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1. Uvod
Vsechny organismy existuji v uzké vazbé se svym abio-
tickym i biotickym prostfedim. Vyznamné jsou pfedev§im
takové vazby, které piimo souvisi se zajisténim vyzivy a roz-
mnozovéani. U autotrofnich organismt (pfedev§im fotolitho-
trofll) jsou to pfedev§im vazby na abiotické prostiedi, zatimco
u heterotrofi (hlavné parazit a symbiontli) pak vazby na
biotické prostfedi. Proces utvaieni takovychto vazeb se ne-
uskuteciuje sua sponte, ale na zdkladé informaci, tedy i ,,poz-
nan{" parazita ¢i symbionta nebo vzajemného rozpoznini
organismi v populaci. Pfenos informaci se déje pomoci pro-
dukce specifickych chemickych sloucenin, které jsou organis-
mem vylucovdny do okolniho prostiedi (nadzemnimi i pod-
zemnimi &4stmi rostlin, pokozkou, exkrementy atd.).
Vzéjemné vztahy mezi rostlinami a mezi nimi a prostfedim
ovliviiuji pfedevsim jejich relativni stdlost v biotopu. Tyto
vztahy mtzeme rozdélit do tii kategorii - akce, reakce a ko-
akce a obecné je zahrnout pod pojem allelopatie (vzdjemné
ovlivnéni)'. Allelopatie je definovdna jako biochemicka in-
terakce mezi rliznymi rostlinnymi druhy (v€etné ptidnich mi-
kroorganismil). Jejim vyraznym rysem je pfedevsim ticast tzv.
allelopatik, chemickych latek, které funguji pfedevsSim jako
prenaSece informaci, Allelopatické Uc€inky jsou mimofddné
vyznamné pro vzajemné vztahy mezi rostlinnymi druhy jak
v pfirozenych ekosystémech, tak i v agrosystémechl a4
Prikladem vzdjemného pusobeni rostlin mize byt napfi-
klad existence tzv. mykorrhizosféry v lesnich porostech, kdy
vétSina vyssich rostlin spojuje sviij kofenovy systém s riznymi
mikroorganismy. Zatimco naptiklad houba poskytuje rostliné
svymi houbovymi vldkny nékteré nerostné latky (napf. fosfaty
aj.), rostlina naopak zisobuje houby produkty fotosyntézy
(organickymi ldtkami, nap¥, cukry, aminokyselinami atd.). V né-
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kterych ptipadech miiZze byt tato symbiéza volngjsi (ektomy-
korrhiza), jindy je velmi izkd (endomykorrhiza), kdy houbovd
vlakna prortstaji dovniti kofentl hostitelské rostliny nebo
dokonce i nékolika rozdilnych rostlin. Transport hmoty se pak
mize uskutec¢iiovat mezi houbou a hostitelskou rostlinou nebo
dokonce i mezi nékolika hostitelskymi rostlinami prostiednic-
tvim houby. Tim se miize do zna¢né miry eliminovat pfipadny
deficit ur€itych zivin vlivem zhorSeného metabolismu nebo
nepfiznivych vlivii vnéjsiho prostfedi na oba symbionty,

Zcela opaénym prikladem miize byt napiiklad cizopasna
rostlina Striga hermothica, kterd parazituje na kofenové Casti
prosa, kukutice, ¢iroku a lusténin. Rostlina produkuje az 10°
miniaturnich semen, kterd mohou prezit v pidé az nékolik
desetileti. VykliCeni semen je podminéno piitomnosti dosta-
te¢nych koncentraci specifickych chemickych latek (tzv. sar-
golaktonu) v kofenovych exudatech hostitelské rostliny.. Te-
prve pritomnost sargolaktonu v pudé zplsobuje vykliCeni
semen Strigy a nasledné i tvorbu kofenovych vybézka (haus-
torium), kterymi Striga pronika do kofenového systému hos-
titele, od¢erpavd mu ziviny a metabolity a tim hostitele i¢inné
oslabuje nebo likviduje.. Nékteré rostliny naopak vylucuji
allelochemikdlie, které v podate¢nich. stadiich vyvoje retarduji
kli¢eni semen nebo vyvoj jinych rostlin ve svém blizkém
okoli. Tak si pro sebe zabezpecuji dostatek energie a zivin.

