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CZESC TEORETYCZNA

Roéliny wyzsze konkuruja w ekosystemie miedzy soba o wode,
Swiatlo i skladniki pokarmowe. Zjawisko chemicznej rywaliza-
¢ji miedzy roslinami nosi nazwe allelopatii. Zwigzki chemiczne
uczestniczace w oddzialywaniu pomiedzy roslinami nazywane sg
zwigzkami allelopatycznymi. Zwiazki allelopatyczne to nisko-
czasteczkowe metabolity wtorne lub ich pochodne. Wydzielane
przez rosliny-donory wplywaja na rosliny-akceptory, mody-
fikujac ich wzrost i rozwdj. Przedostaja sie do Srodowiska na drodze:

1) przechodzenia do gleby zwiazkéw powstajacych w pro-
cesie rozkladu tkanek roslinnych, np. kwasy kofeinowy
i ferulowy, pochodzace z obumierajacych pedow orlicy
pospolitej, izotiocyjaniany i nitryle — produkty hydrolizy
glukozynolanow;

2) lugowania z naziemnych czesci roslin przez deszcz i rose,
np. prekursor juglonu z lisci orzecha wloskiego; zwigz-
ki fenolowe, takie jak hydrochinon, umbeliferon; kwa-
sy hydroksycynamonowe, np. ferulowy, kumarowy;
kwasy hydroksybenzoesowe, np. waniliowy, syringo-
wy; kumaryny, garbniki i alkaloidy, np. absyntyna, cha-
rakterystyczna dla bylicy piolunu;

3) eksudacji przez system korzeniowy, np. produkty hydrolizy
glukozynolandéw, prekursor juglonu — kwas (£)-cynamono-
wy, wydzielany przez meksykanski krzew gumodajny;

4) uwalniania w formie lotnej do atmosfery i przedostaja-
ce sie z niej na powierzchnie roslin i gleby, gtownie lotne
terpeny, np. 1,8-cyneol (eukaliptol), kamfora, a- i f-pinen,
a-tujon, izotujon. Terpenoidy emitowane sg szczegdlnie
w okresie utrzymywania sie wysokiej temperatury powie-
trza, nastepnie kondensuja na powierzchni gleby, hamujac
wzrost roélin i kielkowanie nasion w odlegltoéci nawet do
2 m od wydzielajacych je roslin.
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Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

Allelopatia ma duze znaczenie w formowaniu zbiorowisk roslin-
nych o okreslonym sktadzie florystycznym i thumaczy inwazyjno$é
niektorych gatunkéw roslin obcego pochodzenia. Zwigzki allelo-
patyczne oraz tkanki roélin zawierajace ich prekursory maja zna-
czenie w hodowli roslin. Szczegodlne zainteresowanie budza w tzw.
rolnictwie ekologicznym jako bioherbicydy. Odzialywania allelo-
patyczne moga réwniez przybieraé¢ forme autotoksycznosci, doty-
czacej rolin tego samego gatunku wielopokoleniowo zasiedlajacych
okreslony obszar lub tez uprawianych bez plodozmianu.
Oddzialywanie zwigzkow allelopatycznych na rosliny ma cha-
rakter wielomiejscowy (por. tabela 13.1). Podstawowym wskazni- Tabela 13.1.
kiem dzialania zwiazkéw allelopatycznych jest zahamowanie ~— V/P!yw zwiazkow

. . . . . allelopatycznych
kielkowania nasion i wzrostu siewek. na rosliny

Efekty dzialania zwiazkow allelopatycznych

Poziom molekularny | — spadek syntezy DNA, RNA oraz bialek strukturalnych,
i biochemiczny — spadek aktywno$ci enzymow,

