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1. SISSEJUHATUS

Eestis on laialdase levikuga kaks naistepuna liiki — liht-naistepuna (Hypericum perforatum L)
ning kandiline naistepuna (Hypericum maculatum Crantz). Ravimtaimena kasutatakse neid
molemaid. Kahe liigi keemiline koostis on kvalitatiivselt sarnane, kuid kandilises naistepunas
sisaldub véga vihe toimeainet hiiperforiini ja selle derivaati adhiiperforiini, mida kasutatakse
depressiooni ravis (Laakmann et al 1998; Martonfi et al 2001; Barnes et al 2002; Smelcerovic
et al 2006; Gitea 2010; Rusalepp 2012). Hiiperitsiinide sisaldus on kahes liigis vorreldaval
tasemel, tihti isegi kandilises naistepunas suurem kui liht-naistepunas (Radusiené et al 2004;
Gitea et al 2010; Vares 2011; Rusalepp 2012). Hiiperitsiinidel on viirus- ja retroviirusvastane,
kasvajarakkude arengut parssiv ning podletikuvastane toime (Meruelo et al 1988; Thomas &
Pardini 1992; Panossian et al 1996). Flavonoididel iildiselt on tiheldatud poletikuvastast ning
iihel neist — biapigeniinil — ka depressioonivastast toimet (Nielsen et al 1988; Butterweck et al
2000; Sosa et al 2007). Ka hiiperforiinidel on pdletikuvastane, antibakteriaalne ning
depressioonivastane toime (Laakmann et al 1998; Schempp et al 1999; Barnes et al 2002
Schwarz et al 2003; Dona et al 2004; Feisst & Werz 2004; Saddiqe et al 2010).

Oletatakse, et taimes sisalduvate sekundaarsete metaboliitide kontsentratsioon soltub
keskkonnatingimustest, seal hulgas dhuniiskusest, mulla viljakusest, valgustingimustest jms.
Sekundaarsed metaboliidid kaitsevad taimi kahjurite, patogeenide aga ka UV-kiirguse ja
stressi eest. Uldteoreetiliselt arvatakse, et mida kehvemad on kasvutingimused, seda enam
peab taim panustama enesekaitsesse, et véltida dra so6dud saamist (Herms & Mattson 1992;
Wink 2010). Erinevate keskkonnatingimuste mdju konkreetsete liikide keemilisele koostisele

on kiill uuritud, aga teadmised on praktikas rakendamiseks veel liinklikud.



1.1. Naistepuna keemiline koostis
Liht-naistepuna droog sisaldab 0,1-1% naftodiantroone (antratseenderivaadid): hiiperitsiini
(kuni 0,4%), pseudohiiperitsiini, isohiiperitsiini, protohiiperitsiini, protopseudohiiperitsiini
ning viikeses koguses ka tsiiklopseudohiiperitsiini (joonis 1). Protohiiperitsiin ja
protopseudohiiperitsiin on bioslinteetilised prekursorid, mis valguse toimel siinteesitakse
vastavalt hiiperitsiiniks ja pseudohiiperitsiiniks (Barnes et al 2002; Bradley 2006; Raal 2010).

Hiiperitsiin on aromaatne poliitsiikliline dioon (Meruelo et al 1988).
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Joonis 1. Hiiperitsiinid (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ viimati alla laetud 10.12.2011)

Lisaks hiiperitsiinidele on droogis ka atsiitilflorogliitsinoole (keskmiselt 2—4,5%): hiiperforiini
(2,0-4,5%) ja adhiiperforiini (0,2—1,9%) (joonis 2). Hiiperforiin on preniiililriihmaga seotud
atstiiilflorogliitsionooli derivaat, mis koosneb florogliitsinooli skeletist ja lipofiilsest isopreeni
ahelast. Florogliitsinoolide sisaldus voib tugevasti varieeruda. Hiiperforiin ja adhiiperforiin on
viga vastuvotlikud okslideerumisele ja on eriti ebastabiilsed mittepolaarses solvendis voi
valguse kédes. Hiiperforiini on vdimalik stabiliseerida sobivate antioksiidantidega (Barnes et al
2002; Bradley 2006; Medina et al 2006; Raal 2010). Sarnaselt hiiperitsiinidele on ka
hiiperforiinidel biokeemilised prekursorid hiiperfiriin ja adhiiperfiriin vastavalt (Tatsis et al

2007).

Toime seisukohalt on olulised ka flavonoidid (kuni 4%): hiiperosiid ehk hiiperiin (peamiselt

oites (0,7-1,2%)), rutiin (0,3-0,8%), kvertsitriin (~0,2%), isokvertsitriin (0,3-0,7%),



kvertsetiin ja apigeniin-7-O-gliikosiid. Seejuures biflavoone (biapigeniin) leidub ainult dites

ja oiepungades (Bradley 2006; Raal 2010).
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Joonis 2. Hiiperforiinid (http:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ alla lactud 10.12.2011)

Tanniine on droogis 6—15% sdltuvalt analiilisimeetodist, peamiselt sisaldab protsiianidiine.
Protstianidiine A2, B1, B2, B3, B5, B7 ja C1 on isoleeritud koos flavanooli monomeeride
katehhiini ja epikatehhiiniga. Keskmiseks poliimeeri pikkuseks on hinnatud 4-5

flavanoolimonomeeri (Bradley 2006).

Eeterlikku oli on 0,1-1,3%. Eeterlikest olidest iile 30% moodustab 2-metiiiiloktaan
(kiillastunud siisivesinik), lisaks leidub veel n-nonaani ja jélgedena 2-metiiiildekaani ja n-
undekaani (kiillastunud siisivesinikud), a- ja B-pineeni, a-terpineooli, geraniooli, limoneeni ja

miirtseeni (monoterpeenid) ning kariiofiilleeni ja humuleeni (seskviterpeenid) (Barnes et al

2002).

Lisaks sisaldab proov ka ksantoone ning viikestes kogustes klorogeenhapet ja kohvhappe

derivaate ning vabu aminohappeid (Bradley 2002; Tatsis et al 2007; Raal 2010).

Peamisteks toimeaineteks peetakse hiiperitsiine, hiiperforiine ja flavonoide (Barnes et al 2002;

Medina et al 2006; Tatsis et al 2007).



1.1.1. Keemilise koostise varieeruvus

Naistepuna lehtedes on rohkem hiiperosiidi, rutiini, isokvertsitriini, klorogeenhapet ja
apigeniin-7-O-gliikosiidi (Gray et al 2003; Radusiené et al 2004; Cirak et al 2007). Uldiselt

on flavonoidide ja ka tanniinide sisaldus lehtedes suurem kui Gites (Germ et al 2010).

Hiiperitsiinide ja hiiperforiinide sisaldus on suurem taime generatiivsetes organites (Gray et al
2003; Radusiené et al 2004; Zobayed et al 2005; Cirak et al 2007). Radusiené et al (2004)
tulemustes on kvertsetiini ja kvertsitriini samuti Gites rohkem. Cirak et al 2007 fenoloogilise
suunitlusega todst selgub, et kvertsetiini ja kvertsitriini sisaldused on lehtedes suuremad enne
taime Oitsemist ning ditsemise ajal ja pirast suuremad taime generatiivsetes organites (joonis
3). Kuigi konkreetsete flavonoidide sisaldus taimes organiti varieerub, on iildflavonoidide

hulk dites ja lehtedes iisna vordne.

Fenoolsete iihendite sisaldus kasvab taime arengu kdigus ning saavutab maksimumi enne
Oitsemist ning seejdrel langeb (Gray et al 2003; Filippini et al 2010). Rutiini sisaldus on
korgeim enne taime oitsemist (floral budding) (Cirak et al 2007; Filippini et al 2010;
Bagdonaité et al 2012). Hiiperitsiinide ja hiiperforiinide sisaldus on suurim taime Jitsemise
ajal (Cirak et al 2007; Filippini et al 2010). Bagdonaité et al (2012) uurimuses hiiperosiidi
sisaldus ei soltunud taime ontogeneesist, kui Filippini et al (2010) leidsid, et hiiperosiid kaitub
nagu teisedki flavonoidid ning tema kontsentratsioon ontogeneesi jooksul vidheneb.
Biflavonoidi 13,1I8-biapigeniini on taimes kdige rohkem oietolmu valmides, sest sisaldub just

oietolmus (Martonfi et al 2006; Filippini 2010).

Nii liht- kui kandilises naistepunas on hiiperosiidi, isokvertsitriini, kvertsitriini, kvertsetiini,
biapigeniini ja hiiperitsiine (Kitanov 2001; Radusiené et al 2004; Martonfi et al 2006;
Smelcerovic et al 2006). Osadel andmetel on hiiperitsiine rohkem liht-naistepunas (Kitanov
2001; Radusiené et al 2004), kuid margitud on ka vastupidist olukorda (Gitea et al 2010;
Vares 2011; Rusalepp 2012). Kandiline naistepuna sisaldab vdga vdhe voi tlildse mitte
hiiperforiine (Martonfi et al 2001; Smelcerovic et al 2006; Gitea 2010; Rusalepp 2012) ja
rutiini (Kitanov 2001; Radusiené et al 2004; Martonfi et al 2006; Rusalepp 2012). Leitud on

ka ilma rutiinita liht-naistepuna kemotiitip (Martonfi et al 2001).

Hiiperosiidi ja hiiperitsiini sisalduse vordlusest liht-naistepuna proovides ilmnes, et iihes
konkreetses taimes on kas palju hiiperosiidi ja vdhe hiiperitsiini v3i vastupidi — véhe

hiiperosiidi ja palju hiiperitsiini (Radusiene et al 2004). Taheldatud on ka hiiperosiidi ja



kvertsitriini sisalduste vahelist positiivset korrelatsiooni ning hiiperosiidi ja rutiini sisalduste

vahelist negatiivset korrelatsiooni (Bagdonaité et al 2012).
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Joonis 3. Kvertsitriini (A), kvertsetiini (B), hiiperitsiini (C), hiiperosiidi (D), apigeniin-7-O-gliikosiidi
(E), klorogeenhappe (F) ja rutiini (G) sisalduse (mg/g kuivmassi kohta) fenoloogilised muutused
(ajalised muutused) taime vartes, lehtedes ning generatiivsetes organites.

Erinevad tihed sammastel nditavad vastava iihendi kontsentratsiooni markimisvéarset muutust ajalises
skaalas tasemel p<0,01. Téhe puudumine niitab, et muutused ei olnud mérkimisvaarsed. (tdlgitud

artiklist Cirak et al 2007)

1.2. Sekundaarsete metaboliitide siinteesi mdjutavad tegurid

Ressursside allokeerimine taime kasvu vOi keemilisse kaitsesse on 15ivsuhe (trade-off)
(Herms & Mattson 1992). Madala toitainete (sh ldimmastiku) kéttesaadavusega keskkonnaga

kohastunud taimed suunavad siisiniku/toitainete tasakaalu hiipoteesi (carbon/nutrient balance



(CNB) hypothesis) jargi rohkem ressursse keemilisse kaitsesse. Kui fotosiinteesi kiirus ei ole
piiratud, siis C:N suhe taimes kasvab ning siinteesitakse siisinikupdhiseid kaitselihendeid.
Stisinikupdhise kaitsemehhanismi korral toodab taim sekundaarseid metaboliite, mis
sisaldavad vaid siisinikku, vesinikku ja hapnikku, nditeks fenoolsed iihendid, terpeenid,
saponiinid (Herms & Mattson 1992; Crawley 1997; Wink 2010). Vastupidises olukorras, kus
limiteerivaks ressursiks on valgus voi vesi ning toitaineid on rohkem, kui esmasteks
vajadusteks vaja (kasv), fotosiinteesi kiirus, siisivesinike kontsentratsioon ja C:N suhe
vidheneb. Samal ajal vidheneb C-pdhiste sekundaarsete metaboliitide siintees, sest C
allokeeritakse esmajdrjekorras taime kasvu. Sidraste piirangute korral suunatakse liias
omastatud ldmmastik sekundaarsete metaboliitide siinteesi. N-pohiste metaboliitide hulka
kuuluvad alkaloidid, amiinid, tslianogeensed gliikosiidid, mittevalgulised aminohapped,
gliikosinolaadid, alkamiinid, peptiidid jt (Herms & Mattson 1992; Wink 2010). Sarnane
olukord tekib ka maapinna videtamisel ja pdlengute jérel, kui mulda lisandub lammastikku

(Crawley 1997).