Za allelochemikalie® jsou povazovdny mnohé sekund4rnf
metabolity, jako fenoly, flavony, isoflavony, alkaloidy. sapo-
niny, fytoalexiny, fytosteroly, terpeny, polyacetyleny, mastné
kyseliny a dalsi slouéeniny, které jsou vylu¢ovédny do prostiedi
nebo do téla hostitele. Tyto chemické latky jsou produkovany
v riznych orgdnech s rliznou intenzitou (jak v prostoru tak
i v Case) a mohou byt kumulovany v riiznych rostlinnych
castech. Allelochemikdlie jsou pak uvoltiovdny do prostfedi
z nadzemnich ¢&ésti rostlin, kofenovymi exuddty, dekompozici
zbytkil rostlinné biomasy, mikrobidlni aktivitou (bakteriemi,
houbami a aktinomycetami) a agronomickymi zasahy®”’. Vy-
znamnou roli mezi ostatnimi slou¢eninami.sehravaji v allelo-
patii také rostlinné fenoly'""”, mezi néz lze zafadit i derivaty
kyseliny benzoové a skoficové (viz obr.. 1).

Allelopatii studuji mnohé védni discipliny, jako botanika,
chemie, biochemie, mikrobiologie, fytopatologie, fyziologie,
entomologie, ekologie, agronomie, pudoznalstvi, lesnictvi
a zahradnictvi. V soucasné dobé stoupa zdjem o vyzkum alle-
lopatie v celé fadé védnich disciplin také proto, Ze allelopatic-
ké latky by mohly byt potencidlné vyuzity jako pfirozené
herbicidy, insekticidy a eventuelng ijako riistové regulatory'.
Slechténim lze rovné&’ vypéstovat rostliny, které produkuji
vyssi' ¢i niz§i koncentrace latek allelopatického charakteru
ovliviujicich jejich odolnost vii¢i 'chorobdm ¢i plevelim, rost-
liny s vysokou produkci lehce tékavych allelochemikdlii pi-
sobicich proti hmyzim Skidctim atp.

2. Typy laboratornich testia (bioassay)

Pro sledovani t¢innosti a pochopeni vlivli allelopatickych
latek v allelopatii je nutné zvolit vhodny biologicky test, tzv.
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bioassay. Pro volbu nejvhodnéjsiho testu k posouzeni allelo-
patickych ucéinki a pro zhodnoceni mechanismu sniZzovani
produkce kulturnich rostlin v agrosystémech je doporuc¢ovano
nékolik krokt, které zahrnuji pozorovdni a méfeni v terénu,
provadéni provoznich a poloprovoznich pokust, pokust ve
sklenicich nebo pokusnych nddobdch a kone¢né i laboratorni
testy se semeny nebo kli¢icimi rostlinami. Cilem téchto test
by mélo byt urceni allelopatického potencidlu, stanoveni cel-
kové koncentrace allelopaticky aktivnich latek, identifikace
a stanoveni koncentrace jednotlivych allelopatik, stanoveni
allelopatického potencidlu vybranych latek nebo jejich smési,
procenta navratnosti (recovery) a rovnéz osudu allelopatic-
kych latek v ptidé a organismech. K témto tGéelim je moZno
pouzit jednak extrakty nebo vyluhy z celych rostlin nebo jejich
¢asti nebo pifimo izolované chemické slouceniny nebo jejich
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Obr. 1. Derivaty kyseseliny benzoové a skoficové. / kyselina ben-
zoova, // kyselina 4-hydroxybenzoova p-hydroxybenzoovd), /// kyse-
lina 3,4-dihydroxybenzoova (protokatechovd), IV kyselina 3,4,5-
-trihydroxybenzoova(gallova), V kyselina 3-hydroxy-4-methoxyben-
zoova (vanilovd), VI kyselina 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoova
(syringovd), VIIkyselina skoricova, VIII kyselina 4-hydroxyskofico-
va (p-kumarova), IX Kyselina 3,4-dihydroxyskoficova (kavova), X ky-
selina 4-hydroxy-3,5-dimethoxyskoficova (ferulovd), X/ Kkyselina
chlorogenovd
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smési. Z hlediska plsobeni lze testy rozdélit na testy ve
vodnich kulturach, Cistych (pisek, nete¢ny materidl...) ¢i pres-
né definovanych tuhych substriatech (zeolity, ptida...) a na
ptsobeni plynnych nebo lehce tékavych komponent.