— wzrost syntezy bialek zwiazanych z reakcja na stres,

— akumulacja osmoprotektorédw, np. proliny

Poziom strukturalny |- zmiany ultrastruktury komérkowej,
— zahamowanie mitozy

Poziom fizjologiczny | — zaburzenia fotosyntezy i oddychania mitochondrialnego,
— zaburzenia procesu pobierania jonow,
— zaburzenia procesu wzrostu i rozwoju ro$liny

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

Okreslenie wrazliwosci wybranych gatunkdw roslin na zwiqzki allelopatyczne

obecne w:

a) wyciggach z lisci orzecha wtoskiego i stonecznika oraz pedéw rzezuchy,

b) eksudatach z peczniejgcych nasion pomidora, stonecznika, kozieradki i owsa,

c) olejkach eterycznych naowocni pomarariczy stodkiej i szyszkojagéd jatowca
pospolitego.

Reakcja na zwigzki allelopatyczne bedzie oceniana na pod-
stawie ich wplywu na kietkowanie nasion i wzrost siewek ro-
slin-akceptorow. Korzenie i liScie orzecha wloskiego wydzielaja
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4-glukozyd 1,4,5-trihydroksy-naftalenu, ktéry na drodze hydro-
lizy i utlenienia przeksztalcany jest w glebie do wykazujacego
wlasciwos$ci allelopatyczne 5-hydroksynaftochinonu (juglon)
(por. rysunek 13.1).

OH
1) hydroliza
e
2) utlenianie
HO OGlc HO (0]

juglon
5-hydroksynaftochinon

4-glukozyd 1,4,5-trihydroksynaftalenu
forma nietoksyczna

Tkanki stlonecznika zwyczajnego sa zrodtem kilkunastu zwigz-
kow o aktywnosSci allelopatycznej, ktore naleza do: laktonéw se-
skwiterpenowych, bisnorseskwiterpenéw i flawonoidow.

Rzezucha nalezy do grupy roslin syntetyzujacych glukozy-
nolany. W tkankach produkujacych je roslin glukozynolany
zawsze wspolwystepuja (w oddzielnych kompartmentach) z en-
zymem myrozynazg (tioglukozydo glukohydrolaza, EC 3.2.3.1),
tworzac wielofunkeyjny system obronny glukozynolan-
-myrozynaza, uruchamiany w momencie uszkodzenia struk-
tury komorkowej. Efektem dzialania tego systemu jest hydroliza
glukozynolandéw i powstanie bioaktywnych produktow, glownie
izotiocyjanianow (por. rysunek 13.2).

R-N—C=S
SI— Glc H,0 D-glukoza HSO, 1zotiocyjanian
R—C myrozynaza R— C.EN
I B nitryl
N=0-50, R—S—C=N
glukozynolan tiocyjanian

Okrywy nasienne i owocowo-nasienne ziarniakow zboz
sa bogate w zwiazki fenolowe i alkaloidy o wlasciwo$ciach
allelopatycznych, uaktywniajace sie podczas pecznienia
i kietkowania. W eksudatach peczniejgcych nasion pojawiaja
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Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin I

sie kwasy organiczne, u niektorych gatunkéw roélin rowniez
$luzy i saponiny.

Naowocnia pomaranczy stodkiej zawiera 1-2,5% olejku lotne-
go, w ktorego sktad wchodza terpeny cykliczne, w tym limonen
o zapachu pomaranczowym (90%), cytral i f-pinen.

Szyszkojagody jalowca zawieraja 0,5—-2% olejku lotnego, kt6-
rego gtownym skladnikiem sa terpeny, w tym B-pinen, kamfenen
i kadinen, oraz seskwiterpeny, wérdd nich kamfora jalowcowa
ijuneol. Skladnikami bioaktywnymi szyszkojagod sa takze di-
terpeny, garbniki i flawonoidy.

Zasada metody

Allelopatyczny efekt dziatania zwiazkéw obecnych w wyciggach
roslinnych, eksudatach kietkujgcych nasion i olejkach eterycz-
nych na kielkowanie nasion i wzrost siewek oceniany jest za po-
moc3 biotestu (testu biologicznego z udzialem organizméw zy-
wych) wykonanego w warunkach laboratoryjnych.