Ressursirikkas ~ keskkonnas  allokeeritakse  siisinik  esmalt kasvu.  Seetdttu on
populatsioonisiseselt herbivooridele kdige haavatavamad kiireima kasvuga taimed. Kui moni
faktor (moddukas veepuudus, toitainete puudus, madal temperatuur) piirab taime kasvu
rohkem kui fotoslinteesi kiirus, siis suurendab see faktor sekundaarsele metabolismile
kéttesaadava siisiniku hulka ilma erilist 15ivsuhet taime kasvuga omamata (Herms & Mattson
1992; Matsuki 1996). Loivsuhe taime kasvu ja sekundaarsete metaboliitide tootmise vahel ei
ole lineaarne (joonis 4). Ressursside (valgus, vesi, toitained) kéttesaadavuse kasvades
suureneb ka neto fotosiinteesi hulk. Suurenenud siisiniku assimileerimine taime vdimaldab
nuleliigse™ silisiniku allokeerimist sekundaarsesse metabolismi hoolimata eeldatavast
16ivsuhtest kasvuga. Keskmise ja korge ressursitaseme korral ilmneb taime kasvu ja kaitse
vaheline fiisioloogiline 16ivsuhe, kui sekundaarse metabolismi ja suhtelise kasvukiiruse vahel

tekib negatiivne korrelatsioon (Herms & Mattson 1992).

Taimed stinteesivad sekundaarseid metaboliite samades ainevahetusradades, kus siinteesitakse
ka esmaseid ainevahetusprodukte, primaarse ja sekundaarse metabolismi vahel valitseb
16ivsuhe (Jensen 1985; Herms & Mattson 1992; Wink 2010). Jensen’i (1985) jargi moodustab
vihemalt 60% kogu taime kuivast biomassist molekulid, mis on ldbinud Sikimaatse
ainevahetusraja. Sikimaatses ainevahetusrajas siinteesitakse vitamiinisarnaseid ithendeid ning
aromaatseid aminohappeid (L-tiirosiin, L-feniililalaniin, L-triiptofaan), mis on proteiinide,

fenoolide, alkaloidide, tsiianogeensete gliikosiidide jm prekursoriks (Jensen 1985; Herms &



Mattson 1992; Matsuki 1996). Feniililalaniin on iiheaegselt feniiiilpropanoidide (ligniin,
flavonoidid, kondenseerunud tanniinid) silinteesi kiirust piirav prekursor ning asendamatu
aminohape valkude tootmisel. Et taime kasv on otseselt seotud valguliste ensiilimide
(fotostiinteetilised, biosiinteetilised, regulatoorsed) tootmisega, konkureerivad flavonoidide
tootmine ja taime kasv samale ressursile (Herms & Mattson 1992; Matsuki 1996). Et
alkaloidide siinteesi prekursoriks on samuti aminohapped, konkureerib ka see otseselt
valgusiinteesiga ja seetdttu taime kasvuga. Atsetiiiil koensiilim A on terpenoidide siinteesi ja
samas ka tsitraaditsiikli prekursor. Poliiketiidses ainevahetusrajas siinteesitakse kinoone,
naftokinoone, antrakinoone jm, sellest rajast tulevad ka iihed naistepuna pdhilisi toimeaineid

hiiperitsiinid (Seigler 2002).
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Joonis 4. Reaktsiooninormid neto siisiniku assimilatsioonikiirusele, suhtelisele kasvukiirusele ja
sekundaarsele metabolismile muutuva ressursi kittesaadavuse korral (tdlgitud artiklist Herms &

Mattson 1992).

Arvatakse, et taime kuivmassist moodustavad sekundaarsed metaboliidid 1-3% (Wink 2010).
Samast ainevahetusrajast parinevate iithendite kontsentratsioon taimes voib olla negatiivses
korrelatsioonis, kui {iht silinteesitakse teise kulul. Korgetes kontsentratsioonides
akumuleeruvate metaboliitide sisaldused korreleeruvad suurema tdendosusega sekundaarsete
metaboliitide koguhulgaga. Seetottu on CNB hiipoteesi paikapidavuseks parem jilgida
sekundaarsete metaboliitide koguhulka (Herms & Mattson 1992).

1.2.1. Veestressi mgju

Pduaperioodid suurendavad mitmete fenoolsete iihendite sisaldust liht-naistepunas, kuid
samal ajal viheneb ka taime biomass (Gray et al 2003; de Abreu & Mazzafera 2005). Pouda

talunud liht-naistepuna Oites kasvas klorogeenhappe, rutiini, hiiperosiidi, isokvertsitriini,



kvertsitriini ning kvertsetiini keskmine sisaldus vorreldes kontrolltaimedega (Gray et al
2003). de Abreu & Mazzafera (2005) nditasid samuti, et veedefitsiit suurendab taimes
Hypericum brasiliense rutiini ja kvertsetiini sisaldust. Samuti suurenes rutiini sisaldus
hiipoksias, kuid kvertsetiini sisaldus vdhenes. Kuigi rutiin on kvertsetiini derivaat, ei ole
nende kahe aine sisalduse muutused korrelatsioonis (de Abreu & Mazzafera 2005).
Fenoolsete iihendite sisalduse tdus on iildiselt negatiivses seoses taime biomassi kasvuga
(Gray et al 2003; de Abreu & Mazzafera 2005). Kuigi fenoolsete iihendite kontsentratsioon
taimes kasvab, siis kogusaagis taime kohta on vidiksem, sest biomass on viiksem (Gray et al

2003)

Gray et al (2003) tehtud 6-péevases katses liht-naistepunaga ei leitud, et pduaperioodil oleks
olulist moju hiiperitsiinide sisaldusele taimes, samas kui Zobayed et al (2007) 1dbi viidud 12-
pdevases pouakatses hiiperitsiinide sisaldus langes mérgatavalt. 6-pdevases katses oli pouda
talunud taimede hiiperforiini kontsentratsioon ligi kolmandiku vdorra vidiksem kui
kontrolltaimedes. 12-pdevases katses oli aga pduda talunud taimedes hiiperitsiini
kontsentratsioon ligi 2 korda suurem kui kontrolltaimedes. Hiiperitsiinide ja hiiperforiinide
sisalduse muutused olid veedefitsiidis taimedes kdige suuremad 9-11 pduapédeval. Sellega
voib ka seletada, miks Gray et al (2003) ei leidnud muutusi hiiperitsiinide sisalduses ja

hiiperforiine oli vihem kui kontrolltaimedes.

Veedefitsiidi moju soltus selle kestusest ja defitsiidi tekkimise kiirusest, mistdttu erinevates

katsetes on saadud erinevaid tulemusi (Gray et al 2003; Zobayed et al 2007)

Veestressi talunud liht-naistepuna taimedes olid antiokslidantsed omadused ligi 2,5 korda

kdrgemad kui kontrolltaimedes (Zobayed et al 2007).

1.2.2. Temperatuuri mdju

Sarnaselt veestressile on ka temperatuuristressi puhul méargatud, et biomassi vdhenemisega
kaasneb fenoolsete iihendite sisalduse tdus. Odsiti madalamat temperatuuri (10 °C) taluma
pidanud liht-naistepuna taimedes tdheldati fotosiinteesi efektiivsuse olulist langust koos
fenoolsete iihendite (sh rutiin ja kvertsetiin) sisalduse tdusuga. Odsel kdrgema temperatuuriga
(30 °C) kasvanud taimedes fotosilinteesi aktiivsuse langust ei esinenud, kuid rutiini ja
kvertsetiini sisaldused olid oluliselt madalamad kui kontrolltaimedes ja 06dsiti jahedas

kasvanud taimedes (de Abreu & Mazzafera 2005).
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Seega viheneb fotoslinteesi saagis nii kdrgema kui madalama temperatuuriga keskkonnas (de
Abreu & Mazzafera 2005; Zobayed et al 2005). Zobayed et al (2005) mérkisid liht-naistepuna
vorsetes olulist hiiperitsiinide sisalduse tdusu koos temperatuuri kasvuga. See-eest kogu taime
tildhiiperitsiinide sisaldus oli suurim temperatuurioptimumis 25 °C juures. Hiiperforiinide
sisalduse muutused ei ole temperatuuri muutusega jarjepidevad. Suurim sisaldus leiti 30 °C
juures, teisele kohale tuli 20 °C juures kasvanud taimed. 35 °C juures kasvanud taimedel ei
arenenud 0Oisi ega diepungasid, kuid on teada, et hiiperforiinide ja hiiperitsiinide sisaldused on

suurimad just Gites (Grey et al 2003; Zobayed et al 2005; Cirak et al 2007).

Temperatuuri tdus korreleerub positiivselt ka liht-naistepunas leiduvate antioksiidantide
peroksidaaside kontsentratsiooniga. Selline kontsentratsiooni tdus arvatakse olevat seotud

vastusega abiootilisele stressile (Zobayed et al 2005).

1.2.3. Valgustingimuste mdju

Suurendatud valguse intensiivsuse tingimustes taime neto fotosiintees kasvab ja sellega
kasvab ka siisiniku akumuleerumine (Briskin & Gawienowski 2001; Mosaleeyanon et al
2005). Korgem valguse intensiivsus suurendab taime biomassi, seejuures ei suurene taime
korgus vaid harunemine (Briskin & Gawienowski 2001). Suurenenud siisiniku
assimileerimise tingimustes allokeeritakse osa ,,iileliigsest™ siisinikust (over-flow metabolism)

sekundaarsesse metabolismi (Herms & Mattson 1992; Matsuki 1996).

Korgendatud valguse intensiivsuse tingimustes suurenes liht-naistepuna lehel olevate mustade
nddrmetdppide hulk ja ka hiiperitsiinide sisaldus. Katseliselt on kindlaks tehtud, et mustades
nddrmetdppides sisalduvadki hiiperitsiinid. Naistepunas on iildiselt pseudohiiperitsiini rohkem
kui hiiperitsiini. Valguse intensiivsuse kasvades jddb pseudohiiperitsiini ja hiiperitsiini suhe

samaks (Briskin & Gawienowski 2001).

UV-B kiirgus indutseerib feniiiilpropanoidse ainevahetusraja pdhiensiiiimide siinteesi ning
sellega kaasneb flavonoidide sisalduse tdus liht-naistepuna lehtedes. Tanniinide sisaldus
lehtedes oli loodusliku véi kdrgendatud UV-B kiirgustaseme juures kdrgem kui looduslikust
madalama UV-B kiirgustasemega kasvanud taimedes. Hiiperitsiinide sisaldus oli madalam
rohkem UV-B kiirgust saanud taimedes. UV-B kiirguse stressi korral on flavonoidide siintees
eelistatud taime kasvule, sest taim ei ole vastasel korral voimeline sellises keskkonnas vastu
pidama (Germ et al 2010). Samas on tiheldatud, et hiiperitsiinide sisaldus on liht-naistepunas

suurim 12 tundi pérast ithekordset 40 minutilist UV-B kiirguse doosi, misjérel hiiperitsiinide
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sisaldus hakkab langema. Nidal parast UV-B kiirgustdotlust on hiiperitsiini sisaldus esialgsest

tasemest madalam (Brechner et al 2011).

1.2.4. Kdrgendatud CO; mdju

Sarnaselt valgusintensiivsuse kasvule suurendab ka korgendatud CO, sisaldus atmosfééris
taimede fotosiinteesi kiirust ning siisiniku assimileerimist (Zobayed & Saxena 2004;
Mosaleeyanon et al 2005; Zobayed et al 2005). Suurenenud siisiniku assimileerimise
tingimustes allokeeritakse osa ,,iileliigsest” siisinikust (over-flow metabolism) sekundaarsesse
metabolismi (Herms & Mattson 1992; Matsuki 1996). Korgendatud CO, tingimustes
suureneb liht-naistepuna hiiperitsiinide siintees oluliselt, olles seejuures korrelatsioonis CO;
(joonis 5) ja PPF-ga (photosynthetic photon flux) (Zobayed & Saxena 2004; Mosaleeyanon et
al 2005). Zobayed & Saxena (2004) néitasid, et ka hiiperforiinide siintees kasvab korgendatud

CO, tingimustes, kuid Mosaleeyanon et al (2005) seda ei kinnita.
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Joonis 5. Uldhiiperitsiinide sisalduse sdltuvus CO, kontsentratsioonist erineva valgusintensiivsuse

juures (tdlgitud artiklist Mosaleeyanon et al 2005).

1.2.5. Toitainete kattesaadavuse mdju

Lammastikupuudus védhendab fotosiinteesiks kasutatava Rubisco ja klorofiilli hulka ning
hiirib fotosiinteetiliste membraanide t66d. Selle tagajérjel voib taim saada valguskahjustusi,
mille drahoidmiseks siinteesitakse pigmente (antotsiianiinid, flavonoolid), mis liigset valgust

neelates suurema kahju dra hoiavad (Stewart et al 2001).

Katses liht-naistepunaga vdhendati taimele kdttesaadava ldmmastiku hulka. Limmastikuhulga

vihenemine tdi kaasa hiiperitsiinide siinteesi suurenemise lehtedes. Samas ei suurendanud

12



madalam N kontsentratsioon tumedate ndirmetdppide arvu lehel (nagu tegi korgem
valgusintensiivsus). Ldmmastiku kontsentratsiooni moju kumuleerub valguse mdjuga, aga ei

sOltu valguse intensiivsusest (joonis 6) (Briskin & Gawienowski 2001).

