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Taman pro gradu-tutkielman tarkoituksena on selvittaa etelankevatesikon (Primula elatior)
kukintojen ja lehtien flavonoidikoostumus sek& flavonoidi- ja tanniinipitoisuudet. Etelankevé-
tesikolla esiintyy kahdenlaisia kukkia (distylia). Hypoteesina tutkimuksessa on, ettd kahden
erilaisen kukkatyypin valilla olisi eroja fenolisten yhdisteiden madrissa ja biomassoissa. Ta-
man liséksi kasvupaikoilta otettuja maaperéndytteita kaytetaan selittdmaén paikan vaikutusta
kasvin biomassaan seka flavonoidi- ja tanniinipitoisuuksiin.

Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet Primula-suvussa esiintyvan runsaasti sekundaa-
rimetabolian tuottamia bioaktiivisia yhdisteitd kuten triterpeenisaponiineja ja erilaisia fenoli-
sia yhdisteitd. Osalla néistd on todettu olevan ihmisen terveyttéd edistavia vaikutuksia. Etelan-
kevéatesikkoa onkin kaytetty perinteisesti rohtona kansanl&ékinnéssa.

Tutkimuksen aineisto koostuu kahden eri kukkatyypin kasveista, jotka kerattiin kolmelta
kasvupaikalta. Kuivatuista kasvindytteista punnittiin biomassat. Kukintojen ja lehtien flavono-
idikoostumuksen maéarittdmiseen kaytettiin nestekromatografia (HPLC) ja UV-detektointia.
Tanniinien m&arad analysoitiin varitestilla spektrofotometrisesti (absorbanssit mitattiin aallon-
pituudella 550 nm). Tulosten tilastolliseen analyysiin kéytettiin varianssianalyysia (ANOVA)
ja Fisherin PLSD-testi&. Lisé&ksi kaikilta kolmelta kasvupaikalta otettiin maaperéndytteet, jot-
ka lahetettiin analysoitavaksi Suomen Ympéristopalvelu Oy:lle.

Etelankevéatesikon kukinnoista ja lehdista mééritettiin yhteensa 20 erilaista flavonoidiyh-
distettd, joista 16 pystyttiin tunnistamaan ja nimedméaan. Tutkimus osoitti kukintojen sisélta-
van hyperiinié, kversetiini diglykosidia, kversetiini glykosidia, luteoliini 7-glukosidia, kemfe-
roli monoglykosidia, isorhamnetiini glykosidia seké neljaa tuntematonta flavonoidia. Lehdistéa
I6ytyi kemferoli diglykosidia, kemferoli monoglykosidia, kversetiini diglykosidia, hyperiinia,
kemferoli 3-glukosidia ja kemferoli glykosidia. Tanniinien kokonaispitoisuus kuivatuissa leh-
dissa oli keskimé&éarin 49,9 mg/g ja kukinnoissa 24,5 mg/g.

Tutkimus osoitti etelankevatesikon sisaltavan runsaasti erilaisia bioaktiivisia yhdisteitd, jo-
ten tutkimustulokset tukevat eteldnkevatesikon mahdollista kayttda ladkekasvina. Kahden
erilaisen kukkatyypin vélill4 ei ollut merkitsevaé eroa sekundaarimetabolian tuottamien yh-
disteiden pitoisuuksissa tai biomassoissa. Sen sijaan kasvupaikkojen valilla oli merkitsevia
eroja kukintojen ja lehtien flavonoidi- ja tanniinipitoisuuksissa seka biomassoissa. Téata selit-
tavat mm. kasvupaikkojen erot maaperan liukoisen typen maarassa.
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The target of this MSc. thesis was to find out the flavonoid quality and the concentration of
flavonoids and tannins in Primula elatior. There are two different types of flowers P. elatior.
The hypothesis in this study was that the two different flower types would have differences in
the amounts of phenolic compounds and biomass. In addition the soil samples taken from the
habitat are used to explain the effect of location in the biomass and the concentration of fla-
vonoids and tannins.

The earlier studies have shown that large amounts of bioactive compounds such as triter-
penesaponins and different phenolic compounds appear in the Primula genus. Some of these
have been found to have improving influence in the human health. Primula elatior has been
traditionally used as a folk medicine.

Plants with two different types of flowers collected from three locations were used in the
study. The biomass was measured from the dried plant samples. Liquid chromatography and
UV detection were used to determine the flavonoid consistency of the inflorescence and
leaves. The amount of tannins was analyzed by spectrophotometrical color test (the absorb-
ances were measured in the wavelength of 550 nm). Variance analysis (ANOVA) and the
Fisher PLSD test was used for the statistical analyses of the results. In addition soil samples
were taken from the three locations and sent to Suomen Ympadristopalvelu Oy for analysis.

Altogether 20 different flavonoid compounds were defined from the inflorescence and
leaves of the P. elatior and 16 of them were identified. The study showed that the inflo-
rescence contained hyperine, quercetin diglycoside, quercetin glycoside, luteolin 7-glucoside,
kampherol monoglycoside, isorhamnetin glycoside and unknown flavonoids 1-4. Kampherol
diglycoside, kampherol monoglycoside, quercetin diglycoside, hyperine, kampherol 3-
glucoside and kampherol glycoside were found from the leaves. The total concentration of
tannins was 49,9 mg/g in dried leaves and 24,5 mg/g in the inflorescence.

The study showed that the P. elatior contains a numerous amount bioactive substances so
the study results are supporting the use of P. elatior as a medicine plant. The statistical analy-
sis shows that there was no significant difference between the two different flower types in
the biomass or in the concentration of substances produced by the secondary metabolism. The
locations instead had significant differences and the biomass and in the flavonoid and tannin
concentration of the inflorescence and leaves. This is explained among other things by the
differences in the amount of soluble nitrogen in the soil.
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1 JOHDANTO

Esikkojen sukuun Primula kuuluu 430 lajia ja niiden levinneisyys kattaa kauttaaltaan pohjoi-
sen pallonpuoliskon lauhkean lehtimetsavyohykkeen (Richards 2003). Eteldankevatesikko
(Primula elatior) on yksi 34:std Euroopassa luonnonvaraisesti esiintyvastd Primula-suvun
lajista. Sen luonnonvarainen levinneisyysalue ulottuu aina Espanjasta Keski-Aasiaan saakka
(mm. Jacquemyn et al. 2009). Pohjoisimmillaan eteldnkevatesikkoa tavataan Tanskassa ja
Eteld-Ruotsissa seka hajapopulaatioita Baltiassa (Taylor & Woodell 2008). Lajia ei esiinny
Suomessa luonnonvaraisesti (Hamet-Ahti et al. 1998), mutta suosittuna puutarhakasvina sita
on siirretty suomalaisiin puutarhoihin. Puutarhakarkulaisena se on levinnyt lahimaastoon ja
muodostaa nykyisin jokseenkin pysyvia populaatioita eteldisessa Suomessa.

Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet Primula-suvussa esiintyvan runsaasti erilaisia
sekundaarimetaboliitteja eli nk. toissijaisen aineenvaihdunnan tuotteita (Morozowska & We-
solowska 2004). Primula-suvulle tyypillisia sekundaarimetabolian tuottamia bioaktiivisia
yhdisteita ovat triterpeenisaponiinit ja erilaiset fenoliset yhdisteet. Ndma bioaktiiviset yhdis-
teet toimivat kasveissa varipigmentteind ja haju- ja makuyhdisteind (Taiz & Zeiger 2006).
Niilla on tarked merkitys kasvien puolustautuessa herbivoreja ja patogeeneja vastaan seké
houkutellessa polyttdjid. Osalla kasvien sekundaarimetaboliiteista on todettu olevan ihmisen
terveyttd edistaviéd vaikutuksia. Etelankevatesikkoa onkin kéytetty perinteisesti rohtona kan-
sanladkinnassa (Mdller et al. 2006). Toisaalta osan yhdisteista on todettu olevan ihmiselle
toksisia (Harborne & William 1992).

Bryant et al. (1983) esitti hiili-typpi allokaatiohypoteesin (CNB, carbon-nutrient balance)
selittdmaan ymparistotekijoiden (kuten hiilidioksidin, ravinteiden ja valon) saatavuuden vai-
kutusta hiilipohjaisten sekundaarimetaboliittien akkumulaatioon kasveilla. Kasvit kéayttavat
hiiltd kasvuunsa (esim. primaarimetabolian prosesseihin), jonka lisdksi ne akkumuloivat sita
fotosynteesituotteisiin. Hiili-typpi allokaatiohypoteesin mukaan véahdravinteinen maapera ra-
joittaa kasvin kasvua enemman kuin fotosynteesid. Kasvin kasvu hidastuu ja fotosynteesituot-
teet akkumuloituvat, jolloin C/N-suhde kasvissa kasvaa. Yliméaaréiset fotosynteesituotteet
kasvi varastoi sekundaariyhdisteiksi kuten fenoleiksi, joita kasvi voi kayttad puolustautumi-
seen. Sen sijaan normaaleissa ravinneoloissa kasvi kayttad suurimman osan hiilesté vegetatii-
viseen kasvuunsa, jolloin C/N-suhde laskee ja sekundaariyhdisteiden tuotanto alenee. Herms
& Mattson (1992) esittivat kasvu-erilaistumistasapaino -hypoteesin  (GDB, growth-

differentation balance), jonka mukaan kasvi joutuu jakamaan rajalliset resurssinsa kasvuun ja



puolustautumiseen. Kasvun ja erilaistumisen vélill4 on fysiologinen “trade-off”. Kasvi kayttaa
ympdristoresursseja primaareihin aineenvaihduntaprosesseihin, jotka tuottavat kasvin kasvun
kannalta tarkeitd yhdisteitd ja mahdollistavat kasvin kilpailun. Kasvun liséksi kasvi kayttaa
ymparistoresursseja sekundaariyhdisteiden tuottamiseen, joiden avulla se pystyy puolustau-
tumaan herbivoreja ja patogeeneja vastaan.

Etelankevétesikolla esiintyy kahdenlaisia kukkia (distylia) (Endels et al. 2005). Heterosty-
lia on Primula-suvun lajeille tyypillinen piirre (Richards 2003). Thrum-tyypin kukassa emi6n
vartalo on lyhyt ja heteiden ponnet ovat korkealla kun taas pin-tyypin kukassa emién vartalo
on pitka ja heteiden ponnet alhaalla. Heterostylian tarkoituksena on edistéa ristipolytysta kah-
den erilaisen kukkatyypin valilla (Kery et al. 2003).

Etelankevéatesikon sekundaarimetabolian tuottamien yhdisteiden tutkimus on keskittynyt
péaaasiassa Primula-suvussa yleisesti esiintyviin triterpeenisaponiineihin (Calis et al. 1992,
Yayli 2001). Varsinkin etelankevétesikon lehtien sisaltdmien flavonoidien osalta tutkimus on
ollut vahaista (Budzianowski & Wollenweber 2007). Tanniinien maaristd kukinnoissa ja leh-
dissa ei ole lainkaan aikaisempaa tutkimustietoa. Lisaksi heterostylian vaikutusta etelankevat-
esikon sekundaariyhdisteiden maaréan ei ole tutkittu.

Taman pro gradu-tutkielman tavoitteena on selvittéé etelankevatesikon kukintojen ja lehti-
en flavonoidiyhdisteiden koostumus ja pitoisuudet. Hypoteesina tutkimuksessa on, ettd kah-
den erilaisen kukkatyypin (pin ja thrum) vélilla olisi eroja flavonoidipitoisuuksissa. Tutki-
muksessa selvitetddn myos toisen fenoliyhdisteryhman, tanniinien kokonaispitoisuus kukin-
noista ja lehdista sek& niiden vaihtelu kukkatyyppien vélilla. Lisaksi koepaikoilta otetaan
maaperénaytteet, joiden perusteella on tarkoitus selvittdd paikan vaikutusta kasvin kuivapai-

noon seka flavonoidien ja tanniinien méaariin.

