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Abstract

The concent of formononetin, the predominant estrogen, was analysed in four cultivars of red
clover. Its highest content was found in cv. Jubilatka (tetraploid) — 0,57 % DM, next, in cv.
Hruszowska (diploid) — 0, 44%, Radyka (tetraploid) — 0,39 % and Skrzeszowicka (diploid) - 0,3 %.
High variation from plant to plant was found in all of the analysed cultivars, which makes it possible
to select for a low formononetin clover population. The content of formononetin in individual
plants in two consecutive years was positevely correlated. The content of biochemin A in two
cultivars was also analysed employing a semi-quantitative TCL test. It was found that the concent
of these two estrogens in individual plants was positively correlated. However, some individual
plants containing high ammount of only one estrogen were also found. Because of that in the
selection for low-estrogen red clover, after selection of low formononetin plants, an additional test
for biochanin A is recomended.

WSTEP

Koniczyna jest bardzo cenng ro§ling pastewna wykorzystywang w zywieniu
zaréwno bydla, jak i trzody chlewnej. Koniczyna zawiera duzo biatka oraz innych
skladnik6w pokarmowych, takich jak weglowodany, karoten, sole mineralne
i witaminy. Zbierana we wczesnym stadium wzrostu zawiera niewiele widkna,
dzigki czemu moze by¢ skarmiana przez zwierzeta jednozotadkowe.

W Polsce, w powszechnej uprawie znajduje si¢ koniczyna czerwona (Trifolium
pratense L.), biata (T. repens L.) oraz w mniejszym stopniu szwedzka (T. hybridumL.).
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Ostatnio rozpoczeto w Polsce badania nad koniczyna podziemna (T. subterraneum L.).
Wiszystkie wymienione koniczyny zawicraja izoflawony — naturalne skladniki ro§linne
0 dziataniu estrogennym, Zwigzki te powoduja bezptodno$¢ 1 poronienia u zwierzat
(Bennettsiin, 1946;Chang iin., 1969;Shutt iin., 1970). Oprocz dzialania
estrogennego, izoflawony pogarszaja prawdopodobnie smak paszy i obnizaja jej
spozycie przez zwierze¢ta (Francis iin., 1973).

Najwyzsza zawarto$cia izoflawonéw i aktywnoScia estrogenng charakteryzuje
si¢ koniczyna podziemna, dawne odmiany tej Koniczyny zawieraly ponad 3 %
izoflawonéw w suchej masie. Jak wykazano we wcze$niejszych badaniach Jurzy -
sta iin, 1989) pozostate koniczyny uprawiane w Polsce, z wyjatkiem koniczyny
czerwonej, zawieraja nieznaczne iloSci izoflawonéw. W Koniczynie czerwonej
wystepuja: formononetyna, biochanina A, pratenseina, daidzcina i genisteina,
z czego ok. 90 % stanowia formononetyna i biochanina A Jurzysta iin., 1989).

W piSmiennictwie brak jest jakichkolwiek danych na temat zawartosci
izoflawonéw w polskich odmianach koniczyny czerwonej oraz zmiennosci
migdzyosobniczej w zawarto$ci izoflawondow.

Stwierdzenie takiej zmiennofci pozwolitoby na izolacje osobnikdéw o niskiej
obecnodci izoflawonéw celem otrzymania odmiany o wyzszej jako$ci. Dlatego
postanowiono przebadaé zawarto§¢ formononetyny, gléwnego estrogennego czynnika
w koniczynie czerwonej, w odmianach di- i tetraploidalnych oraz dodatkowo metoda
potilo§ciowa zawarto§¢ biochaniny A w dwu badanych odmianach.

MATERIAL 1 METODY

Do badan uzyto koniczyny czerwonej (Trifolium pratense L.), odmian:
Hruszowska (di-), Skrzeszowicka (di-), Radyka (tetra-) i Jubilatka (tetraploid)
rosnacych w Zakladzie Do§wiadczalnym IUNG Kepa w Pulawach. RoSliny wysiano
w rzedach po ok. 200 szt. kazdej odmiany, Scinano w poczatkach kwitnienia,
suszono w temp. 60°C i mielono.