E 8 B B H
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Z
?
.
.
.
.
.
.
.
.
.
ﬁ

(=)

™ 15
valgusintensiivsus (pmol-m=2. 571

264 406

Joonis 6. Valguse intensiivsuse ja N hulga kombineeritud md&ju hiiperitsiinide sisaldusele liht-
naistepuna lehtedes (ug/g elusmassi kohta). LSD — least significant difference. (tdlgitud artiklist
Briskin & Gawienowski 2001)

Suurendatud niklisisaldusega substraadis kasvanud liht-naistepuna taimed jdid kasvult alla
kontrollgrupi taimedele ning neil arenes rohkelt punaseid nddrmetidppe (hiiperitsiinid). Samuti
kaasnes mulla suurema niklisisaldusega moliibdeeni sisalduse kasv ning raua sisalduse langus
vorsetes. Nikli olemasolu substraadis tdi kaasa hiiperitsiinide sisalduse vdhenemise 15-20
korda vorreldes kontrollgrupiga, hiiperforiinide sisaldus langes allapoole tuvastamispiiri

(Murch et al 2003).
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1.3. Magistritdo eesmark

Kéesoleva magistritod eesmirk on uurida keskkonnatingimuste moju kandilise naistepuna
sekundaarsele metabolismile. Kandiline naistepuna on oma keemiliselt koostiselt kiill tildiselt
sarnane liht-naistepunale, kuid teda on vorreldes liht-naistepunaga palju vihem uuritud. Kuigi
iiks toimeaine (hiiperforiin) kandilises naistepunas puudub, on iilejdédnud toimeained samuti
viga olulised. Kandilise naistepuna uurimiseks kasutatakse juba olemasolevat Shuniiskusega
manipuleerimise vélikatset, FAHM (free air humidity modifying), kus kandiline naistepuna on
alustaimestikus esindatud. Vordluseks on t60s kasutatud ka 2010. ja 2011. aastal Eestimaa

erinevaist paigust korjatud nii liht- kui kandilise naistepuna proove.
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2. METOODIKA

2.1. FAHM katse kirjeldus

2014. aasta proovid koguti Metsadkosiisteemi Ohuniiskusega manipuleerimise katsealalt
(FAHM - free air humidity manipulation), mis asub Rdka kiilas, Meeksi vallas, Tartumaal SA
Jarvselja Oppe- ja Katsemetskonna maadel (58°24'N, 27°29’ E). Aastate keskmine sademete
hulk piirkonnas on 650 mm, keskmine dhutemperatuur on juulis 17,0 °C ja jaanuaris —6,7 °C.
Vegetatsiooniperioodi pikkus on keskmiselt 175-180 pédeva, aprilli keskpaigast oktoobrini.

Keskmine huumushorisondi tiisedus on 27 cm. (Kupper et al 2011)

Katseala rajati sootis pollule aastal 2006. Tarastatud ala pindala on 2,7 hektarit, sellel asub
kokku 9 14-meetrise 1dbimodduga eksperimendiala ehk ,katseringi®, kus viiakse lébi
metsadkosilisteemi Ohuniiskusega manipuleerimise eksperimenti. Praegu on katsealal teine
kasvuring: katseringide tihel poolel kasvavad 2012. aasta kevadel 1 meetrise vahega istutatud
arukased ning teisel poolel 2013. aasta kevadel kénnu- ja juurevOsudest arenenud
hiibriidhaavad. Katseringide vahel on puhvertsoon, kuhu on istutatud hiibriidhaavad 2
meetrise vahega. Katseringides on 2 tiiilipi alustaimestikku — lihtne (peamiselt timut ja teised
korrelised) ja keeruline (liigirikkam, métastena istutatud niidu- ja metsataimed). Nii

moodustub katseringidesse 4 erineva kooslusega veerandit.

9-st katseringist neljas (H1, H2, H3, H4) suurendatakse kunstlikult Shuniiskust siisteemiga,
mis koosneb ventilaatorist, 0hujaotustorustikust, kdrgsurvepumbast ja veediilisidest. Vesi
pihustatakse lébi diiiiside uduks osakese suurusega umbes 10 pum ning kantakse 1dbi kogu
ringi tuule voi ventilaatori abiga. Neli katseringi (C1, C2, C3, C4) on kontrollringid, kus
niisutust ei toimu ning iiks (D1) on dhuniiskuse kunstliku vidhendamise prototiilip-katsering.
Ohuniiskust on keskmiselt vdimalik suurendada 7% protsendi vdrra, maksimaalselt 18%.

Katse iilesehitusest ldhemalt on vdimalik lugeda Kupper et al 2011 artiklist.
2.2. Uurimismaterjal

Hypericum maculatum Crantz
Kandiline naistepuna (Hypericum maculatum Crantz) on naistepunaliste sugukonda

naistepuna perekonda kuuluv mitmeaastane rohttaim. Kandiline naistepuna kasvab 20-90 cm
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korguseks. Kandilise naistepuna vars on eriti keskosas nelja selge kandiga ning seest d0nes.
Vars on paljas ja enamasti vdhe harunenud. Erinevalt liht-naistepunast on kandilisel
naistepunal tupplehed tombi otsaga ning on enamasti viie rooga. Lehtedel on samuti mustad
nidrmetipid. Uldiselt puuduvad lehtedel ldbipaistvad nidrmetipid, kuid vdivad esineda
alumistel lehtedel. Oied on viietised, kuldkollased. Oitseb juunist septembrini. Vili on kupar

(Kukk 2005; Krall et al 2007; Raal 2010).

Kandiline naistepuna kasvab sarnastes tingimustes liht-naistepunale, samuti on kandilise

naistepuna levila iihine liht-naistepuna levilaga (Raal 2010).

Hypericum perforatum L

Liht-naistepuna (Hypericum perforatum L) on naistepunaliste sugukonda naistepuna
perekonda kuuluv mitmeaastane rohttaim. Liht-naistepuna vars on 20-90 cm korgune, alusel
immargune, korgemal kahe servikuga (pikikandiga), seest sédsikas. Vars on enamasti alusel
lihtne, tlilemises osas oksine, paljas. Taimel on teravatipulised, mustade tidppidega ning
enamasti kolme rooga tupplehed. Kollaste kroonlehtede véliskiiljel on samuti horedalt niha
musti tdppe. Lehed on ldbipaistvate nddrmetéppidega — sellest tuleb ka taime ladinakeelse
nime liigiepiteet perforatum. Lehed on vastakud, umbes 12 mm pikad. Kuldkollaste viietiste
dite 1abimddt voib olla kuni 2,5 cm. Oitseb juunist septembrini. Vili on kupar (Tammeorg et

al 1973; Kukk 2005; Krall et al 2007).

Liht-naistepuna kasvab sageli kivisel voi liivasel pinnasel, eelistab valguskiillaseid kohti.
Esineb kuivadel niitudel, puisniitudel, kinkudel, tee- ja pdlluservadel, jidtmaadel, sootidel,
kuivades vdsades, metsaservades, tarade ddres, kraavikallastel, loodudel (Tammeorg et al

1973; Kukk 2005; Krall et al 2007; Raal 2010).

Maailmas on liht-naistepuna levinud Euroopas, Siberis, Kesk-Aasias. Sissetoodud liigina
esineb Pohja- ja Louna-Ameerikas, Indias, Uus-Meremaal, Austraalias ning Louna-Aafrikas.

Eestis on tavaline (Di Carlo et al 2001; Raal 2010).

Mbolema liigi noorte lehtede voi Sdiepungade purustamisel voi muljumisel eritub punakat

mahla, mis virvib sdrmed punakas-violetseks (Tammeorg et al 1973; Raal 2010).

Proovid
2014. aasta proovid koguti 4. augustil Rokalt FAHM katsealalt. Proovid koguti katseringidest
C1, H1, C3, H3, C4 ja H4. C1 ja C4 ringis on koik taimed korjatud haabade alt, C3 ringis on 1

taim haabade alt, kdik iilejdédnud taimed on korjatud kaskede alt. Igast ringist korjati 5 taime.
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Pérast toatemperatuuril varjulises kohas taime kuivatamist roobitseti vartelt lehed ja Oied.

Proove siilitati kuni jargnevate etappideni Minigrip kotis pimedas toatemperatuuril.

2014. aastal voeti lisaks iga katseringi igast veerandist (puuliik vs alustaimestik) juhuslikest
punktidest 0—10 cm kihist mullapuuriga (D=20 mm) 10 mullaproovi. Proovidest moodustati

koondproov, millega viidi 1dbi analiiiisid.

Lisaks on t60s kasutatud ka proove, mis koguti aastatel 2010 ja 2011 Eestimaa erinevaist

paigust.

2010. aastal kogus proovid Niina Vares ajavahemikul 20. juuni — 10. august. Erinevaid
kasvukohti oli kokku 38. Uhest kasvukohast korjati 5-6 taime. Saadi 27 liht-naistepuna ning
11 kandilise naistepuna proovi. “Droogiproovid koguti ditsemisperioodil 25 cm pikkuste
ladvaosadena ja kuivatati temperatuuril 35 °C hésti ventileeritud kohas valguse eest kaitstult.
Kuni analiiiiside teostamisajani séilitati droogid paberkottides toatemperatuuril, pimedas ja

valguse eest kaitstud kohas (Vares 2011:15).”

2011. aastal korjati proovid ajavahemikul 29. juuni — 21. august. Erinevaid kasvukohti oli
kokku 20 (lisa 1). Koguti 15 liht-naistepuna ning 5 kandilise naistepuna proovi, voeti ainult
iiks taim tiihest kasvukohast. Proovid on korjatud valdavalt kuivadelt, madala taimestikuga

rohumaadelt ja teeservadest.

2.3. Proovide ettevalmistus
Lehtede ja dite segu peenestati uhmri ja nuiaga (2010. ja 2011. aasta proovid sdeluti lisaks
1abi 3 mm sdela). Valmistati 1:20 metanooliekstraktid — 0,3 g droogi kaaluti plastikkatseklaasi
ning lisati 6 mL metanooli. Matseratsioon (taimsete kudede lagundamine leotades) kestis
orienteeruvalt 24 tundi, proovid olid sel ajal toatemperatuuril ja pimedas ning neid loksutati
paar korda. 24 tunni moddudes filtreeriti proovidest taimne materjal vdlja ning visati minema.

Ekstrakte séilitati kiilmikus —40 °C juures kuni analiiliside 1dbiviimiseni.

Ekstrakte tsentrifuugiti 15 min 4000 rpm 20 °C, pérast mida pipeteeriti 3 mL klaasviaalidesse

ning suleti korgiga.

Metanooliekstraktide vérvus varieerus mururohelisest tumepruunini, enamasti oli punakas.
2011. aasta proovidest valmistatud ekstraktide juures oleks huvitav dra mirkida, et proovid nr

1, 4, 7 ja 15 olid vérvuselt tunduvalt tumedamad, kui iilejddnud, tumepunakas-pruunid, ning
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proovid nr 11, 13 ja 14 olid tunduvalt heledamad, mururohelised. 2014. aasta proovidest

paistsid tumeda virvusega silma nr 6, 9, 10 ja 17 ning rohelise tooniga nr 8, 12, 22 ja 23.

2.4. Keemiline analtids
HPLC-ESI-MS/MS ja HPLC-DAD/UV

Kromatograafilised analiiiisid tehti Eesti Maaiilikooli toiduhiigieeni osakonna laboris.

Naistepuna ekstraktis leiduvate ithendite analiilisiks kasutati Agilent 1100 seeria instrumenti
(automaatne proovisisestussiisteem, vaakumdegaseerija, binaarne pump, kolonni termostaat),
millega olid {ihendatud Agilent 1100 seeria UV-Vis dioodrividetektor ning 1100 seeria
LC/MSD Trap-XCT koos ESI ionisatsiooniallikaga. Uhendite lahutamiseks kasutati pd6rdfaas
HPLC Zorbax 300SB-C;s kolonni (2,1 x 150 mm; 5 pm; Agilent Technologies).
Gradientelueerimisel kasutati 0,1% sipelghapet ning AcN, voolukiirus 0,3 mL/min, kolonni
temperatuur 35 °C. Aparatuuri parameetrid: negatiivsete ioonide detekteerimise vahemik m/z
50-1000, sihtmass (target mass) 400, eellasioonide arv 2, maksimaalne moddtmisaeg
(maximum accumulation time) 100 ms, ithendi stabiilsus 100%, kuivatusgaasi voolukiirus (N;
generaatorist) 10 L/min, gaasi temperatuur 350 °C, pihusti (nebulisaator) rdhk 30 psi,
porkegaasi (collision gas) He rohk 6x10°® mbar. Dioodrividetektor tootas vahemikus 200—600
nm. Eluaadi neelduvust mdddeti lainepikkustel 250, 270, 280, 330, 350, 370 ning 590 nm.