2 ETELANKEVATESIKKO

2.1 Lajikuvaus

Etelankevéatesikko on matala pitkédikainen kukkakasvi, jonka kurttupintaiset ja lyhytkarvaiset
lehdet kasvavat l16yhané ruusukkeena maata vasten (mm. Taylor & Woodell 2008). Lehdet
ovat muodoltaan soikeita ja lehden laita on epatasaisen terdvanirhainen. Lehden ruoti on lapaa
lyhyempi ja siipipalteinen (Hamet-Ahti et al. 1998). Eteldnkevétesikko kukkii Suomessa tou-
ko-kesdkuussa, jolloin siihen ilmestyy yhdestd muutamaan hienokarvaista, 10 - 30 cm korke-

aa, toispuoleista kukkavanaa. Kukan terid on vaaleankeltainen, suppilomainen, 15 - 25 mm



leved, yhdyslehtinen ja 5-liuskainen. Kukan verhio on 10 - 12 mm pitkd, lieriomdinen ja séar-
mikas.

Pohjois- ja Lansi- Euroopassa etelankevatesikkoa esiintyy padasiassa alavilla, kosteilla ja
varjoisilla metsamailla (Richards 2003). Lajia tavataan tyypillisesti vanhoissa metsissd, vaik-
ka sen tiedetdan kolonialisoineen my6s viimeaikoina metsittyneité alueita (Jacquemyn 2002).
Etelankevatesikon levinneisyysalueen eteldisissé ja itdosissa lajia tavataan hyvin erilaisissa
elinymparistoissd aina vuoristoista ruohoaroille asti. Maaperdanalyysien perusteella voidaan
todeta etelankevéatesikon viihtyvan happamassa ja vahéravinteisessa maassa (Taylor & Woo-
dell 2008). Lajia tavataankin alueilla, joissa typen ja fosforin mé&éra maaperdssa on alhainen.
Etelankevéatesikon siementaimien kasvatuksessa ei ole havaittu liukoisen nitraatin tai fosfaatin
lisdykselld olevan merkittdvaa vaikutusta taimien kasvuun. Lajin tiedetddn sietdvan myos hy-
vin myrkyllisten yhdisteiden kuten rautaionien korkeita pitoisuuksia maaperassa.

Etelankevatesikko liséantyy sekd kasvullisesti ettd suvullisesti. Vaikka kasvin kukintoihin
kehittyykin runsaasti siemenid, niin niiden levidminen on heikkoa (Taylor & Woodell 2008).
Lajille ei ole kehittynyt erityista levidamismekanismia siementen levittdmiseen. Tdma osaltaan
vaikuttaa siihen, etta etelankevétesikon populaatiot ovat usein pienid ja eristyneitd. Tutkimuk-
set eivat kuitenkaan ole osoittaneet, ettd laji karsisi geneettisen monimuotoisuuden vahenemi-
sestd pienissa ja eristyneissd populaatioissa. Sen sijaan etelankevétesikolla ndyttdd olevan
suuri geneettinen monimuotoisuus myos pienissa ja pirstaloituneissa populaatiossa.

Etelankevatesikko voi risteytya lahilajien kevéatesikon (Primula veris) ja kaapidesikon
(Primula vulgaris) kanssa (Richards 2003). Kahden lajin valiset risteymat eli hybridit ovat
osittain hedelmallisid, mika osoittaa vahvaa geneettista suhdetta lajien vélill4. Risteymét ovat
yleisia luonnossa alueilla, joissa tavataan useampaa Primula-suvun lajia sekapopulaatiossa
(Valentine 1975). Brittein saarilla esiintyy luonnonvaraisesti kaikkia kolmea Primula-suvun
lajia (Taylor & Woodell 2008). Siellé suoritetut tutkimukset ovat osoittaneet etelankevatesik-
koa ja kaapioesikkoa kasvavan usein samoilla alueilla sekapopulaatioissa. Taméan lisaksi ne
kukkivat samanaikaisesti, joten risteymien syntyminen on tavallista. Sen sijaan etelankevé-
tesikon ja kevétesikon risteymié pidetdan harvinaisina (Gurney et al. 2007). Téhan vaikuttaa
se, ettd Britanniassa lajien esiintymisalueet ja kukkimisajat eroavat merkittavasti toisistaan.
Risteymat myos tuottavat huonosti itdmiskykyisid siemenid. Puutarhoissa esikoita kuitenkin
kasvatetaan usein useampaa lajia samalla alueella, jolloin ne p&&sevét risteytymaén keskenddn

ja tuottamaan hybrideja jalkelaisia.



2.2 Levinneisyys

Esikkojen sukuun Primula kuuluu 430 lajia ja niiden levinneisyys kattaa kauttaaltaan pohjoi-
sen pallonpuoliskon lauhkean lehtimetsavyohykkeen (Richards 2003). Suurin osa Primula-
suvun lajeista esiintyy Himalajalla ja Lansi-Kiinan vuoristoissa. Euroopassa tavataan yhteensa
34 ja Pohjois-Amerikassa 20 Primula-sukuun kuuluvaa lajia. Tamén liséksi risteymid ja vilje-
lymuotoja on tuhansittain (Berglund 2007). Osa Primula-suvun lajeista on suosittuja puutar-
ha- ja koristekasveja (Basbulbul et al. 2008).

Euroopassa etelankevétesikon luonnonvarainen levinneisyysalue ulottuu aina Espanjasta
Keski-Aasiaan asti (mm. Jacquemyn et al. 2009). Pohjoisimmillaan eteldnkevéatesikkoa tava-
taan Tanskassa ja Eteld-Ruotsissa seka hajapopulaatioita Baltiassa (Taylor & Woodell 2008).
Lajia ei esiinny Suomessa luonnonvaraisesti (Hamet-Ahti et al. 1998), mutta suosittuna puu-
tarhakasvina sité on siirretty suomalaisiin puutarhoihin. Lajia tavataan pihoilla, puistoissa ja
pellonlaidoilla, puutarhakarkulaisena. Etel&nkevétesikon tiedetddn muodostavan nykyisin
jokseenkin pysyvié populaatioita eteldisessa Suomessa.

Euroopassa tavataan kahdeksaa allopatrista alalajia (Kuva 1). Ainoastaan alalajin Primula
elatior subsp. elatiorin levinneisyys on yhtendinen aina Lansi-Euroopasta Ita-Eurooppaan
asti, jossa sitd esiintyy harvemmassa (Taylor & Woodell 2008). Pohjoisimmillaan alalajia
tavataan Tanskassa ja Etel&d-Ruotsissa. Brittein saarilla esiintyvistd etelankevétesikkopopulaa-
tioista kaikkien on todettu kuuluvan alalajiin P. e. subsp. elatior. Alalajin P. e. subsp. loft-
housei (Heslop-Harrison) esiintymisalue rajoittuu Espanjaan, jossa sitd tavataan endeemisena
Sierra Nevadassa ja Etel&-Espanjassa (Richards 2003). Alalajia P. e. subsp. leucophylla (Pax)
esiintyy Ita- Karpaateilla Romaniassa ja Kaukasuksen alueella.

Etelankevéatesikon levinneisyys alueen itdisimmissa osissa, Uralilla, Turkissa, Pohjois-
Iranissa seka Ita-Siperiassa esiintyy alalajia P. e. subsp. pallasii (Lehm.), jota Suomessa kut-
sutaan isokevatesikoksi. Itdisiin alalajeihin kuuluu myos alalajit P. e. subsp. meyeri (Rupr.) ja
P. elatior subsp. pseudoelatior (Kusn.), joita tavataan Pohjois- ja Ita-Turkissa sekd Kaukasus
vuorilla ja Armeniassa. P. e. subsp. meyerin populaatioiden vélilla on hyvin suurta vaihtelua,
jonka johdosta ne joskus jaetaan kolmeen alalajiin P. e. subsp. amoena, P. e. subsp. meyeri ja
P. e. subsp. kusnetsovii. Alalajin P. e. subsp. cordifolia (Rupr.) levinneisyys kattaa edellisten
alalajien tapaan Kaukasuksen ja Armenian, mutta sitd yleensa esiintyy alhaisimmilla leveys-

asteilla.



Kuva 1. Etelankevatesikon alalajien levinneisyys Euroopassa. Primula elatior subsp. elatior
yhtendinen levinneisyys alue — ja hajapopulaatiot ®. P. e. subsp. intricata yhtendinen levin-
neisyys alue ---- ja hajapopulaatiot m. P. e. subsp. lofthousei o ja P. e. subsp. intricata o
(Taylor & Woodell 2008).

Alalajia Primula elatior subsp. intricata (Gren & Godron) esiintyy yleisesti Etela-Alpeilla,
Pyreneilld, Eteld-Karpaateilla ja Apenniineilla (Taylor & Woodell 2008). Sen luokitteleminen
etelankevatesikon alalajiksi on perustunut Iahinnd sen morfologisiin piirteisiin. Viimeaikaiset
geneettiset tutkimukset ovat kuitenkin osoittavat Primula elatior subsp. intricatan olevan sel-

vasti oma lajinsa (Suteu et al. 2011).

2.3 Heterostylia

Heterostylia on ehka kaikkein tyypillisin piirre Primula-suvun lajeille (Richards 2003). Hete-
rostylisilla kasveilla esiintyy kaksi (distylia) tai kolme (tristylia) erilaista kukkatyyppia (Tirri
et al. 2003). Eteldnkevétesikolla esiintyy kahdenlaisia kukkia. Thrum-kukkatyypilld emion
vartalo on lyhyt ja heteiden ponnet ovat korkealla, kun taas pin-kukkatyypilla emion vartalo
on pitka ja heteiden ponnet alhaalla (Endels et al. 2005) (Kuva 2). Pin-muodon kasvit ovat
resessiivista homotsygoottista (ss) genotyyppié ja thrum-muodon kasvit ovat yleensé hetero-

tsygoottista (Ss) genotyyppié (Richards & Ibrahim 1982).
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Kuva 2. Etelankevétesikon kaksi erilaista kukkatyyppié: thrum-muoto (a) ja pin-muoto (b)
(Kalman et al. 2007).

Kahden erilaisen kukkatyypin vélill& on eroja myos siitepélyn koossa. Thrum-tyypin kuk-
kien heteet tuottavat suurempia siitepdlyhiukkasia kuin pin-tyypin kukkien heteet. Heterosty-
lian tarkoituksena on vaikeuttaa sukusiitosta ja edistaa ristipélytystd kahden erilaisen kukka-
tyypin valilla (Kery et al. 2003). Erilainen kukkien rakenne edistdd thrum-kukkatyypin siite-
polyn siirtymistd polyttajahyonteisen mukana pin-kukkatyypin kukkien luotille ja pdinvastoin.
Kukkien véliset erot varmistavat siitepdlyn tarttumisen eri osaan hyonteista, jolloin kukat po-
Iyttyvat vain erityyppisesta kukasta tulleella siitepélylla (Piirainen et al. 1999). Kukkien p6-
Iyttdmisesta eteldnkevétesikolla vastaa padasiassa Hymenoptera tai Diptera (mm. Van Ros-
sum & Tries 2006).

Siementen tuottamiseen on uskottu vaadittavan kahden eri kukkatyypin vélista polytysta.
Viimeaikaiset tutkimukset kuitenkin osoittavat kahden saman kukkatyypin vélisen polytyksen
olevan mahdollista (Richards 2003). Etelankevatesikolla kahden pin-tyypin kukan valisen
polytyksen ei ole todettu tuottavan siemenid. Sen sijaan kahden thrum-tyypin kukan vélisen
polytyksen tuloksena on saatu siemenid. Etelankevétesikon kahdella l&hilajilla kevétesikolla
(Primula veris) ja k&épidesikolla (Primula vulgaris) tilanne on taysin péinvastainen.