Dalsim problémem je vybér vhodného rostlinného mate-
ridlu, nebot uinky jednotlivych allelochemikalii jsou velmi
riznorodé. Uéinky rozdilnych latek stejné chemické povahy
se mohou u jedné rostliny liSit podobn¢ jako ucinky jedné latky
u riiznych rostlin. Naopak mohou byt vnéjsi projevy plisobeni
riznych latek u jedné nebo i vice rostlin podobné ¢i shodné.
Vsechny allelochemikélie v§ak v urcitém rozmezi koncentraci
fyziologicky ovliviiuji (stimuluji nebo inhibuji) rist a vyvin
rostlin. Cela fada z nich ma vliv na kli¢eni, jiné zptsobuji
depresi transpirace rostlin nebo inhibuji fosforylacni mecha-
nismus. Jiné depolarizuji membranovy potencidl bunky, méni
strukturu a vlastnosti membrdn a tim pfijem Zivin. Nékteré
zasahuji do buné¢éného déleni a nebo enzymatickych procest,
snizuji mitotickou aktivitu a ovliviiuji respiraci atd. Mechanis-
mus jejich ptisobeni v§ak doposud nenijednozna¢né znam.

K stanoveni allelopatického potencidlu mohou byt pouZzity
rozdilné typy laboratornich metod'"". Kli¢em semenje jednim
z dilezitych parametrt pro uréeni allelopatického potencidlu
fenolickych slougenin™. Avsak pouZiti tohoto parametru pro
vyhodnocovini laboratornich testti ma zna¢né nedostatky'®!°,
nebot interakce v tomto piipadé navic zahrnuji jak promotory,
tak i inhibitory pusobicich fenolickych allelochemikalii. Dalsi
metoda pouziva semenacka, u kterych se jako kritéria intenzi-
ty fytotoxicity fenolickych latek u biologického materidlu'®
pouziva vyhodnoceni hmotnosti ¢erstvych vyhonk a kofena.

Rada studif vyuzivajako testovaciho materidlu pro biome-
tody saldtu pro jeho vysokou citlivost k allelochemikdliim.
Blum a Rebeck® popisuji vliv kyseliny ferulové na tvorbu
kofenového systému. Chou a Patrick’ identifikovali kyselinu
maselnou, 4-hydroxymadselnou, fenyloctovou, benzoovou, p-
-hydroxybenzoovou, vanilovou, ferulovou, syringovou, p-ku-
marovou a kdvovou, resorcinol, floroglucinol a salicylaldehyd
v produktech dekompozice zbytki zrn zita. V produktech
dekompozice zbytkl Zita nalezli’' kyselinu ferulovou, vanilo-
vou, fenyloctovou, p-kumarovou, 4-hydroxybenzoovou, sali-
cylovou a o-kumarovou a salicylaldehyd. Testovali allelopa-
ticky efekt té€chto sloucenin na rist saldtu a zjistili, Ze kyseliny
fenyloctové, 4-fenylmadselnd, salicylovéd, benzoova a o-hydro-
xyfenyloctova byly inhibitory rlstu salatu v koncentracich
25-50 ppm, kdeZto ostatni fenolické slouceniny byly allelo-
paticky aktivni v koncentracich teprve od 100 ppm. Podobné
Li a spol.” studovali interakce kyseliny trans-skoficové, o-,
m-, p-kumarové a chlorogenové a vliv téchto fenolickych latek
na rust salatu.

Dornbos a Spencer” popisuji vyuZiti agarovych desek
jako biometody (bioassay) pro studium klic¢eni vojtésky (Me-
dicago sativa) a travy (Lolium multiflorum). Vybrané allelo-
chemikalie ptiddvali do kultivaéniho média a zjisfovali jejich
vliv na pribéh kli¢eni.

3. Pudni faktory

Pro pochopeni t¢inkt fenolickych litek a sledovani inter-
akci v eko- a agrosystémech je nutné zohlednit taktéz faktor
pidy, nebot pida je velmi slozity fyzikdlni, chemicky a bio-
logicky systém. Jednotlivé fenolické allelochemikalie, které
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vstupuji do plidniho systému, jsou vystaveny procesim jako
retence, transformace a transport’. Na vstup do ptidy a ptiso-
beni fenolickych allelochemikdlii maji vliv rovnéZz padni cha-
rakteristiky jako vodni rezim, obsah Zivin, teplota, pH a obsah
organické hmoty’,