Zawarto§¢ formononetyny oznaczono metoda fluorymetryczng w ekstraktach
alkoholowych po autohydrolizie enzymatycznej (Gorski iin., 1988).

Zawarto$¢ biochaniny A okreS§lono testem pdliloSciowym przy uzyciu
chromatografii cienkowarstwowej (Gorski iin,, 1988). Do obliczen statystycznych
zawarto$¢ biochaniny A oznaczono w skali trzypunktowej: 1- bardzoniska zawartos¢,
2 —$rednia i3 —wysoka. Odziedziczalnos$¢ policzono wedtug Ke mp thorne (1969).

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Po przebadaniu okoto 200 roflin z kazdej odmiany stwierdzono, Ze najwyzsza
zawartoscia formononetyny charakteryzuje si¢ odmiana Jubilatka (0,57 % w s.m.),
nastepnie odmiany Hruszowska (0,44 %), Radyka (0,39 %) i Skrzeszowicka (0,34 %).
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Nie stwierdzono zaleznoSci zawarto§ci formononetyny od stopnia ploidalnosci.
Stwierdzono natomiast duza zmienno$¢ migdzyosobnicza we wszystkich badanych
odmianach (rys. 1). Krzywa zmiennoSci zawartosci formononetyny jest we wszystkich
odmianach zblizona do krzywej normalnej. Najwigcej osobnikéw o niskiej zawartoSci
formononetyny spotyka si¢ w odmianach Skrzeszowickiej i Radyce. Najmniej
osobnikéw o niskiej zawarto§ci formononetyny wystepuje w odmianie Jubilatka.
Zmienno$¢ migdzyosobnicza we wszystkich badanych odmianach pozwala na
prowadzenie selekcji w kierunku uzyskania populacji o niskiej zawarto$ci formo-
nonetyny.
%
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Rys. 1. Czgstotliwoéé wystgpowania roflin o okreslonej zawartosci formononetyny
w czterech odmianach koniczyny czerwone;j.
Frequency of formononetin content distribution in individual plants of four red clover cultivars

Koniczyna, jako roflina wieloletnia, uzytkowana jest w kilku kolejnych latach.
Przebadano wiec zawarto$¢ formononetyny w wybranych pojedynczych roslinach
wszystkich badanych odmian w dwu kolejnych latach. W tym celu przeanalizowano
ponad 100 osobnikéw. Wykazano, ze zawarto$¢ formononetyny w roslinach w obu
latach jest istotnie skorelowana r = 0,46 (r 0,01 = 0,25). Niezbyt wysoka warto§¢
wspolczynnika korelacji Swiadczy o znacznym wptywie modyfikujagcym srodowiska.
Przyktadowe wyniki podano w tab. 1. Stwierdzono, ze pomimo wahan w latach,
cecha wysokiej lub niskiej zawartosci formononetyny utrzymuije si¢. Pozwala to na
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prowadzenie selekcji w oparciu o wyniki analiz tylko jednego roku, dobrze jest
réwniez powtdrzy¢ analizy w roku nastgpnym, celem eliminacji osobnikéw
wykazujacych wahania.

Tabela 1 - Table 1

Zawarto$¢ formononetyny w wybranych pojedynkach koniczyny czerwonej w latach 1984 1 1985
Formononetin content in indywidual plants of red clover of 1984 and 1985

. . Zawarto$é formononetyny % s.m.
Odmiana Nr roliny Formononetin content % D.M.
Cultivar Plant number

