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Abstract

Influence of the harvest term of red clover on content of five isoflavones in leaves was examined
in microfields experiment. It was found that the content of these compounds in leaves of red clover
collected in flowering stage was the same as in clover collected in the budding stage. in the first
cut. In the second cut the isoflavone content was determined by phase of plant development. The
level of formononetin, biochanin A and pratensein in the second cut was higher than in the first
cut, but the content of daidzein and genistein was lower. The cutting date of the first cut can
influence on the isoflavone content at the second cut. Tetraploid varieties acumulated more
isoflavones than diploid varieties.

WSTEP

Wystepujace w roslinach z rodzaju Trifolium izoflawony: formononetyna, bio-
chanina A, daidzeina, genisteina i pratenseina wykazuja dzialanie estrogenne, analo-
giczne do dzialania endogennych hormonéw zwierzecych. Z uprawianych w Polsce
gatunkéw koniczyny tylko koniczyna czerwona (Trifolium pratense 1..) zawiera tak
znaczne ilosci tych zwigzkéw, ze mogg one przy karmieniu zwierzat samg koniczyng
by¢ przyczyng zaburzen plodnosci (Jurzysta i1in. 1988, Burda 1in1991).De-
dio iClarck (1968) sugeruja, ze poziom formononetyny i biochaniny A rosnie
w toku wzrostu roslin, osiggajgc maksimum przed kwitnieniem. Zatem termin zbioru
koniczyny czerwonej moze wplywac na zawartos¢ izoflawonéw w paszy.
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MATERIAL I METODY

Dos$wiadczenie mikropoletkowe przeprowadzono w latach 1986-1990 w dwéch
trzyletnich cyklach, w Putawach, na madzie brunatnej sredniej zaliczanej do kompleksu
pszennego bardzo dobrego (kompleks 1). Powierzchnia poletka do zbioru wynosita 3
m?. Badano 3 odmiany diploidalne koniczyny czerwonej (Hruszowska, Parka, Nike),
3 odmiany tetraploidalne (Jubilatka, Radyka, Ulka) oraz jeden r6d hodowlany PGR
184 (tetraploid). Koniczyng¢ bez ro§liny ochronnej wysiano w pierwszym cyklu
14.05.1986, w drugim 16.05.1988 r. Nasiona wysiewano siewnikiem jednorz¢gdowym
w ilogci 6 min szt./ha. Gigbokos¢ wysiewu 1-1,5 cm, rozstaw rzgdéw 12,5 cm. Przed-
siewne nawozenie mineralne stosowano jednorazowo w dawkach 60 kg PQ-O_;‘ i 100
kg K,O w przeliczeniu na 1 ha. W latach petnego uzytkowania koniczyng¢ nawozono
fosforem i potasem wysiewajac na wiosng 80 kg/ha P,O4 w calej dawce i 100 kg/ha
K,O w dwéch réwnych dawkach po 50 kg/ha na wiosng i po zbiorze pierwszego
pokosu. Analizowano zawarto$¢ izoflawonéw w lisciach koniczyny z dwéch poko-
séw zbieranych w poczatkach pakowania lub w poczatkach kwitnienia. Poniewaz
uwzgledniano wplyw terminu pierwszego pokosu na zawartos¢ izoflawonéw w dru-
gim pokosie, rozrézniono pigé terminéw zbioru oznaczanych dalej symbolami: 1P —
pierwszy pokos zbierany w poczatkach pgkowania, 1K — pierwszy pokos zbierany
w poczgtkach kwitnienia, 2P(P) — drugi pokos zebrany w poczatkowe;j fazie pgkowa-
nia po pierwszym pokosie zebranym w poczatkach pgkowania, 2K(P) — drugi pokos
zbierany w poczgtkach kwitnienia po pierwszym pokosie zbieranym w poczgtkach
pakowania, 2K(K) — drugi pokos zbierany w poczatkach kwitnienia po pierwszym
pokosie zebranym réwniez w poczgtkach kwitnienia. Nie badano kombinacji 2P(K)
— drugi pokos zbierany w fazie pagkowania po pierwszym pokosie zbieranym w fazie
kwitnienia. Daty zbioru podano w tabeli 1. Po zbiorze odzielono liscie od todyg
i material roslinny suszono w 50°C. Zawarto$¢ izoflawonéw oznaczano metodg wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej po autohydrolizie i ekstrakcji 70 % metano-
lem. Okolo 1 g suszu odwazano na wadze analitycznej, przenoszono do kolby miaro-
wej na 25 ml, zwilzano 8 ml wody i pozostawiano na 2 godziny. W tym czasie pod
wplywem zawartego w materiale roglinnym enzymu zachodzi pelny rozpad glikozy-
déw izoflawondéw do wolnych aglikonéw. Nastgpnie zawartos¢ kolby uzupetniano do
kreski metanolem, kilkakrotnie mieszano 1 pozostawiano do nastgpnego dnia. Okoto
2 ml ekstraktu pobranego z nad osadu, sgczono i analizowano na zawartos¢ izoflawo-
néw metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwréconych,
na chromatografie cieczowym typ 302 produkcji IChF-PAN. Kolumna o dlugosci
250 mm i $rednicy 3,8 mm z wypelnieniem RP-18 o srednicy ziarna 10 mm. Detektor
UV-254. Faza ruachoma metanol-woda-kwas octowy (50: 39: 1), szybkos¢ przeptywu
I ml/min. Identyfikacj¢ pikéw na chromatogramie przeprowadzono na podstawie po-
réwnania czaséw retencji i kochromatografii ze wzorcami oznaczanych izoflawonéw.
Krzywe wzorcowe do obliczeni zawartosci poszczegélnych skladnikéw wykonano
dla zakresu stezen 0-40 mg/ml stosujac wzorce wyodregbnione z koniczyny czerwonej
(G6rski iin. 1989).
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Tabela | — Table 1