Retencni procesy zpomaluji pohyb allelochemikalii v pro-
stfedf. Huang a.spol.” studovali retenci fenolickych kyselin
vanilové. syringové, ferulové, p-kumarové a p-hydroxybenzo-
ové na hydroxohlinitych a Zelezitych slouc¢eninidch obsaze-
nych v padé a jilech. Fenolické kyseliny jsou znamy svou
adsorpei na minerdlech v jilech a na hydroxidech Zeleza*%
Ortho-substituované fenolické slouceniny, jako kyselina sali-
cylovd a o-kumarovd, a dihydroxy-substituované fenolické
slouceniny, jako kyselina protokatechova a kavova, se adsor-
buji’ na jilové minerdly ve formé& cheldtd s kovy™. Dalton
a spol.” studovali diference v dynamice sorpce exogenné
dodanych kyselin ferulové, p-kumarové, p-hydroxybenzoové
a vanilové v riznych typech pud. Shledavaji vyznamnou
sorpci vSech testovanych latek ve vSech typech pud. Névrat-
nost (recovery) téchto fenolickych kyselin je riiznd v zavislosti
na typu pouzité pady, pidniho profilu, ¢ase a typu funkénich
skupin obsazenych na aromatickém jadfe fenolickych slouce-
nin, Transformaéni procesy méni formy a vedou k ¢dsteéné
nebo kompletni degradaci.

Transportni procesy determinuji rychlost s jakou se pohy-
buji fenolické allelochemikalie v pldnim prostfedi. Pddni
proménné jako pH, obsah Zivin a organické hmoty, iontomé-
ni¢ové a oxida¢ni schopnosti sehravaji dileZitou roli v osudu
fenoldl v pidé. Inderjit a Dakshini'® ukdzali na vysoce vyznam-
nou ulohu kvality pudy ve vztahu k allelopatii. Allelopaticky
efekt fenolickych sloucenin vzristd v ptdach chudych na
Ziviny”.. Stowe a Osborn® studovali vliv dusiku a fosforu na
fytotoxicitu fenolickych slou¢enin a shledali, ze fenolické
slouceniny byly G¢innymi inhibitory ristu pfedev§im pfi niz-
kych koncentracich Zivin. Allelopaticka aktivita kyseliny hy-
droxyskoficové a jejiho fotochemického degradaéniho pro-
duktu ceratiolinu, uvolnéného z Ceratiolia ericoides, byla
zvy$ena u nizkych obsahti dusiku a drasliku v pdé™. Blum
a spol.’' popisuji, Ze koncentrace fenolickych allelochemikalif
byla ve vzdjemném vztahu s pH ptdy, vlhkosti, celkovym
obsahem uhliku a celkovym obsahem dusiku v ptdé.

4. Biotické faktory

Hustota porostu, ristova stadia, mikrobidlni aspekty a staii
rostlin patii mezi biotické faktory podilejici se na aktivité
fenolickych slou¢enin’. Whitehead a spol.” ukdzali, 7e kon-
centrace fenolickych sloucenin v pidé je vyznamnym fakto-
rem pro rist a diferenciaci rostlin. Weidenhamer a spol.”
demonstrovali, Ze pokles fytotoxicity vzristd s hustotou po-
rostu (plant denzity), ponévadz pfi vy$si hustoté piijima kazd4
rostlina men$i mnozstvi kazdé potencidlni allelochemikdlie,
Gallet a Lebreton™ uvadgji, Ze pouze jedna aZ t¥i minoritni
fenolické slouceniny, ziskané ze zeleného listi, byly také
nalezeny v hnédém listi, Dokazujf, Ze kyselina protokatechovd
a p-kumarova byly zastoupeny v hnédém listi ze 20-30 %
z ptivodniho obsahu v zeleném listi, a Ze p-hydroxyacetofeno-
nu bylo v hnédém listi pouze 5 % oproti piivodnimu obsahu
v zeleném listf a p-hydroxybenzaldehyd a katechol z hn&dého
listi dokonce tplné vymizely.
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Mikroorganismy jsou vSeobecné¢ zapojeny do allelopa-
tie* '%. Houby Pullularia fermentans degraduji rutin na floro-
glucinol, na kyselinu protokatechovou a na kyselinu 2-pro-
tokatechuyl-floroglucinol-karboxylovou™. . Mikroorganismy
Rhodotorula rubra a Cephalosporium curtipus metabolizuji
kyselinu ferulovou na kyselinu vanilovou, pak na kyselinu
protokatechovou a v kone¢né fazi na kyselinu P-keto-adipo-
vou, Metabolity z mnoha mikroorganismu sehravaji dileZzitou
roli ve fytotoxicité rozloZenych zbytki rostlinnych organt’*.
Gallet a spol.* popisuji vymizeni p-hydroxyacetofenonu
u smrku a kyseliny kdvové u bortivek. Tento efekt pripisuji
pasobeni specifickych mikroorganismu.