Doswiadczenie |

Badanie allelopatycznego wptywu wyciqggow z lisci orzecha wtoskiego
i stonecznika oraz pedéw rzezuchy na kietkowanie nasion i ziarniakéw
oraz wzrost siewek ogérka, rzodkiewki i pszenicy

Materiat

licie orzecha wloskiego, liScie stonecznika, dwutygodniowe ro-
§liny rzezuchy siewnej, nasiona ogobrka i rzodkiewki, ziarniaki
pszenicy

Odczynniki

1,5% roztwor agaru (150 cm?®), woda destylowana

Sprzet laboratoryjny

12 szalek o $rednicy 9 cm, 3 mieszadla magnetyczne, waga elek-
troniczna, nozyczki, 6 zlewek 250 cm?, cylinder miarowy 250 cm?,
4 cylindry miarowe 50 cm?, 3 sitka, 4 kolby Erlenmeyera wa-
skoszyjne 250 cm?, pesety stomatologiczne, pesety krotkie, to-
patki, parafilm, tace, linijki 30 cm, cienkie rekawiczki gumowe,
markery
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Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie wyciagow
Licie orzecha wloskiego i stonecznika oraz pedy rzezuchy
pociac nozyczkami na bardzo drobne kawalki (zalozy¢ re-
kawiczki), z kazdego materiatu odwazyé po 10 g, przeniesé
do opisanych zlewek na 250 ¢cm?, zala¢ 150 cm?® wody de-
stylowanej, zlewki umieéci¢ na mieszadle magnetycznym
na 24-48 godzin. Nastepnie tkanki ro$linne odsaczyé¢ na
sitku i odrzuci¢, a wodne wyciagi wykorzystaé do przepro-
wadzenia biotestu.

2. Przeprowadzenie biotestu
a) Przygotowac 12 szalek o Srednicy 9 cm i opisa¢ poszcze-

go6lne warianty jako:

kontrola — ogorek; kontrola — rzodkiewka; kontrola
— pszenica

orzech — ogoérek; orzech — rzodkiewka; orzech —
pszenica

stonecznik — ogorek; stonecznik — rzodkiewka; sto-
necznik — pszenica

rzezucha — ogorek; rzezucha — rzodkiewka; rzezucha
— pszenica

b) W kolbie Erlenmeyera na 250 ¢cm? zmieszaé 35 cm?
wody destylowanej z 35 cm?® 1,5% agaru (~50°C). Otrzy-
many agarowy roztwor rozla¢ po 20 cm?® do 3 szalek
opisanych jako ,kontrola”.

W kolbie Erlenmeyera na 250 cm?® zmieszaé¢ 35 cm?®
wyciagu z lisci orzecha wloskiego z 35 cm?® 1,5% agaru
(~50°C), otrzymany agarowy roztwor rozla¢ po 20 cm?®
do 3 szalek opisanych jako ,orzech”. Analogicznie przy-
gotowac szalki z wyciagiem z liéci stonecznika (,,stonecz-
nik”) i pedow rzezuchy (,rzezucha”).

¢) Odstawi¢ szalki do zestalenia agaru.

d) Postugujac sie peseta, wysiaé po 10 nasion ogorka i rzod-
kiewki oraz 10 ziarniakéw pszenicy do szalek kontrol-
nych i zawierajacych badane wyciagi (zgodnie z opisem
w pkt. 2a), szalki zakry¢, zalepi¢ parafilmem, odstawié
do ciemnego pomieszczenia hodowlanego na 7 dni.
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Opracowanie wynikéw

Po 7 dniach policzy¢ % skielkowanych nasion, zmierzy¢ i usred-
ni¢ dhugo$¢ korzeni i pedéw siewek, opisa¢ wyglad siewek, wyniki
pomiarow przedstawi¢ w tabelach 13.2a, 13.2b, 13.2c.

