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Tiivistelm&

Puna-apila on kaytetyin ja Suomen olosuhteissa parhaiten menestyva nurmipalkokasvi. Puna-apila sisaltéa
kasviestrogeeneista isoflavongja biokaniini A:ta, genisteiini, daidtseiinia ja formononetiinia. |soflavonit
pystyvét sitoutumaan dimiston estrogeenireseptoreihin. Y hdisteiden sitoutumiskyky vaihtelee suuresti ja
vaati hyvin korkeita pitoisuuksia. Estrogeenisesti aktiivisin on formononetiinin ja daidtseinin
metaboliatuote ekuoli. Hyvin runsas kasviestrogeenien saanti voi alentaa lampaiden hedelmallisyytta tai
aiheuttaa muita lisdantymiseen liittyvia héiridita. Tapausselostuksia kasviestrogeenien aiheuttamista
lisdéntymishéiridista naudoilla [6ytyy hyvin vahan, vaikka isoflavoneiden metabolia on todennakdisesti
hyvin samankaltainen lampailla ja naudoilla.

Puna-apilan virallisesta lajikekokeesta kerdttiin  kasviestrogeeninaytteet MTT:n Ekologisen
tuotannon Mikkelin toimipaikasta ja Pohjois-Pohjanmaan tutkimusasemalta Ruukista vuosina 2003 ja
2004. Naytteet otettiin ruuduittain viidesta puna-apilalgjikkeesta (Betty, Bjursele, Borealin linja[Bor], llte
ja Jokioinen). Kasviestrogeenit biokaniini A, genisteiini, daidtseiini ja formononetiini analysoitiin
elainladketieteellisen tiedekunnan Kotieldinhygienian laboratoriossa nestekromatografimenetel malla

Tutkituista puna-apilalgjikkeista eniten kasviestrogeengja sisdlsi llte, 1,4 % kuiva-aineesta. Betty ja
Jokioinen sisdlsivét kasviestrogeenga 1,2 % kuiva-aineesta seka Bjursele ja Bor keskimaarin 1,1 % kuiva
aineesta. Pdéosa isoflavoneista oli formononetiinia. |lten formononetiinipitoisuus oli lajikkeista suurin, 0,8
% kuiva-aineesta. Kasviestrogeenien pitoisuus Suomessa viljellyssa puna-apilassa on vaihde lut valilla 1 —
25 % kuiva-aineesta. Kasvukauden olosuhteilla oli selva vaikutus kasviestrogeenien pitoisuuksiin.
Vuonna 2004 pitoisuus oli 1,3 % kuiva-aineesta ja vuonna 2003 1,1 %. Formononetiinia muodostui kesan
2004 aikana enemman kuin 2003. Kasvupaikka vaikutti jonkin verran pitoisuuksiin. Kasviestrogeenga oli
Ruukista kerédtyissa ndytteissa vahan enemman kuin Mikkelista kerétyissa naytteissi. Kesan eri niittojen
pitoisuudet erosivat selvasti toisistaan. Ensimmaisessa niitossa heindkuun alussa kasviestrogeenien
kokonaismaara oli 1,1 % kuiva-aineesta ja toisessa niitossa syyskuun alussa vastaavasti 1,3 %.
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Johdanto

Puna-apila on kaytetyin ja Suomen olosuhteissa parhaiten menestyva nurmipalkokasvi. Puna-apila sisiltéa
kasviestrogeeneista isoflavongja, kuten biokaniini A:ta, genisteiinid, daidtsdinia ja formononetiinia
(Petterson ym. 1984, Kallela ym. 1988, Saloniemi ym. 1995, Sarelli ym. 2003). Isoflavonit pystyvéat
sitoutumaan elimistén estrogeenireseptoreihin. Yhdisteiden sitoutumiskyky vaihtelee suuresti ja vaatii
hyvin korkeita pitoisuuksia.

Eri isoflavoneilla on erilainen metabolia pétsissa ja muualla ruuansulatuskanavassa. Biokaniini A
demetyloidaan potsissa ensin genisteiiniksi, joka metaboloituu edelleen p-etyylifenoliksi ja fenolihapoksi,
joilla e todennakodisesti ole estrogeenisia vaikutuksia. Formononetiini metaboloituu daidtseiiniksi ja
edelleen ekuoliksi ja sen hajoamistuotteiksi. Estrogeenisesti aktiivisin ja merkittavin on formononetiinin ja
daidtsalinin metaboliatuote ekuoli (Shutt ym. 1968, Cox ym. 1974, Lundh 1990).