5. Extrakce a izolace fenolickych

allelochemikalii

Vétsina fenolickych sloucenin, identifikovanych jako al-
lelochemikalie, byla extrahovana z rostlinného materidlu. Ur-
¢ité slouceniny obsazené v rostlinnych ¢astech mohou vyka-
zovat inhibi¢ni efekt v druhovych testech, ale ve vyluzich
a exudatech z rostlin tento efekt nevykazuji. K potvrzeni ak-
tivnich fenolickych ldtek v allelopatii je vhodné shromaézdit
data o koncentraci bioaktivnich fenolickych slou¢enin v mé-
diu (které jsou uvoliiovidny do prostfedi), tdaje o Casovém
pasobeni, o statické a dynamické ucinnosti fenolickych slou-
Cenin, existenci aditivnich (synergickych) nebo parcidlnich
antagonistickych aktivit fenolickych slou¢enin i dalsich létek,

Metody extrakce a izolace fenolickych litek z rostlinného
materidlu jsou zaloZeny pievdzné na acidité karboxylovych
a hydroxylovych skupin vdzanych na aromatické jadro. U riz-
nych matric pevnych vzorki, jako jsou ptida a rostliny, byva
v prvni fazi provadénd Ucinna a rychld ultrasonifikace, prosta
extrakce kapalinou, nékdy pouze digesce rozpoustédlem nebo
soustavou rozpoustédel, v nichZjsou analyty dobfe rozpustné.
Torri a spol.” srovndvali pouiti konvenéniho .sonifikdtoru
s homogenizatorem pro extrakci fenolickych sloucenin z ers-
tvého listi Acomostylis rossi a Ouratla luceus.. Dokazuji, Zze
vEétsi vytéznost a ti¢innost méla homogenizaéni technika.

V posledni dobé se stale vice vyuzivd kombinace separac-
nich a obohacovacich technik, které zajistuji prekoncentraci
sledovanych analytti a pfipadné i odstranéni neZzddoucich
komponent z analyzovaného materialu. Pevné misto v této
oblasti zaujima extrakce tuhym sorbentem (Solid Phase Ex-
traction - SPE)*. Glowniak a spol.” popisuji pfeci§téni rost-
linného extraktu a izolaci fenolickych kyselin na SPE kolon-
kéach pIn&nych sorbenty s oktadecylovymi a kvarternimi amo-
niovymi skupinami. Buiarelli a spol.* provedli srovndni SPE
techniky (kvarterndrni amin v kombinaci s oktadecylovym
sorbentem) s klasickou extrakci diethyletherem a extrakci
diethyletherem v kombinaci s PEG. Nejlepsi vytéznost davala
SPE technika. V posledni dobé se.stale vice vyuzivd novych
typti sorbentti. Pocurull a spol.*' pouZili kombinace Carbopack
s poly(styren-divinylbenzenovym) sorbentem, kde vyuZzivaji
sorbce aromatického jadra fenolickych slou¢enin na tento
kopolymer. Klejdus a spol.” provedli srovnéni fady SPE sor-
bentli. Mezi nejvhodnéjsi se jevi polymerni sorbenty. Verotta
a Peterlongo® pouZili pro ‘izolaci fenolickych latek extrakci
tekutinou (oxidem uhli¢itym) v nadkritickém stavu (Supereri-
tical Fluid Extaction - SFE).
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Koncentrace fenolickych slou¢enin mtize byt stanovena
dvémi skupinami metod: 7) chemickou, kterd vyuziva redoxni
reakce kovové vazby a postupy zalozené na specifické che-
mické aktivité*a 2) tzv. protein-binding assay, kterd vyuzivé
stanoven{ tanninové kapacity fenolickych slouéenin®. Water-
man a Mole'® porovnavali rizné metody pro stanoveni cel-
kového obsahu fenoli Folinovu-Denisovu, Folinovu-Ciocal-
teauovu a Priceovu-Butlerovu metodu. V téchto piipadech
mohou vznikat interference nefenolickych slou¢enin, coz ma
za ndsledek nepresnost ve stanoveni celkovych koncentraci
fenolickych sloudenin. Van Alstyne*® srovnava tfi metody pro
stanoveni fenolickych sloucenin: /) Folinovu-Ciocalteauovu
metodu pro slouceniny rozpustné v 80 % methanolu, 2) Foli-
novu-Ciocalteauovu metodu pro slouc¢eniny rozpustné v 75 %
methanolu a 25 % Kkyseliné trichloroctové, 3) metodu s pouZzi-
tim polyvinylpolypyrollidonu, ktery je vhodny pro navdzani
fenolickych sloucenin. Shledavd, Ze prvni z téchto tii metod
dévé nejreprodukovatelnéjsi vysledky.