Tabela 13.2a. Wptyw wyciggu z lisci orzecha na kietkowanie nasion i ziarniakow
oraz wzrost siewek ogoérka, rzodkiewki i pszenicy

Kontrola Nasiona }(ielkuj %cg w obecnosci
wyciagu z lisci orzecha
Gatunek Skielkowane | Wielko$¢ siewek | Skielkowane | Wielko$é siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzenr | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka

Tabela 13.2b. Wptyw wyciagu z liSci stonecznika na kietkowanie nasion i ziarniakdw
oraz wzrost siewek ogoérka, rzodkiewki i pszenicy

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola . o .
wyciggu z lisci stonecznika
Gatunek Skietkowane | Wielko$é siewek | Skielkowane | Wielko$¢ siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzefi | Ped | [% wysianych] | Korzeh | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka

Tabela 13.2c. Wptyw wyciagu z nasion gorczycy na kietkowani
oraz wzrost siewek ogorka, rzodkiewki i pszenicy

e nasion i ziarniakow

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola . , .
wyciagu z pedow rzezuchy
Gatunek Skietkowane | Wielko$¢ siewek | Skietkowane | Wielko$¢ siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzeri | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka
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Doswiadczenie Il

Badanie allelopatycznego wptywu eksudatow z peczniejgcych nasion
pomidora, stonecznika i kozieradki oraz ziarniakéw owsa na kietkowanie
nasion i ziarniakow oraz wzrost siewek ogorka, rzodkiewki i pszenicy

Materiat

nasiona ogorka, rzodkiewki, pomidoréow, kozieradki, stonecznika,
ziarniaki pszenicy i owsa

Odczynniki

1,5% roztwor agaru (200 cm?)

Sprzet laboratoryjny

15 szalek o $rednicy 9 cm, waga elektroniczna, 8 zlewek 100 cm?,
4 cylindry miarowe 50 cm?, 4 sitka, 5 kolb Erlenmeyera wasko-
szyjnych 250 cm?, pesety stomatologiczne, pesety krotkie, lopatki,
parafilm, taca, linijki 30 cm, markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Przygotowanie eksudatow
Odwazy¢ po 15 g nasion pomidora, stonecznika, kozieradki
i ziarniakéw owsa oraz pszenicy, przenie$¢ do opisanych
zlewek na 100 cm?, zala¢ 45 cm?® wody destylowanej, zlewki
umiesci¢ w ciemnoSci na 24—48 godzin. Nastepnie nasiona
iziarniaki odsaczy¢ na sitku i odrzuci¢, a wodne eksudaty
wykorzystaé do przeprowadzenia biotestu.
2. Wykonanie biotestu
a) Przygotowac 15 szalek o érednicy 9 cm i odpowiednio
opisaé poszczeg6lne warianty jako:
kontrola — ogorek; kontrola — rzodkiewka; kontrola
— pszenica
pomidor — ogoérek; pomidor — rzodkiewka; pomidor
— pszenica
stonecznik — ogorek; stonecznik — rzodkiewka; sto-
necznik — pszenica
kozieradka — ogorek; kozieradka — rzodkiewka; kozie-
radka — pszenica
owies — ogorek; owies — rzodkiewka; owies —
pszenica
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b) W kolbie Erlenmeyera na 250 cm? zmieszac 35 cm?®

wody destylowanej z 35 cm?® 1,5% agaru (~50°C), otrzy-
many agarowy roztwor rozlaé¢ po 20 cm?® do 3 szalek
opisanych jako ,kontrola”.

W kolbie Erlenmeyera na 250 cm® zmiesza¢ 35 cm?®
eksudatu z nasion pomidora z 35 cm?® 1,5% agaru
(~50°C), otrzymany agarowy roztwor rozlac po 20 cm?®
do 3 szalek opisanych jako ,pomidor”. Analogicznie
przygotowac szalki z eksudatem z nasion stonecznika
(,,stonecznik”), kozieradki (,kozieradka”) i ziarniakow
owsa (,owies”).

