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The content of isoflavones in red clover (T. pratense L.) breeding material

Abstract

The contents of four isoflavones: daidzein, genistein, formononetin and biochanin A were
analysed in breeding stocks of red clover with the purpose to find stocks with the highest and
lowest levels of these compounds. The total content of the isoflavones in twenty nine stocks
studied, varied within the range of 0.70 to 1.19% D.M.

WSTEP

W organach zielonych koniczyny czerwonej wystepuja izoflawony wykazujace
dziatanie estrogenne (Jurzysta iin. 1988, Burda iin. 1991). Ich zawartos¢
jest na tyle wysoka, ze mogg powodowac zaburzenia plodnosci i choroby u zwierzat
(Burdai Scibior1992, Kallela iin. 1981, Petterson iin. 1984).
Poniewaz uprawiane w Polsce odmiany koniczyny czerwonej sg stosunkowo malo
zréznicowane pod wzgledem zawartosci izoflawonéw przebadano zawartosé tych
substancji w 29 rodach hodowlanych, ze Stacji Hodowli Roglin Palikije, wyprowa-
dzonych z krzyzéwek odmian polskich i zagranicznych. Badania mialy na celu
poszukiwanie materialu o bardzo niskiej i bardzo wysokiej zawartosci izoflawondw,
moggcego stanowi¢ materiat wyjsciowy do wychodowania dwéch populacji skrajnie
réznigeych si¢ poziomem tych zwigzkéw. Populacje takie bylyby bardzo przydatne
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do badan wplywu izoflawonéw na odpornos¢ koniczyny czerwonej, na choroby grzy-
bowe oraz do ustalenia dopuszczalnej zawartosci tych substancji w paszy.

MATERIAL I METODY BADAN

Material do badan stanowily rody hodowlane koniczyny czerwonej (Trifolium
pratense L.) wymienione w tabeli 1. Sg one wynikiem krzyzowania odmian i rodéw
hodowlanych polskich (Bryza, Parka, 4/6/89, 4/6/86), francuskich (1889F, 1896F,
1900F, 1986F), szwajcarskich (Chalgins, Leisi, Lero, Mont Calme, Renova, Resi-
stenta, Rutinowa) i jednego rodu stowackiego (PS55). Rosliny wysiano na przelomie
marca i kwietnia 1995 roku w szklarni i w maju wysadzono na poletka doswiadczalne
w rozstawie 0,5 x 0,5 m. Material do badan (po 10 roslin z kazdego rodu) zebrano
pod koniec sierpnia. Po oddzieleniu lisci od todyg i kwiatéw préby wysuszono w tem-
peraturze 60°C i zmielono. Zawartos¢ izoflawondéw oznaczano metodg wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej po autohydrolizie i ekstrakcji 70% metanolem.
Okolo 0,5 g suszu odwazano na wadze analitycznej, przenoszono do kolby miarowe;j
na 25 ml, zwilzano 8 ml wody i pozostawiano na 2 godziny. W tym czasie pod wply-
wem zawartego w materiale roslinnym enzymu zachodzi pelny rozpad glikozyddw
izoflawonéw do wolnych aglikonéw. Nastgpnie zawarto$¢ kolby uzupetniano do
kreski metanolem, kilkakrotnie mieszano i pozostawiano do nastepnego dnia. Okoto
1 ml ekstraktu pobranego z nad osadu, sgczono i analizowano na zawartos¢ izofla-
wonéw metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Stosowano
zestaw do HPLC firmy Knauer ( Niemcy) skladajgcy si¢ z dwdch pomp typ 364,
urzadzenia do odgazowania rozpuszczalnikéw, mieszalnika, termostatu do kolumn,
kolumny chromatograficznej, detektora UV o zmiennej dlugosci fali (model 87)
i automatycznego podajnika prébek (Spark Holland BV) oraz komputera sterujgcego
ukladem i gromadzacego dane. Rozdzial prowadzono w uktadzie faz odwréconych
na kolumnie o dlugosci 250 mm i §rednicy 4 mm z wypetnieniem LiChrosorb RP-18
o Srednicy ziarna 10 mikrometréw (Merck, Niemcy), w temperaturze 50°C. Stosowano
gradient liniowy od 100% roztworu A do 100% roztworu B w czasie 80 min. Roztwor
A = 1% (v/v) kwas ortofosforowy w wodzie, roztwér B — 40% (v/v) acetonitryl
(Backer, USA), 1% kwas ortofosforowy w wodzie. Przeplyw 1 ml/min. Identyfikacje
pikéw na chromatogramie przeprowadzono na podstawie poréwnania czaséw retencji
i kochromatografii ze wzorcami oznaczanych izoflawonéw. Krzywe wzorcowe do
obliczen zawartosci poszczegdlnych sktadnikow wykonano dla zakresu stezeri 0-40
pg/ml stosujac wzorce wyodrebnione z koniczyny czerwonej (G 6rs ki iin. 1989).