Pro stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin
v pudé byva pouzito adice fytotoxickych litek a srovnani
jejich koncentrace v pudé pied adici fytotoxickych latek.
Inderjit a Dakshini"® diskutuji vyznam chemické proziravosti
béhem izolace allelochemikalii. Navrhuji omezeni pouziti
organickych rozpoustédel a mleti vzork(l pro extrakci. Orga-
nickd rozpoustédla mohou strhdvat slouceniny z organické
hmoty, mikrobidlnich membran atd."” Mleti miize mit za na-
sledek uvolnéni uréitych enzymt, soli, aminokyselin a dusi-
katych sloucenin, které nemohou byt jinak uvoliioviny béhem
ptirozenych podminek',

Pro separaci fenolickych sloucenin z pudy je k dispozici
fada metod. Blum a spol.* doporuduji pro extrakci volnych
a reverzibilné vazanych fenolickych sloucenin vodu a EDTA.
Autofi* uvadgji, ze extrakce piid EDTA a vodou dévaji alle-
lopaticky vyznamné hodnoty volnych a reverzibilné vazanych
fenolickych slou¢enin. Kaminsky a Muller” navrhuji alkalic-
kou hydrolyzu s pouZitim 0,5 % Ca(OH),a 2 M-NaOH. Dalton
a spol.>’ doporudujiextrakei z neutralniho prostiedi s pouzitim
vody a Na,EDTA o pH 7,5 jako chelataéniho ¢inidla. Tato
metodaje vyuzitelnd pro potvrzeni pritomnosti a odhad obsa-
hu aktivnich fenolickych sloucenin v pudé. Dalton a spol.ﬁl
srovndvali rozdilné extrakéni postupy z hlediska jejich schop-
nosti separace v navaznosti na sledovani ve vodé rozpustnych
fenolickych sloucenin z pidy. Kladou diiraz na vyznam vybé-
ru vhodného extrakéniho postupu ve vztahu k ziskdm ekolo-
gicky relevantnich vysledkd.

6. Identifikace a stanoveni rostlinnych fenol

Detekce a identifikace biologicky aktivnich ldtek hraje
strategickou roli v allelopatickém vyzkumu.. Mezi orienta¢ni
techniky patii chromatografie na tenké vrstvé (TLC) popf. na
koloné (CC). Pro kvalitativni a kvantitativni stanoveni jednot-
livych fenolickych sloucenin v ptdé a rostlinnych extraktech
¢i kofenovych exudétechjsou s tispéchem pouzivany’*>*pie-
dev§im chromatografické a elektromigrani metody - HPLC,
GC a CE (cit.”), hmotnostn{ spektrometrie (MS) a nukledrn{
magnetickd rezonance (NMR).

Nejcastéji se pouziva uspofaddni s reverzni fazi na alkylo-
vanych silikagelech C18 piipadné styren divinylbenzenovych
kopolymerech s oktadecylovym Yetézcem. Pro stanoveni fe-
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nolickych sloucenin by155'58 napiiklad s vyhodou pouzit sor-

bent Hypersil BDS C18, ktery vykazuje vysokou selektivitu,
a¢innost a symetrii tvaru pikli oproti bézné pouzivanym sor-
bentim typu ODS C18. Pouze vyjimeéné se pouziva silikagel
alkylovany s 6 ev..8 C v fetézci. Separace se provadi pomoci
izokratické nebo gradientové eluce mobilni fizi, kterou tvofi
smés methanolu nebo acetonitrilu s vhodnymi tlumici (kyse-
lina mravenci, octovd, fosfore¢na atd.). Detekce jednotlivych
latek se provadi bud spektrofotometricky v UV oblasti (220-
300 nm, jen vyjime&n& nad 300 nm). Identifikacejednotlivych
latek spocivd v porovnani retencnich Cast s Casy standardii,
coz v mnoha piipadech vede k omylim. Tyto udaje nékdy
byvaji doplnény srovnanim spekter v UV-VIS oblasti pomoci
DAD detektoru a odpovidajicich knihoven spekter. Stanovenf{
obsahu allelochemikdlii bylo provddéno v riiznych typech
matrice (liSejniky, klra stromit, ptda, rostlinné extrakty
at d‘)59_68