Protsessi juhtimiseks ja andmete esmaseks tootlemiseks kasutati tarkvara HPLC 2D

ChemsStation koos ChemStation Spectral SW mooduliga.

Proovides leiduvate koostisosade méddramiseks kasutati elektropihustusionisatsiooni
negatiivses tooreziimis ning tandem-massispektromeetrit. Uhendid identifitseeriti massi-
laengu suhete, retentsiooniaegade ning fragmentioonide vordlusel standardainetega voi
kirjandusallikate pohjal. Lisas 2 on é&dra toodud koik kahe naistepuna liigi

metanooliekstraktides tuvastatud ained.

Uhendite kvantitatiivse sisalduse méiramiseks kasutati kalibreerimisgraafikute meetodit. Osa
aineid maidrati UV spektri absorptsioonipiikide kdrguste jargi ning teine osa massispektri
piigialuse pindala jargi. Millise spektri jargi ning mis lainepikkusel kvantiseerimine tehti, on

néidatud lisas 3.

Erinevate ainete protsentuaalne sisaldus droogides leitakse mitmeetapiliselt. Esmalt tuleb

regressioonivorrandite jargi leida kindla ekstrakti kontsentratsioon tihikutes pg/mL.
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2011. aasta proovide analiiiisimisel oli siisti suurus 1,5 pul, 2014. aasta proovide analiilisimisel
3 pL. Kalibreerimisel kasutati 2011. aastal siisti suurust 6 pL ning 2010. aastal 10 pL, v.a
hiiperforiini ja hiiperitsiini kalibreerimisel, kui siisti suurus oli 3 pL. Eelnevalt on samas
laboris tdestatud, et siisti suurus ja analiiiitiline signaal on lineaarses soltuvuses siisti suuruse

vahemikus 0,5-10 pL. Seda arvesse vottes saame valemi:

X(ug /ML) xV, (4L)
V() M

c(ug/mL) =

kus x(pg/mL) on regressioonivorrandi jirgi arvutatud suurus, vi(uL) on siisti suurus

kalibreerimisel ning vo(uL) siisti suurus proovi analiilisimisel.

Protsentuaalse sisalduse saamiseks kasutame vorrandit:

c(ug /mL)xV(mL) y

COR) = @) < 10°

100
: ()

kus V(mL) on ekstraheerimisel kasutatud solvendi ruumala milliliitrites ning m(g) on

ekstraheerimisel kasutatud droogi tdpne mass grammides.

Kéesolevas to0s on koigi ainete kontsentratsioonid antud protsendina ohkkuivas droogis.
Kuna drooge sdilitati analiiiiside ldbiviimiseni samadel tingimustel, voib eeldada, et nende
niiskussisaldused olid tihtlustunud. Sellise analiiiisimeetodiga ei méadrata absoluutset ainete
sisaldust naistepuna droogis, vaid ainete kogust droogis, mis antud tingimustel metanooli

ekstraheerub.
Lammastiku, orgaanilise aine kao ja pH maaramine

Eesti Maaiilikooli pdllumajandus- ja keskkonnainstituudi taimebiokeemia laboris méadrati nii
taimse materjali kui mullaproovide lammastikusisaldus (%), mulla orgaanilise aine kadu

kuumutamisel (360 °C) (loss on ignition, LOI) (%) ning mulla pHk.

Lammastiku madadramiseks kasutati poletamist Kjeldahli meetodil kontsentreeritud
vddvelhappes, kataliisaatorite Cu ja K,SO, tablettidega. Protsessi kdigus siinteesitakse

lammastikust ammooniumsulfaat valemi 3 jargi.

N+ H 80, % { N H .80, 5
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Pérast pdletust lahjendati proovid veega ning destilleeriti automaatanaliisaatoril Kjeltec Auto
1030. Destilleerimise kdigus liheb ammooniumioon (NH4") iile ammoniaagiks (NH;)
kasutades 40% NaOH lahust. Auruga destilleerides kogutakse ammoniaak vastuvdtvasse
boorhappe lahusesse, kuhu on indikaatorina lisatud broomkresoolrohelist ja metiiiilpunast,
ning tiitritakse HCI lahusega kolorimeetriliselt. Lammastikusisaldus arvutatakse tagasi
vastavalt kulunud HCI hulgale ja molaarsele kontsentratsioonile (Official Methods of Analysis
1990).

Eksperimentaalselt on ndidatud orgaanilise aine sisalduse (LOI) seotust mulla kogu
orgaanilise siisiniku sisaldusega (TOC). Mulla orgaanilise aine kaost kuumutamisel arvutati

vorrandi 4 jargi kogu orgaanilise siisiniku sisaldus.
TOC = 0,58 x LOI (De Vos et al 2005) (4)

Mulla C:N suhe néitab mulla orgaanilise aine ,.kvaliteeti”. Madalama suhtarvu juures toimub
kiirem orgaanika lagunemine kui kdrgema suhtarvu korral. Orgaanika kiirem lagunemine
soodustab ldmmastiku mineraliseerumist ja seelébi parandab taimedele kittesaadavust (Mary

et al 1996).

2.5. Statistiline analiits

Andmesisestus ja esmane tootlus viidi 1dbi programmis Apache OpenOffice Calc 4.0.0 (The
Apache Software Foundation, 2013) ning MS Excel 2010 (Microsoft Corp., Ameerika
Uhendriigid). Statistilise analiiiisi jaoks kasutati programmi Statistica 7.1 (StatSoft Inc.,
Ameerika Uhendriigid). Andmete vastavust normaaljaotusele kontrolliti Shapiro-Wilki
testiga. Andmete puhul, mis juba ei olnud normaaljaotusega, rakendati naturaallogaritmimist,
mis enamasti (v.a kvertsetiin) viis normaaljaotuseni. Erinevate parameetrite mdju hindamiseks
keemilisele koostisele kasutati GLM mooduli dispersioonanaliiiisi. Katseringide ja to6tluse
moju keemilisele koostisele hinnati GLM mooduli kahefaktorilise dispersioonanaliiiisiga. Et
andmed on tasakaalustatud, rakendati molemal juhul analiitisis III tiilipi ruutude summat.
Keemiliste ithendite sisalduste erinevust katseringide ja tootluste vahel uuriti Tukey HSD
testiga. Keemiliste iihendite ja keskkonnakarakteristikute vahelisi seoseid vaadeldi

korrelatsioonanaliiiisi, lineaarse- ning mittelineaarse regressioonanaliilisiga.
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3. TULEMUSED

3.1. FAHM katse mdju

Tabelis 1 on &dra toodud keskkonnatingimused 2014. aastal katseringides, kust taimi korjati.

Fotoslinteetiliselt aktiivse kiirguse (PAR) ja mulla veepotentsiaali (SWP) andmed on antud

vastavalt sellele, kas taimed korjati kase vOi haava poolelt, temperatuur (T), suhteline

ohuniiskus (RH) ja Shu veeaururdhu defitsiit (VPD) on antud ringi keskmistena. Mulla

veepotentsiaali médrati kahel siigavusel — 15 ja 30 cm. Puude erineva korguse tdttu oli

valgustatus ringisiseselt haava ja kase poolel erinev. Ara on ndidatud, kui palju erineb

niisutusringide keskmine kontrollringide keskmisest (%).

Tabel 1. Keskkonnatingimused katseringides 2014. aastal. H — haab, K — kask.

katsering T(°C) RH(%) VPD(kPa) SWP 15 (kPa) SWP 30 (kPa) PAR (mmol m”s™)
H1 15,9 82,2 0,43 -11,15 -5,06 308

c1 16,4 80,3 0,50 -18,53 -18,53 244

H3 15,7 82,7 0,41 -1,87 -0,14 201

c3 16,2 81,6 0,45 -3,21H/-5,16 K  -8,46 H/-3,78 K 204 H/ 279 K
H4 16,1 82,3 0,42 -8,19 -5,64 267

c4 16,2 82,4 0,43 -11,74 -9,75 242

H keskmine 15,9 82,4 0,42 -7,07 -3,61 259

C keskmine 16,3 81,5 0,46 -11,81 -10,69 250
erinevus H/C -22% 1,2% -9,0% 40,1% 66,2% 3,6%

Tabel 2. FAHM katse moju kahefaktorilise dispersioonanaliiiisi tulemused, ns — efekti mdju pole

statistiliselt oluline, a=0,05.

efekt

tunnus katsering tootlus katseringxtdétlus
In c(biapigeniin) (mAu) ns 0,012 0,015
In c(neoklorogeenhape) (%) 0,017 ns ns
In c(katehhiin) (%) 0,004 ns ns
c(hiiperosiid) (%) 0,019 ns 0,015
In c(kvertsitriin) (%) <0,0001 ns 0,018
In c(protopseudohiiperitsiin) (%) 0,006 ns 0,013
In c(pseudohiiperitsiin) (%) ns ns 0,006
In c(protohiiperitsiin) (%) 0,026 ns 0,047
In c(hUperitsiin) (%) ns ns 0,002
In c(UldhUperitsiinid) (%) 0,014 ns 0,015
c(flavonoidid) (%) 0,034 ns ns
c(fenoolsed tihendid) (%) 0,044 ns ns
c(uldlammastik) (%) 0,034 ns ns
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Kahefaktorilisest dispersioonanaliiiisist, kus sdltumatute muutujatena on katsering (1, 3 ja 4)
ning t66tlus (H — niisutuskatse, C — kontroll), ilmneb, et t66tlusel puudub praktiliselt
igasugune moju kandilise naistepuna keemilisele koostisele (tabel 2). Tootluse modju avaldub
vaid I3,II8-biapigeniini (biflavonoid) puhul — niisutusringide taimedes on oluliselt vihem

biapigeniini kui kontrollringide taimedes (joonis 7).

2500 b

_ 2000 - TL
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€ 1500 -

:E

S

=>100,0
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©

< 500 -

0,0 .

H c

Joonis 7. Biapigeniini sisaldus erinevate tOotluste korral, + keskmise standardviga.
H — niisutuskatse, C — kontroll. Erinevad tdhed tulpadel mairgivad statistiliselt olulist erinevust
riihmade vahel Tukey HSD testi jargi.

Valdavalt soltub keemilise koostise kvantitatiivne sisaldus katseringist, kust taimed korjati.
Katseringi oluline mdju avaldub neoklorogeenhappe, katehhiini, hiiperosiidi, kvertsitriini,
pseudohiiperitsiini, protopseudohiiperitsiini, flavonoidsete iihendite summa, koigi fenoolsete
ithendite summa ning {ildhiiperitsiinide (koigi hiiperitsiinide summa) sisalduse ja taime

lammastikusisalduse puhul (tabel 2).

Fenoolsete iihendite (sh katehhiinid, klorogeenhapped, hiiperosiid, flavonoidid) sisaldused on
madalamad 1. ringist ning kdrgemad 4. ringist korjatud taimedes, kuid flavonoidi kvertsitriini
sisaldus on vastupidiselt suurem just 1. ringist ning vdiksem 3. ja 4. ringist korjatud taimedes

(joonis 8 A—C).

Hiiperitsiinide sisaldused on suuremad 1. katseringis, katseringi iildine mdju avaldub kdigi
hiiperitsiinide puhul. Taimedes on pseudohiiperitsiini rohkem kui hiiperitsiini ning
hiiperitsiinide 16pp-produkte rohkem kui prekursoreid, see on nii ka 2010. ja 2011. aasta

proovides (joonis 8§ D-F).

Katseringi ja to6tluse koosmdju on oluline biapigeniini, kvertsitriini, hiiperosiidi ning kdigi
hiiperitsiinide ja ka tildhiiperitsiinide juures (tabel 2). Kui 1. ja 3. katseringis to6tluste vahel
olulist erinevust ei ole, siis 4. ringi niisutuskatse taimed sisaldavad oluliselt vdhem

biapigeniini, kvertsitriini ning hiiperitsiine kui kontrollringide taimed (joonis 9).
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Joonis 8. Flavonoidide, koigi fenoolsete iihendite, kvertsitriini ning hiiperitsiinide sisaldus
katseringides (1, 3, 4), + keskmise standardviga. Erinevad tdhed tulpadel méirgivad statistiliselt olulist
erinevust riihmade vahel Tukey HSD testi jargi.
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Joonis 9. Biapigeniini (A), kvertsitriini (B) ja tildhiiperitsiinide (C) sisaldus katseringides (1, 3, 4)
eraldi tootlustena (H — niisutuskatse, C — kontroll), = keskmise standardviga. Erinevad téhed tulpadel

margivad statistiliselt olulist erinevust rithmade vahel Tukey HSD testi jérgi.
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Fenoolsetest iihenditest kiinahappe ja kohvhappe derivaatide, vanillhappe gliikosiidi,
klorogeenhappe, epikatehhiini, isokvertsitriini, kvertsetiinpentosiidi ning kvertsetiini sisaldus
ei sOltu tootlusest ega ka katseringist. Koigi kvantitatiivselt midratud sekundaarsete

metaboliitide sisalduste keskvéértused on lisades 4—6 rithmade kaupa vélja toodud.

