in., 1987].

Fig. 3. Assembly for sampling of volatiles [Stenhagen i in.,
1987].

Najczesciej spotykana technika badania alle-
lopatycznego oddziatywania zwiazkéw lotnych
jest metoda zamknigtej kamery, w ktérej nasiona
ro§liny testowej sa przestrzennie izolowane od
substancji lotnych donora. Schemat takiej kame-
ry, zastosowanej do badania wplywu allelopa-
tycznego roélin krzyzowych na kietkowanie sa-
laty, chwastnicy i pszenicy [17], przedstawia ry-
sunek 4.

BIOTESTY

Do badania allelopatycznego oddziatywania
zwigzkéw chemicznych uwalnianych podczas
rozkladu masy roslinnej (resztki pozniwne, sto-

ma itp.) stosuje si¢ do§wiadczenia wazonowe.
Zmielony lub rozdrobniony material roSlinny
miesza si¢ dokladnie z gleba lub umieszcza na
jej powierzchni (mulczowanie). Nasiona ro§liny
testowej wysiewa si¢ bezposrednio po zatozeniu
doswiadczenia lub po okreslonym czasie inku-
bacji gleby. Inkubujac glebe i wysiewajac nasio-
na w odpowiednich odstgpach czasu mozna sle-
dzi¢ dynamike zanikania aktywnosci fitotoksy-
cznej [15, 16]. Tego typu do$§wiadczenia sa za-
tem forma biotestu przeprowadzonego w glebie.

Oddzielng grupe biotestéw stanowia te, ktére
pozwalaja okresli¢ potencjal allelopatyczny
ekstraktéw, wydzielin lub pojedynczych oczysz-
czonych zwiazkéw dla celéw poréwnawczych
lub te, ktére pomagaja lokalizowa¢ aktywne fra-
kcje w procesie wyodrebniania i charakteryzo-
wania allelozwiazkéw. W tego typu biotestach
istotny jest zaréwno parametr wzrostowy stoso-
wany do oznaczania aktywnosci biologicznej
jak i odpowiedni dobdr gatunku rosliny uzytej
do testowania. W literaturze mozna zauwazy¢
duza dowolno$¢ zaréwno co do wyboru rosliny
testowej, jak i stosowanych stezeri badanych
substancji oraz warunkéw przeprowadzania bio-
testu (temperatura, o$wietlenie, warunki tleno-
we, potencjat osmotyczny) [31]. W celu maksy-
malnego wyeliminowania skutkéw tych czynni-
kéw, wyniki podaje si¢ najczesciej w procentach
w odniesieniu do kontroli rosnacej w tych sa-
mych warunkach, ale bez dodatku testowanego
preparatu. Najczesciej testy przeprowadza si¢ w
szalkach Petriego wyloZonych bibulg filtracyjna
lub w piasku. Waznym elementem jest dobranie
odpowiedniej ro§liny testowej. Nasiona ro$lin
zbozowych kietkuja w sposéb wyr6wnany i sto-
sujac je, tatwo mozna zaobserwowac efekty ha-
mowania kietkowania lub wzrostu, natomiast
bardzo trudno zauwazy¢ wplyw stymulacyjny.
Do obserwacji wptywéw stymulacyjnych bar-
dziej nadaja si¢ nasiona chwastéw, poniewaz
zwykle kietkuja one stabo i nieréwnomiernie,
dlatego kazde polepszenie warunkéw sprzyjaja-
cych kietkowaniu jest natychmiast widoczne [35].

Wazna jest réwniez wielko$¢ nasion testo-
wanego gatunku. Zazwyczaj gatunki 0 nasio-
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Ryc. 4. Schemat kamery do badania aktywnosci allelopatycznej substancji lotnych [Oleszek 1987].

Fig. 4. Schematic representation for allelopathic activity of volatiles [Oleszek 1987].

. nach drobnych sa bardziej wrazliwe na obecnos¢
allelozwiazkéw niz te, ktére maja nasiona duze
[31].