Kukkien varin ja tuoksun tarkoituksena on houkutella polyttajia (Browsher et al. 2008).
Kukkien tuoksu muodostuu kemiallisista yhdisteistd, joiden koostumus vaihtelee kasvilajien
valilla. Etelankevétesikon kukat sisaltavat useita aromaattisia yhdisteitd (Gasgett et al. 2005).
Maaréllisesti eniten kukissa esiintyy limoneenia, jonka lisaksi kukista on 16ydetty pienid maa-
rié alfa-pineenia, myrseenié ja sabineenia. Pin- ja thrum- tyypin kukkien valilla ei ole todettu

olevan eroa tuoksun muodostavissa kemiallisissa yhdisteissa.



3 KASVIEN SEKUNDAARIMETABOLIAN TUOTTEET

3.1 Kasvien sekundaarimetabolia

Kasvin aineenvaihdunta eli metabolia jaetaan primaari- ja sekundaarimetaboliaan. Primaari-
metabolia on kasvin perusaineenvaihduntaa, jonka tarkoituksena on tuottaa kasville sen kas-
vun ja kehityksen kannalta elintérkeitd yhdisteitd kuten aminohappoja, proteiineja, lipideja ja
nukleiinihappoja (Taiz & Zeiger 2006). Sen sijaan kasvien sekundaarimetabolia tuottaa suu-
ren maaran erilaisia bioaktiivisia yhdisteitd, joilla ei ole ajateltu olevan suoraa tehtdvaa kasvin
kasvussa ja kehityksessd normaaleissa oloissa. Uusimmat tutkimukset kuitenkin osoittavat
sekundaariyhdisteiden osallistuvan kasvin tarkeisiin fysiologisiin ja biokemiallisiin toimintoi-
hin (mm. Keskitalo 2001).

Sekundaarimetabolian tuottamia sekundaarimetaboliitteja tuotetaan yleensa pienid maaria
vain tietyssa kehitysvaiheessa tai vasteena stressireaktioihin (Taiz & Zeiger 2006). Siitd huo-
limatta niilla on tarked merkitys kasville, sill4 ne toimivat kasvissa véri-, haju- ja makuyhdis-
teind, joiden avulla kasvit pystyvét houkuttelemaan polyttéjia ja puolustautumaan herbivoreja,
sienid ja mikrobeja vastaan (Browser et al. 2008). Lisaksi ne toimivat signaalimolekyyleina
kasvien vélisessa kilpailussa ja kasvien mikrobien valisessa symbioosissa. Kasvien tuottamat
sekundaarimetabolian yhdisteet jaetaan kolmeen pdaryhmé&an niiden biosynteesireittien mu-
kaan: fenolit, terpeenit ja typped siséltavat yhdisteet. Kasvien primaari- ja sekundaarimetabo-
lia liittyvat l&heisesti toisiinsa, silla primaarimetabolia tuottaa erilaisia yhdisteitd sekundaari-

metabolian ldhtdaineiksi.

3.2 Fenoliset yhdisteet

Kasvien fenoliset yhdisteet ovat hyvin laaja orgaanisten yhdisteiden ryhm4, johon kuuluvia
erilaisia yhdisteitd on tunnistettu noin 10 000 (Bowsher et al. 2008). Fenolisten yhdisteiden
pitoisuus ja koostumus vaihtelee lajeittain tai jopa lajikkeittain (mm. Keskitalo et al. 2001).
Kasvien tuottamat fenoliset yhdisteet koostuvat aromaattisesta renkaasta, johon on liittynyt
yksi tai useampi hydroksyyliryhmé (-OH) (Taiz & Zeiger 2006). Ne esiintyvét kasveissa mo-
no- ja dimeereind tai monimutkaisina polymerisoituneina molekyylein& kuten tanniinit ja lig-
niinit (mm. Taiz & Zeiger 2006, Keskitalo et al. 2001). Kasvien tuottamat fenoliset yhdisteet
voivat esiintyd kasvissa vapaina tai sitoutuneina sokereihin (glykosideina), aminohappoihin,

terpeeneihin ja proteiineihin. Ne voivat esiintyd myds happojen kanssa esteroityneiné. Fenoli-



set yhdisteet voidaan jakaa monella tapaa. Yksi tapa on jakaa ne neljdan paaryhmaan, joita
ovat yksinkertaiset fenolit, flavonoidit, ligniinit ja tanniinit.

Kasvien tuottamilla fenolisilla yhdisteilla on monia merkittavia biologisia tehtévia kasvis-
sa. Ne antavat kasveille varin, tuoksun ja maun, jolla kasvit pystyvat houkuttelemaan pélytta-
jid ja karkottamaan herbivoreja, sienié ja patogeeneja (Bowsher et al. 2008). Osa kasvien tuot-
tamista fenolisista yhdisteistd on nisdkkéille ja hyonteisille myrkyllisid&. Niiden on todettu
my0s antavan suojaa UV-séteilyd vastaan ja toimivan signaalimolekyyleinéd kasvien vélisessa
Kilpailussa ja kasvien ja mikrobien valisessé symbioosissa (Harborne & Williams 1992). Li-
séksi fenolisiin yhdisteisiin kuuluvat ligniinit ovat vahvoja sidoksia muodostavia polyfenolei-
ta, jotka muodostavat kasvin tukirangan lujittamalla kasvisolun soluseinda (Taiz & Zeiger
2006).

3.3 Flavonoidit

Flavonoidit kuuluvat kasvien sekundaarimetaboliitteihin, joita tunnetaan yli 4000 erilaista
yhdistetta (Huck et al. 2000). Flavonoidit ovat yhteisnimitys monimuotoiselle yhdisteryhmal-
le, joka koostuu vesiliukoisista fenolijohdoksista (Tirri et al. 2003). Ne rakentuvat kahdesta
aromaattisesta renkaasta, jotka yhdistyvat kolmesta hiilestd muodostuvalla hiilisillalla (Brow-
ser et al. 2008). Useimmat flavonoidit esiintyvat kasveissa sokereihin sitoutuneina gly-
kosideind, jolloin yhteen tai useampaan aglykonin hydroksyyliryhmaéan on kiinnittynyt jokin
sokeriosa eli glykoni glykosidisidoksella. Kasvit sailévat flavonoideja inaktiiviseen muotoon
glykosideiksi, josta ne voidaan tarvittaessa ottaa kasvin kayttoon. Jos glykosidin glykoni-osa
on glukoosi, molekyylid kutsutaan glukosidiksi. Flavonoidit voidaan luokitella niiden kemial-
lisen rakenteen perusteella useaan ryhmaan, joita ovat esimerkiksi flavonit, flavonolit, fla-
vanonit, isoflavonoidit ja antosyaniinit (Bowsher et al. 2008) (Kuva 3). Flavoneihin kuuluvis-
ta yhdisteista tunnetuimpia ovat luteoliini ja apigeniini (Peterson & Dwyer 1998). Flavonolei-
hin taas kuuluu paljon tutkittuja flavonoidiyhdisteitd kuten kversetiini, kemferoli ja isorham-

netiini.
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Kuva 3. Flavonoidi ryhmien flavanonit, flavonit, flavonolit, isoflavonit ja antosyaniidit kemi-
allinen rakenne (Peterson & Dwyer 1998).

3.3.1 Flavonoidien tehtavat kasveissa

Koska flavonoidien synteesi vaatii valoa, niitd esiintyy eniten kasvin maanpaallisissa osissa
kuten lehdissé ja kukinnoissa (Hyvarinen 2001). Flavonoidien biologiset ominaisuudet ja teh-
tavat kasveissa vaihtelevat kasvilajeittain. Flavonoidit kuten antosyaniinit antavat kukille nii-
den sinisen tai punaisen vérin, jolla ne houkuttelevat polyttdjid (Taiz & Zeiger 2006). Fla-
vonoideihin kuuluu my6s yhdisteitd, joiden antama karvas maku suojaa kasveja herbivoreilta.
Niill4 on todettu olevan antibioottisia ominaisuuksia, jotka auttavat kasvia selviytymaan eri-
laisten patogeenien ja herbivorien hyokkayksia vastaan (Harborne & Williams 1992). Kasvien
fysiologiset tutkimukset ovat osoittaneet flavonoidien kuten kversetiinin ja kemferolin suo-
jaavan kasveja auringon haitalliselta UV-B-sateilylt4. Suojaavien flavonoidien on todettu no-
peuttavan kasvin pééllissolujen kykya vastata liséédntyneeseen UV-B-séteilyyn (Bowsher et al.
2008). Liséksi kasvien tuottamat flavonoidit toimivat signaalimolekyyleind. Kasvit voivat
esimerkiksi erittdd juuristaan maahan spesifisia signaalimolekyylejd, jotka osallistuvat kasvin

ja bakteerien valiseen symbioottiseen typensidontaan.

3.3.2 Flavonoidien vaikutus ihmisen terveyteen

Flavonoideilla on todettu olevan vaikutusta ihmisen terveyteen (Huck et al. 2000). Flavo-
noidien péivittdisen saannin on arvioitu olevan lansimaalaisessa ruokavaliossa noin 1g/vrk.

Sen sijaan suomalaisessa, maa- ja elintarviketalouden tutkimuskeskuksen (MTT) tekemassa
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tutkimuksessa flavonoidien kokonaissaanniksi on arvioitu ainoastaan 55 mg/vrk (Mattila &
Kumpulainen 2001). Suurimmat flavonoidien pitoisuudet on mitattu kasvien lehdissg, kukis-
sa, marjoissa, hedelmissd, siemenissd, pahkindissa, vihanneksissa, versoissa, teessa ja viinis-
sa.

Useissa tutkimuksissa eri flavonoidilla kuten kversetiinilld, apigeniinilla, kemferolilla ja lu-
teoliinilla on havaittu olevan antioksidanttista aktiivisuutta (Peterson & Dwyer 1998). Kasvin
tuottamien antioksidanttien tiedetddn estavan solun aineenvaihdunnassa syntyvien vapaiden
happiradikaalien toimintaa (Harborne & Williams 1992). Solujen hapettumisen ja hapen reak-
tiivisten muotojen eli happiradikaalien syntymiselld on todistettu olevan vaikutusta syovén
sekd sydan- ja verisuonitautien kehittymisen (Mattila & Kumpulainen 2001). Erityisesti fla-
vonoidien vaikutusta sydan- ja verisuoni sairauksiin seké syépdan on tutkittu paljon. Tutki-
mukset ovat osoittaneet esimerkiksi kversetiinilla ja apigeniinilla olevan sytpasairauksia es-
tavid ja hidastavia vaikutuksia. Lis&ksi flavonoidit alentavat verenpainetta hillitsemalla tuleh-
dusreaktioita ja verihiutaleiden sakkaantumista.

Antioksadatiivisten vaikutusten lisdksi flavonoideilla on todettu olevan antimikrobiaalisia
ominaisuuksia. Ne pystyvat estdméén useiden mikrobien ja sienten kasvua seké lisaantymisté
(Mattila & Kumpulainen 2001). Flavonoidien on todettu myds vaikuttavan entsyymien toi-
mintaan (Harborne & Williams 1992). Flavonoideihin kuuluvilla isoflavonoideilla on havaittu
olevan estrogeeniaktiivisuutta (Peterson & Dwyer 1998). Runsaan isoflavonien saannin tiede-
tdan aiheuttavan lampailla hedelmattomyytta (Browser et al. 2008). Liian runsaalla isoflavo-

nien méaaralla ruokavaliossa uskotaan olevan vaikutusta my6s ihmisten hormonitoimintaan.