¢) Odstawi¢ szalki do zestalenia agaru.
d) Postugujac sie pesetg, wysia¢ po 10 nasion ogorka,

pszenicy i rzodkiewki do szalek kontrolnych i za-
wierajacych badane eksudaty (zgodnie z opisem
w pkt. 2a), szalki zakry¢, zalepié¢ parafilmem, od-
stawi¢ do ciemnego pomieszczenia hodowlanego na
7 dni.

Opracowanie wynikow

Po 7 dniach policzy¢ % skielkowanych nasion, zmierzy¢ i usred-
ni¢ dtugo$c¢ korzeni i pedow siewek, opisac¢ wyglad siewek, wyniki
pomiaréw przedstawié w tabelach 13.3a, 13.3b, 13.3¢, 13.3d.

Tabela 13.3a. Wptyw eksudatu z nasion pomidora na kietkowanie nasion i ziarniakow oraz
wzrost siewek ogorka, rzodkiewki i pszenicy

Kontrola Nasiona kielkuj acew obe?cnoéci
eksudatu z nasion pomidora
Gatunek Skielkowane | Wielko$¢ siewek | Skielkowane | Wielko$é siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]

[% wysianych] | Korzen | Ped | [% wysianych] | Korzeni | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka
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Tabela 13.3b. Wptyw eksudatu z nasion stonecznika na kietkowanie nasion
i ziarniakow oraz wzrost siewek ogdérka, rzodkiewki i pszenicy

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola eksudatu z nasion slonecznika
Gatunek Skielkowane | Wielko$éé siewek | Skielkowane | Wielko$¢ siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzen | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka

Tabela 13.3c. Wptyw eksudatu z nasion kozieradki na kietkowanie nasion
i ziarniakow oraz wzrost siewek ogoérka, rzodkiewki i pszenicy

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola eksudatu z nasion kozieradki
Gatunek Skielkowane | Wielko$é siewek | Skielkowane | Wielko$é siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzerr | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka

Tabela 13.3d. Wptyw eksudatu z ziarniakow owsa na kietkowanie nasion
i ziarniakow oraz wzrost siewek ogdrka, rzodkiewki i pszenicy

Nasiona kielkujace w obecnosci

Kontrola eksudatu z ziarniakow owsa
Gatunek Skielkowane | Wielko$é siewek | Skielkowane | Wielko$¢ siewek
nasiona [cm] nasiona [cm]
[% wysianych] | Korzen | Ped | [% wysianych] | Korzen | Ped
Ogorek
Pszenica
Rzodkiewka
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Doswiadczenie Il

Badanie allelopatycznego wptywu olejkow eterycznych naowocni
pomaranczy i szyszkojagéd jatowca na kietkowanie nasion i ziarniakow
oraz wzrost korzeni siewek ogérka, rzodkiewki i pszenicy

Materiat

olejek eteryczny pomaranczowy i jalowcowy, nasiona ogorka
i rzodkiewki, ziarniaki pszenicy

Sprzet laboratoryjny

9 stoikéw o $rednicy 9 cm, welna mineralna (9 sze$cianéw o kra-
wedzi 3 cm, wycietych nozem z bloku welny mineralnej), zlewka
1000 cm?, 9 krazkéw bibuly filtracyjnej o Srednicy 7 cm, pesety
stomatologiczne, bandaz szerokosSci 10 cm, taca gleboka, linijki
30 cm, markery