Hyvin runsas kasviestrogeenien saanti voi alentaa lampaiden hedelmallisyytta tai aiheuttaa muita
lisdéntymiseen liittyvia hairidita. Eniten kasviestrogeenien aiheuttamia lisdéntymiseen liittyvia ongelmia
on havaittu Australiassa ja Uudessa-Seelannissa, maissa joissa lampaat laiduntavat ympari vuoden
(Adams 1995). Tapausselostuksia kasviestrogeenien aiheuttamista lisdantymishairidista naudoilla |6ytyy
hyvin vahan (Mustonen, 2005). Tarkkaa syyta lampaiden nautoja suuremmalle herkkyydelle e ole
toistaiseks pystytty selvittamaan. Isoflavonien metabolia on todenndkdisesti hyvin samankaltainen
lampaillaja naudoilla (Lundh 1990).

Lypsylehmien runsas kasviestrogeenien saanti vaikuttaa myds maidon pitoisuuksiin.
Pilottitutkimuksessa havaittiin suomalaisen luomumaidon sisditévan enemméan ekuolia tavanomaisesti
tuotettuun maitoon verrattuna (Hoikkala ym, julkaisematon). Maidon kasviestrogeenipitoisuuksia on
mitattu my6s mm. Australiassa (King ym 1998) ja Ranskassa (Antignac ym. 2004).

Puna-apilalajikkeiden kasviestrogeenipitoisuuksia on Suomessa viimeks tutkittu kasvukaudella
1985. Tassa tutkimuksessa sdvitettiin nykyisin  kdytdssd olevien  puna-apilaajikkeiden
kasviestrogeenipitoisuudet vuosien 2003 ja 2004 virallisten |gjikekokeiden yhteydessa.

Aineisto ja menetelmat

Puna-apilan virallinen lgikekoe toteutettin Maa- ja dintarviketalouden tutkimuskeskuksen (MTT)
Ekologisen tuotannon Mikkelin toimipaikassa ja Pohjois-Pohjanmaan tutkimusasemalla Ruukissa vuosina
2003 ja 2004. Laikekokeen niittojen yhteydessd koeruuduilta otettiin  naytteet myds
kasviestrogeenianalyysgja varten. Kenttékokeessa oli nelja kerrannetta. Néaytteet kerdttiin ruuduittain
viidesta puna-apilalajikkeesta (Betty, Bjursele, Borealin linja [Bor], llte ja Jokioinen). Koe niitettiin
ensimmaisen kerran heindkuun alussa ja toisen kerran syyskuun alussa. Bjursele ei ollut mukana
varsinaisessa lajikekokeessa, vaan sitd koskevat nadytteet otettiin kokeiden suojaruuduista. Naytteet
pakastettiin odottamaan isoflavonianalyysga.

Kasviestrogeenit  biokaniini A, genisteiini, daidtselini ja formononetiini  analysoitiin
eladinladketieteellisen tiedekunnan Kaotigldinhygienian laboratoriossa nestekromatografimenetemalla
(Sarelli 2003). Tulokset analysoitiin tilastollisesti SAS ohjelmalla. Kasviestrogeenipitoisuuksille laskettiin
aritmesttisst  keskiarvot vuosien, koepaikkojen, niittojen ja lajikkeiden suhteen. Aineiston
varianssianalyyseissa kaytettiin havaintojen logaritmimuunnoksia, luokittelijoina olivat vuosi, koepaikka,
lgjike janiitto seka kahden tekijan yhdysvaikutukset.

Tulokset

Eri lajikkeiden kasviestrogeenien pitoisuudet on esitetty taulukossa 1. Tutkituista puna-apilalgjikkeista
eniten kasviestrogeenegja sisdls llte, 1,4 % kuiva-aineesta. Betty ja Jokioinen sisdlsivét kasviestrogeenga
1,2 % kuiva-aineesta seka Bjursde ja Bor keskiméarin 1,1 % kuiva-aineesta. Pédosa isoflavoneista oli
formononetiinia. llten formononetiinipitoisuus oli lajikkeista suurin, 0,8 % kuiva-aineesta. Seuraavana oli
Betty, jonka formononetiinipitoisuus oli 0,7 % kuiva-aineesta. Bjursele, Bor ja Jokioinen sisdlsivét
formononetiinia keskimaarin 0,6 % kuiva-aineesta.
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Taulukko 1. Puna-apilalajikke den kasviestrogeenipitoi suudet

Kasviestrogeeni, % . - Keskiarvon  Tilastollinen
kuiveral negﬂa Betty Bjursde  Bor lite Jokioinen keskivirhe merkitsevyys
Daitsaiini 0,030 0,027 0,023 0,031 0,025 0,00104 ol
Genisteiini 0,055 0,052 0,050 0,052 0,049 0,00153

Formononetiini 0,715 0,603 0,595 0,772 0,632 0,0134 *kx
Biokaniini A 0,366 0,446 0,451 0,584 0,444 0,0172 *x K