Daty zbioru koniczyny czerwonej
Date of the red clover harvest

Termin zbioru Data zbioru
Date of the harvest

Term of the cut 1987 1988 1989 1990
1P 15.06 31.05 30.05 28.05
1K 22.06 8.06 14.06 11.06
2P(P) 29.07 12.07 6.07 12.07
2K(P) 4.08 18.07 20.07 23.07
2K(K) 4.08 18.07 20.07 23.07

1P — pierwszy pokos zbierany w poczatkach pakowania, 1K — pierwszy pokos zbierany w poczatkach
kwitnienia, 2P(P) — drugi pokos zebrany w poczatkowej fazie pgkowania po pierwszym pokosie zebranym
w poczatkach pakowania, 2K(P) - drugi pokos zbierany w poczatkach kwitnienia po pierwszym pokosie zbicra-
nym w poczatkach pakowania, 2K(K) - drugi pokos zbierany w poczatkach kwitnienia po piecrwszym pokosie
zebranym réwniez w poczgtkach kwitnicnia.

1P - first cut collected in budding stage, 1K — first cut collected in flowering stage, 2P(P) — second cut
collected in budding stage after first cut collected in budding stage, 2K(P) — second cut collected in flowering
stage after first cut collected in budding stage, 2K(K) — second cut collected in flowering stage after first cut
collected in flowering stage.

WYNIKI I DYSKUSJA

Analiza ilo§ciowa pigciu izoflawonéw w badanych obiektach wykazala bardzo
duzg zmiennos¢ w poziomie poszczegdlnych zwigzkéw. Zawarto§¢ formononetyny
wahata si¢ w granicach 0,30-1,30 % s.m., biochaniny A od 0,16 do 0,95 %, a pozosta-
tych trzech izoflawonéw w granicach 0,03-0,25 %. Analiza statystyczna wynikéw
wykazala istotny wplyw terminu zbioru na poziom izoflawonéw w lisciach koniczy-
ny czerwonej (tabela 2). W pierwszym pokosie zawarto§¢ wszystkich pigciu zwigz-
kéw byta taka sama przy zbiorze w fazie kwitnienia (1K) jak przy zbiorze w fazie
pakowania (1P). Jezeli pierwszy pokos byl zebrany w fazie pakowania to zawartosc¢
formononetyny 1 biochaniny A w roslinach z drugiego pokosu byta istotnie wyzsza
przy zbiorze w poczatkach pagkowania 2P(P) niz przy zbiorze w fazie kwitnienia -
2K(P).Dedio i Clarck (1968) znaleZli maksimum zawartos$ci dominujgcych izo-
flawonéw w koniczynie czerwonej przed kwitnieniem roslin, natomiast Schultz
(1965) podaje, ze poziom tych zwigzkéw w lisciach jest staly. Ta rozbieznos¢ wyni-
koéw sugeruje, ze na zmiany poziomu izoflawonéw w lisciach koniczyny czerwonej
moga wplywac warunki wegetacji ro$lin.