3.4 Tanniinit

Tanniinit ovat kasveissa esiintyvia fenolisia yhdisteitd, jotka saostavat proteiineja. Proteiinien
saostavuuden takia niitd on perinteisesti kaytetty nahan parkitsemiseen (Taiz & Zeiger 2006).
Kasvien tuottamat tanniinit jaetaan rakenteensa perusteella kondensoituviin ja hydrolysoitu-
viin tanniineihin (Kuva 4). Kondensoituvat tanniinit eli proantosyanidiinit koostuvat eriastei-
sesti kondensoituneesta flavonoidiyksikosta. Hydrolysoituvat tanniinit tuottavat hydrolysoitu-

essaan gallus- tai ellagihappoa ja yksinkertaisia sokereita.
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Kuva 4. Hydrolysoituvien ja kondensoituvien tanniinien rakenne (Browser et al. 2008).

Kasvit tuottavat tanniineja puolustautuessaan herbivoreja vastaan. Ne vaikuttavat kasvin
makuun, ja nisdkkéiden onkin todettu vélttelevan runsaasti tanniineja siséaltavia kasveja. Tan-
niinit voivat olla myrkyllisia ja ne heikentévat ravinnon imeytymista sitoutumalla proteiinei-
hin (Peterson & Dwyer 1998). Pienien madrien esim. punaviinin tanniineja on osoitettu
omaavan monia ihmisen terveydelle edullisia ominaisuuksia. Tanniinien tiedetddn myos voi-

van inhiboida sienten kasvua (Browser et al. 2008).

4 AINEISTO JA MENETELMAT

4.1 Kasvinaytteet

Kasvinaytteiden kerd&minen suoritettiin toukokuussa 2011 Siikamaki-Peiposjarvi kylalta,
Pieksdmden kunnasta Etel&d-Savosta. Kasvinaytteitd kerdttiin kolmelta kasvupaikalta, joita
olivat Peiposjarven koulu (kasvupaikka koulu), Lassinranta (kasvupaikka ranta) ja Kaipainen
(kasvupaikka kaipainen). Kaikilta kolmelta kasvupaikalta otettiin yhteensa kuusi kasvinéytet-
t& juurineen. Multaiset kasvinjuuret huuhdeltiin, jonka jalkeen ndytteet kuivattiin huoneen-
lammossé.

Kuivatuista ndytteista madaritettiin kukkatyyppi ja tarkempaa analysointia varten valittiin
16 kasviyksilod. Puolet kasvindytteista (8 kpl) olivat pin-kukkatyyppid ja puolet thrum-
kukkatyyppid. Analysoitavista kasvindytteista kasvupaikka koululta oli yhteensa nelj& naytet-
t4, joista kolme oli pin-kukkatyyppid ja yksi thrum-kukkatyyppid. Kasvupaikalta kaipainen
kerattiin kuusi kasvinaytettd mychempé& analysointia varten. Kaipaisesta keratyistd kasvi-
naytteista kaksi oli pin-kukkatyyppié ja nelja thrum-kukkatyyppid. Myo6s kasvupaikka rannal-
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ta otettiin kuusi kasvindytettd. Rannalta keratyistd kuudesta kasvinaytteestd kolme oli pin-
kukkatyyppid ja kolme thrum-kukkatyyppié.

Huonekuivatuista kasvindytteesta eroteltiin lehdet, kukinto, varsi ja juuret erilleen. Kaikki
kasvinosat punnittiin analyysivaa“alla ja tulokset taulukoitiin Microsoft Office Excel 2010-

ohjelmalla mydhempaa tilastollista testausta varten.

4.2 Flavonoidien méaritys

4.2.1 Uuttaminen ja erottelu

Ennen varsinaista kromatografista analyysia flavonoidiyhdisteet eristettiin kuivatusta kasvi-
materiaalista uuttamalla. Aluksi kuivatut kukinnot ja lehdet eroteltiin ja jauhettiin Precellys-
laitteella. Kukinnosta eroteltiin véhintdan viisi kukkaa jokaiseen numeroituun Precellys-
pulloon kasvimateriaalin jauhamista varten. Kuivattujen kukkien lisaksi pulloihin laitettiin
nelja kuulaa. Kuivatuista lehdista leikattiin vain toinen puoli jauhatusta varten siten, ettd kes-
Kiruoti jatettiin pois. Jokaisesta kasvindytteestd otettiin viisi lehden puolikasta Precellys-
pulloihin, jonka jalkeen pulloihin liséttiin viisi kuulaa.

Etelankevéatesikon kuivasta ja jauhetusta kukinto- ja lehtimateriaalista punnittiin 5 mg nu-
meroituihin Precellys-pulloihin (vol 2 ml) uuttamista varten. Precellys-pulloihin pipetoitiin
lisaksi 0,6 ml kylmaa metanolia ja ndyte homogenoitiin Precellys-laitteella 20 sekunnin ajan.
Precellys-pullot jatettiin seisomaan jadahauteeseen 15 minuutin ajaksi, jonka jalkeen homo-
genointi toistettiin. Homogenisoinnin jalkeen néytettd sentrifugoitiin 3 minuutin ajan (13000
rpm, 4 °C). Naytteet otettiin heti pois sentrifugista faasien sekoittumisen estdmiseksi. Seuraa-
vaksi supernatatti pipetoitiin pasteur-pipetill& precellys-pulloista 6 ml koeputkiin.

Precellys-pulloihin jadneen sakan uuttaminen toistettiin kolme kertaa muuten samoin, mut-
ta Precellys-pullot jatettiin jadhauteeseen seisomaan vain 5 minuutiksi. Lopuksi koeputkiin
keratty nayte haihdutettiin haihdutus-sentrifugin avulla. Uutettuja naytteitd sailytettiin kyl-

ma&ssé ennen nestekromatografisen analysoinnin aloittamista.

4.2.2 Yleista korkean erotuskyvyn nestekromatografiasta (HPLC)

Flavonoidien analysointiin kaytetddn yleensd korkean erotuskyvyn nestekromatografia
(HPLC) (Pihlava 2001). Se soveltuu hyvin flavonoidien méarittamiseen, koska flavonoidit

ovat vesiliukoisia ja néin ollen liukenevat helposti liuottimeen. Nestekromatografian avulla
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voidaan erottaa, tunnistaa ja analysoida seoksessa olevia yhdisteitd niiden molekyylirakenteen
ja -koon seka kemiallisten ominaisuuksien avulla (Snyder et al. 2009).

Korkean erotuskyvyn nestekromatografi koostuu liuossailiista (eluenttiséiliosta), korkean
paineen tuottavasta pumpusta, injektorista eli ndytteiden syo6ttdjastd, kolonnista, detektorista ja
tallentimesta (Snyder et al. 2009) (Kuva 5). Nestekromatografisessa systeemissa eluenttiin eli
liikkuvaan faasiin liuenneet naytteet pakotetaan kulkemaan kolonnin l&pi pumpun avulla. Yh-
disteiden erottuminen tapahtuu kolonnissa, joka on pakattu tdyteen hienojakoista stationaari-
faasia eli kiintedd faasia pinnallaan nestefaasi. Naytteessa olevien yhdisteiden erilainen kemi-
allinen koostumus aiheuttaa sen, ettd ne reagoivat eri tavalla kolonnin faasin ja eluentin kans-
sa. Yhdisteiden erilainen vuorovaikutus kolonnin faasin ja eluentin kanssa aiheuttaa sen, etta
ne kulkevat kolonnin l&pi eri nopeuksilla. Kolonnin jélkeen oleva detektori havaitsee kolon-
nissa erottuneet yhdisteet. UV-detektori on kaikkein yleisin nestekromatografiassa kaytetty
detektori. Detektori on yleensa liitetty tietokoneeseen, josta tulostuu kromatogrammi, jossa
erottuneet yhdisteet nakyvat ”piikkeing”.

Yhdisteiden tunnistaminen perustui yhdisteen UV-absoptiospektriin ja retentioaikoihin eli
siihen aikaan, joka yhdisteeltd kuluu sen kulkeutuessa kromatografisen systeemin lapi. Jokai-
sella yhdisteelld on sille ominainen retentioaika. Saatuja UV-spektrejé voidaan verrata tunne-
tuilla yhdisteilld tehtyyn spektrikirjastoon.

A
F——— Liuossalio
\

- ~

s Injektori
Nestesuodattimet

iu =

Pumppu

Detektori

Kuva 5. Nestekromatografisen systeemin osat (Browser et al. 2008).
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4.2.3 Flavonoidien erottaminen ja tunnistaminen nestekromatografialla (HPLC)

Ennen nestekromatografisen ajon aloittamista haihdutettu nayte liuotettiin 0,3 ml:aan me-
tanolia ja 0,3 ml:aan tislattua vettd. Nadytteen liukenemisen edistdmiseksi kdytettiin ultradéni-
haudetta (Bandelin Sonorex super RK106). Ndyte kaadettiin numeroituihin eppendorf-putkiin
ja sentrifugoitiin 3 minuutin ajan (13000 rpm, 4 °C). Liuos pipetoitiin pasteur-pipetilla HPLC-
pulloihin, jonka jalkeen pullot suljettiin nestekromatografista ajoa varten.

Flavonoidikoostumuksen maarittamiseen kéytettiin korkean erotuskyvyn nestekromatogra-
fia (HPLC) sekd UV-detektointia. Kukinto- ja lehtindytteiden yhdisteet ajettiin aallonpituuk-
silla 220, 270, 320 ja 360 nm. Nestekromatografisessa analyysissa ajoliuoksena eli eluenttina
kaytettiin kahden liuoksen seosta. A-liuos sisélsi vetté ja vesiliukoista orgaanista liuotinta 1,5
% tetrahydrofuraania seké 0,25 % orto-fosforihappoa, kun taas B-liuos oli 100 % metanolia.
Ajot suoritettiin gradientti-ajona, jossa metanolin osuutta nostettiin lineaarisesti 5 minuutista
40 minuuttiin Julkunen-Tiitto ja Sorsa (2001) mukaisesti. Naytettd syotettiin laitteeseen 20
ul.

Erotusprosessin lopputuloksena tulostui kromatogrammi, jossa eri yhdisteet nakyivat sig-
naaleina eli piikkeind (Kuvat 6 ja 7). Kukinto- ja lehtindytteisti saatuja retentioaikoja verrat-
tiin jo tunnettuihin standardiarvoihin. Retentioaikojen lisaksi flavonoidiyhdisteiden tunnista-
miseen kaytettiin UV-detektoria, joka mittasi ndytteessa oleville yhdisteille ominaiset spektrit.
Kukintojen ja lehtien flavonoidien tunnistaminen tapahtui vertaamalla ndytteistd saatuja

spektrejé jo tietokoneella valmiina oleviin spektrikirjastoihin.
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Kuva 6. Kromatogrammi eteldnkevéatesikon kukintojen flavonoidiyhdisteista aallonpituudella 270 nm.
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Kuva 7. Kromatogrammi eteldnkevétesikon lehtien flavonoidiyhdisteistd aallonpituudella 270 nm.

4.2.4 Flavonoidipitoisuuksien laskeminen

Kukinto- ja lehtindytteiden flavonoidiyhdisteiden pitoisuudet (mg/g) laskettiin kromatogram-
min piikkien pinta-alojen (aallonpituudella 270 nm) perusteella seuraavalla kaavalla

AXRf x600ul x 1000

= 00000 obobobood
20ul ~5mg <+ 1000

Kaavassa A= piikin ala, Rf-arvo = vastetekija, 600 ul = uutteeseen lisatty neste, 20 ul =
ajoon otettu ndytemaara ja 5 mg = kuivasta kasvimateriaalista uuttoa varten punnittu méaara.
Rf-arvo saadaan jakamalla erottuneen yhdisteen kulkema matka ajoliuoksen kulkemalla mat-
kalla (Harris 1995). Tunnistettujen ja neljan tuntemattoman flavonoidin pitoisuuden laskemi-

sessa kaytetyt Rf-arvot saatiin valmiista taulukosta (Taulukko 1).