3.2. Niiskuse mdju (VPD ja SWP)

Ohu veeaururdhu defitsiit (VPD) avaldab mdju kandilise naistepuna flavonoidide sisaldusele
(tabel 3). Korgema VPD juures kasvanud taimed sisaldavad summaarselt vihem flavonoide,
suurima kontsentratsiooniga flavonoidi hiiperosiidi sisaldus kéditub analoogselt, kvertsitriini

sisaldus aga kasvab VPD kasvades (joonis 10).

Tabel 3. VPD seos sekundaarsete metaboliitide sisaldusega. Lineaarse regressioonanaliiiisi tulemused.
a=0,05

2

tunnus korrelatsiooni suund R F128 p
c(hliperosiid) (%) - 0,17 5,73 0,024
In c(kvertsitriin) (%) + 0,14 4,40 0,045
c(flavonoidid) (%) — 0,16 5,19 0,031
r?=0,16; r=-0,40; p = 0,031 r2=0,14; r=0,37; p = 0,045
c(flavonoidid) = 5,8697-9,7091*x In kvertsitriin = -8.1913+8 9592*x
o HT Y C1 o H3 “m C3 ™ H4 “a_ C4 28
3,0 e
[ ] 3.0F
o 28 oy 1 —~
C\’\i 22 ﬁ O A u _‘E 3.5t
2 s 2 40y
S 18} o
e [ > 45¢
§ 141 °
& 10} s 20
S oA 5,5 |
06} H
02t 1 6,0 Pt
’0’40 0.42 0,44 0,46 0,48 0,50 0,40 0,42 0,44 0,46 0,48 0,50
A VPD (kPa) B VPD (kPa)

Joonis 10. Flavonoidide sisalduse sdltuvus VPD-st.

Tabel 4. SWP seos sekundaarsete metaboliitide sisaldusega. Mitmese regressioonanaliiiisi tulemused.
0=0,05, napilt statistiliselt mitteolulised tulemused on heledamas kirjas.

tunnus korrelatsiooni suund  faktor R’ F1 27 p

In c(katehhiin) + vp 30 0,34 132,67 ggg;
In c(kvertsitriin) — zxvvi ;(5) 0,31 Z,? 8'82(25
In c(UldhUperitsiinid) = zwg ;g 0,22 g’i 8’8;:
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Mulla veepotentsiaali (SWP) viirtused ei ole kdigis kontroll- ja niisutusringides samal
tasemel. Erinevused t66tluse ja kontrolli vahel ilmnevad paarides (joonis 11). SWP-st soltub
taimede katehhiini, kvertsitriini ja tildhiiperitsiinide hulk (tabel 4). SWP on ka ainus tegur,
mis otseselt iildhiiperitsiinide sisaldust mdjutab. Uldhiiperitsiinide ja kvertsitriini sisaldus
langeb, katehhiini sisaldus kasvab mulla veepotentsiaali tdustes (joonis 12). SWP mdju
katehhiini ja Ttldhiiperitsiinide sisaldusele seletab &ra katseringi statistilise olulisuse

kahefaktorilises dispersioonanaliiiisis (joonis 13).

katsering*t66tlus katsering*t66tlus

SWP 15

- H-o-C

—— H—o—C

SWP 30 (kPa)

T

1 3

katsering

3

katsering

Joonis 11. SWP erinevused katseringide ja too6tluste vahel 15 cm (A) ja 30 cm (B) siigavusel.
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> =0,14; r=0,38; p = 0,040
In katehhiin = -2,7056+0,0198*x
2,2 —— .
[ ]
2,4 .
c
=
e
Q
T
X
T
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3.4 T
20 -18 -16 -14 -12 10 8 -6 -4 -2 0
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r’=0,13; r=-0,35; p = 0,055

r2=0,20; r=-0,45;p=0,013
In c(kvertsitriin) = -4,8019-0,0576*x

Joonis 12. SWP (moddetud 15 cm siigavusel) mdju sekundaarsete metaboliitide sisaldusele.
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Joonis 13. In c(katehhiin) sdltuvus katseringist ja toGtlusest enne (A) ja parast (B) SWP kaasamist
kovariaadina.

3.3.Valguse mdju

Tabel 5. PAR seos sekundaarsete metaboliitide sisaldusega. Lineaarse regressioonanaliiiisi tulemused.
0=0,05

tunnus korrelatsiooni suund R F128 p
In c(katehhiin) — 0,21 7,59 0,010
In c(kvertsitriin) + 0,15 4,84 0,036
hlperitsiinide suhe + 0,32 12,94 0,001
pseudohiiperitsiinid: r? =0,09; r = -0,30; p= 0,033 r?=0,32; r=0,56; p = 0,0012
hiperitsiinid: r?=0,35; r = -0,59; p = 0,000007 hiperitsiinide suhe = 0,736+0,0153*x
In pseudohiip sum = -0,3752-0,3136* s H1 G L HS 78, €3 ™ Hé ™ 4
In hiip sum =-0,3028-0,7965"x 6’5 i ©
0,5 . . . o o
0,0 5 60} ° S
g 55¢F
T 50F
c
G 45}
S 40F
3.0 F ;% 35
-3,5 F 30F
40 P 2,5
1618 20 22 24 26 28 3,0 3,2 34 36 3.8 180 200 220 240 260 280 300 320
) e In pseudohiip sum
A talmN(%)ﬁ\In hip sum B PAR

Joonis 14. Pseudohiiperitsiinide ja hiiperitsiinide sisalduse sdltuvus taime lammastikusisaldusest (2

aasta proovides) ning nende suhte sdltuvus PAR—st.

Fotosiinteetiliselt aktiivse kiirguse hulga (PAR) mdju taime ldmmastikusisaldusele ei leitud,
moju katehhiini ja kvertsitriini sisaldusele on ndrk (tabel 5). Kuigi PAR ei mdjuta taime
tldhiiperitsiinide hulka, siis kiirgushulga kasvades kasvab ka pseudohiiperitsiinide
(pseudohtiperitsiin + prekursor) ja hiiperitsiinide (hiiperitsiin + prekursor) omavaheline suhe

(joonis 14 B), hiiperitsiinide suhe korreleerub ka taime N sisaldusega (joonis 15 D). Suhe on
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viiksem madalama valgusintensiivsuse ja taime N sisalduse juures. Hiiperitsiinide siintees on
lammastikust tugevamini sdltuvuses ja kahaneb kiiremini [dmmastikusisalduse suurenenedes
kui pseudohiiperitsiinide siintees (joonis 14 A). PARi hulk mdjutab aga veidi enam
pseudohiiperitsiine kui hiiperitsiine. Samas on PARi andmed olemas vaid 2014. aasta

proovidele ning valimi vdiksuse tdttu ei pruugi saadud tulemus suurt iildistusjdudu omada.

3.4. Mulla keemilise koostise mdju

Mulla keemilisest analiilisist saadi ldmmastikusisaldus (%), mulla pHkc; ning orgaanilise aine
sisaldus (%). Neist andmetest arvutati orgaanilise siisiniku ja ldmmastiku sisalduse suhe (C:N)

(tabel 6).

Tabel 6. Katseringide mulla huumushorisondi keemilised omadused.

Katsering N (%) org. aine (%) PHiq C:N
H1 0,12 2,53 4,98 12,4
C1 0,12 2,67 4,36 12,6
H3 0,16 3,44 5,02 12,7
C3 haab (1 proov) 0,13 2,93 4,42 13,5
C3 kask (4 proovi) 0,13 2,81 4,40 12,8
H4 0,12 2,41 4,61 11,4
ca4 0,15 3,01 4,43 12,0
H keskmine 0,13 2,79 4,87 12,2
C keskmine 0,13 2,83 4,40 12,5
keskmine 0,13 2,81 4,63 12,3

Mulla N sisalduse ja orgaanilise aine sisaldusega on otseses seoses vaid katehhiini sisaldus
(tabel 8). Madalama mulla N ja orgaanilise aine sisalduse juures on ka katehhiini sisaldus
véiksem (joonis 15 A, B). Lisaks mdjutab mulla N ja orgaanilise aine sisaldus hiiperitsiinide
omavahelist suhet (tabel 8 ja joonis 15 C). Hiiperitsiinide suhe on 2014. (R?=0,12, p=0,061) ja
2010. (R2=O,10; p=0,061) aasta proovides suurem, kui kogu proovi iildhiiperitsiinide sisaldus
on suurem (joonis 15 E). 2011. aasta proovides selline seos puudub, samuti puudub seos
kolme aasta proovide peale kokku. Kuigi iildhiiperitsiinide sisalduse seos mulla N sisaldusega
vilja ei tulnud, siis hiiperitsiinide suhte jirgi on iildhiiperitsiine taimes rohkem mulla
vidiksema N ja orgaanilise aine sisalduse juures. Hiiperitsiinide suhe soltub veel ka taime N
sisaldusest, kuid mdju on vastupidine mulla N sisalduse mdjule (joonis 15 D). Mitmeses
regressioonanaliiiisis, kus sdltuv muutuja on hiiperitsiinide suhe ja séltumatuteks muutujateks
mulla ning taime N sisaldus, tulid statistiliselt oluliseks mdlemad soltumatud muutujad (tabel

7).
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. uperitsiinide suhte sOltuvus mulla ja taime ldmmastikusisaldusest. itmese
Tabel 7. Hiperit d ht Itu lla ja t 1 tik Id t. Mit
regressioonanaliiiisi tulemus. 0=0,05
df SS F p
mulla N% 1 7,3 14,6 0,0007
taime N% 1 4,5 9,0 0,006
viga 27 13,5
r?=0,16; r =0,40; p = 0,029 r?=0,24; r=0,49; p = 0,006
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Joonis 15. Sekundaarsete metaboliitide ja taime N sisalduse s6ltuvus mulla keemilistest omadustest.
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Tabel 8. Mulla lammastikusisalduse (%) ja orgaanilise aine sisalduse (%) mdju sekundaarsele
metabolismile. Lineaarse regressioonanaliiiisi tulemused. 0=0,05

2

tunnus korrelatsiooni suund faktor R Fi28 p
+ N 0,16 5,3 0,029
N
In c(katehhiin) (%) _ org. aine 0,24 8,7 0,006
hliperitsiinide — N 0,32 13,3 0,001
suhe — org. aine 0,17 5,7 0,024

Tabel 9. C:N suhte seos sekundaarsete metaboliitide sisaldusega. Lineaarse regressioonanaliiiisi
tulemused. a=0,05, napilt statistiliselt mitteolulised tulemused on heledamas kirjas.

2

tunnus korrelatsiooni suund R Fi128 p

In c(neoklorogeenhape) (%) — 0,30 12,1 0,002
In c(klorogeenhape) (%) - 0,17 5,8 0,023
In c(katehhiin) (%) + 0,14 4,4 0,044
c(hliperosiid) (%) — 0,27 10,4 0,003
c(kvertsetiinpentosiid) (%) - 0,20 7,1 0,012
In c(kvertsitriin) (%) + 0,12 3,8 0,062
c(flavonoidid) (%) — 0,25 9,1 0,005
c(fenoolsed ihendid) (%) — 0,23 8,3 0,007
¢ (kogu sek. met.) (%) — 0,22 7,8 0,009
taime N (%) + 0,13 4,2 0,053

2=0,13; r=0,36; p = 0,053
taime N (%) = 1,3266+0,1557*x
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Joonis 16. Taime lammastikusisalduse sdltuvus mulla C:N suhtest.

Kui mulla N ja orgaanilise aine sisaldusest midagi peale katehhiini sisalduse ja hiiperitsiinide
suhte ei soltu, siis C:N suhtest soltub peamiselt fenoolsete iihendite sisaldus (tabel 9 ja joonis
17). Valdavalt on seos C:N suhte ja sekundaarsete metaboliitide kontsentratsioonide vahel
negatiivne, v.a katehhiini ja kvertsitriini (p=0,062) puhul, kui seos on positiivne. Taime
lammastikusisalduse seos C:N suhtega ei tulnud napilt statistiliselt oluliseks, kuid ndha on
tendents, kus taime N sisaldus kasvab suhtarvu kasvades (joonis 16). Mulla pHkc; mojutab
koigist kvantitatiivselt midratud ainetest vaid taime lammastikusisaldust (R2=O,19; F128=6,60;

p=0,016) (joonis 15 F).
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r?=0,14; r=0,37; p = 0,044 r?=0,12; r=0,34; p = 0,062
In c(katehhiin) = -5,2977+0,1951*x In kvertsitriin = -9,7489+0,4447*x
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Joonis 17. Sekundaarsete metaboliitide sisalduse sdltuvus mulla C:N suhtest.