Istotnym zagadnieniem w tych biotestach
jest zardwno sposéb wprowadzenia testowanego
roztworu na bibule filtracyjna, jak i przygotowa-
nie uzytych nasion. Wprowadzajac roztwor ba-
danej substancji na bibul¢ nalezy ja zwilza¢ w
wielu miejscach, w przeciwnym przypadku na
skutek jej wlasciwosci sorpcyjnych nastepuje
zageszczenie allelozwiazku w jednym obszarze
(tzw. efekt chromatograficzny), podczas gdy po-
zostale obszary sa zwilzone czystym rozpusz-
czalnikiem. Prowadzi¢ to moze do bardzo du-
zych rozrzutéw otrzymywanych wynikéw. Zja-
wisko to ma szczegélnie duze znaczenie przy
badaniu aktywnosci allelopatycznej zwiazkow
nierozpuszczalnych w wodzie. W takim przy-
padku zwiazek rozpuszcza si¢ w rozpuszczalni-
ku organicznym i nanosi na podtoze z bibuly fil-
tracyjnej lub z piasku. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika podloze zwilza si¢ woda destylowana i
przeprowadza test (2, 7].

Ponadto, duze réznice we wzroscie poszcze-
g6lnych siewek moga wynikac ze zréznicowa-
nej witalnodci pojedynczych nasion. Aby tego
uniknaé, niektérzy autorzy zalecaja wstepne
skietkowanie nasion w wodzie destylowanej i
nastgpnie przeniesienie siewek wykazujacych
zblizona dynamike¢ kietkowania i wzrostu do
roztworéw testowanych zwiazkow [7]. W efe-
kcie takie postgpowanie pozwala uzyskac¢ wyni-

ki bardziej wyréwnane, 0 mniejszej wariancji,
co jest istotne gléwnie przy pomiarze potencjatu
allelopatycznego zwiazkéw. Nie jest to nato-
miast postgpowanie stuszne, jesli chcemy uzy-
ska¢ informacje jak zachowuje si¢ gatunek ro§li-
ny w obecnosci okreslonego allelozwiazku. W
tym przypadku jest bardziej wskazane stosowa-
nie nasion nie selekcjonowanych.
Najprostszym, najczesciej stosowanym bio-
testem jest kietkowanie roélin. Jest to test szybki
i fatwy do wykonania, ale mato czuly. Bardziej
czutym biotestem jest pomiar parametréw wzro-
stowych siewek, takich jak dlugo$¢ systemu ko-
rzeniowego i koleoptyla lub §wiezej i suchej ma-
sy ro§lin [11, 26]. Korzenie siewek wykazuja
zwykle wigksza wrazliwo$¢ na obecno$¢ alle-
lozwiazkéw niz koleoptyle i w okre§lonym prze-
dziale ich wzrost jest proporcjonalny do st¢zenia
substancji [35]. Po przekroczeniu stgzenia pro-
gowego moga wystapic¢ znieksztalcenia, a nawet
zamieranie obszarOw merystematycznych i w
efekcie catkowite obumieranie systemu korze-
niowego [16]. Pomiary dtugosci systemu korze-
niowego i koleoptyli sa bardzo czasochlonne,
dlatego tez czg¢sto stosuje si¢ pomiar §wiezej i
suchej masy siewek. Wedtug Lathera i Einhelli-
ga [10] biotest polegajacy na pomiarze masy jest
o rzad wielkosci bardziej czuly niz biotest oparty
na kietkowaniu nasion, a pigciokrotnie bardziej
czuly niz oparty na pomiarze wzrostu siewek.
Pewnym ograniczeniem biotestéw opartych
na pomiarze kietkowania i parametréw wzrosto-
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wych jest stosunkowo duza ilo$¢ badanej sub-
stancji, wymagana do ich przeprowadzenia.
Dysponujac niewielkimi ilo§ciami wydzielin,
ekstraktéw lub zwigzkéw otrzymywanych w tra-
kcie frakcjonowania, oczyszczania i identyfika-
cji, konieczne jest stosowanie specjalnych tech-
nik wymagajacych matych ilosci preparatu. Jed-
na z nich jest technika polegajaca na przeprowa-
dzeniu rozdziatu chromatograficznego preparatu
na bibule chromatograficznej lub ptytce do chro-
matografii cienkowarstwowej, a nast¢pnie roz-
mieszczeniu nasion ro§liny testowanej na calej
powierzchni chromatogramu [1]. Chromato-
gram mozna tez opryska¢ zawiesing kultur od-
powiednich grzybow lub bakterii i wtedy moze
on stuzy¢ do testowania aktywnosci zwiazkow
w stosunku do mikroorganizméw. Do dalszych
badan wybiera si¢ tylko te strefy z chromatogra-
mu, w ktorych nastgpito zahamowanie lub sty-
mulacja kietkowania i wzrostu [11].