Flavonoidi Rf-arvo

tuntematon 1-4 salisiini 0,0101

luteoliini luteoliini 0,0009664

kversetiini hyperiini 0,00107
isorhamnetiini hyperiini 0,00107

hyperiini hyperiini 0,00107

Flav. (galangiini) hyperiini 0,00107

kemferoli kemferoli 3-ramnosidi 0,001355

Taulukko 1.Flavonoidipitoisuuden laskemiseen kaytetyt Rf-arvot.
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4.3 Tanniinien méaaritys

4.3.1 Tanniinien erottaminen

Jauhettua kasvindytetta punnittiin mikrovaa“alla 1,5 mg 20 ml Kierreputkiin, jonka jalkeen
putkiin pipetoitiin 6 ml butanoli-reagenssia, 1 ml metanolia ja 0,2 ml rautareagenssia. Nayt-
teet sekoitettiin perusteellisesti koeputkisekoitinta (vortex) kayttden korkit kiinni. Tamaén jal-
keen kierreputkien korkit 10yséattiin ja naytteitd keitettiin 50 minuuttia. Keittdmisen jalkeen
naytteiden annettiin jadhtya 10 minuuttia. Nayte kaadettiin 10 ml numeroituun koeputkeen,
jonka jalkeen ne sentrifugoitiin 3 minuutin ajan (13000 rpm, 4°C). Naytteista mitattiin absor-
banssi spektrofotometrilla (Spectronic 20 Instruments) aallonpituudella A550 nm. Nollaliuok-
sena kaytettiin butanoli-reagenssia.

4.3.2 Tanniinipitoisuuden laskeminen

Etelankevéatesikon kukintojen ja lehtien tanniinipitoisuus laskettiin spektrofotometrilla mitat-

tujen absorbanssien 550 nm perusteella Betula nanan tanniinisuoran avulla seuraavasti:

_y—0,0317
~0,0066

4.4 Maaperanaytteet

Kaikilta kolmelta koepaikalta otettiin maaperanéytteet, jotka lahetettiin analysoitavaksi Suo-
men Ympéristopalvelu Oy:lle. Maaperanéytteiden ottamista varten maandyterasiaan merkit-
tiin tussilla kasvupaikka. Kaikilta kolmelta kasvupaikalta otettiin 7-8 osandytteestd koostuva
maaperandyte naytteenottokairalla. Laboratorioon analysoitavaksi lahetettavassa néytteessa ei
saanut olla pohjamaan lisaksi roskia tai Kivid, joten naytteistd poistettiin 2 cm pintamaata.
Viljavuustutkimusta varten ndyterasiat taytettiin vahintdan 3/4 rasian tilavuudesta. Lopuksi

rasiat suljettiin huolellisesti. Analyysitilaus tehtiin rasioiden mukana toimitetulla lomakkeella.

4.5 Tilastollinen kasittely

Tilastollisia analyysejéd varten kaikki kokeista saatu data taulukoitiin Microsoft Office Excel

2010-ohjelmalla. Kaikkien tulosten tilastolliseen analyysiin kéytettiin varianssianalyysia
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(Statview, ANOVA). Tilastollisen analyysin avulla tutkittiin oliko kukkatyypilla, paikalla tai

kasvinosalla tilastollisesti merkitsevaa vaikutusta etelankevétesikon biomassoihin seka flavo-

noidi- ja tanniinipitoisuuksiin ja oliko kahden selittdvan muuttujan valilla interaktiota eli yh-

teisvaikutusta. Jatkotestaus suoritettiin Fisherin PLSD-testilld, jonka tarkoituksena oli etsia

merkitsevyyden lahde eli se mistd varianssianalyysin antama tilastollinen merkitsevyys joh-

tuu.

5 TULOKSET

5.1 Juurten, lehtien, kukinnon ja varren biomassa

Etelankevétesikon juuren biomassa oli keskimaarin 1,124 g kaikki ndytteet huomioon ottaen.

Kasvin maanpéallisista osista keskimaarin suurin biomassa 0,302 g oli lehdilla. Varren bio-

massa oli keskimé&arin 0,091 g ja kukinnon 0,076 g (Kuva 8).

Kasvinosien lisaksi keskimadréisissa biomassoissa oli eroja niin kasvupaikkojen kuin kuk-

katyyppienkin vélilla. Kasvupaikalta koulu keréttyjen juurindytteiden biomassa oli korkeampi

kuin kahdelta muulta kasvupaikalla keratyissa naytteissa.
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Kuva 8. Kasvinosien biomassa kukkatyypeittain ja kasvupaikoittain.
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Kukkatyypin, kasvinosan ja paikan vaikutusta kukinnon, lehtien, varren ja juurten biomas-
saan testattiin varianssianalyysin (Anova) avulla. Tulokset osoittavat seka kasvinosalla (p = <
0,0001) ettd kasvupaikalla (p = 0,0146) olevan tilastollisesti merkitseva vaikutus biomassaan
(Taulukko 3). Varianssianalyysi ei kuitenkaan osoittanut, ettd kukkatyypill& olisi ollut vaiku-
tusta biomassoihin.

Varianssianalyysin avulla tutkittiin lisdksi kahden selittdvan muuttujan yhteisvaikutusta
biomassaan. Kukkatyypilla ja kasvupaikalla tai kukkatyypilla ja kasvinosalla ei ollut tilastolli-
sesti merkitsevad yhteisvaikutusta kasvin biomassaan. Sen sijaan kasvinosalla ja kasvupaikal-

la oli tilastollisesti merkitseva yhteisvaikutus (p = 0,0011) eteldnkevétesikon biomassaan.

Muuttuja (Anova) Df F-arvo P-arvo
kasvinosa 3 51,59 < 0,0001
paikka 2 4,709 0,0146
kukkatyyppi 1 0,306 0,5834
kasvinosa * paikka 6 4,646 0,0011
kasvinosa * kukkatyyppi 3 0,233 0,8729
paikka * kukkatyyppi 2 1,118 0,3369
kasvinosa * paikka * kukkatyyppi 6 0,449 0,8413

Taulukko 2. Kasvinosan, kasvupaikan ja kukkatyypin vaikutus biomassaan.

Merkitsevyyden l&hteen etsintdan kaytettiin Fisherin PLSD-testid. Varianssianalyysi osoitti
eri kasvinosien biomassojen eroavan tilastollisesti merkitsevasti toisistaan. Jatkoanalyysin
mukaan juuren biomassa erosi muista kasvinosista tilastollisesti erittdin merkitsevéasti (Tau-
lukko 3). Juuren biomassa oli keskimaarin suurempi kuin muiden kasvinosien. Fisherin
PLSD-testi osoitti myds kukinnon ja lehden biomassan eroavan tilastollisesti merkitsevésti
toisistaan. Kasvupaikkoja verrattaessa Fisherin PLSD-testillda huomattiin, ettd kasvupaikka
koulu erosi tilastollisesti merkitsevasti kahdesta muusta kasvupaikasta. Koululta keréttyjen

kasvinaytteiden kokonaisbiomassa oli kahta muuta kasvupaikkaa suurempi.
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Muuttuja (Fisher PLSD) P-arvo

kasvinosa

juuri * kukinto <0,0001 s
juuri * lehdet <0,0001 s
juuri * varsi <0,0001 s
kukinto * lehdet 0,0191 s
kukinto * varsi 0,4558
lehdet * varsi 0,0989
paikka

kaipainen * koulu 0,0007 s
kaipainen * ranta 0,6542
koulu * ranta 0,0002 s
kukkatyyppi

pin * thrum 0,1247

Taulukko 3. Biomassojen tilastollinen testaus Fisherin PLSD-testill&.

5.2 Flavonoidien kokonaispitoisuudet kukinnoissa ja lehdissa

5.2.1 Kukintojen ja lehtien flavonoidiyhdisteet

HPLC-kromatogrammien perusteella etelankevéatesikon kukinnoista ja lehdistd maaritettiin
yhteensd 20 yksittdisen flavonoidiyhdisteen pitoisuudet, joista 16 pystyttiin tunnistamaan ja
nimedamaan. Naista 20 erilaisesta yhdisteesta kukinnoissa esiintyi yhteensa neljatoista ja leh-
dissa kymmenen erilaista flavonoidiyhdistettd, joista nelja& esiintyi sek& kukinnoissa etté leh-
dissa. Kaikki nelja tunnistamatonta flavonoidiyhdistettd 10ytyivat kukinnoista. Tutkimuksessa

ne nimettiin tuntematon flavonoidi 1 - 4.

5.2.2 Kukintojen flavonoidikoostumus ja -pitoisuudet

Tutkimus osoitti kukinnoissa olevan eniten hyperiinid, jonka kokonaispitoisuus kaikki kukin-
tonéytteet huomioon ottaen oli noin 13 mg/g. Hyperiinin jalkeen seuraavaksi yleisempia fla-
vonoidiyhdisteitd kukinnoissa olivat kversetiini diglykosidi 3, luteoliini 7-glukosidi seka tun-
tematon 2, 3 ja 4, joiden pitoisuudet vaihtelivat vailla 5,9 - 9,3 mg/g. Loppujen flavonoidiyh-
disteiden pitoisuudet vaihtelivat valilla 0,4 - 4,3 mg/g.

Flavonoidien tuntematon 1, 2 ja 3, luteoliini 7-glukosidin, kemferoli monoglykosidin ja
hyperiinin pitoisuudet kukinnoissa olivat kukkatyypista riippumatta kasvupaikalla koulu kes-
kimaarin suuremmat kuin kahdella muulla kasvupaikalla (Kuva 9). Kasvupaikalla ranta puo-
lestaan oli keskimaarin kaikkein alhaisimmat tuntematon flavonoidi 1 ja luteoliini 7-glukosidi

pitoisuudet.
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Kuva 9. Kukintojen tuntematon flavonoidi 1 - 3, luteoliini 7-glukosidin, kemferoli monogly-
kosidin ja hyperiini pitoisuus kukkatyypeittéin ja kasvupaikoittain.

Kasvupaikka rannan keskiméaaréiset kversetiini diglykosidi 4 ja kversetiini glykosidi 1 pi-

toisuudet olivat myos muita kasvupaikkoja alhaisemmat riippumatta kukkatyypisté (Kuva 10).
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Kuva 10. Kukinnon kversetiini diglykosidi 4 ja kversetiini glykosidi 1 pitoisuus kukkatyypeit-
tain ja kasvupaikoittain.
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Kukintojen isorhamnetiini glykosidi 2 pitoisuus oli keskimaéarin alhaisempi kasvupaikka

kaipaisesta kerétyissa thrum-kukkatyypin kasveissa kuin koulun ja rannan thrum-kukkatyypin

kasveissa (Kuva 11). Toisaalta taas galangiini pitoisuus oli koululta keratyissd thrum-

kukkatyypin kasveissa alhaisempi kuin kahden muun kasvupaikan thrum-kukkatyypin kas-

veissa. Kversetiini diglykosidi 3, tuntematon flavonoidi 4, isorhamnetiini glykosidi 1 ja kver-

setiini glykosidi 2 keskimaaréisissa pitoisuuksissa ei ollut havaittavissa selkeita eroja paikko-

jen tai kukkatyyppien vélilla.
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Kuva 11. Kukintojen tuntematon flavonoidi 4:n, kversetiini glykosidi 2:n, kversetiini diglyko-

sidi 3:n, isorhamnetiini glykosidi 1:n ja 2:n sek& galangiinin pitoisuus kukkatyypeittdin ja

kasvupaikoittain.
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Kahden erilaisen kukkatyypin kukintojen vélilla ei ollut tilastollisesti merkitsevia eroja fla-
vonoidien mé&arassa muiden kuin kversetiini glykosidi 1 osalta (p= 0,0140) (Taulukko 4).
Kasvupaikalla oli tilastollisesti erittain merkitseva vaikutus (p= < 0,01) kukinnon tuntematon
1, luteoliini 7-glukosidi ja kversetiini glykosidi 1 pitoisuuksiin. Kasvupaikalla oli myds mer-
kitseva vaikutus (p= < 0,05) kukinnon tuntematon 2 ja 3, kversetiini diglykosidi 4 ja isorham-
netiini glykosidi 2 pitoisuuksiin. Sen sijaan kasvupaikalla ei ollut vaikutusta kukintojen kver-
setiini diglykosidi 3, hyperiini, galangiini, kversetiini glykosidi 2, isorhamnetiini glykosidi 1,
tuntematon 4 ja kemferoli monoglykosidi pitoisuuksiin.