Uldiselt korreleerub sekundaarse metabolismi koguhulk taime limmastikusisaldusega
negatiivselt (R2=0,51; F145=49,9; p<0,0001), negatiivne on seos ka hiiperitsiinide (R2=0,16;
F145=9,1; p=0,004) ja flavonoidide (R2=0,47; F1.45=42,0; p<0,0001) puhul eraldi (joonis 18).
Hiiperitsiinide sisaldus korreleerub kogu taime sekundaarse metabolismiga positiivselt
(RZZO,20; F145=12,0; p=0,001). 2014. aasta proovides korreleerub kvertsitriini sisaldus taime

lammastikusisaldusega kiill positiivselt, kuid 2011. ja 2014. aasta proovides koos on ka see
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seos siiski negatiivne. Ainult FAHM katse taimedes taime N ja sekundaarsete metaboliitide

sisalduse vahel seos puudub.

r?=0,51; r=-0,71; p <0,0001 r?=0,16; r=-0,40; p = 0,004
In C(kogu sek mt) = 3.8375-0.8624*x In C(UIthpentS“nld) = 0,21 17-0,4303*X
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Joonis 18. Taime lammastikusisalduse korrelatsioon sekundaarse metabolismi koguhulga ning
tildhiiperitsiinide sisaldusega.

Tabel 10. FAHM katse mdju kovariatsioonanaliitisi tulemus, kovariaat on C:N suhe. ns — efekti mdju
pole statistiliselt oluline, 0=0,05, napilt statistiliselt mitteolulised tulemused on heledamas kirjas.

efekt

tunnus C:N katsering tootlus katseringxtéotlus
In c(biapigeniin) (mAu) 0,081 ns 0,0053 0,0048
In c(katehhiin) (%) ns 0,019 ns ns
In c(kvertsitriin) (%) ns 0,0001 0,050 0,009
In c(protopseudohiiperitsiin) (%) ns 0,01 ns 0,027
In c(hUperitsiin) (%) ns 0,073 0,094 0,006
In c(pseudohiperitsiin) (%) ns 0,017 0,099 0,040
In c(protohlperitsiin) (%) ns ns ns 0,003
In c(UldhUperitsiinid) (%) ns 0,011 ns 0,019
hlperitsiinide suhe ns 0,052 ns 0,002

Kahefaktorilisest dispersioonanaliiiisist selgus, et valdavalt mangib rolli katsering, kust taimed
korjati, ning t66tluse efekt praktiliselt puudub (tabel 2). Mulla keemilistest omadustest ja
sekundaarsete metaboliitide sisalduse seotusest johtuvalt viisin 1dbi kovariatsioonanaliiiisi
samade andmetega, kaasates kovariaadina mulla C:N suhte. Kovariaadi kaasamisel osutus
tootluse moju oluliseks niitid lisaks biapigeniinile ka kvertsitriini sisalduse puhul. Katseringi
ja katseringxt66tlus koosmoju jéi alles hiiperitsiinide puhul (tabel 10). Seega seletab C:N suhe
dra nende fenoolsete iihendite sisalduse varieeruvuse katseringide vahel, mis korreleerusid
C:N suhtega statistiliselt olulisel médaral (vt ka tabel 9). Hiiperitsiinidel seos C:N suhtega
puudus ning nende sisaldus sOltub ka kovariatsioonanaliiiisis katseringist ja/vdi

katseringxt6otlus koosmojust.
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4. ARUTELU

FAHM katse avaldas mdju neoklorogeenhappe, katehhiini, hiiperosiidi, kvertsitriini,
pseudohiiperitsiinide, fenoolsete iihendite ning {ildhiiperitsiinide sisaldusele ja taime
lammastikusisaldusele. Fenoolsete iihendite sisaldused olid suuremad 4 katseringis,
hiiperitsiinide sisaldused aga 1 katseringis (joonis 8). Katseringi ja todtluse koosmdju oli
oluline biapigeniini, kvertsitriini ning hiiperitsiinide sisalduse juures, t6otluse moju oli
tugevaim 4. katseringis (joonis 9). To6tlusest omaette sdltus vaid biapigeniini sisaldus, mis oli

markimisvéarselt viiksem niisutuskatse taimedes (joonis 7 ja tabel 2).

FAHM katse taustaandmetest selgub, et 2014. aastal erines ohuniiskus katsealustes niisutus-
ja kontrollringides koigest 1,2%, varasematel aastatel on see number olnud umbes 7%. Kiill
aga oli niisutusringides vidiksem ©Ohu veeaururdhu defitsiit (VPD) ja suurem mulla
veepotentsiaal (SWP) (tabel 1). SWP erinevused katseringide (1, 3 ja 4) vahel olid suuremad
kui tootluste (H ja C) vahel ja ilmselt sellepérast ei leitud to6tluse olulist moju hiiperitsiinide

ja valdava enamuse flavonoidide osas.

Kodige otsesem moju tldhiiperitsiinide sisaldusele oli mulla veepotentsiaalil (SWP), kui
suurema veesisaldusega mullal kasvanud taimed sisaldasid vihem iildhiiperitsiine. Katehhiini
sisaldus oli suurem aga just niiskemal mullal kasvanud taimedes (tabel 4). Samuti seletas
SWP varieeruvus katseringide vahel &dra katehhiini sisalduse soltuvuse katseringist.
Uldhiiperitsiini sisaldus jii endiselt sdltuma katseringxtddtlus koosmdjust, kuid katehhiini
sisaldus oli kdigis katseringides SWPd kovariaadina arvestades vdrdne (joonis 13). Zobayed
et al (2007) poolt liht-naistepunaga 1ébi viidud eksperimendis langes temperatuuristressi, sh
pouda talunud liht-naistepuna taimedes hiiperitsiinide sisaldus. Kédesolevas t60s véhenes
hiiperitsiinide sisaldus SWP tdustes. Voib jdreldada, et vee kittesaadavuse moju

hiiperitsiinide siinteesile on optimumiga, kus siinteesi pérsivad nii liigniiskus kui poud.

Hiiperitsiinide suhet modjutas taime ldmmastikusisaldus (joonis 15 D), mis soltus FAHM
katses samuti katseringist. Taime N sisalduse mdju suhte suurenemisele on tingitud
hiiperitsiini ~ sisalduse kiiremast langusest taime N sisalduse tdustes vorreldes

pseudohiiperitsiini sisalduse langusega (joonis 14 A). Uldhiiperitsiinide sisaldus on
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hiiperitsiinide suhtega seotud 2014. ja 2010. aasta proovide puhul, sedagi norgalt (p=0,061

molemal aastal). Kolme aasta proovide peale kokku (N=88) on see seos lausa olematu.

Niisutusringides kasvas naistepuna eranditult kase poolel, kus oli puude madalama kasvu tottu
parem valgustatus. Ka taimede limmastikuomastamine oli soodustatud niisutusringides mulla
korgema pH tottu, kuid sellele vaatamata ei tulnud seos PARi ja taime N sisalduse vahel
oluliseks. PAR, nagu ka taime N sisaldus, korreleerusid hiiperitsiinide suhtega. Kuigi
varasemalt on niidatud, et valgusintensiivsuse kasvades peaks hiiperitsiniide sisaldus taimes
kasvama ning nende suhe jddma samaks (Briskin & Gawienowski 2001), siis antud t60s
tildhiiperitsiinide sisalduse tousu ei tdheldatud. Selle asemel tdusis hoopis hiiperitsiinide suhe
(joonis 14 B). Kui arvestada, et hiiperitsiinide suhte suurenemisega kaasneb tildhiiperitsiinide
sisalduse tdus (joonis 15 E), siis vastab kéesolevas t60s saadud tulemus varasematele
andmetele (Briskin & Gawienowski 2001; Mosaleeyanon et al 2005). Otsene seos
tildhiiperitsiinide sisalduse ja valgusintensiivsuse vahel vois jddda leidmata vordlemisi kitsa

valgustingimuste diapasooni tdttu — tingimused katseringides ei erinenud iiksteisest oluliselt.

Nagu juba 6eldud, sdltus taimede N sisaldus FAHM Kkatses ringist. Uldiselt korreleerub
sekundaarmetaboliitide koguhulk kdige tugevamini N hulgaga taimes, korrelatsioon on
piisava valimi korral negatiivne (joonis 18 A). FAHM katse keskkonnatingimuste varieeruvus
oli siiski lisna véike, nditeks neis proovides puudus seos sekundaarse metabolismi hulga ja
taime ldmmastikusisalduse vahel. FAHMi proovides on nii taime l&dmmastikuhulk kui ka
sekundaarmetaboliitide koguhulk suurem niisutuskatse taimedes, kuid see erinevus pole

statistiliselt oluline.

Siiski, mulla keemilised omadused erinevates katseringides olid kiillaltki erinevad, mis
tdendoliselt seletab ka sekundaarse metabolismi erinevusi katseringide vahel (joonis 8).
Niisutusringides oli jdlle pH oluliselt suurem kui kontrollringides (tabel 6) ning seda on
taheldatud ka varasematel aastatel (Parts et al 2013; Kukumagi et al 2014). On teada, et mulla
pH-d mojutab mulla veesisaldus. Kéesolevas t00s korreleeruski N hulk taimes kdige paremini
mulla pH-ga, seejuures korrelatsioon oli positiivne (joonis 15 F). Kukumégi et al (2014)
nditasid, et niisutusringide mullas on mikroorganisme rohkem. Mikroorganismide biomass on
aga tihedalt seotud mulla pH-ga (Kemmitt et al 2006). Mikroorganismide elutegevus
soodustab ka lammastiku mineraliseerumist ja seeldbi taimedele kéttesaadavust (Mary et al
1996). Mulla suur veesisaldus vdib muuta tingimused mullas anaeroobsemaks, mis toob kaasa

nitraatiooni redutseerimise ammooniumiooniks, see aga pohjustab pH tdusu (Zhang &
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Wienhold 2002). Ammooniumioon seostub positiivse laengu tdttu tugevamini
mullaosakestega, negatiivse laenguga nitraatioon kaldub sademetega vilja leostuma.
Korrelatsiooni puudumine mulla pH ja mulla N sisalduse vahel voib olla tingitud sellest, et
mullas méérati kogu N sisaldust, seal hulgas ka orgaaniline N, millest enamik pole taimedele
omastatav. Korrelatsioon puudub ka mulla pH ja C:N suhte vahel (Kemmitt et al 2006).
Samal FAHM katsealal kasvanud mdlema lehtpuuliigi puhul on tihti tidheldatud
niisutusringides madalamat lehtede N kontsentratsiooni vorreldes kontrollringidega (Tullus et
al 2012; Sellin et al 2013). Et naistepunataimedes selline seos puudus, ei saa veel teha
poOhjapanevaid jireldusi niisutuse moju kohta taimede N sisaldusele. Kui FAHM katse
arukaskede lehtede vidiksemat N sisaldust pdhjendati vdhenenud transpiratsioonivoo ning
massivooluga (Sellin et al 2013), siis kandilise naistepuna puhul transpiratsioonivoo

vidhenemist N sisalduse jargi ennustada ei saa.

Uldiselt on teada, et sekundaarsete metaboliitide siintees on soodustatud piiratud toitainete
kéttesaadavusega tingimustes. 2014. aasta proovide ldmmastikusisaldus oli suurem kui 2011.
aasta proovides, mis viitab vdhemasti sellele, et FAHM katsest korjatud taimede
kasvutingimused olid keskmiselt paremad. Madala toimeainete sisalduse tottu voib juhtuda, et

soltuvused erinevatest keskkonnatingimustest ei tule lihtsalt vélja.

Veeaururdhu defitsiidi (VPD) moju kandilise naistepuna flavonoidide sisaldusele on
vastupidine pduakatsete pdhjal oodatule. VPD kasvades kahaneb flavonoidide siintees,
seejuures kvertsitriini siintees kasvab (joonis 10). Valdavalt on tdheldatud fenoolsete iihendite
slinteesi tousu seoses vee kittesaadavuse langusega (Gray et al 2003; de Abreu & Mazzafera
2005). Flavonoidide siinteesi langust VPD véhenedes voib seletada mone teise, VPD
viahenemisega seotud keskkonnastressi (nt hiipoksia) tugevama mojuga. Ordonez et al 2009
metaanaliilis néitas, et lehe keemiline koostis sdltub pigem mulla keemilistest omadustest kui
keskkonnatingimustest. Nii sdltuski flavonoidide sisaldus suuremal méaral mulla C:N suhtest
(tabel 9). Mulla C:N suhte viiksed erinevused katseringide vahel pohjendavad ka
flavonoidide sisalduse erinevusi katseringide vahel. Flavonoide siinteesitakse rohkem
madalama mulla C:N suhte korral ehk no parema kvaliteediga mullal (joonis 17 E), CNB
hiipotees, kus madalamakvaliteedilisel mullal kasvanud taimed sisaldavad rohkem
sekundaarseid metaboliite, ei pea antud katses flavonoidide puhul paika. Voimalik on ka, et
madal VPD ja kdrge SWP indutseerivad vabade radikaalide teket taimes, millele vastukaaluks

slinteesitakse antioksiidante — flavonoide. Niisutusringide haabadel nditeks on niisketel
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aastatel tdheldatud noorte lehtede spetsiifilisi kahjustusi seoses pidevalt lehte katva dhukese

veekihiga (Kupper et al 2011; Tullus et al 2012).