Generalnie, w koniczynie z drugiego pokosu zawartos¢ formononetyny, biocha-
niny A 1 pratenseiny byla wyzsza, natomiast zawartos¢ genisteiny i daidzeiny istotnie
nizsza niz w pierwszym pokosie. Jedyny wyjgtek stanowi Srednia zawartosc formo-
nonetyny w koniczynie zbieranej w terminie 2K(P). O ile zawarto$¢ biochaniny
A 1 pratenseiny w kazdym z czterech lat doswiadczenia byla zawsze w drugim poko-
sie wyzsza lub taka sama jak w pierwszym, to zawarto$¢ formononetyny w drugim
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Tabela 2 - Table 2

Wplyw terminu zbioru na zawartos¢ izoflawon6w w lisciach koniczyny czerwonej (Srednie z czterech lat)
The influence of harvest term on the isoflavone content in red clover leaves (means of four years)

Termin Zawartos$é w % s.m. ligci

zbioru Content in % of D.M.

Term of Formononetyna Biochanina A Genisteina Daidzeina Pratenseina
the cut Formononetin Biochanin A Genistein Daidzein Pratensein
IP 0.82b 048 a 0.17d 0.13b 0.09a
1K 082b 0.45a 0.15cd 0.13b 0.08 a
2P(P) 1.01d 0,69 ¢ 0,12 a 0.10 a 0.13b
2K(P) 0,76 a 058 b 0,13 ab 0.11a 0.13b
2K(K) 090 ¢ 0.62b 0,14 be 0,11 a 0.13b

Liczby oznaczone tymi samymi literami nie roznig si¢ istotnie przy P =005
Numbers followed by the same letters don't differ at 5 % level of significance
Objasnienia symboli terminéw zbioru jak w tabeli 1

For explanations of harvest term see table |

pokosie zbieranym w terminie 2K(P) w latach 1988 i 1989 byla istotnie nizsza niz
w pierwszym pokosie. W obu tych latach okres odrostu koniczyny po pierwszym
pokosie zebranym w fazie pgkowania do zbioru drugiego pokosu w poczatkowej fa-
zie kwitnienia byl najkrétszy w calym doswiadczeniu (36 i 40 dni). Szybkie przejscie
roslin do fazy generatywnej mogto by¢ spowodowane niekorzystnymi warunkami
siedliskowymi i wplynaé depresyjnie na biosyntezg izoflawonéw. Obserwowany
w drugim pokosie wzrost zawartosci formononetyny i biochaniny A przy rownocze-
snym obnizeniu zawartosci daidzeiny i genisteiny sugeruje, ze w roslinach odrastajg-
cych po pierwszym pokosie metylacja daidzeiny i genisteiny prowadzgca do powsta-
nia finalnych produktéw biosyntezy — formononetyny i biochaniny A, zachodzi
w wigkszym stopniu niz przy wiosennym odroscie pierwszego pokosu.

Tabela 3 — Table 3

Zawartosé izoflawonéw w badanych odmianach koniczyny czerwonej (Srednie z czierech lat)
An average isoflavone content in the examined cultivars of red clover (means of four years)

Zawarto$é w % s.m. lisci
Content in % of D.M.

Odmiana Formononetyna Biochanina A Genisteina Daidzeina Pratenseina
Cultivar Formononetin Biochanin A Genistein Daidzein Pratensein
Hruszowska 072a 0,48 a 0,13 ab 0,10 a 0.10 a
Parka 0.84b 0,50 ab 0.13 ab 0.11 ab 0.10a
Nike 0.87 be 0.58¢c 0.12a 0.11 ab 0.12 abc
Jubilatka 093 c¢d 0.54 abc 0.16b 0.12 be 0.11 ab
Radyka 085b 0,56 bc 0.14 ab 0.12 be 0.11 abc
Ulka 0.88 bed 0.59¢ 0,14 ab 0.12 be 0.12 be
PGR 184* 0.94d 0.67d 0,16 b 0,13 ¢ 013 ¢

Liczby oznaczone tymi samymi literami nic roznig sig istotnie przy P = 0,05

Numbers followed by the same letters don't differ at 5 % level of significance

* Rad hodowlany
* Breeding stock
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Stwierdzono réwniez istotne réznice w zawartosci izoflawonéw migdzy bada-
nymi odmianami (tabela 3). Ogdlnie odmiany tetraploidalne nagromadzajg wigcej
tych zwigzkéw niz diploidalne. Ponadto, obserwowany w drugim pokosie wzrost za-
wartosci izoflawonéw posiadajgcych w pierScieniu B grupe metoksylowg byt wigk-
szy w przypadku odmian tetraploidalnych niz w przypadku odmian diploidalnych.
Sredni wzrost poziomu formononetyny, biochaniny A i pratenseiny wynosit dla od-
mian diploidalnych odpowiednio 0,22, 0,08 i 0,02%, a dla odmian tetraploidalnych
0,36, 0,31 i 0,06% s.m. Najnizsza zawarto$¢ izoflawonéw obserwowano w najstar-
szej polskiej odmianie — Hruszowska. Pozostate dwie odmiany diploidalne Parka
i Nike wpisane do rejestru odmian w roku 1978 zawierajg w lisciach wyraznie wigcej
tych substancji. R6d hodowlany PGR 184 charakteryzowal si¢ najwyzszym pozio-
mem wszystkich pigciu izoflawonéw. Aczkolwiek stwierdzone w doswiadczeniu roz-
nice migdzy badanymi odmianami w zawartosci izoflawondw sg statystycznie istotne
to badania innych autoréw wykazuja, ze zréznicowanie migdzyodmianowe koniczy-
ny czerwonej pod wzgledem tej cechy moze by¢ znacznie wigksze (Sachse 1974,
Dedioi Clarck 1968).