Wykonanie doswiadczenia

1. Sze$ciany z welny mineralnej wlozy¢ do zlewki, zalaé
woda destylowana do momentu dokladnego nasaczenia.

2. Przygotowat 9 stoikow o Srednicy 9 cm, opisac poszcze-
golne warianty jako:
kontrola — ogoérek; kontrola — rzodkiewka; kontrola —
pszenica
pomarancza — ogoérek; pomarancza — rzodkiewka; po-
marancza — pszenica
jalowiec — ogorek; jalowiec — rzodkiewka; jalowiec —
pszenica

3. Na spodniej stronie wieczka wszystkich stoikow potozyé
sze$cian z welny mineralnej dokladnie nasaczony woda
destylowana. Przygotowac 9 kawalkoéw bandaza z gazy
o rozmiarze 10 x 30 cm.

4. Za pomoca pesety stomatologicznej w polozone na wiecz-
kach sze$ciany welny mineralnej (zgodnie z opisem sto-
ikdw w pkt. 1b) wbija¢ kolejno po 10 nasion ogoérka, 10 na-
sion rzodkiewki i 10 ziarniakdéw pszenicy.

5. Na dnie kazdego sloika polozy¢ krazek bibuly filtracyj-
nej (zgodnie z opisem stoikow w pkt. 1b), na kazdy z kraz-
kéw nanie$é odpowiednio po 5 kropli olejku eterycznego
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pomaranczowego lub jalowcowego, w wariancie kontrol-
nym nie nakrapiadé.
6. SzeSciany welny mineralnej przykry¢ kawaltkiem bandaza,
unies$¢ wieczko i zwisajace konce bandaza naprezy¢ w taki
sposob, aby bandaz docisnat szeécian welny z nasionami

do wieczka, nastepnie odwrocié i zakrecic¢ wieczko.

7. Tak przygotowane sloiki umie$cic na glebokiej tacy napel-
nionej wodg destylowana, zwisajace wzdluz brzegow sto-
ikow konce bandaza zanurzy¢ w wodzie. Tace ze stoikami
odstawic na 7 dni do oéwietlonego pokoju hodowlanego,
codziennie kontrolowa¢ poziom wody na tacy. Nie dopu-
$ci¢ do wysuszenia bandaza.

Opracowanie wynikéow

Po 7 dniach policzy¢ % skietkowanych nasion, zmierzy¢ dtugosé
korzeni siewek, opisaé¢ wyglad siewek, wyniki pomiaréw przed-

stawic w tabeli 13.4.
Wariant Parametr Ogorek Pszenica | Rzodkiewka
Skietkowane nasiona
% wysianych
Kontrola L% y” yehl —
Dlugosé korzeni siewek
[cm]
Oleiki Skietkowane nasiona
ejk1 e"[er}’/czne [% wysianych]
szyszkojagod — —
. Dlugosé korzeni siewek
jalowca
[cm]
Oleiki Skietkowane nasiona
€] 1ete.ryczne [% wysianych]
naowocni Dluzodé k -
pomaraficzy ugos$¢ korzeni siewe

[cm]

Zinterpretowaé wyniki przeprowadzonych do§wiadczen.
Wyciggnac wnioski dotyczace zréznicowanego wplywu:
a) ekstraktow z lisci orzecha wloskiego i stonecznika zwy-

czajnego oraz pedow rzezuchy,

b) eksudatéw z peczniejacych nasion pomidora, stonecznika,

kozieradki i ziarniakoéw owsa,

Tabela 13.4. Wptyw
olejkéw eterycznych
szyszkojagod
jatowca i naowocni
pomaranczy na
kietkowanie nasion
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Przewodnik do ¢wiczen z fizjologii roslin ||

¢) olejkow eterycznych z naowocni pomaranczy i szyszko-
jagod jalowca na kietkowanie nasion i ziarniakéw oraz
wzrost siewek ogorka, pszenicy i rzodkiewki.
Zwroci¢ uwage na roznice wrazliwoéci badanych gatunkow
oraz organow (korzenie i pedy) na dziatlanie analizowanych
zwigzkow allelopatycznych.
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