H4 ja C4 ringides olid keskkonnatingimused (T, RH, VPD) 2014. aastal vordsed (tabel 1),
kuid tootluse moju oli suurim just H4 ringis vorreldes C4-ga. Samas olid neis ringides C:N
suhted kogu katse madalaimad. Biapigeniini sisaldus ei sdltunud mulla C:N suhtest, kuid
soltus tootlusest (joonis 7). Voib jdreldada, et tootluse moju on seda tugevam, mida vdiksem
on mulla C:N suhe ja seega parem N kittesaadavus taimedele. Kui iildflavonoidide sisaldus
oli suurem pigem niiskemates tingimustes kasvanud taimedes, siis biapigeniini sisaldus kéitus
vastupidiselt. Biapigeniin on oluline lisaks antioksiidantsele toimele ka antidepressiivsete
omaduste poolest (Nielsen et al 1988; Butterweck et al 2000). Nii v3ib keskkonnatingimustest
sOltuda mitte ainult summaarne sekundaarsete metaboliitide hulk, vaid ka mdju, mida see

inimorganismile avaldab.
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5. KOKKUVOTE

Kéeosoleva uurimistdd eesmargiks oli uurida keskkonnatingimuste mdju kandilise naistepuna
(Hypericum maculatum Crantz) sekundaarsele metabolismile ning vorrelda tldiselt saadud
tulemusi varasematel aastatel korjatud proovidega, kus oli ka liht-naistepuna (Hypericum
perforatum L.) esindatud. Proovid koguti 2014. aastal FAHM katsealalt, 2010. ja 2011. aastal

Eesti erinevaist paigust.

Vaadeldi  sekundaarsete  metaboliitide  kontsentratsioonide  erinevuste  soOltuvust

keskkonnatingimustest ning mulla keemilistest omadustest.

FAHM katse tulemustest selgus, et liigniisketes tingimustes siinteesivad kandilise naistepuna
taimed rohkem iildflavonoide, enim hiiperosiidi, kuid olulise, antidepressiivse toimega
biflavonoidi, 13,118-biapigeniini siinteesi liigniiskus hoopis pérsib. Ka hiiperitsiinide siintees

on parsitud liigniisketes tingimustes.

Leiti, et taimede lammastikusisaldus soltub mulla pH-st, mis oli vorreldes kontrollringidega
suurem niisutusringides. Sekundaarsete metaboliitide sisaldus 2014. ja 2011. aasta proovides
koos sdltus taime lammastikusisaldusest negatiivselt. Flavonoidide sisaldusele avaldas enim
moju mulla C:N suhe, viiksema suhtarvu korral oli flavonoidide sisaldus suurem. Mulla N ja
orgaanilise aine sisaldus avaldas moju katehhiini sisaldusele ning hiiperitsiinide suhtele,
seejuures ei mojutanud ildhiiperitsiinide sisaldust. Ka fotosiinteetiliselt aktiivse kiirgushulga

kasvades kasvas hiiperitsiinide suhe, kuid mitte hiiperitsiinide summaarne sisaldus.

Korgendatud dhuniiskusega keskkonnas kasvanud kandilise naistepuna taimede sekundaarsete
metaboliitide kontsentratsioon on suurem kui kontrolltaimedes, kuid erinevus tuleb peamiselt
poletikuvastaste omadustega flavonoidide (eeskitt hiiperosiidi) sisalduse tdusu arvelt.
Olulisemate toimeainete, viirus- ja kasvajarakkude arengut pirssivate hiiperitsiinide ja
antidepressiivsete omadustega 13,I18-biapigeniini sisaldused on suuremad kuivemates
tingimustes kasvanud taimedes. FAHM katse voimaldab tdstab sekundaarse metabolismi
koguhulka kandilise naistepuna taimes, kuid selle kvaliteet kannatab ning koostises jadvad

domineerima flavonoidid.
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The effect of rising air humidity and related changes in the ecosystem on

secondary metabolism of Hypericum maculatum Crantz.

Linda Rusalepp

6. SUMMARY

The aim of this Master's Thesis is to study the environmental impact on secondary
metabolism of Hypericum maculatum Crantz, as it has similar chemical composition but is
less studied than Hypericum perforatum L. Main chemical constituents hypericins have been
reported to have antiviral and antiretroviral, anti-tumoral and inflammatory properties
(Meruelo et al 1988; Thomas & Pardini 1992; Panossian et al 1996) whereas flavonoids
generally have also inflammatroy properties, but one — 13,II18-biapigenin has shown
antidepressant activities (Nielsen et al 1988; Butterweck et al 2000; Sosa et al 2007). Plant

secondary metabolism is generally influenced by environmental factors.

H. maculatum samples were gathered from the free air humidity manipulation experiment
(FAHM), also samples consisting of species H. maculatum and H. perforatum gathered from

various sites of Estonia were used in comparison.

Plant material was ground, sieved and extracted (maceration) with plant to methanol ratio
1:20 (w/v). Compounds were identified using reversed phase HPLC-ESI-MS/MS and
fragmentation in negative mode and quantified using HPLC-ESI-MS/MS or HPLC-DAD/UV
using an external calibration curve method. Soil and plant nitrogen was determined using
Kjeldahl acid digestion, soil organic matter was determined with loss-on-ignition method and

soil pH was measured in KCI buffer solution.

Total secondary compounds were generally negatively correlated with plant nitrogen content,
but not in year 2014 alone. Plant nitrogen content was affected by soil pH which was higher
in treatment plots compared to control plots. Nevertheless, plants that received humidification
treatment contained more secondary metabolites quantitatively. Total flavonoids were most
affected by soil C:N ratio, the relation was negative. Soil N and soil organic compounds
affected catechin content and also the ratio between pseudohypericin and hypericin, whereas
it did not affected the amount of total hypericins. The hypericins ratio also grew with rising

photosynthetically active radiation (PAR). The total amount of hypericins still did not change,
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although earlier studies have shown the ratio to be stable instead and total amount of
hypericins to rise. Plants growing with lower vapour pressure deficit (VPD) and higher soil
water potential (SWP) showed higher amounts of flavonoids, probably due to humidity
induced stress, e.g. hypoxia. Plants growing with lower SWP showed higher amounts of
hypericins, although generally an increase in these compounds has been noticed accompanied
with water deficit, not excess. This suggests the relation to water availabilty is a curve with an

optimum. Also biapigenin content was higher in plants grown in less humid condition.

The total amount of secondary metabolites is higher in humidification treatment plants than in
control plants. This difference comes from the content of flavonoids (mainly hyperoside). The
amount of more important substances hypericins and biapigenin show a decrease related to

higher water availabilty in the environment.

In conclusion, the FAHM experiment enables to enhance the secondary metabolism of

Hypericum maculatum, but the quality of the chemical composition suffers.
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9. LISAD

Lisa 1.

Proovide kogumiskohad aastal 2011.

Proovid on kogunud Linda Rusalepp ajavahemikul 29. juuni — 21. august 2011.
1) Hypericum maculatum (Jogevamaa, Pdltsamaa vald, Viike-Kamari kiila)

2) Hypericum perforatum (Lad4ne-Virumaa, Rakvere linn)

3) Hypericum perforatum (Léd4ne-Virumaa, Rakvere vald, Karivdrava kiila)

4) Hypericum maculatum (Léd&ne-Virumaa, Kadrina vald, Riistamie kiila)

5) Hypericum perforatum (L&ane-Virumaa, Kadrina vald, Riistamée kiila)

6) Hypericum perforatum (Tartumaa, Tartu vald, Maramaa kiila)

7) Hypericum perforatum (Tartumaa, Tartu vald, Maramaa kiila)

8) Hypericum perforatum (Tartumaa, Tartu vald, Maramaa kiila)

9) Hypericum perforatum (L&dne-Virumaa, Kadrina vald, Ohepalu kiila)

10) Hypericum perforatum (Lééne-Virumaa, Kadrina vald, Soomukse (mitteam.))
11) Hypericum perforatum (Ladne-Virumaa, Kadrina vald, Soomukse (mitteam.))
12) Hypericum perforatum (Harjumaa, Kuusalu vald, Turbuneeme kiila)

13) Hypericum maculatum (Harjumaa, Kuusalu vald, Kasispea kiila)

14) Hypericum maculatum (Harjumaa, Kuusalu vald, Kasispea kiila)

15) Hypericum perforatum (Harjumaa, Kuusalu vald, Kasispea kiila)

16) Hypericum perforatum (Lééne-Virumaa, Vihula vald, Palmse kiila)

17) Hypericum perforatum (Laéne-Virumaa, Vihula vald, Palmse kiila)

18) Hypericum maculatum (Lédéne-Virumaa, Vihula vald, Vdsupere)

19) Hypericum perforatum (L&éne-Virumaa, Kadrina vald, Tdrma (mitteam.))
20) Hypericum perforatum (Ida-Virumaa, Liiganuse vald, Purtse kiila)
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Lisa 2.

Mairatud iihendite retentsiooniajad, eellasioonid ja fragmentioonid. Paksus kirjas on margitud

kvantitatiivselt maédratud {ihendite jérjekorranumbrid ning

suurema osakaaluga fragmendid

massispektris.

jrk. |aine nimetus tr |[M-HT, fragmentioonid, m/z viited

nr. m/z

1 |kiinahappe derivaat 1,1 533|191 — 173;127;111;109; 93; 87 e

2 |kohvhappe derivaat 1,2 377|341; 215; 179 e, g

3 |vanillhappegliikosiid 3,1 329|311; 293; 168; 167 1

4 |neoklorogeenhape 4.2 353(191; 179; 135 h

5 |3-O-p-kumariiiilkiinahape 5,6 337(191; 164; 163; 119 a,b

6 |katehhiin 7,3 289|271, 245; 231; 205; 179; 126 f, g

7  |klorogeenhape 8,3 353(191;179; 135 h

8 |protsiianidiin B1 9,6 577|559; 451; 426; 425; 408; 407; 289; 287 g

9 |protsiianidiin B1 11,4 577|559, 451; 426; 425; 408; 407, 289; 287 g

10 |epikatehhiin 12,7 289(271; 245; 231; 205; 203; 179 f,g

11 |mangiferiin 14,6 421)403; 385; 331; 302; 301; 259 p

12 |kempferool-3-O-ramnosiid 17,4 431|286; 285; 284 0

13 |miiritsetiin-3-gliikosiid 19,6 479|318; 317; 316; 271; 179 f

14 |miiritsetiin-3-gliikosiid 20,3 479|318; 317; 316; 271; 179 f

15 |kvertsetiingalaktosiid 243 463(302; 301; 300; 271; 179 f,g, h

16 |dihiidrokvertsetiin-7-O- 245 449|431, 303; 287; 285; 151 a
ramnosiid

17 |kvertsetiingliikosiid 24.6 463|343; 302; 301; 300; 271; 179; 151 f,h

18 |kvertsetiingliikuroniid 24,8 477301 i

19 |rutiin 253 609(343; 301, 271; 257 f,g

20 |protsiianidiin B1 v. B2 26,5 577|559, 451, 425, 407, 289; 287 g

21 |kvertsetiin-O-pentosiid 27,6 433|345; 315; 302; 301; 300; 179 f

22 |kempferool-3-O-gliikosiid 28,0 447)|327, 285; 284; 255; 239; 151 k

23 |quercetin-3-rhamnoside 29,7 447|301; 285; 179; 151 h, m

24  |kempferoolrutinosiid 30,0 593|285; 257; 199 n

25 |ramnetiingliikosiid 32,7 477|316; 315; 314; 297; 287; 193; 165 b

26 |kvertsetiin-atsetiiiilgliikosiid | 36,4 505|463; 301; 179 h

27 |kvertsetiin 38,6 301|273; 257; 229, 193; 179; 151; 107 f,h

28 |I3,1I8 biapigeniin 55,5 537|493; 444; 443; 417, 386; 385; 151 a,h

29 |adhiiperfiriin 62,5 481|437;412;411; 369; 329; 276 h

30 |adhiiperfiriin 62,7 481|437; 412;411; 369; 329; 276 h

31 |hiiperfiriin 63,5 467(423; 398; 329; 287; 262; 219 h

32 |hiiperforiin 64,6 535|466; 397; 395; 383; 315; 313 c,d, h,j

33 |adhiiperforiin 65,3 549|480; 465; 412; 411, 397, 329; 313 c,h,j

34 |protopseudohiiperitsiin 59,2 521|477; 463; 452; 404; 393; 381; 347; 333 h

35 |pseudohiiperitsiin 59,8 519|473; 452; 449; 440, 406; 342; 299; 249 a,h

36 |protohiiperitsiin 60,7 505|fragmente ei saadud h

37 |hiiperitsiin 61,5 503|fragmente ei saadud a

? Brolis et al 1998

® Sanchez-Rabaneda

et al 2004

¢ Sleno et al 2006

4 Smelcerovic et al 2006b

¢ Markowics Bastos et al
2007

" Charrouf et al 2007
€ Sun et al 2007

" Tatsis et al 2007

' Duefias et al 2008

J Glisic et al 2008
K Zhao et al 2008
! Tourifio et al 2008
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Lisa 3.