Wyniki doswiadczenia wykazaly, ze poziom izoflawonéw w lisciach koniczyny
czerwonej charakteryzuje duza zmiennos¢. Uwarunkowana genetycznie zawartosc
tych zwigzkéw jest silnie modyfikowana przez warunki wegetacji. Pierwszy pokos
daje pasz¢ mniej estrogenng niz drugi, w ktérym mozna si¢ spodziewac wyzszej za-
wartosci formononetyny, biochaniny A i pratenseiny.

Izoflawony uwazane sg za substancje petnigce w roslinach funkcj¢ ochronng
przed porazeniem patogenami grzybowymi (Naim i in. 1974). Dlatego mozliwe
jest w toku hodowli odpornosciowej niezamierzone podwyzszanie ich zawartosci
w nowych odmianach. Przebadany w doswiadczeniu material jest zbyt skapy do jedno-
znacznego potwierdzenia takiej tezy, jednak znacznie wyzszy poziom izoflawonow
w odmianach Nike i Parka w poréwnaniu z najstarszg badang odmiang diploidalng-
Hruszowska, oraz bardzo wysoka zawarto$¢ tych zwigzkéw w rodzie hodowlanym
PGR 184 sugerujg mozliwos¢ wystgpowania takiej tendencji w hodowli krajowych
odmian koniczyny czerwonej.

Streszczenie

W doswiadczeniu mikropoletkowym badano wplyw terminu zbioru na zawartos¢ estrogennych izofla-
wonéw w lisciach szesciu odmian i jednego rodu hodowlanego koniczyny czerwonej. Stwierdzono, ze w pierw-
szym pokosie zawartosé tych zwigzkéw jest taka sama przy zbiorze w fazie pgkowania jak i w fazie kwitnienia,
W drugim pokosic poziom formononetyny, biochaniny A1 pratenseiny jest wyzszy, natomiast poziom daidzeiny
i genisteiny nizszy niz w pierwszym pokosie. Termin zbioru pierwszego pokosu moze nicznacznie wplywac na
zawarto$¢ izoflawonéw w drugim pokosie. Odmiany tetraploidalne nagromadzajg wigcej izoflawondw niz di-
ploidalne.

Podzigkowanie: Autorzy serdecznie dzigkujy pani Barbarze Wojewddka za pomoc techniczng wre-

alizacji niniejszej pracy.



92 S. Burda, H. Scibior, S. Bawolski

LITERATURA

Burda S., G6rski P. M, Jurzysta M. Ploszynski M. 1991. Zawartos¢ formononetyny
w wybranych odmianach di- i tetraploidalnej koniczyny czerwonej. Acta Agrobotanica 44: 81-85.

Dedio 1, Clark K. W. 1968. Biochanin A and formononetin content in red clover varieties at several
stages. Can. J. Plant Sci. 48:175

Goérski PM..Burda S.Jurzysta M., Ploszynski M. 1989. Metoda wyodrgbniania izoflawondéw
z koniczyny czerwonej jako standardéw analitycznych. Acta Agrobotanica 42: 191-196.

Jurzysta M.Burda S.Zurek J.Ploszyiski M.1988. Wystgpowanie izoflawon6w w krajowych
gatunkach koniczyny. Acta Agrobotanica 41: 77-90.

Naim M. Gestetner B.,Zilkah S.Birk Y.Bondi A. 1974, Soybean Isoflavones. Characteriza-
tion, determination, and antifungal activity. J. Agr. Food Chem. 22: 806-810.

Sachse J. 1974, Die bestimung dstrogener [soflavone und Cumdéstrol in Klee (Trifolium pratense L.
und Trifolium repens L.). J. Chromatography 96: 123-136.

Schultz G. 1965. Qestrogenwirksame Isoflavone in Trifolium pratense (Rotklee). Deutsche Tierirztlliche
Wochenschrift 72: 246-251.



		2013-12-18T16:31:51+0100
	Polish Botanical Society