1984 1985
Radyka 1 /9 0.19 0.38
Radyka XI/5 0.11 0.09
Radyka VIIL /3 0.81 0.70
Radyka 1/4 0.71 0.58
Hruszowska X177 0.17 0.10
Hruszowska V15 0.16 0.16
Hruszowska vI/i7 0.17 0.26
Hruszowska X172 0.74 0.63
Skrzeszowicka VII/13 0.13 0.14
Skrzeszowicka nI/17 0.11 0.27
Jubilatka VI 12 0.28 0.29
Jubilatka VIII /3 0.58 0.33

Drugim pod wzglgdem zawarto$ci izoflawonem w koniczynie czerwonej jest
biochanina A. Oznaczenia zawarto$ci biochaniny A wykazano w dwu odmianach:
Hruszowskiej i Skrzeszowickiej. Analiza statystyczna wynikéw (badanie korelacji
mi¢dzy zawarto$cig formononetyny i biochaniny A wyrazonej w skali trzypunktowe;j)
wykazaly istotna, chociaz stosunkowo stabg, korelacje zawartodci obu badanych
estrogendw w pojedynczych ro§linach, r=0,21 (r 0,01 = 0,13). Dzi¢ki wystepowaniu
tej korelacji wstepna selekcje osobnikéw o niskiej zawartosci estrogenéw mozna
prowadzi¢ w oparciu o analiz¢ zawarto$ci formononetyny (metoda ta jest szybka
i nie wymaga skomplikowanej aparatury). Spotyka si¢ jednak réwnieZ osobniki o duzej
zawartosci tylko jednego z dwu badanych estrogenéw. Prowadzi to do wniosku, Ze
po wstepnej analizie zawarto$ci formononetyny i wyborze osobnikéw o niskiej
zawartosci, nalezy przeprowadzic réwniez testna zawartos$é biochaniny A. Koniczyna
czerwona odgrywa bardzo wazng role w zywieniu zwierzat, dlatego tez poprawa
jakosci paszy uzyskanej z tej ro§liny jest sprawa duzej wagi. Uzyskane wyniki
wskazujg na mozliwo$¢ prowadzenia selekcji polskich odmian (duza zmienno§¢
mig¢dzyosobnicza) celem uzyskania odmiany o mniejszej zawartosci estrogennych
izoflawondéw. Jednak stosunkowo niska odziedziczalno$¢ (h2 = 17,2) wyliczona dla
badanych odmian wskazuje na silny wplyw Srodowiska na badana ceche oraz
sugeruje potrzebe siggnigcia po nowe Zrédia zmienno$ci, ktore nalezatoby
wykorzysta¢ w dalszej hodowli.
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Streszczenie

Oznaczano zawarto$¢ formononetyny — dominujacego estrogenu w pojedynczych roflinach czterech
odmian koniczyny czerwonej. Najwyiszg zawarto$é formononetyny stwierdzono w odmianie tetraploidalnej
Jubilatce — 0,57 % w s.m., nastgpnie w diploidalnej odmianie Hruszowskiej — 0,44 %, tetraploidalnej Radyce —
0,39 % i diploidalnej Skrzeszowickiej — 0,34 %. We wszystkich odmianach stwierdzono duza zmienno§é
migdzyosobnicza pozwalajacy na selekcje osobnikéw o niskiej zawartoéci formononetyny. Wykazano, ze
zawarto§¢ formononetyny w pojedynczych roslinach koniczyny w dwu kolejnych latach jest dodatnio
skorelowana r = 0,46 (r 0,01 = 0,25). Przebadano réwniez testem pélilosciowym zawartosé biochaniny A
w pojedynczych ro§linach dwu badanych odmian koniczyny. Wykazano, ze zawarto$é tych dwu estrogenéw
jest skorelowana dodatnio r = 0,21 (r 0,01 = 0,13). Wystepuja jednak osobniki o wysokiej zawartosci tylko
jednego z dwu badanych estrogenéw. Dla celéw selekcyjnych nalezy wige po wstepnej selekcji osobnikéw
o niskiej zawartosci formononetyny, przeprowadzi¢ réwniez test na zawarto$¢ biochaniny A.
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