WYNIKI BADAN I DYSKUSJA

Poziom analizowanych izoflawonéw w lisciach 29 rodéw hodowlanych koni-
czyny czerwonej podano w tabeli 1. Zawarto$¢ poszczegdlnych zwigzkéw w suchej



Tabela 1 — Table 1

Zawarto$é izoflawonéw w badanych rodach hodowlanych koniczyny czerwonej.
The content of isoflavones in the studied breeding stocks of red clover

Badany materiat
Examined material

Zawartos¢ w % suchej masy

Content in % D.M.

Numer rodu Roglina mateczna Zapylacz Daidzeina Genisteina Formononetyna Biochanina A
Stock Number Maternal plant Pollinator Daidzein Genistein Formononetin Biochanin A

1/92 4/6/89 Bryza 0.009 0.011 0.326 0.452
2/92 PS55 Bryza 0.008 0.013 0.253 0.423
3/92 1889F Bryza 0.006 0.014 0.305 0.420
4/92 1896F Bryza 0.007 0.016 0.307 0.487
5/92 1900F Bryza 0.005 0.013 0.343 0.522
6/92 Lero Bryza 0.006 0.011 0.338 0.395
8/92 Mont Calme Bryza 0.006 0.013 0.328 0.504
9/92 Renova Bryza 0.012 0.017 0.471 0.563
10/92 Chalgins Bryza 0.006 0.013 0.323 0.605
11/92 Rutinova Bryza 0.013 0.017 0.379 0.475
12/92 Resistenta Bryza 0.006 0.016 0.418 0.489
13/92 4/6/86 Parka 0.005 0.015 0.547 0.506
14/92 PS55 Parka 0.006 0.016 0.373 0.516
15/92 1889F Parka 0.006 0.011 0.396 0.413
16/92 1896F Parka 0.006 0.032 0.369 0.528
17/92 1900F Parka 0.006 0.009 0.423 0.519
19/92 Leisi Parka 0.005 0.014 0.507 0.668
20/92 Mont Calme Parka 0.006 0.016 0.350 0.495
21/92 Renova Parka 0.008 0.015 0.406 0.647
22/92 Chalgins Parka 0.005 0.012 0.367 0.372
23/92 Rutinova Parka 0.003 0.020 0.329 0.511
24/92 Resistenta Parka 0.002 0.021 0.272 0.672
25192 4/6/89 Renova 0.005 0.018 0.393 0.519
27/92 1889F Renova 0.006 0.012 0.428 0.477
28/92 1986F Renova 0.008 0.014 0.485 0.472
29/92 1900F Renova 0.008 0.019 0.500 0.553
30/92 Rutinova Renova 0.008 0.016 0.244 0.553
31/92 Lero Rutinova 0.009 0.012 0.406 0.673
32/92 Leisi Rutinova 0.004 0.016 0.267 0.602
NURgos — LSDg0s 0.002 0.002 0.021 0.032
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masie wahala si¢ w granicach: daidzeiny od 0,002% do 0,013%, genisteiny od 0,009%
do 0,032%, formononetyny od 0,253% do 0,547 % i biochaniny A od 0,372% do
0,668%. Aktywnos¢ estrogenna poszczegolnych izoflawondw nie jest taka sama.
Genisteina i daidzeina sg bardziej aktywne niz ich metylowe pochodne formononetyna
i biochanina A (Bic ko ff iin. 1962). Ponadto odmienny jest metabolizm
w organizmie zwierzgcym S-hydroksyizoflawondw (genisteiny i biochaniny A),
a inny S-deoxyizoflawonéw (daidzeiny i formononetyny). Te ostatnie sg przeksztal-
cane w zwigzki o aktywnosci estrogennej znacznie wigkszej niz wyjsciowe izoflawo-
ny, w eugenol i dimetyloangolenseing (S hu tt iin. 1970). Te wlasnie metabolity sg
odpowiedzialne za objawy hiperestrogenizmu u zwierzat. Genisteina i biochanina A
(5-hydroksyizoflawony) ulegajg, w procesie detoksykacji zachodzacym w watrobie,
degradacji do prostych fenoli, catkowicie nieaktywnych estrogennie (Braden iin.,
1967). Mechanizm detoksykacji osigga pelng sprawnos¢ po kilku dniach po podaniu
fitoestrogendw. Przyjmujgc opisany wyzej model dzialania fitoestrogenéw mozna
zatozy¢, ze istotna, ze wzgledu na zagrozenie hiperestrogenizmem zwierzgt karmio-
nych koniczyng czerwona, jest zawartos¢ daidzeiny i formononetyny. Dlatego oceng
badanych rodéw koniczyny czerwonej przeprowadzono na podstawie zawartosci tych
dwach izoflawondw. Najnizszg sume zawartosci formononetyny i daidzeiny stwier-
dzono w rodach:
30/92 — Rutinowa x Renova — 0.252% (0.244% formononetyny + 0.008%