V piidé byly identifikovany kyseliny p-hydroxybenzoova,
vanilovd, syringovd, ferulovd, p-kumarovd, zatimco pfitom-
nost kyseliny kdvové prokdzéna nebyla”. Vysledky viak silng
zéavisi na dc€innosti extrakéniho postupu a citlivosti detekce.
V bramboréch byly prokdzany kyselina chlorogenovd, gallo-
v4, protokatechova a kdvové, pfiCemz nejvétsi vytézek fenol-
karboxylovych Kkyselin byl ziskan pfi varu pod zpétnym chla-
dicem®. Na zdkladé sledovéni obsahu jednotlivych fenolic-
kych latek v kiife stromd byly prokdzany sezonni vlivy, vliv
odrid a dalsich faktorti na odolnost vic¢i infekcim Discospo-
rium populeum® Obsah fenolickych sloudenin v kife topoli
umoznuje rozliSeni odrid topolt odolnych ¢i citlivych k bak-
teridlni ndkaze®. Sekundérni metabolity, pfedevsim fenolkar-
boxylové kyseliny, byly rovnéZ identifikovany v lisejnicich®.

Kyseliny skoficovd, p-kumarova, kdvova a ferulovd spolu
s dalsimi slou¢eninami byly identifikovany jako meziproduk-
ty pfi dozravani papriky Capsicum annuum®. Fenolkarboxy-
lové kyseliny byly identifikovdny v buné&énych sténdch po
digesci mikrovlnnou energii”. Vanilin, kyselina vanilova, 4-
-hydroxybenzoové a 4-hydroxybenzaldehyd a dalsi slouceni-
ny byly separovany a identifikoviny HPLC a metoda je po-
uzitelnd pro sledovéni vlivu odriid, agronomickych postupt
a postupli ‘zpracovani na kvalitu vanilky®. Kyseliny gallov4,
chlorogenové, 4-hydroxybenzoovéd, p-kumarovd, ferulova
a vanilové byly nalezeny v deseti riznych druzich séji Glycine
max a jejich obsah lze pouZit k identifikaci druh@”’. Obsah
kyseliny 4-hydroxybenzoové a 4-hydroxyfenyloctové byl sta-
noven ve slamé a produktech jeji dekompozice LC s elektro-
chemickou detekci®.

Cenné informace o chemické struktuie studovanych me-
tabolitd mizeme ziskat on-line a off-line spektralnimi techni-
kami’. Mezi off-line techniky patii spektrofotometrické me-
tody v ultrafialové a viditelné (UV-VIS) nebo infratervené
oblasti (IR), hmotnostnispektrometrie a nuklearni magneticka
rezonance ('"H-NMR, "*C-NMR). On-line techniky zahrnuiji
GC, HPLC a CE ve spojeni s diode array detekci (UV-VIS
DAD) nebo detekci pomoci hmotnostni spektrometrie LC/
MS, LC/MS/MS, GC/MS av neposledni fadg i kombinaci LC
s nukledarni magnetickou rezonanci LC/NMR. Nejnovéjsi uve-
deni tandemu LC/NMR predstavuje tcinny doplnék k LC/
UV/MS technikdm. Pfedevs$im vyfeSeni potfebnych rozhrani
pro spojeni téchto technik s HPLC a CE ndm poskytne béhem
jedné analyzy dostatek informaci o struktufe identifikovanych
metabolit.
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7. Zavér

Rostlinné fenolické slou¢eniny jsou jednou z vyznamnych
skupin sekunddrnich metabolitd podilejicich se podstatnou
roli v allelopatii. Navic je prokdzana i genotypova odliSnost
v produkeci allelochemikélii a jejich odli$nd Géinnost na rtizné
druhy a rtizné genotypy téhoz druhu®"®. Allelochemikélie
plni také tlohu informacni nebo jsou fyziologickou soucasti
obrany ¢i utoku rostliny (latky ochranného charakteru) pfi
biotickych vztazich rostlin s jinymi organismy, mezi riznymi
druhy rostlin (allelochemicky efekt - allomony, kairomony,
depresanta) nebo uvnitf druhu (interspecificky chemicky efekt
- autotoxiny, adaptivni autoinhitory a feromony). Nékteréjsou
pro rostlinu zivotné dilezité, napf. fytohormony, jiné se jevi
jako skute¢né odpadni produkty.