Varianssianalyysin avulla tutkittiin myos onko kahdella selittavalld muuttujalla, téssé ta-
pauksessa kasvupaikalla ja kukkatyypillg, tilastollisesti merkitsevaa yhteisvaikutusta kukinto-
jen flavonoidien maaraan. Tutkimus osoitti, ettd kasvupaikan ja kukkatyypin valilla ei ollut

merkitsevad yhteisvaikutusta kukintojen flavonoidien mééraan.

Yhdiste F-arvo  P-arvo
Tuntematon flavonoidi 1

kukkatyyppi 0,04 0,8451

paikka 9,845 0,0043

kukkatyyppi * paikka 0,066 0,937
Tuntematon flavonoidi 2

kukkatyyppi 1,241 0,2913

paikka 5,432 0,0253

kukkatyyppi * paikka 1,071 0,3789
Luteoliini 7-glukosidi

kukkatyyppi 0,424 0,5299

paikka 19,128  0,0004

kukkatyyppi * paikka 0,556 0,5901
Tuntematon flavonoidi 3

kukkatyyppi 0,066 0,8029

paikka 4,245 0,0463

kukkatyyppi * paikka 1,924 0,1964
Kversetiini diglykosidi 3

kukkatyyppi 2,879 0,1206

paikka 0,739 0,5018

kukkatyyppi * paikka 1,358 0,3008
Kversetiini diglykosidi 4

kukkatyyppi 0,041 0,8442

paikka 4,512 0,0401

kukkatyyppi * paikka 1,684 0,2342

Kemferoli monoglykosidi
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kukkatyyppi 0,004 0,9536

paikka 2,437 0,1373

kukkatyyppi * paikka 0,279 0,7626
Hyperiini

kukkatyyppi 0,005 0,9451

paikka 2,332 0,1475

kukkatyyppi * paikka 3,182 0,0852
Tuntematon flavonoidi 4

kukkatyyppi 0,377 0,5528

paikka 0,51 0,6155

kukkatyyppi * paikka 1,857 0,2061
Isorhamnetiini glykosidi 1

kukkatyyppi 4,304 0,0648

paikka 0,194 0,8269

kukkatyyppi * paikka 3,671 0,0638
Kversetiini glykosidi 1

kukkatyyppi 8,841 0,014

paikka 10,622  0,0034

kukkatyyppi * paikka 3,46 0,0721
Kversetiini glykosidi 2

kukkatyyppi 0,069 0,7981

paikka 1,839 0,2089

kukkatyyppi * paikka 0,755 0,495
Isorhamnetiini glykosidi 2

kukkatyyppi 0,963 0,3497

paikka 5,481 0,0247

kukkatyyppi * paikka 3,73 0,0616
Flavonoidi (galangiini)

kukkatyyppi 0,243 0,6326

paikka 0,81 0,472

kukkatyyppi * paikka 1,919 0,1971

Taulukko 4. Kukinnon flavonoidien tilastollinen testaus varianssianalyysilla.

Fisherin PLSD-testilla méaritettiin tarkemmin, mista merkitsevyys eri koepaikkojen valilla
johtuu. Kasvupaikan koulu eteldankevatesikon kukintojen flavonoidien maara poikkeaa tilas-
tollisesti merkitsevéasti kahdesta muusta kasvupaikasta tuntematon flavonoidi 1, 2 ja 3 sek&
luteoliini 7-glukosidin osalta (Taulukko 5). Kaikkien ndiden neljan flavonoidin pitoisuudet
olivat kasvupaikka koululla korkeammat kuin kahdella muulla kasvupaikalla. Kasvupaikat
koulu ja ranta erosivat merkitsevasti toisistaan kversetiini diglykosidi 4 osalta. Kasvupaikalla
koulu kversetiini diglykosidi 4 pitoisuudet olivat merkitsevasti suuremmat kuin rannalla. Ti-
lastollisesti erittdin merkitseva ero kukintojen kversetiini glykosidi 1 maardssé johtuu siita,

ettd koepaikalla ranta yhdisteen pitoisuus oli muita kasvupaikkoja alhaisempi. Kasvupaikka
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kaipainen taas erosi kukintojen isorhamnetiini glykosidi 2 osalta kahdesta muusta koepaikas-
ta. Kaipaisesta keratyista etelankevéatesikon kukinnoista 16ytyi korkeammat pitoisuudet iso-

rhamnetiini glykosidi 2:ta.

Yhdiste P-arvo
Tuntematon flavonoidi 1

kaipainen * koulu 0,0035 s

kaipainen * ranta 0,2299

koulu * ranta 0,0006 s
Tuntematon flavonoidi 2

kaipainen * koulu 0,0037 s

kaipainen * ranta 0,3719

koulu * ranta 0,0149 s
Luteoliini 7-glukosidi

kaipainen * koulu 0,0007 s

kaipainen * ranta 0,0756

koulu * ranta <0,0001 s
Tuntematon flavonoidi 3

kaipainen * koulu 0,0289 s

kaipainen * ranta 0,9226

koulu * ranta 0,0336 s
Kversetiini diglykosidi 4

kaipainen * koulu 0,2197

kaipainen * ranta 0,1425

koulu * ranta 0,0211 s
Kversetiini glykosidi 1

kaipainen * koulu 0,3659

kaipainen * ranta 0,0078

koulu * ranta 0,0029
Isorhamnetiini glykosidi 2

kaipainen * koulu 0,0378

kaipainen * ranta 0,0045

koulu * ranta 0,4092

Taulukko 5. Kukinnon flavonoidien tilastollinen testaus Fisherin PLSD-testilla.

5.2.3 Lehtien flavonoidikoostumus ja -pitoisuus

Lehtinaytteiden yleisin flavonoidiyhdiste oli kemferoli diglykosidi 2, jonka pitoisuus oli kes-
kimaarin 9,2 mg/g Toiseksi yleisin lehtien sisaltdamé flavonoidiyhdiste oli kemferoli diglyko-
sidi 1, jonka pitoisuus oli 7,7 mg/g. Muiden lehtien siséltdmien flavonoidiyhdisteiden pitoi-
suudet vaihtelivat 0,2-4,1 mg/g vélill&.
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Lehtien keskim&&rdiset flavonoidipitoisuudet vaihtelivat kasvupaikkojen vélilla. Kasvu-

paikka koululla oli keskimé&arin kaikkein suurimmat kversetiini diglykosidi 1 ja 2 sek& kemfe-

roli diglykosidi 2 pitoisuudet kukkatyypista riippumatta (Kuva 12). Rannan keskiméaéaraiset

kversetiini diglykosidi 2 pitoisuudet taas olivat muita kasvupaikkoja alhaisesmmat kukkatyy-

pisté riippumatta.
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Kuva 12. Lehtien kversetiini diglykosidil ja 2 sek& kemferoli diglykosidi 2 pitoisuudet kuk-
katyypeittain ja paikoittain.

Kasvupaikka rannan eteldnkevatesikon lehdissd oli keskimaarin muita kasvupaikkoja

enemman kemferoli diglykosidi 1:t4, kun taas kemferoli monoglykosidi pitoisuudet olivat

kasvupaikalla ranta muita kasvupaikkoja alhaisemmat (Kuva 13).
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peittéin ja kasvupaikoittain.
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Lehtien hyperiinin, kversetiini diglykosidi 3 ja kemferoli glykosidi 1 pitoisuudet olivat
keskimadrin suurimmat koululta kerétyissa pin-kukkatyypin kasveissa (Kuva 14). Sen sijaan

kemferoli 3-glukosidin pitoisuus oli keskimaarin suurinta rannan pin-kukkatyypin kasveissa.
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Kuva 14. Lehtien hyperiinin, kversetiini diglykosidi, kemferoli glykosidi 1 kemferoli ja 3-
glukosidi pitoisuudet kukkatyypeittéin ja paikoittain.

Tulokset osoittavat, ettd kukkatyypill& ei ole tilastollisesti merkitsevaa vaikutusta lehtien
flavonoidien maaraan (Taulukko 6). Ainoastaan lehtien kemferoli monoglykosidin pitoisuudet
kahden kukkatyypin valilla erosivat tilastollisesti melkein merkitsevasti (p = 0,0656) toisis-
taan. Sen sijaan kasvupaikalla oli erittdin merkitseva vaikutus lehtien kversetiini diglykosidi 1
ja 2 seka kemferoli monoglykosidi pitoisuuksiin. Kasvupaikalla oli myds merkitseva vaikutus
(p =< 0,05) lehtien kemferoli diglykosidi 1 pitoisuuksiin. Melkein merkitsevan p-arvon (p =
0,05 - 0,1) saivat lehtien sisdltdamat flavonoidit kemferoli diglykosidi 2 ja kemferoli 3-
glukosidi. Kasvupaikalla ei ollut vaikutusta lehtien kversetiini diglykosidi 3, hyperiini ja kem-

feroli glykosidi pitoisuuksiin.

Yhdiste F-arvo P-arvo
Kversetiini diglykosidi 1
kukkatyyppi 0,413 0,5348
paikka 14,382 0,0011
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kukkatyyppi * paikka 7,286 0,0112
Kversetiini diglykosidi 2

kukkatyyppi 0,167 0,6918

paikka 9,316 0,0052

kukkatyyppi * paikka 0,274 0,7655
Kemferoli diglykosidi 1

kukkatyyppi 1,499 0,2488

paikka 7,405 0,0106

kukkatyyppi * paikka 3,137 0,0876
Kversetiini diglykosidi 3

kukkatyyppi 2,808 0,1247

paikka 1,356 0,3012

kukkatyyppi * paikka 0,738 0,5024
Kemferoli diglykosidi 2

kukkatyyppi 3,004 0,1137

paikka 3,026 0,0938

kukkatyyppi * paikka 3,101 0,0895
Kemferoli monoglykosidi

kukkatyyppi 4,275 0,0656

paikka 12,661 0,0018

kukkatyyppi * paikka 1,192 0,3433
Hyperiini

kukkatyyppi 0,311 0,5896

paikka 1,543 0,2416

kukkatyyppi * paikka 1,654 0,2396
Kemferoli 3-glukosidi

kukkatyyppi 0,048 0,8312

paikka 3,405 0,0745

kukkatyyppi * paikka 2,531 0,1290
Kemferoli glykosidi 1

kukkatyyppi 0,236 0,6374

paikka 0,537 0,6006

kukkatyyppi * paikka 3,342 0,0774

Taulukko 6. Lehtien flavonoidien tilastollinen testaus varianssianalyysilla.