Inng technika pozwalajaca okresli¢ aktyw-
nosc allelopatyczng bardzo matych ilosci zwigz-
kéw — na przyklad otrzymywanych z rozdzialu
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej (HPLC) — jest metoda opracowana przez
Dornbosa i Spencera [7]. W metodzie tej plytki
szklane pokrywa si¢ kilkumilimetrowa warstwg
agaru. Po zestaleniu agaru wycina si¢ w nim 2-3
milimetrowe zaglebienia. Badany zwiazek, roz-
puszczony w odpowiednim rozpuszczalniku,
wprowadza si¢ do zagl¢bienia. Po odparowaniu
rozpuszczalnika w zaglebieniu umieszcza si¢
napeczniale nasienie. Po kilku dniach dokonuje
sie pomiaru kietkowania i parametréw wzrosto-
wych.

Do pomiaru aktywnosci allelozwiazkow,
zwlaszcza tych o znaczeniu herbicydowym, sto-
suje si¢ czesto biotest polegajacy ma pomiarze
wzrostu elongacyjnego fragmentéw koleoptyli
pszenicy [5]. W tym celu z etiolowanych siewek
pszenicy wycina si¢ 4 milimetrowe fragmenty i
umieszcza si¢ je w pozywcee zawierajgcej bada-
ng substancje. Po 18 godzinach wzrostu micrzy
si¢ wydluzenie fragmentu w stosunku do kontro-
li. Biotest przeprowadza si¢ w Swietle zielonym
540 nm.

IDENTYFIKACJA ZWIAZKOW

Wydzieliny i ekstrakty ro§linne sa mieszanina-
mi zawierajacymi wiele zwigzkéw chemicz-
nych. W celu wydzielenia z nich substancji
aktywnych i nastepnie okreslenia ich struktury
chemiczne;j stosuje si¢ szereg metod fizykoche-
micznych. W pierwszym etapie ekstrakt frakcjo-
nuje si¢ na prostsze, kilkusktadnikowe mieszani-
ny, za pomoca ekstrakcji ciecz-ciecz lub przez
frakcjonowany rozdziat na sorbentach statych
[18, 25]. Frakcje wykazujaca aktywnos¢ biolo-
giczna, sprawdzona za pomoca biotestu rozdzie-
la si¢ na pojedyncze zwiazki za pomoca chroma-
tografii cinkowarstwowej (TLC) lub cieczowej
(HPLC) dobierajac warunki rozdzialéw do spe-
cyfiki zwigzkow. Struktur¢ wydzielonych
zwiazkow okresla si¢ metodami fizykochemicz-
nymi takimi jak: reakcje barwne, pomiar tempe-
ratury topnienia, spektrometria masowa (MS),
spektrometria magnetycznego rezonansu jadro-
wego (NMR), spektrometria w $wietle UV i
podczerwieni (IR). Dzigki postgpowi jaki dokonat
si¢ w ostatniej dekadzie w rozwoju tych metod,
mozliwa jest obecnie identyfikacja zwigzkéw
otrzymywanych w ilosciach miligramowych.

SYNTEZA

Ustalenie peinej struktury chemicznej pozwala
podjac prébe przeprowadzenia syntezy tej sub-
stancji w warunkach laboratoryjnych, aczkol-
wiek jest to zadanie bardzo trudne gdyz wiele
zwigzkow posiada struktur¢ wysoce skompliko-
wang [21, 31]. Jesli zsyntezowany zwiazek réw-
niez wykazuje wymagang aktywnos$¢ allelopaty-
czng, mozna go bezposrednio zastosowaé jako
naturalny pestycyd albo tez wykorzystaé jego
strukturg jako model do syntezy zwiazkéw po-
chodnych, ktére czestokro¢ moga wykazywad
wyzsza aktywno$¢ niz zwigzek wzorcowy.
Opracowanie syntezy nie zawsze kwalifikuje
zwigzek do praktycznego zastosowania z uwagi na
koszty; powszechnie uwaza si¢, Ze z tysigca zwigz-
kow allelopatycznie aktywnych tylko jeden ma
szans¢ na praktyczne zastosowanie.
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