Plsobeni allelochemikalii je podminéno fadou jejich fyzi-
kdlnich a chemickych vlastnosti. Uéinky rostlinnych extrakt
nebo izolovanych latek na rostliny, fytopatogenni organismy
a dokonce i vybrané druhy hmyzu® byly jiz testovany dfive,
av8ak ucinky na respiraci, buné¢né déleni, aktivitu emzymi
a strukturdln{ stavbu pletiv a bunék teprve neddvno”"’*. PHi
studiu vzajemnych interakci byly zkoumdény vztahy uvnitf
druh®'®”, mezi rostlinami, mikroorganismy a Zivo&ichy”,
mezi stromy a jinymi rostlinami a navzdjem” i vzdjemné
vztahy hostitele a parazita a autotoxicita”””’. V rdmeci eusym-
biézy byla vénovdna pozornost spoluziti dvou druhti odlis-
nych organismu v relativné pfesné vymezeném prostoru (ple-
tivu), dale vztahu k chemickému slozeni rostlinnych exudatt
a jejich moznému vyuziti v praxi”'*'. Existuji také prace, které
sleduji vliv téchto latek na kvalitu zemédélské produkce z
hlediska stravitelnosti, pfijmu a chutnosti a vyzivné hodnoty".

V predkladané praci jsou podany moznosti uplatnéni
a vhodnosti nasazeni biotestli (bioassay) na ovéieni biologické
aktivity fenolickych latek, vlivii ptidnich a biotickych faktort
k pochopeni Géinki a interakci fenolickych sloucenin v eko-
systémech. Je popsdna vhodnost pouziti novych extrakénich
technik jako jsou extrakce pevnou fazi (SPE) a extrakce teku-
tinou v nadkritickém stavu (SFE) pro izolaci fenolickych
sloucenin. Néstup tandemovych technik, mezi které patii LC/
MS, LC/MS/MS, CE/MS a LC/NMR ve spojeni s HPLC/UV-
-VIS a CE/UV-VIS ndm umoziuji pfesnou identifikaci latek
a poskytnou informace o struktufe téchto biologicky aktivnich
latek. Zajem o studium vlastnosti a fyziologické ucinky fyto-
chemikalif roste predev§im proto, Ze by mohly byt potencidlné
vyuzity jako pfirodni, k zivotnimu prostiedi Setrné pesticidy
a rastové regulatory, jako pfirodni lé¢iva (kancerostatika, an-
tipyretika aj.) a v fadé dalSich oblasti. Rostlinné fenoly sehra-
vaji dilezitou ulohu ve farmakologii, mediciné, vyzivé zvifat
a v neposledni fadé€ i v oblasti rostlinné fiSe svymi chemickymi
ucinky.

Tato prdce vznikla zafinanénipodpory grantu MSMT CR
v rdmci programu ,, Posileni vyzkumu na vysokych skoldch"
reg. ¢. VS97014.
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B. Klejdus and V. Kubaii (Department of Chemistryand
Biochemistry, Mendel University of Agriculture and Forestry,
Brno): Plant Phenolic Compounds in Allelopathy

Applications and importance of bioassays for controlling
of biological activity of phenolic compounds, effect of soil and
biotic factors for understanding these effects and interactions
of phenolic substances in ecosystems are discussed. New
extraction techniques, i.e. solid phase extraction (SPE) and
supercritical fluid extraction (SFE) for isolation of phenolic
substances are described in comparison with classical techni-
ques. Application of tandem (hyphenated) techniques, such as
LC/MS, LC/MS/MS, CE/MS and LC/ NMR in combination
with classical separation HPLC/UV-VIS and CE/UV/VIS tech-
niques allows exact identification of natural substances and
gives detailed information on structure of these biologically
active substances. An enormous interest in studies of basic
characteristics, physico-chemical properties and physiologi-
cal activities of phytochemicals increases mainly because of
their potential application as natural, nontoxic pesticides and
growth regulators, as natural phytopharmaceutics (canceros-
tatics, antipyretics etc.) and in other branches. Natural phenols
also play an important role in pharmacology, medicine, animal
feeding and in the environment by their chemical effects.