Jatkotestaus Fisherin PLSD-testilla osoitti kasvupaikka koulun eroavan kversetiini digly-
kosidi 1 ja 2 osalta kahdesta muusta kasvupaikasta (Taulukko 7). Kasvupaikka koulun kverse-
tiini diglykosidi 1 ja 2 pitoisuudet olivat tilastollisesti merkitsevasti suuremmat kuin kahdella
muulla kasvupaikalla. Fisherin PLSD-testi osoitti kasvupaikka rannan eroavan kahdesta
muusta kasvupaikasta lehtien kemferoli monoglykosidi ja kemferoli diglykosidi 1pitoisuuden
osalta. Rannassa kemferoli diglykosidi 1 pitoisuudet olivat muita kasvupaikkoja suuremmat.
Sen sijaan kemferoli monoglykosidi pitoisuudet olivat rannalla koulua ja kaipaista alhaisem-

mat.
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Yhdiste P-arvo
Kversetiini diglykosidi 1

kaipainen * koulu 0,0010 s

kaipainen * ranta 0,7712

koulu * ranta 0,0015 s
Kversetiini diglykosidi 2

kaipainen * koulu 0,0052 s

kaipainen * ranta 0,1500

koulu * ranta 0,0006 s
Kemferoli diglykosidi 1

kaipainen * koulu 0,2602

kaipainen * ranta 0,0018 s

koulu * ranta 0,0275 s
Kemferoli monoglykosidi

kaipainen * koulu 0,0710

kaipainen * ranta 0,0021 s

koulu * ranta 0,0002 s

Taulukko 7. Lehtien flavonoidien tilastollinen testaus Fisherin PLSD-testill&.

Tutkittaessa kahden selittdvan muuttujan, kasvupaikan ja kukkatyypin, yhteisvaikutusta
lehtien flavonoidien maaréén, tulokset osoittavat kasvupaikalla ja kukkatyypilld olevan tilas-
tollisesti merkitseva (p =< 0,05) yhteisvaikutus lehtien kversetiini diglykosidi 1 pitoisuuteen.
Lehtien kemferoli diglykosidi 1 ja 2 ja kemferoli glykosidi pitoisuudet erosivat kasvupaikan
ja kukkatyypin yhteisvaikutusten osalta melkein merkitsevésti toisistaan (p = 0,05 - 0,1).
Fisherin PLSD-testi osoitti, ettd kasvupaikan ja kukkatyypin vélinen interaktio eli yhteisvai-
kutus johtuu siitg, ettd kasvupaikka koulu eroaa tilastollisesti merkitsevasti kahdesta muusta

kasvupaikasta kversetiini diglykosidi 1 pitoisuuden suhteen.

5.3 Tanniinien kokonaispitoisuudet kukinnoissa ja lehdissa

Tanniinien kokonaispitoisuus kuivatuissa kukinnoissa oli keskimaarin 24,5 mg/g ja lehdissa
49,9 mg/g. Kukintojen ja lehtien tanniinipitoisuudet vaihtelivat paikoittain ja kukkatyypeittéin
(Taulukko 8).
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Kukkatyyppi (mg/g) Kukkatyyppi (mg/g)
pin thrum
Kasvinosa | Koulu Kaipainen Ranta Koulu | Kaipainen Ranta
Kukinto 32,08+4,14 | 26,19+0,15 | 20,04+1,61 23,472 20,79%2,29
Lehti 55,32+3,72 | 68,85+£10,16 | 40,66+2,96 57,924 | 48,20+2,42 | 40,52+2,43

Taulukko 11. Kukintojen ja lehtien tanniinipitoisuus kukkatyypeittéin ja paikoittain.

Kukkatyypilla ei ollut tilastollisesti merkitsevaa vaikutusta tanniinien maaréan (Taulukko
12). Sen sijaan kasvinosalla oli tilastollisesti erittdin merkitsevé vaikutus (p =< 0,0001) tan-
niinipitoisuuteen. Lehdissé oli enemmaén tanniineja kuin kukissa. Myos kasvupaikalla oli tilas-
tollisesti erittdin merkitseva vaikutus (p = 0,0005) tanniinipitoisuuksiin.

Tarkasteltaessa kahden selittdvdn muuttujan yhteisvaikutusta tanniinien maaradn huomat-
tiin, ettd kasvinosan ja kukkatyypin seka kasvinosan ja kasvupaikan valilla ei ole tilastollisesti
merkitsevad yhteisvaikutusta. Kukkatyyppien ja kasvinosien valistd yhteisvaikutusta tutkitta-
essa f-arvo 0,009 kertoo, ettd kaikki néytteet olivat erittdin samanlaisia eli lehdissé on aina

enemman tanniineja.

Muuttuja (Anova) Df F-arvo  P-arvo
kasvinosa 3 51,590 <0,0001
paikka 2 4,709 0,0146
kukkatyyppi 1 0,306 0,5834
kasvinosa * paikka 6 4,646 0,0011
kasvinosa * kukkatyyppi 3 0,233 0,8729
paikka * kukkatyyppi 2 1,118 0,3369
kasvinosa * paikka * kukkatyyppi 6 0,449 0,8413

Taulukko 8. Tanniinien tilastollinen testaus varianssianalyysilla.

Fisherin PLSD-testin mukaan kasvupaikat kaipainen ja ranta seké koulu ja ranta eroavat ti-
lastollisesti erittain merkitsevasti toisistaan (p =< 0,0001) (Taulukko 13). Kasvupaikka rannan
kukintojen ja lehtien tanniinien mé&é&ra oli tilastollisesti merkitsevasti erilainen kuin kahdella
muulla kasvupaikalla. Tassé tapauksessa rannalta kerétyissa kasvindytteissa oli vdhemman

tanniineja kuin kahdelta muulta kasvupaikalta keratyissé néytteissa.

Muuttuja (Fisher) P-arvo
kasvinosa

juuri * kukinto <0,0001 s
juuri * lehdet <0,0001 s
juuri * varsi <0,0001 s
kukinto * lehdet 0,0093 s
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kukinto * varsi 0,8946

lehdet * varsi 0,0130 s
paikka

kaipainen * koulu 0,0018 s
kaipainen * lassinranta 0,6163
koulu * lassinranta 0,0005 S
kukkatyyppi

pin * thrum 0,2173

Taulukko 13. Tanniinien tilastollinen testaaminen Fisherin PLSD-testilla.

5.4 Maapera

Suomen ympadristdpalvelu Oy:n tekemat viljavuustutkimukset antoivat tietoa kolmen kasvu-
paikan maalajista ja viljavuudesta. Maalaji oli kaikilla kolmella kasvupaikalla hietamoreeni
(Liitteet 1-3). Kaikkien kasvupaikkojen maaperé oli hapan ja véharavinteinen. Kasvupaikko-
jen vélilla oli eroja maaperdn multavuudessa. Kasvupaikka ranta sai viljavuustutkimuksessa
arvion m = multainen ja kasvupaikat koulu ja kaipainen sen sijaan rm = runsasmultaiset. Suu-
rimmat erot koepaikkojen Vélilla oli liukoisen typen madréssa. Koululta otetussa maapera-
néytteessa liukoisen typen maaré oli 11,6 kg/ha. Kaipaisesta otetussa maaperanéytteessa oli
vahiten liukoista typped 6,0 kg/ha. Kasvupaikalla ranta sen sijaan liukoisen typen maaré oli
kaikista korkein 27,6 kg/ha.

6 TULOSTEN TARKASTELU
6.1 Flavonoidit

Tutkimus osoitti eteldnkevatesikon kukintojen ja lehtien sisaltdvén runsaasti erilaisia fla-
vonoideja. Kukinnot sisélsivat hyperiinid, kversetiini&, luteoliinia, isorhamnetiinia ja kemfero-
lia. Aikaisemmissa tutkimuksissa etelankevéatesikon kukintojen on todettu sisaltavan fla-
vonoideja kuten rutiinia, isokversitriinid, isorhamnetiini 3-rutinosidia, kemferoli 3-rutinosidia
ja isorhamnetiini 3-glukosidia (Petitjean-Freytet et al. 1993). Lehtien osalta aikaisempi tutki-
mus on keskittynyt lehtien siséltdmiin flavoneihin. Lehtien yleisimmiksi flavoneiksi tutki-
muksissa ovat osoittautuneet 5,6,2°,3",6 -pentametoksiflavoneja, 3,5 -dihydroksi 4'-
metoksiflavoneja, 2°-metoksiflavoneja, 3"-metoksiflavoneja, 3",4"-dimetoksiflavoneja, 2,5 -
metoksiflavoneja, 3"-hydroksi 4,5 -dimetoksiflavoneja, 3", 4", 5 -trimetoksiflavoneja ja 3’-
hydroksi 4°,5 -metyleenidioksiflavoneja (Budzianowski & Wollenweber 2007). Tama tutki-

mus sen sijaan osoitti eteldnkevatesikon lehtien siséltdvén padasiassa flavonoleihin kuuluvia
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yhdisteitd kuten kemferolia, kversetiinid ja hyperiinid. Tunnistettujen ja alustavasti tunnistet-
tujen flavonoidien lisaksi kukinnoissa 10ytyi neljaa tuntematonta flavonoidiyhdistettd, joiden
selvittdminen vaatisi jatkotutkimusta.

Flavonoideilla tiedetddn olevan ihmisen terveytta edistavia vaikutuksia (Harborne & Wil-
liams 1992). Flavonoideilla kuten kversetiinilla, kemferolilla ja luteoliinilla on osoitettu ole-
van antioksidanttista aktiivisuutta (Peterson & Dwyer 1998). Ne pystyvat torjumaan syovén
syntymisté ja sydéan- ja verisuonitautien kehittymista (Mattila & Kumpulainen 2001). Flavo-
noidiyhdisteiden kuten kversetiinin on todettu toimivan myds antimikrobiaalisina yhdisteina
tarjoten suojaa mikro-organismien, hyonteisten ja herbivorien hyokkayksia vastaan (Murphy
1999). Sen on todettu jopa inhiboivan HI-virusta.

Etelankevétesikosta saatua flavonoidipitoista uutetta on perinteisesti kéaytetty yskanl&ék-
keend, kouristuksia estavana ja virtsan eritysta lisdédvanéd kansanrohtona (Petitjean-Freytet et
al. 1993). Tassa tutkimuksessa saadut tulokset tukevat etelankevatesikon kéyttoa lagkekasvi-
na. Kasvin tiedetddn kuitenkin siséltdvan flavonoidien lisaksi runsaasti myrkyllisia triter-
peenisaponiineja (Calis et al. 1992). Saponiinit ovat saippuamaisia aineita, jotka vaikuttavat
ihmisen ruuansulatukseen ja aiheuttavat oksentelua ja ripulointia (Bowsher et al. 2008).

Etelankevatesikkoa enemman tutkittuja Primula-suvun lajeja ovat sen l&hilajit kevétesikko
ja idankevatesikko. Kevétesikon maanpaallisisté osista on saatu eristettyé ja tunnistettua suuri
maaré erilaisia flavonoideja (Fico et al. 2007). Budzianowski et al. (2005) eristivat viljellyn
kevétesikon lehdisté erilaisia rasvaliukoisia flavoneja. Néaistd ensimmaista kertaa tutkimuk-
sessa kuvattiin 3"-hydroksi-4",5"-dimetoksiflavoni ja 3"-metoksi-4",5 -metyleenidioksiflavoni,
joita ei ole aikaisemmin I0ydetty luonnosta. Tutkijat 10ysivat kevétesikon lehdista myos ke-
miallisesta synteesistd tunnettuja flavoneja kuten 3°,4"-dimetoksiflavoni ja 2°5 -dimetoksi-
flavoni. Sen lisdksi he saivat eristettyd aikaisemmin tunnettuja flavoneja kuten 2’-
hydroksiflavoneja, 2°-metoksiflavoneja, 3"-metoksiflavoneja, 3",4°,5 -trimetoksiflavoneja ja
5,6,2",6"-tetrametoksiflavoneja (zapotin). Myos kevatesikon versoista on 8ydetty flavo-
noidiyhdisteitd (Morozowska & Wesolowska 2004). Sen kukintojen on puolestaan raportoitu
sisdltdvan erilaisia mono-, di-, tri- ja pentametoksiflavoneja (Huck et al. 2000). Kukinnoista
on eristetty myos flavonoleihin kuuluvia kversetiinia ja sen johdannaisia, kemferoli 3-
limositriini glukosidia (Morozowska & Wesolowska 2004) sek& rutiinia, isokversitriinia ja
isorhamnetiini 3-rutinosidia (Petitjean-Freytet et al. 1993).