Y hteensa 1,165 1,128 1,120 1439 1,150 0,0287 *x K

Kasvukauden olosuhteilla oli selvd vaikutus kasviestrogeenien pitoisuuksiin. Vuonna 2004
pitoisuus oli 1,3 % kuiva-aineesta ja vuonna 2003 1,1 % (Taulukko 2). Formononetiinia muodostui kesan
2004 akana enemmdn kuin 2003. Kasvupaikka vaikutti jonkin verran pitoisuuksiin. Seka
kasviestrogeenien kokonais- ettéd formononetiinipitoisuus oli Ruukista kerdtyissd ndytteissa vahan
suurempi kuin Mikkelista keratyissi naytteissa. Kesan eri niittojen pitoisuudet erosivat selvasti toisistaan.
Ensmmaisessi niitossa heindkuun alussa kasviestrogeenien kokonaismaara oli 1,1 % kuiva-aineesta ja
toisessa hiitossa syyskuun alussa vastaavasti 1,3 %. Formononetiinin pitoisuus oli syyskuun niitossa 0,8 %
kuiva-ainessta, vastaavasti heindkuussa formononetiinia oli 0,6 %. Kasvuastedtaan puna-apila oli
ensimmaisessi niitossa kukinnan alussa. Toisessa niitossa kasvusto oli lehtevaéd odelmaa.

Taulukko 2. Koevuoden, koepaikan ja niittoajankohdan vaikutus puna-apilan kasviestrogeenipitoisuuksiin

Kasviestrogeeni, % Vuos Paikka Niitto Tilast. merkitsevyys
kuiva-aineesta 2003 2004 Mikkeli Ruukki Heindk. Syysk. SEM Vuos Pakka Niitto
Daitseiini 0,031 0,023 0,025 0,029 0,029 0,025 0,00066 ***  kEk o wEx
Genistelini 0,051 0,052 0,052 0,052 0,054 0,050 0,00097 o
Formononetiini 0,607 0,720 0,644 0,683 0,570 0,757 0,0085  *** ok *hk
Biokaniini A 0,406 0,510 0,434 0,482 0413 0,503 0,0109  *** ¥ b
Y hteensa 1,096 1,305 1,155 1,246 1,066 1,335 0,0181  x**  ** el

SEM=keskiarvon keskivirhe

Tulosten tarkastelu

Puna-apila sisilsi isoflavongja, erityisesti formononetiinia ja biokaniini A:ta. Genisteiinin ja daidsteiinin
pitoisuudet olivat vajaa kymmenesosa formononetiinin pitoisuuksista. Lajikkeiden vélilla oli eroja. Lisaksi
kasvuaste ja lampdtila vaikuttivat pitoisuuksiin. Kirjallisuuden mukaan kasviestrogeeneja muodostuu
runsaimmin kevaalld nopean kasvun vaiheessa ja syksylla jalkikasvussa. Kylman sdan kasvukauden
aikana on todettu lisdévan kasviestrogeenien pitoisuuksia.

Kasviestrogeenien pitoisuus Suomessa viljellyssa puna-apilassa on vaihdelut valilla 1 — 2,5 %
Kuiva-ainessta (Saloniemi ym. 1995). Kasvukaudella 1985 heindkuun niitossa kasviestrogeenien
kokonaismaara oli runsas 1 % kuiva-aineesta ja elokuun niitossa vajaa 1,5 % kuiva-aineesta (Kallda ym.
1988). Kesdlla 1999 kerdtyissa naytteissa kasviestrogeenipitoisuus vaihteli 0,8 — 1,1 % vdlilla kuiva
aineesta (Sarelli ym. 2003). Tassa tutkimuksessa kasviestrogeenien kokonaispitoisuus oli samaa tasoa
aiempien analyysien ja kirjallisuuden kanssa. Uusista lgjikkeista llte sisdlsi kasviestrogeengja muita
lajikkeita enemman.

Tutkitut lajikkeet sisdlsivét eniten formononetiinia ja biokaniini A:ta. Marehtijat metaboloivat eri
isoflavoneia eri tavoin, biokaniini A:n ja genisteiinin metaboliatuotteet eivét ole estrogeenisesti aktiivisia.
Formononetiinin ja daidtseiinin metaboliatuote ekuoli on estrogeenisesti aktiivisena tarkein puna-
apilarehun metaboliitti marehtijoilla

Johtopaatokset

Puna-apilan lgjikevalinnalla voidaan vaikuttaa erityisesti rehun formononetiinipitoisuuteen. Kasvukauden
olosuhteilla, kasvupaikalla ja niiton agjankohdalla on vaikutusta rehun kasviestrogeenipitoisuuksiin.
Kylmyys lisda kasviestrogeenien maarda. Tavallista kylmemmén kasvukauden jalkeen erityisesti syksyn
sadossa voi olla tavallista enemman kasviestrogeeneja, samoin Pohjois-Suomessa etelaa enemman.
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