daidzeiny)

2/92 — PS55 x Bryza —0.261% (0.253% formononetyny + 0.008%
daidzeiny)

32/92 — Leisi x Rutinova - 0.271% (0.267% formononetyny + 0.004%
daidzeiny)

24/92 — Resistanta x Parka - 0.274% (0.272% formononetyny + 0.002%
daidzeiny)

a najwyzszg w rodach:

13/92 — 4/6/86 x Parka - 0.552% (0.547% formononetyny + 0.005%
daidzeiny)

19/92 — Leisi x Parka ~0.512% (0.507% formononetyny + 0.005%
daidzeiny)

29/92 — 1900F x Renova - 0.508% (0.500% formononetyny + 0.008%
daidzeiny)

Stwierdzona maksymalna réznica w zawarto$ci formononetyny i daidzeiny
wynosi ponad 100% jest jednak nizsza niz oczekiwana. Do badari na zwierzg¢tach
i obserwacji odpornosci roslin na choroby korzystna byltaby zawarto$¢ formononetyny
ponizej 0,2% w populacji o niskiej zawartosci izoflawonéw 1 okoto 1% w populacji
o wysokiej koncentracji tych zwigzkéw. W tabeli 2 podano wyniki analizy wariancji
dotyczgce wplywu formy matecznej na zawartos¢ formononetyny w analizowanych
krzyzowkach. Wynika z niej, ze Zrédiem niskiej zawartosci formononetyny moze
by¢ 6 odmian (Rutinova, Mont Calme, Chalgins, Resistenta, Lero i Leisi) i cztery
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rody hodowlane (PS55, 1896F, 4/6/89 i 1889F). Tworzg one jednorodng statystycznie
grupe. Zrédel wysokiej zawartosci formononetyny nalezy szuka¢ w odmianie Renova
i rodach hodowlanych 4/6/86, 1986F i 1900F. Rola zapylacza na podstawie przepro-
wadzonych badan trudna jest do jednoznacznego sformutowania.

Tabela 2 - Table 2

Analiza wariancji — wplyw formy matecznej na zawarto$¢ formononetyny w krzyzéwkach
The analysis of variance - the influence of maternal form on the formononetin content in
crooss-breeding forms

Forma mateczna Srednia zawarto$¢ formononetyny w % s.m. NUR, a=0.05
Maternal form Average content of formononetin in % D.M. LSD, oo =0.05
PS55 0.313a 0.059
Rutinova 0.317a 0.049
1896F (.338ab 0.059
Mont Calme 0.33%b 0.059
Chalgins 0.345abc 0.059
Resistenta 0.345abc 0.059
4/6/89 0.360abe 0.059
Lero 0.372abc 0.059
1889F 0.377abc 0.049
Leisi (0.387abce 0.059
1900F 0.422bed 0.049
Renova 0.439bcd 0.059
1986F 0.485¢d 0.084
4/6/86 0.547d 0.084
Liczby oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ istotnie przy P = 0,05
Numbers followed by the same letters don’t differ at 5 % level of significance

Streszczenie

Analizowano zawartos¢ czterech izoflawondw: daidzeiny, genisteiny, formononetyny i biochaniny A w
dwudziestu dziewigeiu rodach hodowlanych koniczyny czerwonej w celu wytypowania rodow o najnizszym i
najwyzszym poziomie tych zwigzkéw do dalszych prac hodowlanych. Suma zawartosei izoflawonéw w bada-
nym materiale wahata si¢ w granicach od 0,70 do 1,19% s.m.

Podzigkowanie. Autorzy skladajg serdeczne podzigkowania pani Barbarze W o j e w 6 d k a za pomoc
techniczng w realizacji niniejszej pracy.
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