Kevitesikon alalajin, idankevatesikon (Primula veris subsp. macrocalyx) maanpééllisista
osista on eristetty useita samoja flavoneja kuin kevétesikostakin kuten 2°,5°-

dimetoksiflavoneja,  3"-metoksi-4",5" -metyleenidioksiflavoneja, 3",4"-dimetoksiflavoneja
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(Kosenkova et al. 2008). Lisaksi idankevatesikon maanpéallisista osista on l0ydetty
5,6,2",3",6"-pentametoksiflavoneja ja 5,6,2",3",5",6”-heksametoksiflavoneja, joita ei ole aikai-
semmin eristetty Primula-suvusta.

Myo6s muiden Primula-suvun lajien flavonoidikoostumusta on selvitetty aikaisemmissa
tutkimuksissa. Kultaesikon (Primula auricula), nystyesikon (Primula hirsute) ja Primula
daonensis lehdista on saatu eristetty isorhamnetiinia, kversetiinia, kemferolia, tamariksiinia ja
7,2"-dihydroksiflavonia (Fico et al. 2007). Primula spectabilis lehdistd on puolestaan eristetty
luteoliinia, apigeniinia, kversetiinia ja kemferolia (Vitalini et al. 2011). Primula-suvun suures-
ta lajimadrasté seka flavonoidiyhdisteiden runsaasta kirjosta johtuen aikaisemmin tunnettujen
flavonoidien lisaksi tuntemattomia ja Primula-suvulle uusia flavonoideja 16ydetdan jatkuvasti

lisaa.

6.2 Tanniinit

Tutkimus osoitti etelankevatesikon sisaltdvdn myos runsaasti tanniineja. Tanniineja esiintyy
yleisesti puuvartisilla kasveilla mm. koivulla, pajulla ja tammella. Niitd esiintyy myo6s ruoho-
vartisilla kasveilla kuten hernekasvien heimoon (Fabaceae) kuuluvilla maitteilla (Lotus), api-
loilla (Trifolium) ja punanatkimelld (Hedysarum coronarium). Isomaitteen (Lotus peduncula-
tus) on mitattu sisaltdvédn kondensoituvia tanniineja 76 - 90 mg/kg kuivapainosta (Barry
1985). Rehuksi kaytetyn punandtkimen lehtien kondensoituvien tanniinien pitoisuudeksi on
mitattu 33 - 37,7 g/kg. Myrtin (Myrtus communis var. italica L.) lehtien ja kukkien on todettu
sisdltdvan paljon hydrolysoituvia tanniineja (Wannes et al. 2010). Kokonaistanniinipitoisuu-
den huonekuivatuissa myrtin lehdissa on osoitettu olevan keskimaarin 26,55 mg GAE/g, ku-
kissa 11,95 mg GAE/qg ja varressa 3,33 mg GAE/g. Tanniineja esiintyy runsaasti myods monis-
sa ravintokasveissa kuten marjoissa. Riihisen (2005) tutkimuksen mukaan ellagitanniinien
maard mesimarjassa ja lakassa on 3600 - 3900 mg/kg, viljellyssa vadelmassa 1900 mg/kg ja
luonnonvadelmassa 2700 mg/kg sek& mansikassa 650 - 850 mg/kg tuorepainosta. Ellagitan-
niineja on l6ytynyt myos ruusunmarjoista (Mattila et al. 2005).

6.3 Kukkatyyppi

Tutkimuksen alkuhypoteesina oli, ettd kahden erilaisen kukkatyypin valilla olisi eroja bio-
massoissa ja sekundaarimetabolian tuottamissa fenolisten yhdisteiden pitoisuuksissa. Tilastol-
liset analyysit kuitenkin osoittivat, ettd kahden erilaisen kukkatyypin vélilla ei ollut merkitse-

vad eroa kokonaishiomassoissa tai sekundaarimetabolian tuottamien yhdisteiden pitoisuuksis-
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sa. Ainoastaan kukinnon kversetiini glykosidi 1 pitoisuus erosi kahden kukkatyypin vélilla
merkitsevasti toisistaan (p = 0,0140). Tama tilastollisesti merkitsevé ero voi osaltaan selittya

tutkimuksessa kéytetyn aineiston pienelld koolla.

6.4 Kasvupaikka

Kasvupaikkojen vélilla oli eroja sek& kokonaisbiomassoissa etté flavonoidi- ja tanniinipitoi-
suuksissa. Tassa tutkimuksessa kasvupaikka koulun etelankevatesikkojen kokonaishiomassat
olivat keskimaarin suuremmat kuin kahden muun kasvupaikan. Viljavuustutkimuksien perus-
teella voidaan kuitenkin todeta, ettei koulun maapera ollut muita paikkoja ravinteikkaampaa.
Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet eteldnkevéatesikon kasvavan yleensa véharavintei-
sessa maassa, jossa typpeé ja fosforia on vahén saatavilla (Taylor & Woodell 2008). Siemen-
taimien kasvatuksessa ei ole havaittu liukoisen nitraatin tai fosfaatin lisdykselld olevan mer-
kittdvaa vaikutusta taimien alkuvaiheen kasvuun. Kasvupaikka koulun kasvien keskimaaréi-
sesti suurempaa biomassaa voi osaltaan selittdd myos se, ettd paikan populaatio on hyvin van-
ha ja vakiintunut verrattuna kahteen muuhun kasvupaikkaan.

Kasvupaikalla oli tilastollisesti merkitsevaa vaikutusta (p =< 0,05) kukinnon luteoliini 7-
glukosidi, kversetiini glykosidi 1, kversetiini diglykosidi 4, isorhamnetiini glykosidi 2, tunte-
maton 1, 2 ja 3 pitoisuuksiin seké lehtien kversetiini diglykosidi 1 ja 2, kemferoli monoglyko-
sidi, kemferoli diglykosidi 1 pitoisuuksiin. Kasvupaikka koululta mitattiin muita kasvupaik-
koja korkeammat flavonoidipitoisuudet viiden kukinnon ja kahden lehtien flavonoidin osalta.
Kasvupaikka ranta taas erosi koulusta ja kaipaisesta kahden kukinnon ja kahden lehden flavo-
noidin pitoisuuden perusteella. Kolmen flavonoidin osalta rannalla pitoisuudet olivat muita
kasvupaikkoja alhaisemmat ja yhden osalta korkeammat. Kasvupaikka kaipainen erosi muista
kasvupaikoista tilastollisesti merkitsevasti ainoastaan isorhamnetiini glykosidi 2 osalta, jonka
pitoisuus oli kasvupaikka kaipaisessa muita kasvupaikkoja alhaisempi.

Kasvupaikka ranta erosi kaipaisesta ja koulusta myos alhaisempien kukintojen ja lehtien
tanniinipitoisuuksien vuoksi. Viljavuustutkimus osoittivat kasvupaikka rannan maaperéassa
olevan muita kasvupaikkoja enemmaén liukoista typpea (N). Hiili/typpi allokaatiohypoteesin
(CNB) mukaan runsasravinteisessa maassa kasvava kasvi kayttdd suurimman osan hiilesta
kasvuunsa, jolloin sekundaarimetabolian tuottamien yhdisteiden maarad vahenee, mik& voi
johtua mm. biosynteesin alenemisesta tai kasvin kasvun lisdé&dntymisen aiheuttamasta sekun-
daariaineiden laimenemisesta suhteessa tuotettuun kasvibiomassaan (mm. Bryant et al. 1983).

Kasvupaikka rannan alhaiset kukinnon kversetiini diglykosidi 4 ja kversetiini glykosidi 1 ja
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lehtien kemferoli monoglykosidi sekd tanniinipitoisuudet voivat osittain selittyd kasvupaikan
maaperan typen runsaudella.

Vastaavia tuloksia ovat saaneet myds Nguyen ja Niemeyer (2008), jotka ovat tutkineet
typpilannoituksen vaikutusta eri basilikalajien fenolipitoisuuksiin. Tutkimuksessa havaittiin
lehtien fenolipitoisuuksien olevan korkeimmat alhaisimmalla typpilannoituksen tasolla (0,1
mM). My6s muiden ympéristoresurssien saatavuuden tiedetd&n vaikuttavan sekundaariyhdis-
teiden maariin. Puuvartisilla kasveilla korkeampien hiilidioksidipitoisuuksien on todettu li-
séavan ellagitanniinien pitoisuutta sokerivaahteralla (Acer saccharum) sekd kondensoituvien
tanniinien pitoisuutta sokerivaahteralla, amerikanhaavalla (Populus tremuloides), punatam-
mella (Quercus rubra) (Lindroth et al. 1993) sekd paperikoivulla (Betula papyrifera Marsh.)
(Lindroth et al. 1995). Myos rauduskoivulla (Betula pendula Roth) korkeampien hiilidioksi-
dipitoisuuksien on osoitettu lisd&dvan proantosyanidiinien ja flavonoidien maéraa lehdissa
(Lavonen & Julkunen-Tiitto 1994).

6.5 Tutkimuksen luotettavuuden arviointi

Tassa tutkimuksessa saatuihin tuloksiin vaikuttaa se, etta kasvindytteet keréttiin toukokuun
alussa eli kasvukauden alussa, jolloin kasvi kayttdd ympariston tarjoamia resursseja padasias-
sa kasvuun. Myohemmin kasvukauden aikana sekundaariyhdisteiden kuten kondensoituvien
tanniinien pitoisuudet lisdantyvat. Myo6s lehtien biomassa olisi todennakdisesti ollut huomat-
tavasti suurempi syksylla kerétyissé naytteissa kuin kevaélla ja erot kasvupaikkojen valilla
olisivat voineet nékya selvemmin.

Tassd tutkimuksessa saatujen tulosten luotettavuutta arvioideassa on huomioitava myos
tutkimuksessa kaytetyn aineiston pieni madré. Tutkimuksen aineistona kéytettiin 16 kasviyk-
sil6d, joista puolet kuuluivat pin-kukkatyyppiin ja puolet thrum-kukkatyyppiin. Kasvupaikka

koululta tutkimuksessa oli vain yksi thrum-kukkatyypin nayte.

6.6 Etelankevatesikon esiintyminen Suomessa

Siikamaki-Peiposjarvi kylalla esiintyvan etelankevatesikon paikallispopulaation idksi van-
himmat kylaldiset ovat arvioineet noin 80 - 100 vuotta. Tdman perusteella voidaan sanoa, etta
vaikka etelankevatesikkoa ei esiinny Suomessa luonnonvaraisena, niin ihmisen levittdména se

voi muodostaa paikallisesti pysyvia populaatioita myds Suomessa.
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7. JOHTOPAATOKSET

Tutkimus osoitti etelankevatesikon siséltdvan runsaasti erilaisia bioaktiivisia yhdisteitd, joten
tutkimustulokset tukevat etelankevatesikon mahdollista kéyttoa ladkekasvina. Kahden erilai-
sen kukkatyypin vélilla ei ollut merkitsevaa eroa sekundaarimetabolian tuottamien yhdistei-
den pitoisuuksissa tai biomassoissa. Sen sijaan kasvupaikkojen valilla oli merkitsevia eroja
kukintojen ja lehtien flavonoidi- ja tanniinipitoisuuksissa sek& biomassoissa. Tété selittavat

mm. kasvupaikkojen erot maaperan liukoisen typen méaarassa.
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