Kvantitatiivselt méadratud iihendite kalibreerimiseks kasutatud ained, mddramisviis ja neelduvuse

mootmise lainepikkus.

jrk. | kvantitatiivselt kalibreeritud aine ... UV absorptsiooni-| lainepikkus
nr. maaratud aine larai vOi massispekter nm
1 kiinahappe derivaat kiinahape massispekter -

2 kohvhappe derivaat kohvhape massispekter -

3 vanillhappe derivaat vanillhape absorptsioonispekter 250
4 neoklorogeenhape klorogeenhape absorptsioonispekter 330
5 klorogeenhape klorogeenhape absorptsioonispekter 330
6 katehhiin katehhiin absorptsioonispekter 280
7 epikatehhiin katehhiin absorptsioonispekter 280
8 miritsetiingliikosiid miiritsetiin absorptsioonispekter 350
9 kvertsetiingalaktosiid kvertsetiingliikosiid absorptsioonispekter 350
10 kvertsetiingliikosiid kvertsetiingliikosiid massispekter -
11 rutiin rutiin massispekter -
12 kvertsetiinpentosiid kvertsetiingliikosiid absorptsioonispekter 350
13 kvertsetiinramnosiid kvertsetiinramnosiid massispekter -
14 kempferoolgliikosiid kempferool absorptsioonispekter 350
15 kempferoolrutinosiid kempferool massispekter -
16 kvertsetiin kvertsetiin absorptsioonispekter 370
17 hiiperforiin hiiperforiin absorptsioonispekter 280
18 adhiiperforiin hiiperforiin absorptsioonispekter 280
19 protopseudohiiperitsiin hiiperitsiin absorptsioonispekter 590
20 pseudohiiperitsiin hiiperitsiin absorptsioonispekter 590
21 hiiperitsiin hiiperitsiin absorptsioonispekter 590
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Lisa 4.

Sekundaarsete
se — keskmise standardviga, mean — keskvaartus. Erinevad tdhed margivad statistiliselt olulist
erinevust rthmade vahel Tukey HSD testi jargi.

metaboliitide

sisaldused

n=5 taime to66tluse kohta

erinevate

katseringide

ja

tootluste

vahel.

to6tlusxkatsering

H1 C1 H3 C3 H4 C4 Ghik
23 BRBGein Mean 153,2 ab 1644 ab 1332 ab 1838 ab 82,0 a 2400 b mAuU
se 20,9 24,9 6,5 66,3 14,4 12,2 mAuU
kiinahappe Mean 0,0016 a 0,0031 a 0,0030 a 0,0052 a 0,0049 a 0,0016 a %
derivaat se 0,0006 0,0007 0,0014 0,0022 0,0027 0,0006 %
kohvhappe Mean 0,013 a 0,025 a 0,017 a 0,015 a 0,017 a 0,022 a %
derivaat se 0,003 0,010 0,007 0,003 0,005 0,010 %
vanillhappe Mean 0,049 a 0,046 a 0,057 a 0,051 a 0,067 a 0,053 a %
glikosiid se 0,006 0,005 0,011 0,009 0,004 0,008 %
1 neoklorogeen- Mean 0,18 a 0,12 a 0,19 a 0,16 a 0,54 a 0,27 a %
hape se 0,05 0,03 0,08 0,06 0,07 0,08 %
klorogeen- Mean 0,10 a 0,14 a 0,22 a 0,21 a 0,39 a 0,26 a %
hape se 0,03 0,03 0,10 0,10 0,09 0,07 %
1 atehhiin Mean 0,042 a 0,056 a,b 0,072 b 0,071 b 0,050 ab 0,055 ab %
se 0,003 0,007 0,008 0,006 0,007 0,006 %
epikatehhiin Mean 0,21 a 0,31 a 0,43 a 0,30 a 0,44 a 0,33 a %
se 0,08 0,06 0,19 0,09 0,09 0,07 %
1 Riporosiid Mean 1,44 ab 0,82 a 1,18 a,b 1,25 a,b 2,10 b 163 ab %
se 0,27 0,21 0,34 0,25 0,11 0,32 %
isokvertsitriin Mean 0,12 a 0,10 a 0,09 a 0,08 a 0,10 a 0,08 a %
se 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 %
rutiin Mean 0,0028 a 0,0015 a 0,0016 a 0,0011 a 0,0017 a 0,0013 a %
se 0,0006 0,0003 0,0005 0,0003 0,0002 0,0003 %
kvertsetiin- Mean 0,051 a 0,032 a 0,034 a 0,036 a 0,060 a 0,048 a %
pentosiid se 0,009 0,004 0,008 0,010 0,005 0,010 %
13 | vertsitriin Mean 0,034 a 0,023 a,b 0,010 b,c 0,017 b,c 0,006 cd 0,015 ab,d %
se 0,005 0,003 0,001 0,007 0,001 0,002 %
kvertsetiin Mean 0,048 a 0,043 a 0,052 a 0,072 a 0,040 a 0,050 a %
se 0,006 0,005 0,005 0,027 0,010 0,006 %
1,3 protopseudo- Mean 0,146 a 0,095 ab 0,067 ab 0,074 ab 0,038 b 0,086 ab %
hiperitsiin se 0,020 0,021 0,008 0,026 0,009 0,013 %
1,3 pseudo- Mean 0,20 a 0,18 a,b 0,14 ab 0,15 a,b 0,11 b 0,18 ab %
hiperitsiin se 0,01 0,02 0,01 0,03 0,01 0,01 %
3 proto- Mean 0,017 a 0,018 a 0,020 a 0,011 a 0,010 a 0,018 a %
hiperitsiin se 0,002 0,002 0,005 0,003 0,001 0,001 %
3 hiiperitsiin Mean 0,043 a,b 0,041 ab 0,037 ab 0,031 ab 0,025 a 0,048 b %
se 0,004 0,006 0,005 0,008 0,002 0,003 %
1,3 Uld- Mean 0,41 a 0,33 ab 0,26 a,b 0,27 ab 0,18 b 0,33 ab %
hiperitsiinid se 0,04 0,04 0,03 0,07 0,02 0,03 %
1 flavonoidid Mean 1,69 ab 1,02 a 1,37 ab 1,46 ab 2,31 b 1,82 ab %
se 0,30 0,22 0,37 0,27 0,13 0,35 %
1 fenoolsed Mean 2,29 a 1,71 a 2,35 a 2,26 a 3,82 a 2,81 a %
Uhendid se 0,46 0,30 0,76 0,52 0,36 0,56 %
kogu sek. Mean 2,71 a 2,06 a 2,65 a 2,54 a 4,02 a 3,16 a %
met. se 0,47 0,30 0,76 0,52 0,38 0,56 %
1 \ammastik Mean 3,53 a 3,17 ab 3,31 ab 3,27 ab 3,08 b 3,13 ab %
se 0,03 0,12 0,07 0,09 0,12 0,07 %

"katseringi maju oluline, * t66tluse mdju oluline, * katsering=xto6tlus mdju oluline.
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Lisa 5.

Sekundaarsete metaboliitide sisaldused erinevate katseringide vahel. se — keskmise standardviga, mean
— keskvéirtus. Erinevad tdhed mérgivad statistiliselt olulist erinevust rithmade vahel Tukey HSD testi

jérgi.

n=10 taime ringi kohta

Ring

1 3 4 Uhik

biapigeniin Mean 158,8 a 158,5 a 161,0 a mAu

se 15,4 32,5 27,8 mAuU
kiinahappe Mean 0,00 a 0,00 a 0,00 a %
derivaat se 0,0005 0,0013 0,0014 %
kohvhappe Mean 0,019 a 0,016 a 0,019 a %
derivaat se 0,005 0,004 0,005 %
vanillhappe Mean 0,047 a 0,054 a 0,060 a %
glikosiid se 0,004 0,007 0,005 %
neoklorogeen-  Mean 0,15 a 0,17 a 040 b %
hape se 0,03 0,05 0,07 %
Klorogeen-hape Mean 0,12 a 0,22 a 0,32 a %
se 0,02 0,07 0,06 %
katehhiin Mean 0,049 a 0,071 b 0,053 a %
se 0,004 0,005 0,004 %
epikatehhiin Mean 0,26 a 0,36 a 0,39 a %
se 0,15 0,33 0,18 %
hilperosild Mean 1,13 a 1,21 ab 1,86 b %
se 0,19 0,20 0,18 %
isokvertsitriin Mean 0,11 a 0,09 a 0,09 a %
se 0,01 0,01 0,01 %
cutiin Mean 0,0022 a 0,0013 a 0,0015 a %
se 0,0004 0,0003 0,0002 %
kvertsetiin- Mean 0,042 a 0,035 a 0,054 a %
pentosiid se 0,005 0,006 0,006 %
kvertsitriin Mean 0,028 a 0,014 b 0,011 b %
se 0,003 0,003 0,002 %
kvertsetiin Mean 0,045 a 0,062 a 0,045 a %
se 0,004 0,013 0,006 %
protopseudo- Mean 0,120 a 0,071 ab 0,062 b %
hiperitsiin se 0,016 0,013 0,011 %
pseudo- Mean 0,19 a 0,14 a 0,15 a %
hilperitsiin se 0,01 0,02 0,01 %
protohtiperitsiin Mean 0,017 a 0,015 a 0,014 a %
se 0,001 0,003 0,002 %
hiiperitsiin Mean 0,042 a 0,034 a 0,036 a %
se 0,003 0,005 0,004 %
it it Mean 0,37 a 0,26 a,b 0,26 b %
se 0,03 0,04 0,03 %
flavonoidid Mean 1,36 a 1,41 a 207 a %
se 0,21 0,21 0,19 %
fenoolsed Mean 2,00 a 2,31 ab 332 b %
Uhendid se 0,28 0,43 0,36 %
kogu sek. met Mean 2,39 a 2,60 a 359 a %
’ T se 0,28 0,43 0,35 %
I5mmastik Mean 3,35 a 3,29 a 3,11 a %
se 0,08 0,06 0,07 %
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Lisa 6.

Sekundaarsete metaboliitide sisaldused todtluste vahel. se — keskmise standardviga, mean —
keskvédrtus. Erinevad tdhed mérgivad statistiliselt olulist erinevust rithmade vahel Tukey HSD testi

jérgi.

n=15 taime to66tluse kohta

Tootlus

H C Uhik

biapigeniin® Mean 122,8 196,1 mAu

se 11,4 23,8 mAu
kiinahappe Mean 0,003 0,003 %
derivaat se 0,001 0,001 %
kohvhappe Mean 0,016 0,021 %
derivaat se 0,003 0,005 %
vanillhappe Mean 0,058 0,050 %
glikosiid se 0,005 0,004 %
neoklorogeen- Mean 0,30 0,18 %
hape se 0,06 0,04 %
klorogeenhape Mean 0,24 020 %
se 0,05 0,04 %
katehhiin Mean 0,055 0,061 %
se 0,005 0,004 %
. . Mean 0,36 0,31 %
epikatehhiin se 0.08 0.04 %
hilperosild Mean 1,57 1,23 %
se 0,17 0,17 %
isokvertsitriin Mean 0,104 0,086 %
se 0,009 0,007 %
cutiin Mean 0,0020 0,0013 %
se 0,0003 0,0001 %
kvertsetiin- Mean 0,048 0,039 %
pentosiid se 0,005 0,005 %
kvertsitriin Mean 0,017 0,018 %
se 0,004 0,003 %
kvertsetiin Mean 0,047 0,055 %
se 0,004 0,009 %
protopseudo- Mean 0,083 0,085 %
hiperitsiin se 0,014 0,011 %
pseudo- Mean 0,15 0,17 %
hilperitsiin se 0,01 0,01 %
protohtiperitsiin IR Loe Dl s
se 0,002 0,002 %
hiiperitsiin Mean 0,035 0,040 %
se 0,003 0,004 %
e Mean 0,28 0,31 %
Uldhuperitsiinid se 0.03 0.03 %
flavonoidid Mean 1,79 1,43 %
se 0,18 0,17 %
fenoolsed Mean 2,82 2,26 %
Uhendid se 0,35 0,28 %
kogu sek. met. Mean 3,13 259 %
se 0,34 0,28 %
I5mmastik Mean 3,31 3,19 %
se 0,07 0,05 %
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